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I N T R O D U C C I O N

Résulta obligado admitir que, durante las cuatro 
ûltimas décadas, una nueva disciplina cientîfica haya sido 
desarrollada a partir de diverses campes de investigaciôn:
La Quimioterapia. Efectivamente, desde que DOMASK (1935) 
empleara por primera vez las sulfonamidas como agentes anti- 
infecciosos hasta hoy, cientos de antibiôticos y quimioterâ­
picos se han descubierto y sintetizado y se han fijado las 
bases expérimentales que permiten estudiar nuevos mecanismos 
de acciôn antiinfecciosa e incluse disenar modernes fârmacos 
de sîntesis con una actividad antimicrobiana. Pese a todos 
estes resultados positives,en el campe de la Biologîa de 
Infecciones, existe un reto a la investigaciôn que los cien- 
tîficos estudiosos de la Biologîa y de la Medicina, estâmes 
obligados a atender: las infecciones virales.

Pruebaj decisiva es que en EE.UU., en 1974, junte a . 
cientos de antibiôticos antibacterianos y quimioterâpicos anti- 
protozoarios, tan sôlo existian très fârmacos antivirales para 
use cllnico. Poco han variado las cosas en estes ûltimos cuatro 
ahos^cuando en un resumen sobre la actualidad de los medicamen- 
antivirales que hace WERNER (1977) comentando los avances sobre 
quimioterapia antiviral presentados en el X Congreso Internacio- 
nal de Quimioterapia, tan sôlo retiene la atenciôn sobre el
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arabindsido de adenina (Ara-A 6 Vidorabina), la iodoxuridina 
(IDU), el ribofuranosil-triazol-carboxamida (Virazol) y el 
clorhidrato de amino-l-adamantanol (amantadina).

En. este mismo Congreso,ALBERT.SABIN se pronunciô 
varias veces contra la filosofîa y la metodologia de las in­
vestigaciones en el campo de la Quimioterapia antivirus. Se- 
gûn êl, nos estâmes esforzando vanamente en buscar una acti- 
vidad terapeutica en productos que no son mas que unes inhi- 
bidores de la replicaciôn viral y no pueden actuar por tante 
mas que en un estadio inicial de la infecciôn.

El hecho de que, subsiguientemente a la Antibiotera- 
pia, apareciera la antibioticoresistencia, obligô a los cien- 
tîficos a poner en juego toda una extraordinaria mecânica in- 
vestigadora para conocer la intimidad de los distintos méca­
nismes de antibiosis y resistencia en la Biologîa de Infecciones 
Microbianas. Sin embargo, en el campo de la Virologîa, los acon- 
tecimientos observables en la Quimioterapia no guardaron ningûn 
paralelismo con los observados en bacterias, hongos y protozoos. 
En el case de los virus, las mayores dificultades residen en el 
peculiar estado de parasitisme intracelular del agente infective 
que le hace mas inaccesible al fârmaco; en su peculiar morfogê- 
nesis y estructura dificil de vulnerar desde el exterior sin al- 
terar el propio mécanisme de la cêlula huesped; en que, practi- 
camente, tan sôlo, son posibles dos vias de aproximaciôn en la 
Quimioterapia antiviral, la sîntesis de proteinas y la de âcidos 
nucleicos. Es curioso observer que aunque entre los virus no 
pueda aûn hablarse de quimioresistencia como sucede con las bac­
terias, sin embargo sea muy dificil conseguir progresos en el 
campo de la Terapia antiviral.
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Esta situaciôn, dèrivadâ dé las muchas dificultades 
que entraha el estudio de los virus, unido al hecho de que 
existan graves problemas de oncogênesis que han de resolverse 
a través de un mayor conocimiento de la infecciôn viral y de 
sus posibilidades de control, han atraido nuestra atenciôn 
hacia este interesante y prometedor campo de la Investigaciôn 
Biolôgica, con el buen deseo de que nuestros resultados expé­
rimentales puedan constituir una aportaciôn mâs al mejor cono­
cimiento de la actividad de las sustancias antivirales.

Asî, en esta Memoria de Tesis, nos proponemos -en 
primer lugar- actualizar la problematica cientîfica relacionada 
con el aspecto particular del tema y estudiar, despuës, un sis- 
tema biolôgico que nos permita controlar la actividad antivîri- 
ca de distintas moléculas aetuando a diferentes niveles de la 
multiplicaçiôn viral para, ultimamente, investigar sobre las 
variaciones que estas substancias pueden condicionar sobre los 
distintos parâmetros de una interacciôn virus-huesped-fârmaco.



P A R T E  B I B L I O G R A F I C A



I. RELACIONES ESTRUCTURA- 
-FUNCION EN LOS VIRUS

Parece lôgico que antes de revisar la bibliografla 
mas particularmente relacionada con nuestro trabajo experimen­
tal recopilemos una serie de datos que nos den ideas de lo que 
son y representan los virus como entidad biolôgica, ya que 
tanto el control de la infecciôn viral como la posible resis­
tencia del virion a un fârmaco antagonista, van a depender de 
la composiciôn y estructura de estes agentes infecciosos con- 
sïderados como los elementos genéticos mâs simples capaces de 
alternar entre dos estados distintos intracelular y extracelu- 
lar (BROCM, 1973). Posteriormente iremos precisando particula- 
ridades que corresponden a la estructura y funciôn de los virus 
sobre los que hemos de realizar nuestro trabajo experimental.

1. Aspecto general del problema

Desde nuestro punto de vista de biôlogo, los virus 
-de acuerdo con CURTIS (1972)- pueden quedar clasificados 
dentro del reino de las Moneras, en tanto no se pueda définir 
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 considéra como de la 
vertiente biolôgica considerada, hasta el punto que para algu­
nos todavîa permanece en discusiôn el dilema de si los virus
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son las formas de vida mâs sencillas o son sustancias quimicas 
inanimadas. Puesto que los virus aparecieron relativamente 
tarde en la evoluciôn y son entes parâsitos estrictos, habrâ 
que pensar que se originaron de forma anâloga a las bacterias 
y que despuës perdieron sus facultades metabôlicas o bien, 
interpretarlos como particules de cëlulas que han iniciado una 
existencia independiente. Parece que lo mas generalmente acep- 
tado en la actualidad, es que los virus son formas abortivas de 
cëlulas degeneradas; de todas maneras résulta mâs dificil expli- 
car el origen de los RNA-virus, puesto que el RNA nunca pré­
senta autoreplicaciën en las cëlulas normales.

Aunque en la présente memoria utilicemos exclusiva- 
menté virus pertenecientes a dos grupos de virus animales 
(ORTHOMIXOVIRUS y PARAMIXOVIRUS), cuyo genoma estâ constituido 
por RNA, consideramos conveniente dar una visiën panorâmica de 
los distintos grupos de virus animales y dejar establecidas las 
relaciones que entre todos ellos puedan existir.

1,1, EstAuctuAa de tas pcLAttcatas vtAtcas

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

Generalmente hablando y aunque las estructuras de los 
virus son muy diverses, podemos decir que el viriôn o particule 
virica compléta consta de una porciôn central -conocida como
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CORE o NUCLEOIDE- en el que se localize el âcido nucleico, 
que se rodea de una cubierta proteinica denominada CAPSIDA; 
las proteinas individuates o unidades morfolôgicas que forman 
la envuelta viral se llaman CAPSOMEROS y pueden ester dispues- 
tos aisladamente como monômeros o agruparse formando unidades 
oligomêricas. En muchos casos las estructuras son mas compli­
cates, y el comptejo nucleo-câpsida puede aparecer rodeado 
de una ENVOLTURA membranosa externe cuyos componentes pueden 
tener su origen en las estructuras periféricas de la cêlula 
huesped. Asimismo existen virus de mayor comptejidad aûn, pre- 
sentando ESPICULAS fijadoras en su câpsida; o tambiên como 
sucede en los bacteriôfagos, que disponen no sôlo de una cabeza 
con extructura semejante a los citados, sino que tambiên tienen 
una cola mas o menos compteje (sin âcido nucleico) y unas for­
mas de anclado o fijaciôn a la superficie del huesped.

Como puede verse, la actividad funcional y biolôgica 
del propio virus irâ estrechamente ligada a su estructura. Asî 
mientras que los âcidos nucleicos se encargan de transmitir la 
informaciôn para la sîntesis de nuevos virus, la câpsida cons- 
tituye un dispositive de empaquetamiento que asegura la esta- 
bilidad de las moléculas automultiplicables durante la perpe- 
tuidad de la especie y facilita la adsorciôn y penetraciôn en 
la cêlula huesped. En esta primera fase de contacte entre el 
virus y la cêlula huesped, la envuelta membranosa del virus 
(cuando existe) o las formaciones espiculares como en el case 
de los mixovirus, o bien los dispositivos de fijaciôn de la 
cola de los fagos, tienen una influencia decisiva en el reco- 
nocimiento de la cêlula huesped.
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1,1,1, Et nuicteotde vtAat, segûn hemos dicho, estâ 
formado por una s61a molêcula de âcido nucleico y esto con- 
diciona un carâcter taxonômico entre los virus, permitiendo 
clasificarlos en dos grandes grupos, segûn se trate de DNA- 
-virus 6 RNA-virus. La longitud y peso molecular de cada 
âcido nucleico -constituyendo el nucleoide- permanece in­
variable para cada tipo de virus; ello hace inalterable la 
informaciôn que codifican, aunque tambiên estên sujetos a 
evoluciôn por alteraciones genéticas de caracter mutacional 
o por recombinaciôn. De esta forma pueden originarse nuevos 
tipos de virus e irse transformando progresivamente; es mâs, 
tambiên pueden producirse hibridaciones entre genes de dos 
virus distintos y quedar juntos constituyendo un nuevo virus, 
aunque conservando la presencia exclusiva de DNA ô RNA segûn 
al grupo al que pertenezcan. Dentro de los virus animales, 
por los cuales tenemos especial interês, los DNA-virus, -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 âcios nuclei­
cos pueden estar dispuestos en forma circular o lineal y su 
longitud variar de 1 a 100 nm aproximadamente.

En cuanto a la estructura molecular del âcido nuclei­
co viral no consideramos oportuno entrar en una descripciôn 
detallada,pero a continuaciôn reproducimos un esquema de la 
estructura del DNA que, aparté de completar este estudio gene­
ral servirâ para interpretar mejor el mecanismo de acciôn de 
algunos fârmacos (Fig. 1).
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1,1,2, La céip6Â,da vtKat, que condiciona el empaque­
tamiento de la informaciôn genética mantenida en el nucleoide, 
puede ser de diverses formas segûn que su simetria sea heli- 
coidal, isomëtrica, pleomôrfica o binaria. En el primer caso, 
câpsida helicoidal, se incluyen la mayorîa de los virus végé­
tales en los que los capsômeros (monômeros o subunidades pro- 
téicas) aparecen ordenados de forma helicoidal alrededor del 
nucleoide que tambiên présenta esta disposiciôn y condiciona 
una morfologîa tubular semirigida. Las câpsidas isométricas 
presentan caras triangulares, equilâteras,que condicionan la 
formaciôn de poliedros deltaêdricos que, al agruparse, origi- 
nan icosaedros regulares con très ejes de simetria; este tipo 
de envuelta existe en algunos fagos y virus vegetales y en la 
mayor parte de los virus animales. Las câpsidas pleomôrficas 
son de mayor complejidad porque en ellas pueden entrar dos o 
mas orientaciones simêtricas mezcladas, como sucede en los 
poxvirus que tienen una simetria helicoidal entrecruzada 
(LWOFF y cols, 196%) o en el virus vacunal (EASTERBROOK, 1966) 
de complejas estructuras en forma de ladrillo. Por ûltimo, las 
câpsidas de simetria binaria, que aparecen en bacteriôfagos, 
son todavia mas complicadas ya que en ellas se puede distinguir 
una cabeza (isomëtrica alargada) y una cola, de longitud va­
riable, que puede estar protegida o no con una vaina.

El nûmero de capsômeros es muy variable deperidiendo 
del tipo de simetria: puede ser muy numeroso en los hélicoïda­
les (dependiendo del peso molecular del âcido nucleico, de la 
estructura terciaria de la proteina viral y del diâmetro de la 
nucleocâpsida); es finite y constante en los isomëtricos, pu-
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diendose calcular su nûmero por la fôrmula de VASQUEZ y 
TOURNIER (1962); y es variable en làs pleomôrficas, sin 
conocerse que constituyentes quîmicos pueden condicionar 
el entrecruzamiento ( L W O F F  y cols. 1962).

Una idea de los tipos fundamentales de estructura 
viral se presentan a continuaciôn siguiendo los modelos de 
MATTERN (1977) y de HUCK (1.964) (Fig. 2) .

1,1,5, En cuanto a ta e.nvottuA.a o cubtc^ta mcmbAano6a, 
que presentan algunos virus y bacteriôfagos, principalmente, se 
forma casi siempre a partir de las estructuras periféricas del 
huesped y, por tanto, pueden entrar en su composiciôn moléculas 
de lîpidos, proteinas y, ocasionalmente, glûcidos. Pese a la 
comunidad de origen entre la membrana del viriôn y la del hues- 
ped, pueden existir algunas diferencias de composiciôn como 
ocurre en la hemaglutinina y neuraminidasa de los mixovirus que 
no se presentan en las membranas de la célula huesped (scHf/D̂ jy 
1972) o en algunos lîpidos 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 viriôn tiene 
su origen en la membrana nuclear de la célula huesped y se 
forma antes de pasar a la cisterna perinuclear.

1,2, Eunctân de ta6 pa^ttcutaé vt^tca6

Si partimos del condicionante general de que los 
virus sôlo pueden multiplicarse dentro de células vivas que, 
consecuentemente, son dahadas o destruidas en funciôn del gra­
de de parasitisme al que han llegado evolutivamente por pérdi- 
da de otras estructuras y funciones biolôgicas, habrémos de 
admitir que las estructuras actuales -de las que hemos dado 
una idea general- darân origen a funciones especîficas que
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1 MICRA

VIRUS VACUNA VIRUS ORF VIRUS DE PAROTIDITIS

BACTERIOFAGO T h e r p e s  v i r u s TIPULA VIRUS INFLUENZA VIRUS

VIRUS DEL MOSAICO 
DEL TABACO

ADENOVIRUS POLIOMA
VIRUS

VIRUS DE 
POLIOMIELITIS

Fig. 2.- Los cinco virus con estructura poliedrica presentan
simetria cubica; el virus del mosaico del tabaco y los 
componentes internes de los virus del sarampion y paro­
tiditis son de simetria'helicoidal, mientras que los 
otros virus muestran una simetria compleja.
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aseguran la automultiplicaciôn de estas partîculas virales 
subinicroscôpicas y que estas funciones, a su vez, guardarân 
estrecha relaciôn con la particularidad estructural en cada 
caso, modificando las relaciones parâsito-huesped. Por prin- 
cipio, en esta situaciôn de parasitisme estricto, habremos de 
admitir que las estructuras menos virulentas encontrarân mas 
facilidad en la selecciôn natural hasta llegar al equilibrio 
adecuado. De aquî que resuite lôgico examiner las relaciones 
estructura-funciôn en cuanto que son capaces de favorecer la 
multiplicaciôn virica por inducir a la célula viva a sinteti- 
zar los propres componentes esenciales de la particule viral 
y a ensamblarlos ordenadamente hasta dar lugar a un nuevo 
agente infeccioso.

Los diverses ESTADIOS DEL CICLO VITAL de un virus 
pueden resumirse en 6 etapas:

i) Adsorciôn o fijaciôn del viriôn a la célula suscepti­
ble a través de receptores especificos situados en la membrana 
del huesped.

ii) Penetraciôn 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 pequehas porciones de la pared ce­
lular bacteriana, originando poros a través de loS cuales se 
inyecta el âcido nucleico a la célula.

iii) Replicaciôn del âcido nucleico viral produciendo una 
subversiôn de todo el metabolismo de la célula huesped en pro- 
vecho del parâsito; segûn se trate de DNA ô RNA-virus, el pro- 
ceso replicativo tiene distintas variantes. En esta fase se 
codifican una serie de enzimas que son necesarios tanto para 
degradar los âcidos nucleicos del huesped como para sintetizar 
las proteinas propias del virus.
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iv) Producciôn de los distintos componentes separados de 
la partîcula viral, tanto los capsômeros como otros constitu- 
yentes esenciales del virus.

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

vi) Liberaciôn del virus mediante concurso de diverses 
enzimas liticos, como se produce en la lisis por fagos, o por 
un proceso de evaginaciôn a nivel de membrana nuclear (en unos 
casos) y a nivel de membrana citoplâsmica. A continuaciôn se 
representan esquematicamente la replicaciôn 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 funciôn del nucleoide viral, estâ 
claro que constituye la réserva de toda la informaciôn mole­
cular necesaria para la sîntesis de nuevos viriones. Una idea 
resumida del proceso de replicaciôn de los RNA virus, de los 
que nos ocupamos, se indica en los esquemas que siguen mas 
adelante. La cantidad de informaciôn 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 aûn 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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Maduraciôn por 
cltopexis a 
traves de la 
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, nucleo
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RNA recubierto por 
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Sintesis de las 
proteinas tar- 
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Decapsulaciôn

Sintesis de las 
proteinas tem- 
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/

sintesis del 
RNA viral

Forma de replicaciôn 
del RNA viral

Fig. 3 Replicaciôn de un RNA virus monocatenario 
Virus envuelto, influenza
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Fô'rma replicativa 
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nas

Sintesis del 
RNA viral

Fig. 4 Replicaciôn de un RNA virus monocatenario» 
Virus desnudo, poliovirus
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posibilidad de que también lo puedan hacer en el nucleo de la 
cêlülâ.. huesped.

Existe la duda de si el nucleoide lleva también la 
informaciôn que emite el ensamblado, al ordenar las diferentes 
sîntesis proteicas en un orden fijo, cuya estructura podrîa 
tener puntos especîficos de contacte que continuaran como fac- 
tores morfogenéticos o bien se sintetizan proteinas especîficas 
capaces de modular este ensamblado especialmente.

Por otra parte, la cépsida -donde se localizan carac­
tères antigênicos diferenciales del virus- tiene como princi­
pal funciôn el proporcionar protecciôn a la informaciôn que 
esté codificada en el nucleoide, empaquetando los âcidos nuclei- 
cos con el mayor ahorro de energîa y con la mâxima estabilidad 
desde el punto de vista termodinâmico y evitando, ademés, que 
sean destruidos por las nucleasas del huesped. Asimismo, esta 
câpsida interviene en el proceso de adsorciôn y fijaciôn del 
virus a la célula huesped, participando también -en el caso de 
los fagos- en el mecanismo de inyecciôn del âcido nucleico vi­
ral durante el proceso de infecciôn.

Finalmente, en los virus, pueden existir envolturas 
membranosas o membranas cuyo origen puede deberse al huesped, 
o pueden tener proteinas cuya sîntesis esté codificada en el 
nucleoide; asî sucede con la hemaglutinina y neuraminidasa de 
las espîculas de los mixovirus. Estas espîculas especîficas 
tienen la funciôn de localizar y fijarse a los receptores de 
la célula huesped.
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Se sabe que los DNA-virus son resistentes al eter y 
otros disolventes, lo que implica que no poseen envoltura 
lipîdica, 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 acusadamente 
sensibles al eter y disolventes lipidicos, a excepciôn de los 
picornavirus y reovirus. Segûn parece admitirse por algunos 
autores (HAMPARIAN y cols. 1963)̂  los virus con envoltura mem- 
branosa no poseen nucleocâpsida icosahédrica, excepto los vi­
rus herpes y encefalîticos. Para una mejor comprensiôn de la 
disposiciôn estructural que se puede encontrar en los virus 
con membrana se présenta un esquema de secciones transversales 
de un viriôn con capsida icosaedrica y de otro con capsida he- 
licoidal (Fig. 5).

2. Taxonomia y posible sistematizaciôn del estudio de los M ixo- 
virus.

En cuanto a criterios para taxonomia de estos virus, 
cuyo nombre "Mixovirus" es relativamente nuevo y que fue intro- 
ducido en la terminologîa por ANDREWS, BANG y BURNET (1955) , 
habrëmos de sehalar que las enfermedades producidas por ellos 
son conocidas y padecidas desde hace siglos. Ello constituyô 
una primera clasificaciôn en funciôn de la enfermedad, pudiendo 
dëcirse 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 basândose en la na- 
turaleza del viriôn.
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MEMBRANA

UNIDAD ESTRUCTURAL

Unidad morfologica 
o capsômero

ico)CAPSIDA  ̂NUCLEOCAPSIDAAcido nucleico

UNIDAD ESTRUCTURAL

CAPSIDA INUCLEOCAPSIDAAcido nucleico )
MEMBRANA

A = viriôn con nucleocapsida icosaedrical
. . ̂ 1 r Secciôn esquematicaB = Virion con nucleocapsida hélicoïdal J

Fig. 5.“ Diagrama de dos viriones de diferente estructura
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Estos dos grupos (que en la actualidad se conocen 
como Qrthomixovirus y Paramixovirus) se asemejan sôlo en la 
posesiôn de la ribonucleoprotelna hélicoïdal y en una cubier­
ta lipîdica derivada de la célula huesped, que tiene una gran 
capacidad de. uniôn con las mucoproteinas. Esta membrana esté 
revestida de glucoproteinas codificadas por el virus y difie- 
ren entre si en algunos otros aspectos segûn la estirpe viral.

Mas tarde, el grupo de Paramixovirus se ha visto am- 
pliado en très virus mâs, taies como sarampiôn, peste bovina 
y moquillo, que guardan una cierta relaciôn con los del grupo 
y que morfolôgicamente son iguales. Los Mixovirus no sôlo son 
un excelente modelo para el estudio de los RNA virus en gene­
ral, sino que también son un magnifico instrumento en campos 
taies 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 continuaciôn exponemos un esquema (Fig. 6) que pue­
de ilustrar sobre las relaciones que existen entre los distin­
tos virus anteriormente resenados en funciôn de la morfologia 
de la partîcula viral y de la membrana, por una parte, asî 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 
caracterîstico para las relaciones huesped-parâsito, se ha po- 
dido asimismo establecer una ordenaciôn taxonômica que -utili- 
zando los criterios de FENNER (1976)- se recoge en los traba-
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21.

jos del Comité Internacional de Taxonomia de Virus y precisa- 
mente en los Symposia mantenidos en Madrid en 1975 con motivo 
del III Congreso Internacional de Virologia. Begun las deci- 
siones aqui tomadas, todos los virus fueron agrupados en cinco 
grupos segûn 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 s61o en vertebrados
C) Especies que se multiplican sélo en plantas
D) Especies que se multiplican sôlo en bacterias
E) Especies que se multiplican sôlo en invertebrados

A partir de estos 5 grandes grupos,se hizo una sub- 
divisiôn, dentro de cada uno,(por familias  ̂ segûn el âcido 
nucleico del viriôn; después, dentro de cada tipo de âcido nu­
cleico se dividen también en mono y bicatenarios. A partir del 
anterior criterio sigue otra divisiôn que attende a la relaciôn 
peso molecular del âcido nucleico/concentraciôn porcentual de 
âcido nucleico en las partîculas infectivas. Ademâs de todo 
ello pueden establecerse subdivisiones segûn la forma de la 
partîcula viral y presencia de envoltura proteica, forma de 
la nucleocâpsida o, por ûltimOyen funciôn de la naturaleza del 
huesped infectado, del modo o modos de transmisiôn y del hues­
ped transmisor.

Una somera idea del estado de clasificaciôn de los 
virus se da en el Cuadro I con datos tomados de MELNICK (1971). 
Para los interesados en el tema remitimos a la clasificaciôn 
actual de FENNER (1976)
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A la vista de la clasificaciôn previamente senalada, 
cabe particularizar a partir del gran grupo B de FENNER a los 
mixovirus, por ser objeto del présente 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 sôlo gënero (Influenza virus) y la segunda 
con très géneros(Paramixovirus, Morbillivirus y Pneumovirus). 
Todos estos virus del gran grupo B, tienen un gran interés por 
su significaciôn patôgena y posibilidades de mutagênesis (espe­
cialmente en el influenza humano), lo que dificulta su control 
inmunolôgico. 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 caractères diferenciales

A la vista de cuanto hasta aqui llevamos dicho en 
relaciôn con las particularidades estructurales de los virus 
y después de considerar en la F i g ç 6 , 7  las posibles relaciones 
de parentesco biolôgico 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 ,  VZ^e.A,zncyca6 e n t A e  F P (/ e. î  n ^ t a z n z a  c on  NV\/ y  Sencfa^c

En particular, la morfologia a nivel molecular entre 
estos virus, révéla que mientras el FPV es idéntico a otras ce- 
pas de influenza puede quedar claramente separado del NDV.
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3.2. PaA.amZK0vZA,u6 ctd6Zco6 ij zt

ĝ iipo 6aA,ampZon, pz6tz bovZna y moquZtto,

Todos estos virus son morfolôgicamente idônticos y 
producen fusiôn celular desde fuera de la célula, pero aunque 
los virus del sarampiôn, moquillo y peste bovina estén rela-
cionados serolôgicamente entre si, el del sarampiôn, 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 analogies y diferencias entre estos virus 
aparece representado esquematicamente a continuaciôn en la 
Fig. 7.
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II. ESTUDIO BIOLOGICO DE ORTHOMIXO- 
VIRUS Y PARAMIXOVIRUS

En principle, se considerô que ambos grupos cons- 
tituian uno sôlo, ya que todos los pertenecientes al grupo 
orthomixovirus, al igual que, los virus parotiditis y NDV 
dè paramixovirus poseian una glicoproteina con la actividad 
hemaglutinante y el enzima neuraminidasa caracterîsticos de 
los virus influenza; después se ha visto, que, si bien en 
los orthomixovirus, ambas actividades estén separadas morfo- 
lôgicamente, en NDV y parotiditis no lo estén. Esto quedô 
perfectamente claro al aplicarse la microscopia electrônica 
al estudio de los virus, asî como otras técnicas més précisas 
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 proponemos estudiar monogréficamente, por 
separado, cada una de estas dos interesantes familias de virus, 
creemos seré de utilidad senalar previamente las diferencias 
mas importantes que, segûn criterios de CHOPPIN y COMPANS (1974) 
existen entre ambos grupos (CUADRO II).
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1. Orthomixovirus
Hace tiempo que ANDREWES y cols. (1955) definieron 

a este grupo como virus con un genoma constituido por un RNA 
monocatenario y provisto de una membrana. Por su gran conteni- 
do de lîpidos en la envoltura eran sensibles al eter; agluti- 
naban los eritrocitos de varias especies, eluyendose de ellos 
enzimâticamente, y causaban enfermedades con predominio de 
cuadros respiratorios.

Entre los polipêptidos présentes en los viriones de 
este grupo, se destacan dos que se localizan en la superficie 
y poseen actividades hemaglutinante y neuraminidâsica, existien- 
do ademâs una ribonucleoproteina interna. La antigenicidad de 
estos polipêptidos dan lugar a la clasificaciôn en tipos, sub- 
tipos y cepas. Asî se distinguen 3 tipos serolôgicos A, B y C; 
y dentro de ellos, subtipos debidos a cambios antigênicos de 
la hemaglutinina y neuraminidasa.

De la clasificaciôn de los orthomixovirus (virus 
influenza), tal como se admite en la actualidad (COMPANS y 
CHOPPIN, 197f) , da idea el Cuadro III advirtiendo que, hasta 
ahora, los tipos B y C, tan sôlo se han ericontrado en infec­
ciones humanas.
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K l ,  E^tudZo pan.tZculaK dzt \lÂ^^l6n ï njluznza

Después de définir las caracterîsticas générales 
de los orthomixovirus pasaremos a estudiar la biologia del 
viriôn tipo, actualizando distintos datos acerca de su mor­
fologia y estructura, tanto como de composiciôn quimica y 
ciclo vital.

1,1,1, En KdtddJiôn con 6u c^tKucta^a q rnoA,^oloqZa 
habrëmos de sehalar que, al microscopio electrônico, los vi­
riones de este grupo aparecen con simetria pleomôrfica, aunque 
normalmente son esteras irregulares con un diâmetro medio de 
800 a 1.000 A (TAYLOR y cols, 1943) o también como formas fi- 
lamentosas con un diâmetro parecido y una longitud media de

CHOPPIN y cols.(1960) demostraron que, en pases 
seriados, particularmente en embriones de polio, se producia 
un cambio de formas filamentosas a esfêricas. Quizâ ello sea 
debido a que con este procedimiento de replicaciôn, al cabo 
de un cierto tiempo, pierdon la capacidad de sintetizar alguna 
proteina que intervienen en la orientaciôn de los capsômeros 
durante la maduraciôn.

Al aplicar técnicas de tinciôn negatives, se encon- 
trô que el nucleoide era de forma helicoidal, en tanto que en 
la superficie de la particule viral aparecian una serie de pro-Oyecciones o espiculas con una longitud aproximada de 100 A , 
(HOYLE y cols. 1961). Cuando estos viriones se sometieron a 
tratamiento con eter, se producian rotures con separaciôn de 
su componente interno (ribonucleoproteina), por un lado, y 
las espiculas por otro (HOYLE, 1952) . Asi se pudo comprobar
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que la hemaglutinina estaba materializada en una especie de
o oespicula de aproximadamente 140 A de longitud y 40 A de an- 

chura, que en ausencia de dodecil-sulfato sôdico (SDS) (utili- 
zado en la técnica) se agrupaba en rosetas; ello permitiô su- 
gerir que uno de los extremos de la espîcula era de caracter 
hidrofôbico y hacia que se orientaran y unieran entre si las 
distintas unidades espiculares.

También, mediante tratamiento con SDS, se aislaron 
otras subunidades morfolôgicas que eran semejantes a alfile- 
res de cabezas redondeadas, de unos 85 x 50 A y con una vari-

olia central de 100 A • ësta ûltima, parecia tener en su ex­
treme un pequeho botén de 40 A (LAVER y VALENTINE, 1969) y 
segûn fue comprobado después, en estas subunidades, residia 
la actividad neuraminidâsica. Ultimamente al tratar la cepa 
B/Lee con tripsina se observé que dicha subunidad, con acti­
vidad neuraminidâsica, constata de 4 esteras con un diâmetro 
aproximado de 40 & (WRIGLEY y cols. 1973); las cuales, es-
taban situadas en un mismo piano y observadas desde un extre-

omo correspondian a la formacién botonosa (85 x 50 A ). Estas 
recientes observaciones sugieren que las espiculas superficia- 
les de los viriones son de dos tipos; uno de los cuales lleva 
asociada la actividad neuraminidâsica, 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 
morfologia similar a la unidad de membrana de la superficie 
de las células huespedes; esta membrana parece tener un es-opesor de unos 75 A y estâ constituida por una bicapa de li-
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pidos. Por debajo de esta envoltura viral, siguiendo este or­
den de fuera hacia dentro, NERMUT (19 72) encontré una membra- 

ona de 30-40 A de espesor, que estaba constituida por una pro­
teina estructural y que aparecia separada de la envoltura mem-

obranosa por una zona de unos 10 A . Finalmente, por debajo de 
la capa anterior se encuentra la nucleocâpsida o ribonucleo­
proteina (RNP)'. Estas son estructuras alargadas de aproxima-odamente 90-100 A de diâmetro y con una longitud media de 600 
A (HOYLE y cols. 1961).

1,1,2, En cuanto a ta cAt^uctu^a -& ubmtcAo^ coptca y 
compo&tctôn motccutan. que dâ lugar a la caracteristica morfo- 
I6gica de estos virus, examinandolos a través de las diversas 
subunidades, se pueden distinguir:

i) ESPICULAS
Segûn 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 neuraminidâsica.

La hemaglutinina (HA) es una glicoproteina que, de- 
pendiendo de la cepa viral, célula huesped y condiciones de 
crecimiento, se puede escindir (en mayor o menor proporciôn) 
en 2 polipêptidos HA^ y HA2 que se unen por enlaces bisulfure,

El peso molecular de la espîcula HA Intacta es apro­
ximadamente 150.000 d ( LAVER y VALENTIN0, 1969). Dado que el 
polipéptido HA (compuesto de HA^ -t HA2) tiene un peso molecu­
lar de aproximadamente 75.000 daltons, ello parece significar
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que la espîcula estâ compuesta por dos polipêptidos de HA 
(2 de HAĵ  + HA2) . Ahora bien, vistas al microscopio elec­
trônico y desde un extremo, las espîculas hemaglutinantes 
tienen forma triangular lo que hace sugerir a GRIFFITH (1974) 
que estên compuestas de 3 polipêptidos 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) comprobô (mediante elec- 
troforesis en gel de poliacrilamida y por sedimentaciôn en 
gradientes de sacarosa) que el peso molecular de la espîcula 
NA era de 200.000 - 250.000 d. Cuando este enzima se disocia, 
se obtienen subunidades proteicas de 50.000 a 60.000 d., lo 
que parece sugerir que la espîcula es un tetrâmero. WRIGLEY 
y cols. (1973) observaron al microscopio electrônico que las

osubunidades tienen unas dimensiones d e  4 0  x  4 0  x  4 0  A  y  que 
la partîcula intacta es un agregado que forma un tetrâmero 
dentro de un mismo piano.

ii) BICAPA LIPIDICA
LANDSBERGER y cols. (1973) demostraron, mediante 

técnicas fîsicas, que los lîpidos del virus influenza forman 
una estructura en bicapa, en la que los glicolîpidos ocupan 
la parte mas externa y por tanto pueden interactuar con diver­
sas lectinas especîficas (KLENK y cols. 1972) . Asîmismo, otros 
estudios bioquîmicos y de electromicroscopîa por criofractura, 
realizados previo tratamiento con enzimas proteolîticos y en 
presencia de réactives marcados especîficos para las proteinas 
de las superficies mas externas, han demostrado otras partîcu- 
laridades de la estructura fina de la envoltura del virus in­
fluenza, tales como: a) que la bicapa es continua y no estâ
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atravesada por molêculas proteicas, ya que las enzimas pro- 
teolîticas degradaron tan sôlo 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 
résulta 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
mentaciôn 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 10^ d .; la RNP II con una 
longitud de 60 a 90 nm que contiene un RNA cuyo peso molecular 
es de 0,6 a 0,8 x 10^ d .; y, 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 10^ d. Estas tres molêculas de RNP son 
del mismo diâmetro.

La estructura de la RNP sugiriô 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 hélice y 
20 nucleôtidos por cada subunidad de proteina.
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Hasta aqui la estructura submicroscopica de este 
importante grupo de virus, pero antes de entrar en el estudio 
detallado de su ciclo biolôgico parece lôgico hacer una ligera 
menciôn de las diversas funciones biolôgicas desempehadas por 
los distintos componentes virales, segûn se resume a continua­
ciôn junto con algunos datos de su composiciôn:

a) La hemaglutinina (HA) se une a los receptores de 
superficie de las células susceptibles que contienen âcido 
neuraminico y con ello se inicia el proceso de infecciôn. Si 
previamente a la infecciôn tratamos los viriones con anticuer- 
pos especîficos para esta (HA), la infecciôn no tiene lugar.

b) La neuraminidasa (NA), por otra parte, rompe los 
residuos de âcido neuraminico existentes en las glicoproteinas 
y gangliôsidos de los receptores especîficos localizados en 
las células susceptibles de infecciôn y con los que han entra­
do en contacte mediante el elemento anterior (HA).

\
c) La bicapa lipîdica y la capa de proteina (M) son 

componentes estructurales que resultai necesarios para el en­
samblado y mantenimiento de la estructura viral y probablemente 
también para la penetraciôn y decapsulaciôn viral.

d) La ribonucleoproteina (RNP) contiene toda la in­
formaciôn genética necesaria para la replicaciôn viral y una 
RNA polimerasa que ha de catalizar la sîntesis del RNA, que ré­
sulta complementario para el RNA del viriôn. No se sabe a cien- 
cia cierta, si la actividad viral se debe al polipéptido (P), 
al polipéptido (NP) o a ambos juntos.
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e) Segûn datos de distintos autores (ADA y PERRY, 19 54 
FROMMHAGEN y cols, 1959), completados mas tarde por BLOUGH y 
cols (1967), estos virus influenza tienen una composiciôn glo­
bal de 0,8 - 1% de I^A, con 70% de proteina, 20% de lîpidos y 
5 - 8 %  de carbohidratos. Estos datos no resultan muy exactes 
para la partîcula normal infecciosa, ya que se estimaron sobre 
grandes concentraciones de virus y sabido es que, en estas po- 
blaciones, existen muchos virus incomplètes.

Por otra parte no parece existir acuerdo para el 
I peso de estas partîculas virales; considerando el "fowl plague

I virus" (FPV) como un caso particular y utilizando técnicas de
sedimentaciôn y microscopîa electrônica, se obtuvo un peso de 
270 - 290 X 10^ d. (SHARP y cols. 1945), mientras que cuando 
se calculaba por medio de coeficientes de sedimentaciôn y di- 
fusiôn se obtenian 
FER y cols, 1952) .
fusiôn se obtenian pesos aproximados a los 151 x 10^ d. (SCHA-

iv) ACIDO NUCLEICO
En cuanto a las caracterîsticas del âcido nucleico, 

podemos decir que estâ unido a la proteina mas interna, llaman- 
dose al conjunto ribonucleoproteina o nucleocâpsida. 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 10^ d. El viriôn contiene toda la informaciôn 
genética necesaria para codificar todos los polipêptidos es­
tructurales y no estructurales especîficos del virus, y para 
ello se requiere que su genoma tenga por lo menos un peso mo­
lecular de aproximadamente 4 x 10^ d.
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El que este virus posea un âcido nucleico sensible 
a la ribonucleasa (RNasa) y que, ademâs, sus valores de coe- 
ficiente de sedimentaciôn esten condicionados por la concen- 
traciôn de sales, sugiriô que el genoma del virus influenza 
era un RNA monocatenario posiblemente fragmentado, ya que pré­
senta una frecuencia de recombinaciôn extremadamente alta 
(HIRST, 1962, DUESBERG y ROBINSON, 1967).

Este RNA fue analizado por electroforesis en gel de 
poliacrilamida (0W£S8f«6-, 1968; CHOPPIN y PONS, 1970) y asî 
se pudieron distinguir 6 especies diferentes de RNA, cuyo ta- 
maho oscilaba de 3,4 a 9,8 x 10^ segûn se puede comprobar en 
el CUADRO IV segûn datos tomados de SKEHEL,(1971) y LI y SETO, 
(i97(x);

El detalle molecular de que este RNA monocatenario 
estâ fragmentado se révéla, ademâs de por su elevada frecuen­
cia de recombinaciôn, por tres tipos de pruebas cuyos resul- 
tados se resumen a continuaciôn:

a) La RNA polimerasa RNA-dependiente de células infec- 
tadas con virus influenza es capaz de sintetizar "in vitro" una 
mezcla de âcidos ribonucleicos (RNAs) de simple y doble cadena 
(MAHY y BROMLEY, 1970). La ultracentrifugaciôn de estos RNAs 
en Gradientes de sacarosa, permite separar un RNA de simple 
cadena de 8S y otro de 18S; ademâs, también se encontraron otro 
RNA de doble cadena que sedimentaba a 11 S, asî como molêculas 
replicativas intermedias que lo hacian de 14 a 20 S, segûn se 
puede ver en el Cuadro IV.
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■ b) Experimentos dé hibridac'iôn cruzada, usando 3 
clases de tamano 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- 
queno- no existlan en las moleculas de RNAs mas grandes. Asî, 
HORST y cols, (1972) encontraron distintas secuencias de oli- 
gonucleôtidos en varias clases de RNAs virales.

c) Despuês de un breve tratamiento a pH 3, o perma- 
nencias prolongadas de estes RNAs por encima de 4® C,tan s61o 
aparecen molêculas de RNA del tamano mas pequeno (LI y SETO,
197(1) .

Al estudiar la fracciôn proteica, nos encontramos 
con que es la mas importante -cuantitativamente considerada- 
yà que supqne aproximadamente un 60-70% de la masa total. Hace 
casi diez anos que DIMMOCK ( 1969); ;DIMMOCK y WATSON, (1969) , con 
métodos serolôgicos y electroforéticos, alcanzô a separar 7 
componèntes serolôgicos, mientras que CONTENT y DUESBERG (1970) 
no lograron separar mas que 5 componentes por electroforesis en 
gel de poliacrilamida, aunque sospecharon que podrîa existir 
alguno mas. Despuês de los ûltimos 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 7 componentes 
cuyas caracterîsticas se indican en el Cuadro V.

La funciôn y localizaciôn exacta del polipêptido (P) 
no ha sido establecida, pero es un componente interno del vi- 
riôn (COMPANS y cols, 1970; KLENK y cols, 1972). En algunos 
sistemas se han encontrado 2 polipêptidos de este tipo (P̂ , P2)
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(SKEHEI y SCHILD, 1971; BISHOP y colS, 1972). El polipêptido 
(NP) es la subunidad de la ribonucleoproteina (RNP) (PONS y 
colâ, 1969 y JOSS y cols, 1969).

En cuanto al polipêptido (NA) -al igual que el (HA)- 
contiene molêculas 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 gejL pero puede ser escindi- 
da proteolîticamente en dos polipêptidos: (HÂ ) y (HÂ ) (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 proporciên depende de la cêlula huesped, de la 
estirpe viral y de la presencia o ausencia de plasminêgeno en 
el suero que entra a formar parte componente del medio.

Por otra parte,WEBSTER (1970) tambiên ha purificado 
y estudiado comparativamente preparaciones de neuraminidasa y 
hemaglutinina; de esta forma, utilizando criterios electrofo- 
rêticos, inmunolêgicos y de microscopia electrênica, se pudo 
establecer que ambas espiculas estaban compuestas de subunida- 
des cuyo peso molecular era de 58.000 y 47.000 d., respective- 
mente.

El polipêptido (M) résulté ser el mâs abundante del 
viriên, aunque su tamano molecular sea el mas pequeno; estas 
caracterîsticas, junto con la propiedad de no estar glicosilado, 
sugiriê que es el constituyente de la membrane proteica que se 
situa por debajo de la bicapa lipîdica.
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Finalmente, la molécula conocida como (NS) résulta 
ser un polipêptido no estructural que aparece en grandes can- 
tidades en las cêlulas infectadas con virus (LAZAROWITZ y cols, 
1971); mientras que los polipêptidos (HÂ ) y (HA^), distingui- 
dos en el cuadro anterior, no se consideran por separado ya 
que ambos son constituyentes primarios que se derivan del po­
lipêptido (HA) por escisiên.

Aunque no esté muy claro, estudios con marcadores 
radioactivos, en tiempos inmediatos a la infecciôn viral o 
mediante marcados prolongados, parecen indicar que las protei- 
nas del virus influenza se escinden en uno o mas precursores 
polipeptidicos; y tambiên, mediante anâlisis de estos pêptidos, 
se ha confirmado que las très principales proteinas comparten 
pêptidos comunes (ETCHISON y cols, 1971).

Asimismo, se han podido establecer relaciones de 
proporcionalidad directa entre los tamahos moleculares de los 
diferentes RNA virales y los polipêptidos por ellos codificados, 
lo cual parece lêgico segün 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 êstos 
no son totalmente rigurosos y han de estar condicionados por 
el mêtodo de anâlisis y las posibles variaciones dentro de una 
misma cepa viral. Asî 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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electroforêticas y esta es normalmente la técnica que se ha 
seguido para calcular los pesos moleculares. Como consecuen- 
cia, el nûmero de molêculas por viriôn no parece ser el correc­
te ya que tampoco se conocen con exactitud el peso molecular 
de las proteinas.

b) Los polipêptidos virales no glicosilados son de 
peso molecular constante en los distintos individuos de un mis- 
mo tipo, aunque crezcan en diferentes células; sin embargo, 
las glicoproteinas si varian segûn las cepas, y por tanto esta 
es otra fuente de variabilidad no tenida en cuenta.

Los lipidos, segûn ya hemos dicho, constituyen apro­
ximadamente el 20% de la masa total del viriên influenza o FPV 
y no son especificos del propio virus sino que los adquiere 
durante el proceso de exocitosis o gemaciên ("budding" en la 
terminologîa anglosajona) a travês de la membrana de la cêlula 
huesped; de aquî, que dentro de un mismo virus, la composiciên 
-tanto cuantitativa como cualitativa- de lîpidos pueda variar 
segûn las caracterîsticas de la cêlula huesped (CHOPPIN y cols, 
197i; KLENK y CHOPPIN, 1970 a, b; lAlNf 1972) .

Finalmente, los glûcidos que entran en la composiciên 
total de estos virus en una proporciên del 5 al 8%, pueden apa- 
recer unidos en forma covalente a otras molêculas de proteina 
o lîpidos dando origen a glicoproteinas o glicolîpidos de una 
cierta significaciên biolôgica en las interacciones huesped- 
-parâsito. FROMMHAGEN y cols. (1959) han demostrado que la 
galactosa, manosa, fucosa y glucosamina son constituyentes de 
los polisàcâridos del virus influenza. La secuencia y tamano
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del carbohidrato viral estâ determinado por la cêlula huesped, 
ya que se necesitan al menos 4 transferasas especificas para 
la biosintesis de estas cadenas glucîdicas; cabe suponer que 
el virus no posee suficiente informaciên genêtica para codi- 
ficar todas estas transferasas. Mas tarde, KLENK y CHOPPIN 
(1970 b), encontraron que los viriones que poseen neuraminida­
sa no tienen âcido neuramînico en sus carbohidratos; y SCHULZE 
(1974) ha demostrado que la falta de âcido neuraminico no es 
esencial para la infectividad viral.

1,2, CXcto vZtat 0 Ke.ptZcacZân cfeZ v/Aua Zn^^luznza

Aunque en el capitule anterior, hemos hablado del 
proceso de replicaciên viral, parece necesario revisar en 
profundidad los distintos datos que particularmente se refie- 
ren al ciclo vital del virus influenza y a los mécanismes y 
ordenaciên de las distintas slntesis de macromolêculas, hasta 
llegar al proceso de liberaciên de una nueva particula viral 
al cabo de las distintas fases -ya conocidas- de adsorciên, 
penetraciên, eclipse, ensamblado, maduraciôn y liberaciên.

1,2,1, En cuanto a ta ad6on.ctôn, êsta se produce 
a travês de la glicoproteina hemaglutinante por medio de un 
fenômeno fisico de atracciên electrostâtica. KILBOURNE y cols. 
(1968) demostrarên que el antisuero X-7F1 obtenido frente a 
una estirpe hibrida de Ag y A2 (que posee la hemaglutinina de 
Aq y la neuraminidasa de A2) no inhibia la neuraminidasa de 
los virus Aq pero si inhibia la hemaglutinaciôn y la infecti-' 
vidad de los virus Aq. En cambio, el mismo antisuero, era ca- 
paz de inhibir la actividad neuraminidâsica pero no la hema­
glutinante e infectiva de la A2 . Estos resultados sugieren la
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importancia de la hemaglutinina en el proceso de adsorciên.

Tambiên, por otra parte, se ha estudiado la natu- 
raleza quîmica de los receptores celulares de membrana, par-- 
tiendo de investigaciones sobre un sistema biolôgico como el 
de interacciên eritrocito-virus. Asi, despuês de que HIRST 
(1941), por una parte, y MCCLELLAND y HARE (1941) por otra, 
descubrieran que el virus influenza causaba la aglutinaciên 
de eritrocitos, se pudo comprobar que la neuraminidasa viral 
destruîa los receptores de la superficie del eritrocito; de 
esta manera queda supuesto que el receptor del virus influenza 
es una glicoproteina que contiene âcido neuraminico.

MARCHESI y cols. (1972) observaron que al tratar 
con tripsina la superficie de cêlulas eritrociticas humanas 
se producia una agregaciên de los receptores glicoproteinicos 
en plaças. Si en ese momento producian una infecciên con vi­
rus y luego observaban al microscopio electrênico, veian que 
estos virus quedaban fijados a dichas plaças. Asimismo se ha 
comprobado que numerosas sialoproteinas solubles, son recepto­
res de los viriones influenza y pueden actuar como inhibidores 
de hemaglutinaciên (KRIZANOVA y RATHOVA, 1969).

7.2.2. VuKantc la (aae de, Pe,ne,t^acZân, el virus 
debe entrar dentro de la cêlula y a la vez (o despuês) ha 
de liberar la nucleoproteina o nucleocâpsida. Existen dos 
tendenciæ para explicar este fenômeno: para un grupo de in- 
vestigadores el fenômeno de "eclipse", que tiene lugar des­
puês de la infecciôn, ocurre en la superficie celular de 
forma que queda la envoltura viral en la superficie celular y
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pénétra en la cêlula unicamente, la nucleoproteina. 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
cleocâpsida y a continuaciên liberar, de esta ûltima, el RNA. 
Como referenda 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 molêcula 1-adamantanamina (amantadina), que es capaz de 
inhibir el crecimiento del FPV a este nivel; Para que esta 
molêcula sea eficaz hay que administrarla antes de la infecciôn 
viral ya que no tiene efecto alguno ni sobre la adsorciôn ni 
sobre la penetraciên.

Recientemente STEPHENSON y DIMMOCK (1975), ha obser- 
vado que la penetraciên y descapsulaciên puedenocurrir a 4° C; 
a esta temperatura no tiene lugar ni la fusiên del viriên a la 
membrana celular, ni viropexis. Esta observaciôn contradice 
las dos teorias, antes mencionadas, de la penetraciên y descap­
sulaciên del viriên; complicando, aûn mas, estos fenômenos ini- 
ciales de la multiplicaciên viral. Ademâs,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 inyecciên 
y esta proporciên aumentaba hasta el 85% a las 3 horas; este 
proceso a 37° C es mucho mâs râpido. Despuês los viriones saleh 
del nucleo, quedando unicamente 20-30% a 37° C, y se incorporai 
al citoplasma.
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7.2.3. En fictaclôn con ta bto6tntc6t6 de to6 com- 
poncntc6 \}i,Katchf se sabe que una vez que el nucleoide viral 
atraviesa la membrana de la cêlula huesped, tiene lugar un 
periodo llamado de "eclipse" en el que se produce la biosin­
tesis de todos los componentes virales. Este periodo es quizâ 
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 todavfa no son conoci­
das. Como visiên 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, lipidos, y glûcidos.

En cuanto a la sintesis del RNA viral, todavia que- 
dan algunas etapas inciertas en relaciên con el exacto papel 
del nucleo celular en la replicaciên de estos virus o sobre 
la posibilidad de inhibiciên por actinomicina D ê por oC-amani- 
tina. CHOW y SIMPSON (1971) al estudiar la transcripciên del 
viriên, previa disrupciên de la envoltura viral con un deter- 
gente no aniênico, descubrieron una RNA polimerasa RNA-depen- 
diente'que interviene en el proceso biosintêtico de los vi­
riones influenza. Esta enzima parece no ser inhibida por una 
exonucleasa (DNasa), ni por c<-amanitina, ni por antibioti- 
cos taies como actinomicina D o rifampicina, pero es sensible 
a una RNA nucleasa (RNasa). Esta actividad enzimâtica requière,

0-1. p j.ademâs de los 4 trifosfatos de ribonucleosido, iones Mg , Mn 
y cationes monovalentes (BISHOP y cols, 1971). La actividad 
biosintêtica estâ localizada en las ribonucleoproteinas que 
contienen el RNA viral, nucleoproteina (NP) y proteina (P).
Esta enzima, que se la denominê RNA-transcriptasa, es capaz
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de producir "in vitro" por lo menos el 95% de las especies 
RNA virales complementarios y puede funcionar durante la 
transcripciên sin un requerimiento en la sintesis de nuevas 
proteinas. Ha sido descubierta por HO y WALTERS (1966) en la 
fracciên microsomal de células de membrana corioalantoidea 
infectadas con virus influenza (Aq / P R 8 ) . Esta actividad de la 
RNA-polimerasa RNA-dependiente alcanza un mâximo de actividad 
a las très horas despuês de la infecciên viral y requiere, 
segûn dijimos antes, los 4 trifosfatos de ribonucleôsido y 
cationes divalentes y monovalentes. Su actividad enzimâtica 
résulta inhibida por actinomicina D tan sêlo cuando el anti- 
biôtico se ahade 1 hora despuês de la infecciên, pero si se 
ahade 2 horas despuês o mas tarde aûn, el antibiêtico 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 infecciên de 
las cêlulas de embriên de polio con Fowl plague virus (FPV), 
se podia inhibir la formaciên de todo el material virico, 
mientras que si se administrate 2 horas despuês de dicha in­
fecciên, se formata una cantidad normal de RNA viral; cabe 
deducir, de esto, que se necesita la formaciên de alguna pro­
teina o proteinas imprescindibles para iniciar la sintesis 
de âcido nucleico (SCHOLTISSEK y cols. 1962) .

Se ha demostrado que las diverses estructuras mole­
culares aisladas presentando esta actividad enzimâtica, son 
complejos de ribonucleoproteina (RNP) similares en morfologia 
a las ribonucleoproteinas (RNPs) présentes en los viriones 
influenza y contienen los polipêptidos (P) y nucleoproteina 
(NP) pero no el polipêptido (NS) (COMPANS, 1973) . Asimismo,
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-se ha comprobado, ademâs, 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 citoplâsmica es 
un RNA complementerio para el RNA del viriôn (CALIGURI y COM­
PANS, 1974). Por medio de têcnicas de hibridaciôn con RNA del 
viriôn, se han identificado en el citoplasma celular de las 
cêlulas infectadas distintas especies de ribonucleoproteinas(RNP 
y RNAs especificos del virus. Estas molêculas de RNA virales, 
mono y bicatenarias (resistentes a RNasa), son complementarios 
al RNA del viriôn; asimismo, se han aislado por este procedi- 
miento, RNP virales y se ha comprobado que eran semejantes a 
las encontradas en el viriôn. Tambiên SCHOLTISSEK y ROTT (1970), 
mediante experimentos de hibridaciôn, 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 infecciôn. En un siste­
ma de Fibroblastos-FPV, la mâxima proporciên de sintesis de 
RNA complementario se produce a las 2 horas, mientras que para 
la sintesis de RNA del viriên se llegan a alcanzar las 3 horas.

Por su parte, el ûltimo autor citado encontrê que 
en el sistema celular 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 infecciôn, la 
cantidad de RNA complementario en el nucleo permanecia cons­
tante, mientras que la concentraciôn molecular del mismo en 
el citoplasma, seguia aumentando hasta las 4 horas, para des­
puês quedar ya sin variaciên. Se ha comprobado que a partir 
de las 4 horas post-infecciên, unicamente se sintetiza RNA 
del viriôn y este se va incorporando dentro de las RNPs cito- 
plâsmicas. Sin embargo, las molêculas de RNP que contiene RNA
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complementario no son incorporadas dentro de los viriones y 
su funciôn es todavia desconocida. Las RNPs nucleoplâsmicas 
que contienen RNA viral, son ensambladas en una proporciên 
mas baja que las RNPs citoplâsmicas.

Segûn parece la RNA polimerasa del viriôn y la RNA 
polimerasa aislada a partir de células huesped son capaces, 
ambas, de sintetizar RNA complementario "in vitro" y no son 
inhibidas por la actinomicina D. Sin embargo, la actinomicina 
D si es capaz de inhibir la replicaciên viral cuando se ahade 
tempranamente en el ciclo de crecimiento, lo que sugiere que 
una funciôn celular -que es sensible a actinomicina D- re= 
sulta especialmente imprescindible para la replicaciên 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 células que luego han de ser infectadas con 
virus influenza, se irradian con rayos ultravioleta (UV), tam- 
bién puede resultar despuês inhibida la replicaciên viral. Ello 
puede ser debido a un posible deterioro de las cadenas que han 
de actuar como moldeadoras.

Aunque la sintesis de RNA del viriên résulta inhibida 
por la cicloheximida, êsta no tiene efecto sobre la transcrip­
ciên primaria (BEAN y SIMPSON, 1973) ni es capaz de bloquear 
la sintesis de RNA complementario cuando esta molêcula se aha­
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 formaciên de enzimas comprometidas 
en la sintesis del RNA del viriôn (PONS, 1973; SCHOLTISSEK y 
ROTT, 1970).
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En relaciôn con la sintesis de proteinas durante 
la replicaciên viral, diferentes investigadores, analizando 
las distintas molêculas de RNA asociadas por la regiên poli- 
soma de cêlulas infectadas (despuês de marcar radiactiva- 
mente el RNA en presencia de actinomicina D), encontraron que 
el RNA extraido de esta regiên (y marcado en el periodo com- 
prendido entre los 210 y 390 minutos despuês de la infecciên), 
ténia una* sedimentaciên igual a la del RNA del viriên (NAYAK 
y BALUDA, 1968). Asimismo ha podido ser tambiên comprobado, 
que los RNAs viral y complementario se encuentran localizados 
en la regiên del polisoma. Segûn 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 cêlulas infectadas es capaz de dirigir la 
sintesis de polipêptidos especificos de virus y tambiên, que 
el RNA extraido de viriones, era inactive; ello se opone a 
la teoria anterior de que esta molêcula tenga capacidad como 
mensajero.

Por otra parte, en las cêlulas infectadas, se han 
encontrado todos los polipêptidos del viriên, mâs uno o dos 
polipêptidos no estructurales especificos del virus (KLENK y 
cols, 1972; LAZAROWITZ y cols, 1971; SKEHEL, 1972). La subuni­
dad (NP) de la nucleocâpsida résulta ser el polipêptido mas 
abundante que existe en las cêlulas infectadas; en tanto que 
la proteina (M), pese a ser la mas abundante en el viriên, se 
encuentra en relativamente poca cantidad en la cêlula huesped, 
lo que sugiere que la sintesis de esta proteina estâ controla- 
da y debe constituir una etapa limitante en la producciên vi­
ral (LAZAROWITZ y cols. 1971). Tambiên en las cêlulas infecta-
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das, se encuentra en grandes cantidades el polipêptido hema­
glutinina (HA), que no estâ escindido, y el polipêptido no 
estructural (NS); sin embargo los polipêptidos (P) y (NA) se 
encuentran en cantidades menores. Debido a que, en el sistema 
cêlula-FPV los polipêptidos (P2) (NP) y (NS) son los primeros 
en detectarse, SKEHEL (1973) sugiriê que estas molêculas pue­
den ser los productos directos de la transcripciên selectiva 
de 3 segmentes del genoma viral producidos por la polimerasa 
del viriên.

Al estudiar la localizaciôn intracelular de estos 
polipêptidos virales, mediante têcnicas de inmunofluorescen- 
cia, se han encontrado antîgenos nucleocâpsulares tanto en 
el nucleo como en el citoplasma y tambiên se ha visto cêmo 
en el transcurso del tiempo llegan a desaparecer del nucleo, 
lo que hace pensar que exista un transporte de nucleocâpsidas 
desde el nucleo al citoplasma. Mas recientemente se ha compro­
bado que todos los polipêptidos virales parecen ser sintetiza- 
dos en el citoplasma (TAYLOR y cols, 1970).

Finalmente, hemos de sehalar 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 polipêptido mas abundante en el nu- 
cleoplasma y que este, estâ tambiên présente en las RNPs vira­
les. Ademâs se encontraron los polipêptidos no estructurales 
(NS), (P) y un polipêptido no estructural (NS2) cuyo peso mo­
lecular es de aproximadamente 11.000 d. No hay duda de que 
existen emigraciones de los polipêptidos (NS) y (NP) y es, el
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primero de ellos, el mâs râpido en dicho proceso; tambiên 
se ha comprobado que la emigraciôn no es afectada por la 
cicloheximida ni por actinomicina D. La funciôn de los poli­
pêptidos virales en el nucleo no estâ clara aunque es proba­
ble que los procesos nucleares resulten esenciales en la re- 
plicaciôn viral, ya que êsta no puede producirse en fragmen­
tes 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 fracciôn soluble (que es el sobrenadante 
que queda despuês de centrifuger los restes celulares a 100.000 
X g durante 60 minutos 6 200.000 x g durante 30 minutos), se 
encontraron los polipêptidos (NP) y (P). Es lêgico que esto
sea asî, ya que estos ûltimos polipêptidos son los intégrantes 
externes de las RNPs y êstas son conocidas desde el principle 
como "antîgenos solubles" (S) (COMPANS, 1973 a; KLENK y cols, 
1974).

iii) En la fracciên de grânulos citoplâsmicos, se 
pueden separar, por velocidad de sedimentaciên, 3 subfracciones 
distintas: a) Membranas lisas, en cuya subfracciên el poli­
pêptido mas abundante es la hemaglutinina (HA), y se puede en- 
contrar escindido en los polipêptidos (HÂ ) y (HÂ ) como su- 
cede en el caso de cêlulas infectadas con FPV; tambiên se pue­
den encontrar en pequehas cantidades los polipêptidos (NA) y 
(M). b) Subfracciên intermedia que sedimenta entre la fracciôn 
membranas lisas y membranas rugosas; en êsta, el polipêptido 
mas abundante es el polipêptido (NP) y ademâs contiene la ma- 
yorîa de la actividad RNA polimerasa. c) Microsomal rugosa, 
que contiene los polipêptidos (HA), (NP) y (NS); paralelamente,
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y por medio de têcnicas en las que se dan pulsos con molêculas 
marcadas, se comprobê que el polipêptido (HA) émigra de las 
membranas citoplâsmicas rugosas a las lisas; de aquî se dedu- 
jo que la glicoproteina viral se sintetiza en los ribosomas 
asociados con el retîculo endoplâsmico (RE) rugoso y que las 
cadenas complétas emigran despuês a las membranas lisas.

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

v) En la fracciôn membranas plasmâticas se pueden 
encontrar, a excepciôn de los polipêptidos no estructurales, 
da mayorîa de los polipêptidos encontrados en el viriên salvo 
la (HA) no escindida, que se encuentra en mayor proporciên; 
en cualquier caso, siempre guardan la misma proporciên cuan­
titativa que existe en el viriên (LAZAROWITZ y cols. 1971; 
STANLEY y cols. 1973); de ello se deduce que los componentes 
virales de la envoltura, son los primeros eh llegar a la mem­
brana plâsmâtica, y a continuaciên se van asociando a esas 
zonas los otros componentes internos.

KLENK y ROTT (1973), al investigar sobre las posi- 
bilidades de inhibir esta sîntesis de proteinas, encontraron 
que la fluorofenilalanina y los inhibidores de proteasas inhi- 
ben la escisiên de (HA) en (HÂ ) y (HA^). Asimismo se observé, 
que la temperatura podîa causar un efecto inhibidor especîfico, 
ya que cêlulas infectadas e incubadas a 25° C no producian vi­
rus infectivos (ROTT y SCHOLTISSEK, 1968). Por otra parte, tam­
biên se ha observado que la sîntesis de glicoproteinas résulta 
inhibida por altas concentraciones de glucosamina y de 2-deso- 
xiglucosa (KILBOURNE, 1959).
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Referente a la sîntesis de lîpidos, el hecho de 
que la composiciên lipîdica del virus influenza sea practi- 
camente anâloga a la de la cêlula huesped, indica que los 
lîpidos virales derivan de los de la cêlula parasitada; de 
aquî, que la sîntesis de los lîpidos virales sea un proceso 
normal de la cêlula y siga sus mismos patrones metabôlicos 
(ARMBRUSTER y BEISS, 1958; FROMMHAGEN y cols. 1959; KATES 
y cols. 1962).

Finalmente, la sîntesis de glûcidos durante la 
formaciên de nuevos viriones, se ha seguido a travês. de mar­
cadores radioactivos con molêculas precursoras taies como 
fucosa y glucosamina marcadas con ^H y Asî se ha compro­
bado que las cadenas de carbohidratos pertenecientes a las 
glicoproteinas, son sintetizadas durante la infecciên. Tambiên 
se ha visto que la glucosamina estâ asociada al polipêptido 
(HA) en las fracciones de membranas citoplâsmicas lisas y ru­
gosas, mientras que la fucosa aparece asociada con la (HA) en 
las membranas lisas, pero no en las rugosas (COMPANS, 1973 b).

7.2.4. Durante et En^ambtado, se lleva a cabo la 
disposiciôn ordenada de los distintos elementos estructurales 
y, en dicho proceso, cabe distinguir varias fases segûn que 
se refieran al empaquetamiento del genoma segmentado, a la 
reorganizaciên de las distintas molêculas que forman la nu­
cleocâpsida o al momento de. gemaciên o exocitosis ("budding").

En cuanto a la fase de empaquetamiento del genoma 
segmentado, puede plantearse la cuestiên de por quê siendo 
el genoma de naturaleza segmentada y necesitando todas las 
piezas para que un viriên sea infective, êcêmo puedei repar- 
tirse uniformemente todas las piezas en los viriones, de tal 
forma que a cada viriôn 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 continue 
de proteina, lo que implica que los distintos segmente de 
ribonucleoproteinas no se separan (PONS, 1970, KRUG, 1972); 
y b) las ribonucleoproteinas, segün HIRST (1973), se incor- 
poran al azar dentro de los viriones.

Para la formaciên de la nucleocâpsida se ha demos­
trado, segün varies experimentos, que las ribonucleoprotei­
nas pueden existir tanto en el nucleo como en el citoplasma, 
y que las ribonucleoproteinas citoplâsmicas no parecen estar 
asociadas con membranas intracelulares (COMPANS y CALIGUIRI, 
1973). La proteina nucleocâpsida se incorpora râpidamente en 
las ribonucleoproteinas (RNPs) virales; por otro lado, el 
RNA se incorpora dentro de las ribonucleoproteinas a partir 
de un conglomerado ("pool") de âcidos nucleicos previamente 
sintetizados.

En relaciên con el proceso de gemaciên y exocitosis 
("budding"), hace bastante tiempo que MURPHY y BANG (1952) 
observaron mediante microscopia electrênica que en cêlulas 
de membrana corioalantoidea de embriên de polio (infectadas 
con virus influenza) los virus liberados no producian lisis 
Posteriormente, MORGAN y cols. (1961) , usando anticuerpos - 
marcados con ferritina, y observando tambiên al microscopio 
electrênico, vieron que la ferritina quedaba fijada en zonas 
donde se formaban virus; es decir, en zonas de la superficie 
celular donde habia antîgenos 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 y externamente a esta, una capa de 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 cêlula huesped son las glicoproteinas vi­
rales de la envoltura viral; a continuaciên se incorpora, por 
la parte interior,la proteina de membrana (M) y despuês la ri­
bonucleoproteina (RNP), que se une a la membrana (M), dando 
lugar al proceso de exocitosis. Varies hechos demuestran lo 
anteriormente expresado:

i - Cêlulas infectadas, cuya morfologia al microsco­
pio electrênico es absolutamente normal, pueden adsorber eri­
trocitos en determinadas regiones de la membrana celular. De 
lo que se deduce, que aûn no viendose la liberaciên 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 polipêptidos 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 
âcido neuraminico, lo que demuestra que en esa zona existe una
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-actividad-enzimâtica de neuraminidasa- (KLENK ÿ CHOPPIN, .1970) ..

1.2.5. ftnaZmente, en et p/ioee^o de ttbe^aetôn de 
las nuevas partîculas virales formadas, se ha comprobado la 
gran significaciên de las molêculas de neuraminidasa previa­
mente sintetizadas; ya que anticuerpos especificos anti-neura­
minidasa son capaces de inhibir esta liberaciên del virus (SE­
TO y ROTT , 1966; WEBSTER y cols. 1968); y tambiên, por otra 
parte, en cêlulas 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- 
ciên se ha comprobado, que estos virus tienen âcido 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- 
raminidâsicas, aunque todos ellos poseen caracteristicas mor- 
folêgicas semejantes que permiten diferenciarlos facilmente 
de los Orthomixovirus. Las diferencias mas importantes entre 
Orthomixovirus y Paramixovirus ya se vieron en otro apartado 
precedente. (Cuadro II)

Atendiendo a lo anteriormente dicho y al tipo de or­
ganismes 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 organisme.

2,7. UoK{iOlogta y eAtKuctuKa,

Como caracterlstica general, podemos sehalar que los 
Paramixovirus son mas grandes y pleomôrficos que los Orthomi­
xovirus, son isodiamétricos y con un diâmetro medio de 1.500 
a 2.000 A . Poseen envoltura lipîdica y en su superficie mas 
externa se aprecia una capa de espiculas. Las nucleocâpsidas 
tienen una disposiciôn en simetria helicoidal (HORNE y WILOY, 
1961).

En cuanto a la ultraestructura de las distintas par­
tes que componen el viriôn, habremos de considerar por separa­
do la nucleocâpsida y la envoltura.

Segûn es sabido, la nucleocâpsida es la parte mâs 
interna del viriôn y consta de una molécula de RNA asociada 
a proteina,lo que constituye la ribonucleoproteina. Al micros­
copio electrênico, acudiendo a la técnica de tinciên negative, 
se ha demostrado que la nucleocâpsida posee una estructura fle­
xible de hélice sencilla, monocatenaria,con un diâmetro entre 
170 a 180 A y con un espacio circular central de aproximadamen­
te 50 X (HORNE y cols. 1960).

El RNA de la nucleocâpsida, tan sêlo 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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f

subunidades que tienen un peso molecular de unos 60.000 d 
segûn MOUNCASTLE y cols, 1971 de 56.000 a 61.000 d.

Ademâs de la subunidad proteînica de la nucleocâp- • 
sida -que es la mas abundante-, se han encontrado otras pro­
teinas asociadas tambiên a la nucleocâpsida; la funciôn de 
estas ûltimas no es muy conocida, aunque se cree que tienen 
actividad transcriptasa (MARX y cols. 1974) .

La envoltura es la parte mas externa del viriôn y 
al tratar de ella habremos de tener en cuenta que en dicha 
estructura existen, por un lado, las espiculas (que estan 
formadas por glicoproteinas) y, por otro, la bicapa lipîdica 
con la capa de proteina asociada por su cara interna.

Las espiculas forman una capa externa alrededor 
de la bicapa lipîdica y poseen una longitud entre 80 y 120 A. 
Por medio de enzimas proteolîticos taies como la pronasa,
CHEN y cols. (1971) comprobaron -en viriones SV5-» a) que 
las espiculas estân formadas por molêculas de glicoproteinas;
b) que estas espiculas no llegan a atravesar la capa lipîdica;
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 neuraminidâ­
sica.

A diferencia de los Orthomixovirus, que poseen las 
actividades hemaglutinante y neuraminidâsica separadas morfo- 
lôgicamente 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
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componen-la espîcula. La gl-icoproteina grande, denominada 
(HN) o (HA/NA), posee un peso molecular de aproximadamente
67.000 d y la pequena (F) tiene un peso molecular de aproxi­
madamente 56.000 d (SCHEID y cols, 1972). Asimismo se encon- 
trô, que la glicoprbteina pequena era la responsable de la 
hemolisis y la fusiôn de las cêlulas infectadas (SCHEID y 
CHOPPIN, 1973).

La bicapa lipldica es de naturaleza semejante a 
la de la cêlula parasitada y, al microscopio electrônico, 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 algûn otro) tienen una membrana de 
proteinas asociadas con la superficie interna de la bicapa 
lipîdica (SCHEID y CHOPPIN, 1973). La existencia de esta mem­
brana proteica ha sido localizada por varies hechos: a) me- 
diante estudios de difracciôn con rayos X; b) porque la pro- 
teina o proteinas componentes de la capa proteica no eran 
accesibles al marcado con réactivés especîficos de superficie;
c) Porque resultaba resistente a enzimas proteoliticos; y d) 
porque previa disrupciôn de la bicapa, se aislô el componente 
proteico de esta membrana, y se comprobô que era una proteina 
no glicosilada, proteina (M), que tenîa un peso molecular de 
aproximadamente 38.000 d.

Segûn CHOPPIN y cols (1972) la proteina (M) tiene 
dos funciones fundamentales: a) mantener la estructura e inte- 
gridad de la envoltura viral, le que consigue mediante las
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interacciones que mantiene con los llpidos de la bicapa 
lipîdica; y b) producir la exclusiôn de las proteinas ce- 
lulares en aquellas areas de la membrana celular que van 
a constituir la envoltura viral. Por otra parte, la nucleo- 
câpsida reconoce a esta proteina (M) y ello constituye la 
senal para que las nucleocâpsidas se incorporen a las re- 
giones de la membrana celular donde existen unicamente com­
ponentes virales (CHOPPIN y COMPANS, 1970).

2.2. Comjpo6^cÂ,ân quX,m>ica

En términos générales, KLENK y CHOPPIN (1969), 
haciendo anâlisis quîmicos de viriones SV5 muy purificados, 
encontraron una composiciôn global de 0,91% de RNA, 73% de 
proteinas, 20% de lîpidos y 6,1% de carbohidratos, mientras 
que otros autores encontraron valores similares, aunque no 
totalmente idênticos, para otros paramixovirus (NDV, etc...) 
(NAKAJIMA y OBARA, 1967).

En cuanto a las particularidades de los distintos 
componentes, cabe establecer algunas precisiones:

i - El genoma de este grupo de virus estâ constitui- 
do por un RNA monocatenario de gran peso molecular, cuyo coe- 
ficiente de sedimentaciôn, 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 estâ alrededor de 5,5 y 7,5 x 10^ d. 
(COMPANS y CHOPPIN, 1968).
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Analizando los coeficientes de sedimentaciôn de dis­
tintos RNA especîficos del virus, que han sido aislados a par­
tir de cêlulas infectadas,se ha encontrado que estes RNA sedi- 
mentan a 18, 22 y 35 S, y que unicamente una pequena parte de 
ellos lo hacian como los RNAs de los viriones (50-57 S); lo 
que demuestra que la mayorîa de este RNA analizado es RNA-men- 
sagero (RNAm) para codificar proteinas especîficas 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 nûmero 
variable de otras proteinas que aparecen en menor proporciôn 
(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 viriôn estâ 
compuesto por 5 a 7 proteinas distintas, y que posiblemente 
existan una o dos proteinas mas, aunque en menor proporciôn.

Como caracterîstica comûn, todos los viriones de 
este grupo poseen los siguientes polipeptidos: a) una proteina- 
-unidad de la nucleocâpsida que tiene un peso molecular de 
aproximadamente 60.000 d (MOUNTCASTLE y cols. 1971); b) dos 
glicoproteinas, por lo menos, de las que la mas grande y abun- 
dante tiene un peso molecular comprendido entre 65.000 y 74.000 
d y la mas pequena de 53.000 a 56.000 d. Dichas glicoproteinas 
estân situadas en la zona mas externa, puesto que forman las 
espîculas que, en este grupo, son uniformes y cada una posee 
las dos actividades hemaglutinante y neuraminidâsiça; c) otra 
proteina no glicosilada, con un peso molecular entre 38.000 y
41.000 d. Estas molêculas constituyen la membrana proteica que
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estâ pegada a la parte interna de la envoltura. Es la équiva­
lente a la proteina (M) de los Orthomixovirus; y d) otras 2 
a 4 proteinas no glicosiladas, que estân en proporciôn mino- 
ritaria y pueden variar en nûmero, tamaho y proporciôn rela­
tive, 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 
viriôn, mientras que las proteinas no glicosiladas estân en 
la cara interna de la envoltura viral. El hecho de que el peso
molecular del RNA que constituye el genoma, sea de aproximada-

^ ' ' ' ' ..................mente 6 x 10 d., hace pensar que existe informaciôn potencial
para codificar una o mas proteinas no estructurales, que no
son facilmente reconocidas por estar en muy pequena proporciôn
(KINGSBURY y GRANOFF, 1970).

NEURATH y SOKOL (1963), por una parte, y ROUX y 
KALAKOFSKY (1974) por otra, encontraron enzimas del tipo de 
ATPasa y algunas quinasas asociadas a los paramixovirus; lo 
que no estâ claro aûn, es si estâs enzimas son adsorbidas 
por los viriones al liberarse de las cêlulas huesped o son 
enzimas codificadas por el genoma del viriôn.

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

iii - Los lîpidos, estudiados en primer lugar por 
KLENK y CHOPPIN (197 0 b) y CHOPPIN y cols. (1972) en viriones 
SV5, parecen pertenecer a 4 tipos diferentes segûn la proce-
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dencia de las cêlulas del cultive.- Asî se ha encontrado que 
los viriones tienen una composiciôn lipîdica muy parecida a la 
de la membrana de la cêlula huesped parasitada. Por otra parte, 
QUIGLEY y cols. (1971), estudiando la composiciôn lipîdica de 
viriones Sendai y NDV que crecîan en fibroblastos de polio, 
encontraron que la composiciôn lipîdica 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 glicolîpidos con âcido neuramînico. Esto es lôgico ya que 
tambiên se encuentra allî la enzima neuraminidasa.

En resumen se puede decir, que la composiciôn lipî­
dica de la envoltura viral estâ determinada principalmente 
por la cêlula huesped.

iv- Finalmente, los glûcidos existentes en los para­
mixovirus se encuentran formando distintas molêculas glicopro- 
teicas; KLENK y CHOPPIN (1970 a) encontraron asî, carbohidra­
tos taies como galactosa, manosa, fucosa y glucosamina. Estos 
mismos investigadores encontraron grandes diferencias en la 
composiciôn glucîdica de un mismo tipo de viriôn cuando cre- 
cîa en diferentes cêlulas.

Se sabe poco de la estructura exacta de las cadenas 
hidrocarbonadas existentes en las glicoproteinas y glicolîpi­
dos de los paramixovirus, sin embargo se admite que dicha es­
tructura estâ determinada por la cêlula parasitada.
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2.3. C>Ccto v>Ctat o A^zpZZcacZân dz lo6 poAarnxxovZ^ua

Aunque el ciclo biolôglco 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 
adsorciôn, penetraciôn, biosîntesis de macromolêculas, en- 
samblado y liberaclôn.

i- adsorciôn;
Este proceso biolôgico se lleva a cabo mediante 

uniones, por diferencia de carga elêctrica, entre la glico- 
proteina HN y los receptores celulares de membrana, locali- 
zados en la cêlula huesped.

À1 igual que en orthomixovirus, el proceso de 
adsorciôn en este grupo, es independiente de la temperatura y 
dentro. de amplio margen de pH con requerimiento de determina- 
dos cationes; 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, présenta una uniôn irre­
versible (BURNET y ANDERSON, 1946).

Se ha comprobado que el proceso de adsorciôn es râpi- 
do y ûnicamente desciende el ritmo de fijaciôn cuando ya se 
ha adsorbido el 70 - 80% del virus (LEVINE y SAGIK, 1956) .

Aunque el proceso de adsorciôn se ha establecido 
con la maxima seguridad en el sistema eritrocito-paramixovirus, 
es igualmente vâlido para todos los sistemas cêlula-paramixo- 
virus, y que en todos los casos, los receptores celulares se-
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- rian mucoproteinas que contienen âcido neuramînico (WATERSON, 
1964) . Una excepciôn importante es la del virus del sarampiôn, 
que unicamente es capaz de aglutinar eritrocitos de mono, y 
nunca se adsorben a receptores que contienen âcido neuramini- 
co, quizas porque nô poseen neuraminidasa (ROSEN, 1961) .

ii - Penetraciôn y perdida de la capsula ["uncoating")
El proceso es comûn para todos, o casi todos, los

virus provistos de envoltura y -aunque no se conoce el méca­
nismes ïntimo del fenômeno- se han propuesto dos modalidades 
de penetraciôn: a) mediante un proceso de viropexis o fagoci- 
tosis, en el que el viriôn se desprivarîa de la envuelta, den­
tro de una vacuola digestiva, por medio de lisosomas (COMPANS 
y cols, 1966) ; b) mediante una fusiôn de la envoltura viral 
con la membrana celular penetrando ûnicamente la nucleocâpsida 
èn el citoplasma (HOWE y MORGAN, 1969) .

Actualmente se cree que, una vez libre la nucleocâp­
sida en el interior de la cêlula, el genoma viral puede ser 
transcrite inmediatamente sin liberarse de esta; nucleocâpsida, 
ya que se ha descubierto un complejo transcriptor asociado a 
la nucleocâpsida (LERNER y cols, 1969) y, por otra parte, tam­
biên, porque con la puromicina (WHEELOCK, 1962) y la ciclohexi- 
mida (ROBINSON, 1971 a) no se inhiben los procesos biosintêti- 
C O S  mas tempranos; ello parece implicar que no es necesaria 
la sintesis de proteinas en las etapas mas tempranas, que son 
las de transcripciôn.

iii - Biosîntesis de los componentes virales:
Una vez que la nucleocâpsida estâ dentro de la cê-
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lula parasitada, se produce el fenômeno de "eclipse", durante 
el cual tiene lugar una gran actividad biosintêtica en la que 
se producen todos los componentes virales. Para su mejor estu- 
dio, iremos considerando por separado los distintos tipos de 
macromolêculas que se originan:

a) Para estudiar la sintesis del RNA viral hay que tener 
en cuenta la existencia de una transcriptasa asociada al vi­
riôn, ya que el RNA de los paramixovirus (cuando se utiliza 
aislado) no présenta infectividad. BALTIMORE y cols (1970) y 
poco mas tarde HUANG y cols. <1971) , encontraron actividad 
RNA polimerasa en viriones ND; tambiên, en esta dêcada; ROBIN- 
SON (1971 b), encontrô una actividad semejante en viriones 
Sendai; y MOUNCASTLE y cols. (1971) en el SV5. Esta actividad •
enzimatica "in vitro", requiere los cuatro trifosfatosde ribo-

2+nucleosido, cationes Mg y un agente reductor. De esta forma, 
el producto de la reacciôn es un RNA complementario del RNA 
del viriôn que sedimenta a 16 S. Esta reacciôn es sensible a 
la ribonucleasa (RNasa) y a la tripsina, mientras que es com- 
pletamente insensible a la desoxiribonucleasa (DNasa) y a la 
actinomicina D.

MARX y cols. (1974) aislaron el complejo transcrip­
tasa del viriôn Sendai, y comprobaron que estaba formado por 
la subunidad nucleocâpsida 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 
transcripciôn.
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La transcriptasa tambiên funciona "in vivo", debien- 
do ser una etapa anterior a la replicaciôn y a la transcrip­
ciôn general de mRNA; ya que esta actividad no es inhibida 
por la cicloheximida. Esta actividad enzimâtica da lugar a 
los primeros mRNA especîficos del viriôn.

En cuanto al lugar donde se lleva a cabo la sinte­
sis de este RNA viral, WHEELOCK (1963), mediante autoradiogra- 
fia, trabajando con NDV comprobô que dicha sintesis se efec- 
tuaba en el citoplasma. BLAIR y ROBINSON (1968), analizaron 
las molêculas de RNA viral encontradas en cêlulas infectadas 
con NDV y Sendai y demonstraron que la mayoria de estas molê­
culas de RNA eran complementarias al RNA del viriôn (genoma).
Su coeficiente de sedimentaciôn variaba entre 18 y 50 S, sien­
do los mas abundantes los 18 S y menos abundantes los 50 S 
(genoma del viriôn); ademâs, tambiên se encontraban RNAs inter- 
medios que sedimentan a 22 y 35 S. Mas tarde BRATT y ROBINSON
(1971), analizando diferentes molêculas de RNA viral procédan­
tes de cêlulas infectadas, encontraron varias molêculas de 
RNA mono y bicatenarios que estaban localizadas en el ci­
toplasma y parecian ser formas intermedias de la replicaciôn 
y transcripciôn del RNA viral. Ademâs de en el citoplasma, 
puede hallarse RNA viral por sintesis en el nucleolo (BUKRINSKA 
YA y cols, 1966) y tambiên en el nucleo, procedentes del cito­
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 cêlulas infectadas 
con NDV, en seis ô siete especies distintas de RNA y cuyos pesos
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moleculares oscilaban entre 5,5 y 15 x 10^ d. Estos datos, 
que concuerdan muy bien con los tamahos de las proteinas del 
viriôn ND; hacen sugerir que cada especie de RNA debe corres- 
ponder a un mRNA de una proteina distinta.

La replicaciôn y transcripciôn viral -segûn 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 enzimâtico, ya que como se ha visto "in vitro", 
no se produce replicaciôn ni tampoco RNA viral o RNA de 50 S.
Por transcripciôn "in vivo", en presencia de cicloheximida, 
tan sôlo se producen RNA de 18 y 35 S, pero no el de 50 S 
(ROBINSON, 1971; EAST y KINGSBURY, 1971). Por otra parte, tam­
biên se ha comprobado que la replicaciôn del RNA viral requie­
re una sintesis continuada de proteinas.

b) La sintesis de proteinas virales, en las cêlulas 
infectadas por paramixovirus, tiene lugar en el citoplasma 
segûn se ha demostrado por mêtodos de inmunofluorescencia 
(COHEN y cols, 1961). En general,podemos afirmar que se detec- 
tan très proteinas muy abundantes, como son la HN (glicopro- 
teina formadora de las espiculas), NP (nucleoproteina) y MP 
(proteina de la membrana proteica); tambiên 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 proteolisis, 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 escisiôn de HNo durante la infecciôn 
(NAGAI y cols. 1976).

c) En relaciôn con la sintesis de llpidos, sabemos • 
que no existen lipidos especîficos de estos virus y por tan- 
to su sintesis, necesaria para la formaciôn de la envoltura 
viral, se real-iza normalmente en la cêlula huesped y a sus 
expensas.

d) Por ûltimo, la sintesis de glûcidos virales, tam­
biên se lleva a cabo por la cêlula 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 taies como fucosa, glucosamina y galacto­
sa, se ha demostrado que los azucares se incorporan en cadenas 
en la parte glucidica de glicoproteinas y glicolîpidos que 
se sintetizan de "novo".

iv - Ensamblado
Para estudiar el proceso, habremos de distinguir 

très fases segûn que se refiera a la formaciôn de la nucleo­
câpsida, de la envoltura y de la liberaciôn mediante gemaciôn 
(budding).

a) El autoensamblado de la nucleocâpsida tiene lugar 
principalmente en el citoplasma aunque tambiên pueda hacerse 
en el nucleo. La nucleoproteina se une fuertemente, por medio 
de enlaces no covalentes, al RNA viral y deja a este protegido 
de la digestiôn por ribonucleasas. Una vez asl formada la nu­
cleocâpsida, y sin rodearse de ninguna membrana interna, emigra 
hacia zonas especîficas de la membrana plasmâtica que ya estân 
predestinadas a ser envolturas virales (COMPANS y cols. 1966).
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b) En la formaciôn de la envoltura viral, lo ûnico 
que se sabe es que hay una sustituciôn de proteinas celulares 
por las glicoproteinas virales en las zonas de membrana celu­
lar donde se va a dar el proceso de gemaciôn o exocitosis 
("budding"). Pese a todo, se cree que este proceso es similar
al de orthomixovirus.

V - Liberaciôn
En relaciôn con el fenômeno de liberaciôn, pode­

mos decir que tambiên es muy parecido o idêntico al que se 
realiza en ]os orthomixovirus.

3. Analogies y diferencias entre los Mixovirus

Dado que, segûn hemos visto precedentemente, existen 
algunas caracterîsticas comunes entre distintos virus de ambos 
grupos y tambiên, por la circünstancia de que ocasionalmente 
se han citado algunas diferencias de comportamiento biolôgico 
ante qna misma situaciôn de infectividad, no hemos querido 
terminer este capitule sin préciser de un modo mas concrete 
cuales son las analogies y diferencias -perfectamente defi- 
nidas- entre estos dos grupos de virus tan relacionados. Ello 
proporcionarâ nuevos datos que anadir a los distintos criterios 
de diferenciaciôn biolôgica.

3.1. PAopXe.dadz6 comune.6 zntKo, 0fitkomtxo\}lKui> y Fa^amZxo- 
vZa,u6 .

Siguiendo un criterio ordenadp,esta comunidad de 
comportamiento la examinaremos desde cuatro puntos de vista 
relacionados con; a) diverses alteraciones durante las bio- 
sintesis celulares; b) formaciôn de virus defectives; c) varia-
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clones en sus efectos citopâticos; y d) su aglutinabilidad 
por lectinas vegetales.-

3, Kl, En cuanto a attc^actonc6 o modtitcactonc-6 
pfioductda^ durante taà bto6tntc6t6 cctutaA,c6, se ha visto que 
la infecciôn con virus influenza, no causa un paro râpido de 
la sintesis de RNA celular aunque si tiene varies efectos so­
bre el métabolisme de la proteina y del RNA celular. Tambiên en 
un sistema fibroblastos de pollo-FPV, se ha observado un aumen- 
to de la actividad de RNA polimerasa dependiente del DNA (MAHY 
1970); incluse usando o(-amanitina^ que es capaz de inhibir la 
RNA polimerasa nucleoplâsmica DNA—  dependiente (forma II) pe­
ro sin afectar a la RNA polimerasa nucleolar (forma I) se ob­
servé una disminuciôn de la actividad RNA polimerasa I hasta 
menos del 20% de la actividad control a las 3-4 horas despuês 
de la infecciôn. Sin embargo, en idénticas condiciones, la 
actividad polimerâsica II se estimulaba en un 70% mas que los 
contrôles a partir de 1,5 horas despuês de la infecciôn (MAHY 
y cols, 1972). Estos estudios, asî como el hallazgo de que la 

<X-amanitina inhibe la multiplicaciôn viral, sugiere que la ac­
tividad de la polimerasa II, pueda ser esencial en la replica­
ciôn del virus. Asimismo, despuês de producir esta infecciôn 
viral, se ha observado una disminuciôn en el marcado de los 
diversos RNA citoplâsmicos (STEPHENSON y DIMMOCK, 1974). Sin 
embargo un fenômeno que parece estar en desacuerdo con que la 
RNA polimerasa I DNA-dependiente se inhibe, es que se observa 
una perfecta transcripciôn del RNA ribosomal normal.

Se ha comprobado, que se requiere alguna funciôn nu­
clear para que el virus influenza se multiplique, ya que las 
cêlulas sin nucleo o cêlula con nucleo expuesto a radiaciones
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UV o tratadas con actinomicina D y mitomicina C, no permiten 
la multiplicaciôn viral (NAYAK y RASMUSSEN, 1966); (ROTT y 
cols, 1965 y KELLY y cols, 1974). Por otra parte, MAHY y cols.
(1972) observaron que la RNA polimerasa nucleoplâsmica depen­
diente del DNA (polimerasa II) se estimulaba en fases tempra­
nas de la infecciôn viral, mientras que la RNA polimerasa ri­
bosomal dependiente del DNA (polimerasa I) se inhibia . Todo 
ello hace suponer que aï menos la polimerasa II esta implicada 
en la replicaciôn viral.

Por otra parte, tampoco estâ claro el fundamento de 
la inhibiciôn de la sintesis proteica celular, aunque algunos 
investigadores (PONS, 1972; COMPANS, 1973) consideran que en 
tal inhibiciôn interviene la asociaciôn del polipêptido (NS) 
con los polisomas citoplâsmicos.

En el caso de paramixovirus, la rapidez de inhibiciôn 
de la biosîntesis celular varia considerablemente segûn los 
virus y estirpes. Ello no obstante, la inhibiciôn de biosînte­
sis celular tambiên ocurre con algunos paramixovirus, siendo 
el caso mas estudiado el NDV. Asî, WHEELOCK y TAMM (1961), en 
un sistema celular HeLa-NDV, encontraron que la sintesis de 
proteina y DNA celulares llega a ser râpidamente inhibida; en 
este caso, sin embargo, la inhibiciôn de la sintesis de RNA 
resultaba ser mas tardia.

En estos virus, el mecanismo de inhibiciôn de la 
sintesis de DNA es el mas estudiado y se ha observado que el 
paso inhibido es el de iniciaciôn de nuevas cadenas de DNA, 
ya que cuando las cadenas estân empezadas ya se siguen forman­
do a un ritmo normal, durante la infecciôn (ENSMYNGER y TAMM, 
1970; HAND y TAMM, 1972) . Segûn parece, la inhibiciôn de la
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sintesis de DNA celular, es una consecuencia de la* inhibiciôn 
de la sintesis de proteinas celulares, necesarias para la ini­
ciaciôn de la sintesis de DNA, pero que no intervienen en la 
elongaciôn de la cadena de DNA.

Segûn parece, no estâ totalmente claro el mecanismo 
por el cual, la sintesis de proteina y RNA celular se inhibe 
en estas infecciones virales. Se cree que despuês de la infec­
ciôn con NDV, se sintetiza alguna proteina especifica del virus, 
capaz de producir una desviaciôn de la sintesis de RNA y protei­
nas celulares (WILSON, 1968; LANCZ y JOHNSON, 1971). Tambiên se 
ha sugerido que la proteina inducida por el virus puede estar in 
volucrada en la degradaciôn del RNA celular (HUO y WILSON,1969).

No se ha encontrado proporciôn directa entre inhibi­
ciôn de sintesis de RNA celular y lisis celular; se ha observa­
do que la sintesis del RNA se reprime mas lentamente en fibro­
blastos de polio infectados con NDV, que en cêlulas L infecta­
das con el mismo tipo de virus, aunque el daho morfolôgico ce­
lular sea mâs grande en las cêlulas de fibroblastos de polio 
(THACORE y YOUNGNER, 1970). Se conocen un cierto nûmero de facto 
res, ademâs de la inhibiciôn 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 fusiôn de los virus, la actividad neuraminidasa, 
y la liberaciôn de enzimas lisosômicos (REEVE y cols, 1971;
SATO y cols, 1971).

3,1,2. ta ^oAmactân de tncompteto!> o de^ec-
se ha observado que, en la mayoria de los sistemas cêlu- 

las-virus influenza , que son infectados con inôculos de alta 
multiplicidad, se producen particules hemaglutinantes no infec- 
ciosas que se llaman virus "incomplètes" ("fenômeno Von Magnus") 
(VON MAGNUS, 1954) . Estas particules virales defectives se ce-
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racterizan por poseer todos los componentes antigênicos de 
los virus infecciosos aunque su poder infectivo es muy peque- 
no o nulo. En cualquier caso, la formaciôn de estas particules 
virales se présenta mejor en pases seriados no diluidos, de vi­
rus influenza, en huevos. Posteriormente se ha demostrado que 
estas particules poseen menos cantidad de RNA que las parti­
cules normalmente infectivas (DUESBERG, 1968; NAYAK y BALUDA,
1969) . Paralelamente, PONS y HIRST (1969) , demostraron que 
aunque existia una sintesis defective de RNA en estos viriones, 
los procesos de ensamblado y liberaciôn seguian siendo norma­
les .

Por otra parte, parece claro que depende de la cê­
lula huesped, la cantidad de virus infecciosos y no infeccio­
sos que se producen en varies pases seriados y asi, se ha com­
probado que, en cêlulas MDBK, infectadas con alta multiplici­
dad de virus influenza, se produce en menor grado el "fenomeno 
Von Magnus" que en la mayoria de las cêlulas (CHOPPIN, 1969).

En cuanto a las propiedades morfolôgicas y bioqui- 
micas se pueden establecer las siguientes diferencias entre 
los virus normales e "incomplètes" o defectives: a) los virus 
"incomplètes" sedimentan a 500 S, mientras que los normales 
lo hacen a 700 S (VON MAGNUS, 1954); b) al microscopio elec- 
trônico, se observô que los virus "incomplètes", eran clara- 
mente pleomôrficos (MOORE y cols, 1962). Pese a todo, esta 
relaciôn pleomorfismo-"fenômeno Von Magnus" no parece clara; 
y c) el contenido de RNA en viriones "incomplètes" es siempre 
mas bajo (ADA y PERRY, 1956) y tambiên 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
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"incomplètos", existiendo un aumento en la cantidad de las 
especies pequenas de RNA, para una poblaciôn de virus deter­
minada (NAYAK y BALUDA, 1969; PONS y HIRST, 1969).

CHOPPIN y PONS (1970) han sugerido un mecanismo 
para explicar la formaciôn de virus "incomplètes", que en 
esencia es el siguiente: Dado que las "piezas" de RNA viral 
de virus influenza se replican independientemente usando la 
misma polimerasa, las "piezas" pequenas se replicarân mas râ­
pidamente que las grandes. De esta manera, habrâ una tendencia 
a producir mas molêculas pequenas de RNA en las cêlulas infec­
tadas. Por otra parte, si el RNA se incorpora al azar dentro 
de la progenie de viriones, es lôgido pensar que habrâ un ex- 
ceso de poblaciôn de virus con un exceso de "piezas" mas peque- 
has ; de esta manera es mas fâcil encontrar viriones que sôlo 
contienen molêculas pequenas de RNA.

Ademâs de la formaciôn de virus tipo "Von Magnus", 
se ha observado infecciôn "abortiva" en sistemas HeLa-influen- 
za (WHITE y cols, 1965) y en cêlulas L-FPV (ROTT y SCHOLTISSEK, 
1963). Estas infecciones se caracterizan porque el antîgeno 
nucleoproteina se sintetiza y acumula en el nucleo. Las partî- 
culas virales producidas son hemaglutinantes y no infectivas 
y contienen menos cantidad de nucleoproteina que los viriones 
normales. En resumen, tambiên en estos casos, la infecciôn 
"abortiva" es similar al fenômeno "Von Magnus". Ademâs, se ha 
encontrado que las particulas no infectivas producidas por cê­
lulas HeLa, muestran el mismo defecto en su contenido de RNA 
que los virus "incomplètos" (CHOPPIN y PONS, 1970); es decir, 
pêrdida de las "piezas" grandes de RNA y consiguiente aumento, 
en cantidad, de las piezas pequenas de RNA.
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Asimismo, en sistemas infectados con paiamixovirus, 
se encontraron partîculas virales hemaglutinantes no infecti­
vas (GRANOFF y cols, 1950) y mâs tarde se observô que la in­
fecciôn con alta multiplicidad de virus Sendai tambiên produ- 
cîa virus no infectivos (SOKOL y cols, 1964), siendo este 
fenômeno muy parecido al fenômeno "Von Magnus" de los sistemas 
infectados con virus influenza. Hace unos anos KINGSBURY y 
cols (1970) han encontrado que existen particules virales 
que contienen especies de RNA mas pequenas que la especie 
50 S (el RNA 50 S représenta al genoma viral completo). Estos 
viriones defectives se dan con mayor proporciôn 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.

Tambiên se ha comprobado la existencia de particules 
defectives en cêlulas infectadas con otros paramixovirus, taies 
como parotiditico (EAST y KINGSBURY, 1971) y sarampiôn (PARFA- 
NOVICH y cols, 1971). Segûn HUANG (1973) parece ser que, bajo 
ciertas condiciones, la producciôn de este tipo de viriones es 
general para este grupo y para otros no considerados aqui.

Al igual que en orthomixovirus, la producciôn de vi­
rus infectivos depende del tipo de cêlula infectada no produ- 
ciendose nûmero significante de viriones defectives en pases 
seriados a alta multiplicidad de NDV en embriones de polio 
(GRANOFF, 1955) ni con SV5 en cêlulas primarias de rihôn de 
mono Rhesus (CHOPPIN, 1964).
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Recientemente, se ha encontrado que particules de­
fectives de paramixovirus pueden interferir con la replicaciôn 
de viriones normales (PORTNER y KINGSBURY, 1971). Esta inter- 
ferencia aumenta si los viriones defectives se ahaden antes 
que los viriones normales, aunque desaparece dicho fenômeno 
por irradiaciôn UV de los viriones defectives. La interferen- 
cia es especifica para virus homôlogos y no requiere la pro­
ducciôn de interferôn. Este hecho fue el que puso sobre avi­
so a ISAAC y LINDENMAN para el descubrimiento del interferôn.

En virus Sendai, mientras el interferôn causa inhi­
biciôn en la producciôn de todas las especies de RNA (RICHÎIAN 
y cols, 197 0), la inhibiciôn del virun normal por el virus de­
fective se caracteriza por una inhibiciôn mayor del RNA 50 S 
que del RNA 18 S (PORTNER y KINGSBURY; 1971). El mecanismo 
de interferencia de la replicaciôn de paramixovirus por vi­
riones defectives no ha sido aûn establecido definitivamente, 
pero existen evidencias de que la interferencia es probable 
que actue a nivel de la replicaciôn viral, implicando una com- 
peticiôn del RNA defective y el RNA normal, frente a la repli- 
casa viral (PORTNER, y KINGSBURY, 1971 ; KINGSBURY, 1973).

Se han observado, ademâs de la interferencia anterior, 
otras interferencias homôlogas entre cepas de NDV, taies c6mo:
a) Interferencia por irradiaciôn UV en el tiempo de la adsor­
ciôn, (BALUDA, 1959) y la penetraciôn del virus (BRATT y RUBIN, 
1968), no pareciendo aûn claro este mecanismo de inhibiciôn;
b) Interferencia intrinseca (MARCUS y CARVER, 1967) , segûn la 
cual el NDV se ha empleado como indicndor para detectar la 
presencia de virus no citopatogônicoS; taies como la rubeola.
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Quizâ, la explicaciôn mas probable de este mecanismo, sea que 
la RNA replicasa del virus interference interactua con el ge­
noma de NDV, evitando la replicaciôn del RNA de NDV por su 
propio enzima (MARCUS y ZUCKERBRAUN, 1970).

3,1,3. Tambtên poA. etec.th.omtQ.h.ô c,opta. 6e han ob̂ efi- 
vado cambtoé en to6 e^ecto6 mon.^otôgZeo4i ^ob^ie ta^ eêZataé pa-
H.a^ttadaà que son especîficos con virus influenza. El efecto 
citopâtico del virus influenza sobre cêlulas en cultivo, con­
siste generalmente en un redondeamiento y desprendimiento de 
las cêlulas; ademâs 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 periô- 
dicas de aproximadamente 50 A, (CIAMPOR, 1972), pudiendose 
encontrar estas inclusiones tambiên en el nucleo (ARCHETTI y 
cols, 1970) .

En el caso de paramixovirus, existen una gran varie- 
dad de interacciones, abarcando desde una muerte rSpida de la 
cêlula hasta una infecciôn persistente que consiste en una in­
fecciôn moderada con poca evidencia del daho celular. Algunas 
cepas son mas virulentas que otras, tanto en animales como en 
cêlulas cultivadas; este es el caso de muchas cepas de NDV 
(KENDAL y ALLAN, 1970; REEVE y WATERSON, 1970). Por otra parte, 
tambiên la cêlula tiene un papel condicionante, ya que tipos 
distintos de cêlulas, pueden mostrar diferencias marcadas en 
el grado de citopatologia, aun infectando con la misma cepa 
de virus. Asî, cêlulas MK (rihôn de mono) infectadas por SV5 
producen una gran cantidad de virus infectivos mostrando pocos 
o ningün cambio morfolôgico o bioquîmico que ponga en eviden-
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cia el daho celular. En contraste con ello, las cêlulas BHK 
21-F (lineas de cêlulas de rihôn de hamster recien nacido), 
se fusionan para formar un sincitio gigante (despuês de las 
12-j24 horas post-infecciôn) produciendose pocos virus y las 
nucleocâpsidas se acumulan para formar grandes agregados en 
el citoplasma; esto ûltimo, es debido a un bloqueo en la ma- 
duraciôn de la membrana celular (COMPANS y cols, 1966; HOLMES 
y CHOPPIN, 1966) .

3.7.4. En ^etactân con et fenômeno de agtattnabt- 
ttdad pon. tecttnaé de ptanta-i, se ha visto que cêlulas infec­
tadas con distintos virus con envoltura, incluyendo virus 
influenza, eran capaces de aglutinarse con lectinas taies 
como àglutinina de semilla de trigo y Concanavalina A (BECHT 
y cols, 197 2). Subsiguientemente, se ha demostrado que las 
lectinas se unen a las cêlulas transformadas formando racimos; 
mientras que se unen de una manera mas dispersa, sin formar 
racimos, a las cêlulas normales.

Segûn se ha sehalado, las proteinas de la envoltura 
viral se incorporan en plaças sobre la superficie celular y 
la exocitosis de las partîculas virales se corresponde tambiên 
en localizaciôn con las plaças de glicoproteinas (nicOLSON , 1972) 
Por otra parte, segûn KLENK y cols, (1972), las glicoproteinas 
de virus influenza actuan como receptores de la Concanavalina 
A; puesto que esta lectina aglutina a los viriones influenza 
intactes pero no a los viriones tratados con proteasa, cabe 
pensar que, estos ûltimos, contienen menos glicoproteinas. Es 
posible que los receptores glucîdicos de lectinas sean mâs acce­
sibles en la superficie de cêlulas infectadas que en las no 
infectadas.
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Como ya se ha dicho anteriormente, se ha observado 
el fenômeno de la aglutinabilidad, por Concanavalina A, en 
cêlulas infectadas con virus que poseen envoltura y conse- 
cuentemente tambiên se observô dicho fenômeno, en cêlulas in­
fectadas con paramixovirus taies como NDV y SV5 (POSTE y REE­
VE, 1972; NICOLSON, 1974). Por otra parte, se ha comprobado 
que la fusiôn celular de las cêlulas BHK21-F infectadas con 
SV5 se suprime de una manera total con Concanavalina A (ROTT 
y cols, 1972). A diferencia de las cêlulas infectadas con 
virus influenza, que formaban grandes flôculos, casi inmedia­
tamente despuês de ahadir la lectina, las cêlulas infectadas 
con NDV se aglutinan mâs lentamente formando agregados de apa­
riencia mâs granulosa que los flôculos que se forman por cêlu­
las infectadas con influenza (BECHT y cols, 1972) . El mecanis­
mo de uniôn de las lectinas a las cêlulas infectadas con para­
mixovirus es el mismo que el descrito para^las cêlulas infec­
tadas con orthomixovirus (KLENK y cols, 1972).

3.2. Ca/LacteA.t^ttca>b 0Ktkomtxovtn.a6

y ?aKamtxovyCH.u6 .

En este apartado se resumen algunas particularidades 
que pueden resultar especîficas para los grupos de virus que 
nos ocupan. Asî veremos en primer lugar una capacidad de va- 
riaciôn o "enmascaramiento" antigénico que se puede producir 
en el virus influenza(Orthomixovirus) y despuês revisaremos 
dos propiedades de los paramixovirus relacionadas con la pato- 
genia de la enfermedad, como son sus posibilidades de producir 
fusiôn celular o de persistir en el organisme parasitado y lie- 
gar a producir enfermedades crdnicas.
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3.2.7. En cuanto a ta oaKtactôn anttgcntca dct 
vtfiû  tn^tucnza habrâ de considerarse, en primer lugar, su 
alta frecuencia de reccînbinaciôn y quizâ ello, haya llevado 
a estudiar con detalle su variaciôn antigênica. Asî se han 
encontrado, para el virus influenza A, dos clases de varia- 
ciones antigénicas:

i - Dériva antigênica (BURNET, 1955), que parece ser 
debido a cambios y mutaciones graduales en las proteinas 
virales y que estan condicionados por la presiôn selectiva 
de anticuerpos en una poblaciôn inmune, segûn se ha demos­
trado en el laboratorio (HAMRE y cols, 1958; LAVER y WEBSTER, 
1968). Este fenômeno de dériva antigênica en la naturaleza, 
afecta tanto a la neuraminidasa como a la hemaglutinina; y se 
produce, ademâs de en el grupo influenza A, tambiên con el 
tipo B (SCHULMAN y KILBOURNE, 1969; MEIER-EWERT y cols, 1970).

ii - Desviaciôn antigênica ("antigenic shift") tan sôlo 
se observa en virus influenza del tipo A. Taies cambios ocu- 
rren con poca frecuencia, e implica la apariciôn de cepas 
virales con antîgenos de superficie, que no tienen ninguna 
relaciôn con los encontrados previamente en el hombre. Esta 
clase de mutaciôn 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) Mutaciôn directa; y b) Recom- 
binaciôn entre una cepa humana y una animal. En este segundo 
caso se produce la adquisiciôn, por la cepa humana, de nuevos 
antîgenos de superficie (WEBSTER y LAVER, 1971) . Esta ûltima
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alternativa es muy factible, puesto que el virus influenza 
tiene una gran frecuencia de recombinaciôn debido, posible­
mente, a su genoma segmentado. Por otra parte, tambiên se 
han conseguido aislar en el laboratorio antîgenos hîbridos 
de cepas animal y humana (KILBOURNE, 1968) .

3.2.2. La ^Lî Zân cetuta/i que ocurre como resultado 
de una infecciôn por paramixovirus, requiere la sintesis de 
nuevas proteinas virales y, aparentemente, es debida a la in- 
corporaciôn de proteinas especîficas del virus a las membra- 
nas celulares del huesped. El mecanismo bioquîmico de este 
fenômeno no estâ claro y en cuanto a su significaciôn, esta 
fusiôn puede ser un factor importante en la apariciôn de efec­
tos citopâticos en ciertos sistemas virus-cêlulas.

3.2.3. La6 , causadas por 
paramixovirus constituyen una de las propiedades mâs impor­
tantes de este grupo. Se ha descubierto esta propiedad en to­
dos los individuos del grupo: asî ha sido citado en parotidi­
tis (WALKER, 1968), sarampiôn (RUSTIGIAN, 1966), parainfluenza 
III (COLE y HETRICK, 1965), Sendai (MAENO y cols, 1966), NDV 
(PREBLE Y YOUNGNER, 1973) y SV5 (CHOPPIN, 1964).

Estas infecciones conocidas como "cultivo portador" 
("carrier culture") se caracterizan porque ûnicamente se infec- 
tan y producen virus unas pocas cêlulas del cultivo. La presen­
cia del virus, en el cultivo, se limita por resistencia genê- 
tica de las cêlulas de la poblaciôn, o por factores inhibido- 
res, taies como: presencia de interferôn en el medio, partîcu­
las defectivas interferentes o anticuerpos (THACORE y YOUNG­
NER, 1969) .
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Otro tipo de infecciôn persistante, en células in- 
fectadas por paramixovirus, es la infecciôn conocida como es- 
tado estacionario ("steady state"), en la que todas las cêlu- 
las se infectan, pero superviven todas allas. En algunos sis- 
temas de este tipo, los virus continuan produciendose, aunque 
en una proporciôn mas baja que durante la infecciôn inicial 
en otros, sin embargo se producen pocas o ninguna particule 
viral. Una diferencia importante, en ambos tipos de infecciones 
persistantes, es que en el ûltimo no puede neutralizarse si se 
anaden en el medio anticuerpos antivirales homologos.

No se sabe aûn el mecanismo intimo^ pero implica un 
estrecho control de la biosintesis viral, dado que la côlula 
logra supervivir teniendo incorporado un genoma viral. Se créa 
que estos factores reguladores se deben tanto al virus como a 
la cêlula huesped (NORTHROP, 1969). Debido a que muchas infec­
ciones persistantes se caracterizan por la falta de producciôn 
de virus infectivos, pesa a que las células contienen gran can- 
tidad de antigeno viral, cabe pensar que en estos casos queda 
bloqueada la maduraciôn del virus. Por otra parte, tambiên se 
han encontrado defectos en la actividad RNA polimerasa de vi- 
riones aislados de células persistantes infectadas con NDV 
(PREBLE y YOUNGNER, 1973).

Un descubrimiento notable, hallado en la infecciôn 
persistante por paramixovirus, es que los virus résultantes 
son termo-sensibles en relaciôn a la cepa original (HASPEL y 
cols, 1973).

Asimismo, se han encontrado infecciones persistantes 
en el hombre, que conducen a enfermedades crônicas; este es el 
caso, de diverses encefalitis esclerosantes subagudas o létales 
("subacute sclerosing panencephalitis" (SZPE)) causadas por el 
sarampiôn (SEVER y ZEMAN, 196 8).



III. RESPUESTA DEL HUESPED FRENTE 
A LA INFECCION VIRAL

Desde nuestro punto de vista no puede ser abordado 
un estudio sobre acciôn antivirales sin hacer menciôn de las 
interacciones virus-huesped, mâxime cuando por la peculiar 
b'iologîa de estos agentes su posibilidad de supervivencia 
estâ ligada a un estado de estricto parasitisme intracelular. 
Esta interacciôn es un proceso dinâmico, mas complejo que el 
de cualquier infecciôn b^cteriana puesto que en ella, ademâs 
de una respuesta inmunitaria, existe la producciôn de interfe- 
rôn y todavia no se sabe bien el intime mecanismo de regulaciôn 
que puede haber entre ambos tipos de respuesta.

Las reacciones inmunolôgicas en general, y en parti­
cular frente a agentes virales, son resultados complejos de 
efectos especificos y no especificos. Segûn es sabido los efec- 
tos no especificos pueden aparecer a très niveles; a) por fra- 
caso en uniôn del virus a los receptores de la membrana celular 
(McLaren y cols, 1959); b) por insuficiente liberaciôn del âci- 
do nucleico viral a partir de las células infectadas (HOLLAND
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y HOYER, 1962) ; y c) , por deficiencias eu el ensamhlado de 
las proteinas estructurales del virus (TAYLOR y cols, 1969;
WALL y TAYLOR, 1970). Por otra parte, la multiplicaciôn viral 
puede ser reprimida también por la induciôn de interferôn 
(GRESSER y OULL, 1964; GLASGOW, 1970), y por una acciôn de 
fagocitosis producida por macrôfagos (ZISMAN y cols, 1971). Otra 
reacciones muy poco especîficas, pudieran ser tenidas también 
en cuenta como son los procesos de inflamaciôn y de coagulaciôn 
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 patôgeno, parece Idgico la necesidad de 
revisar algunos datos sobre la respuesta inmunitaria y de inter- 
ferôn, frente a una infecciôn viral, para disponer de datos que 
pudieran ser necesarios a la hora de considerar nuestros propios 
resultados expérimentales.

1. Los virus como antigeno

Puede considerarse que tpdos los virus tienen, al me- 
nos, una proteina que difiere de las del huesped y esto les con- 
fiere individualidad, pero ademâs 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 cêlula huesped o de combinarse con lipidos de la membrana. 
El hecho de que una proteina viral tenga una potencialidad bio- 
lôgicamente importante como antigeno,’ depende de: a) su locali- 
zaciôn en la cêlula parasitada; b) si es o no una proteina es- 
tructural del viriôn; c) su situaciôn en relaciôn con las super-
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ficies del viriôn o de las membranas celulares; d) su proximi- 
dad a componentes de la cêlula huesped o su posible combinaciôn 
con ellas; y e) su poder inmunôgeno propio.

El comportamiento de los virus como antigeno es muy 
importante por varias razones. La reacciôn inmune que se de- 
sarrolla como consecuencia de una infecciôn viral es, normal- 
mente, beneficiosa para el huesped puesto que ayuda a la cura- 
ciôn y ademâs aumenta la resistencia contra una reinfecciôn por 
parte del mismo virus. Los anticuerpos responsables de la pro- 
tecciôn son, principalmente, los neutralizantes de la infectivi- 
dad al combinarse con los antigenos del viriôn. Otros anticuer­
pos, no neutralizantes, si bien no toman parte en la inactiva- 
ciôn del virus resultan de gran utilidad para el diagnôstico de 
las enfermedades de esta etiologia.

Hay dos clases de antigenos virales: unos que llevan 
los componentes estructurales del viriôn y que se conocen como 
virion-antigenos y otros que sôlo estân representados por ele- 
mentos separados y mas pequenos que el viriôn y que se conocen 
como no viriôn-antigenos o antigenos solubles; el têrmino solu­
ble no tiene en este caso una significaciôn fisico-quimica. El 
primer grupo estâ formado, por lo general, de viriones sinteti- 
zados en exceso mientras que el segundo incluiria enzimas reque- 
ridos para la multiplicaciôn viral.

1,1. antZg2.no6 dz yiQ,ut̂ alX,zac,Z6n

Estos antigenos,que en su mayor parte estân en la su­
perficie del viriôn, 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).

Aûn no estâ aclarado qué parte de la molêcula de gli- 
coproteina (proteina o carbohidrato) es el déterminante antigê- 
nico, pero en el caso de SFV (KENNEDY, 1974) y virus Sindbis 
(DUDA y SCHLESINGER, 1975), se sabe que reside en lafracciôn 
proteina. Esto parece lôgico si se tiene en cuenta que el com- 
ponente glucidico es originario de la cêlula huesped y por 
tanto el sistema inmunitario seria tolerante con estas frac- 
clones.

1.2, Atte^ac^om^ de, ta -6upeA-̂ /Cxce cttiitan. ZndacÂ.da6 poA
la^ In jtccion0,6 .

La envoltura de los virus estudiados por nosotros 
dériva de las membranas celulares del huêsped y los viriones 
estân întimamente relacionados con estas membranas durante su 
adsorciôn, penetraciên y replicaciôn. Las infecciones virales 
pueden conllevar profundos cambios de la membrana celular, asî 
como en la fisiologîa y comportamiento de las células. Por lo 
general, estas infecciones conducen a alteraciones de la membra­
na celular que pueden ser identificadas por la apariciôn de nue- 
vos antigenos. Por medio de estudios de inmunofluorescencia, 
inmuno-radiomarcado, inmunomicroscopla electrênica y otros ensa- 
yos empleando anticuerpos citotêxicos o células linfoides, BURNS
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y ALLISON (1975) han hecho un estudio de los virus que producen 
cambios antigênicos en las membranas de la cêlula huesped; en­
tre elles destacaremos especies de los dos grupos de virus que 
nos interesan:

ORTHOMIXOVIRUS 
Influenza, tipo A, humanos 
y animales (FPV)

PARAMIXOVIRUS
NDV
Parotiditis
Sendai
SV5
Sarampiôn, peste bovina, 
Moquillo

La mayorîa de los antigenos de superficie aparecen 
en estadios tempranos de la infecciôn; asl, células infectadas 
con virus influenza producen proteina viral al cabo de 1 hora 
(NOLL, 1962), y 4 horas despuës de la infecciôn 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 sarampiôn y moquillo lo hacen 20 ô 24 horas des- 
puês de dicha infecciôn.

7.3. Jiii ant^ginZco de ta-i pAoteZna-6 tA.uctuAaZe-i)
dat Zn^tuenza

Este se présenta como un modelo completo de los dis- 
tintos antigenos de un virus determinado. Asl, considerado co­
mo ente antigênico, el virus influenza ha sido el mâs estudiado 
(LAVER, 1973 ; SCHULZE, 1973) ; en êl se ha comprobado que cada 
proteina puede servir como antigeno, pero ûnicamente bajo el
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.punto de vista inmunolôgicô 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 cêlula huesped y que pueden modificar la antigenicidad 
del virus.

En el modelo propuesto por SCHULZE (197 3), y que 
estâ representado en la Fig. 8, se indican las distintas pro­
teinas y su situaciôn en el viriôn 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 enzimâtica, pero no producen neutralizaciôn 
viral. Los anticuerpos neutralizantes reaccionan con el extre­
me distal de la hemaglutinina, seguramente con déterminantes 
situados en HA^, ya que HA^ puede servir como inmunôgeno para 
preparar anticuerpo inhibidor de la hemaglutinaciôn (IH) y tam­
biên pueden adsorber completamente los anticuerpos IH de sueros 
inmunes (ECKERT, 1973); lo que aûn no estâ demostrado es que 
existan los mismos déterminantes en la subunidad HA^.

Mientras que las proteinas internas del viriôn mues- 
tran una gran estabilidad genêtica, la hemaglutinina y neurami­
nidasa estân expuestas a influencias inmunolôgicas selectivas 
y sufren grandes cambios antigênicos; sobre todo, alteraciones 
en las secuencias de aminoâcidos en HA^ y HA2 ; ello da lugar 
a profundos cambios en la posibilidad infectiva de los virus, 
dejando inermes a grandes masas humanas ante la apariciôn de
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Fig. 8 .- Modelo de la estructura antigenica del virus influenza
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-virus completamente diferentes en su composiciôn antigënica, 
ante las cuales los anticuerpos preexistentes tienen poca 
actividad. Esto explica la apariciôn de pandemias cîclicas.

2.- Mécanismes de la neutralizaciôn viral

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

En la reacciôn de neutralizaciôn intervienen très com­
ponentes: el virus, el anticuerpo y las células huesped. En to- 
dos los estudios de neutralizaciôn hay que tener en cuenta: a) 
el tipo de virus infectante; b) las concentraciones relativas 
del virus y de anticuerpos que entran en juego; c) las carac- 
terîsticas 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 
do,t ant'Ccue.̂ po 6obn,e, ta tntè.^acctân cétuta, habiendose
demostrado "in vitro", que cuando los anticuerpos se unen a los 
viriones se inhiben los procesos de adsorciôn, penetraciôn y 
desvestimiento de las particulas virales en una gran variedad 
de sistemas virus-cêlula (JOKLIK, 1965; GRANOFF, 1965; MANDEL, 
1967; DALES, 1965); en segundo lugar el ê ec;to det anttcuz^po
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6ob/LZ ta paxttcuta vt^at, ya que cuando se enfrentan anticuerpo 
y virus, el primero se une a la superficie viral. Este proceso 
de adsorciôn puede producirse râpidamente incluse a 0° C, que- 
dando detenido en esta fase si no se aumenta la temperatura; 
para que la reacciôn de neutralizaciôn 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 estâ unida (MANDEL, 1971). Estas dos etapas, 
tienen lugar tan râpidamente a 37° C que la neutralizaciôn se 
présenta como una reacciôn simple.

Los cambios conformacionales que aparecen sobre la 
envoltura viral, parecen ser un proceso importante en la neu­
tralizaciôn, pero la uniôn de anticuerpo por si sôlo, puede 
no producir alteraciones irréversibles en la superficie viral.
A este respecte, hay que distinguir dos casos: a) que existen 
anticuerpos tempranos (présentes en las dos primeras semanas 
después de la inmunizaciôn) que tienen una baja afinidad por 
el virus y cuyas inmunoglobulinas se pueden disociar del viriôn 
restableciendose la infectividad (HAJEK, 1970); y b) que mâs 
tarde aparecen los anticuerpos tardios (détectables meses des­
pués de la inmunizaciôn)^ que tienen una gran afinidad ocurrien- 
do rara vez, en condiciones fisiolôgicas, la disociaciôn don 
la subsiguiente reactivaciôn del virus (MANDEL, 1961). Sin em­
bargo, cuando un virus neutralizado con anticuerpos tardfos es 
expuesto a pH bajo y a altas concentraciones de sales, se pro­
duce la reactivaciôn (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).
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En cuanto a la ctné.ttc,â  2.n ta tnte,^acc.tôn'anttcu^n.po- 
-vt^u6, se ha comprobado por ensayos de infectividad en dis- 
tintos tiempos, que la neutralizaciôn tiene lugar en périodes 
cortos permaneciendo la constante de reacciôn invariable, para 
después disminuir y quedando, a veces, un "residue" que résisté 
la neutralizaciôn.

En un principio se interpretô la neutralizaciôn como
una reacciôn de primer orden (DULBECCO y cols, 1956; MANDEL,
1960), pero mas tarde, por medio de expérimentes de naturaleza 
cinêtica (PHILIPSON, 1966) y anâlisis Quantitatives de precipi- 
tinas (RAPPAPORT, 1970) se ha demostrado respectivamente, que 
existe un retraso inicial en la proporciôn de neutralizaciôn y
que en la reacciôn de neutralizaciôn de un viriôn, interviene
mâs de una molêcula de anticuerpo. Actualmente se concibe el 
proceso como una uniôn del anticuerpo por el virus pero sin 
que se alcance la neutralizaciôn, cosa que sucede posteriormen­
te por incorporaciôn de nuevas moléculas de anticuerpo (HAHON, 
1970; MAJER, 1972). Todo ello lleva a considerar que se nece- 
sita mâs de una moléculas de anticuerpo para neutralizar un vi­
riôn, pudiéndose representar la neutralizaciôn por las dos reac­
ciones secuenciales siguientes:

1^ -VIRUS + ANTICUERPO ►COMPLEJO VIRUS INFECTIVO - ANTICUERP

2^-COMPLEJO virus infectivo - ANTICUERPO + ANTICUERPO ---► VIRUS
NEUTRALIZAD

Un aspecto muy importante en la neutralizaciôn es el 
numéro de "sitios crîticos"que posee el viriôn y entendiendo 
por "sitios criticos" las proteinas virales de superficie que 
llevan aparejada la infectividad (DULBECCO y cols, 1956).
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Con respecto al numéro de "sitios criticos", se pue­
den distinguir tres tipos de viriones: a) que tengan un ûnico 
lugar critico como es el caso de los bacteriôfagos T pares;
b) que tengan muchos lugares criticos sobre la superficie del 
viriôn, como sucede en los orthomixovirus que tienen muchas 
moléculas de glicoproteinas (HA y NA) sobre la superficie y 
que son bâsicas para su infectividad. Sin embargo ûnicamente 
rea’lizan la neutralizaciôn los anticuerpos especificos de las 
hemaglutininas, en tanto que los anticuerpos especificos con­
tra la neuraminidasa no contrarrestan la infectividad del vi­
riôn (WEBSTER y LAVER, 1967) pero si dan lugar a un complejo 
inmuno-infectivo (MAJER y LINK, 1971). Ademâs de los orthomi- 
xovirus se pueden incluir en este grupo, los NDV (SETO y cols.
1974), los adenovirus (NORRBY, 1969), RNA virus oncogenicos 
(IHLE y cols, 1975), el virus de la rabia (WTKTOR y cols, 1973) 
y el sarampiôn (SALMI y cols, 1972) y; c) que toda la superficie 
viral sea "sitio critico" para la infectividad, como sucede con 
el bacteriôfago f-2 (WEBER y cols, 1966) y virus del mosaico del 
tabaco (CASPAR, 1963).

En cuanto al me.canZ^mo de neutxattzaetân, BRADISH 
y cols, en 1962, explicaron la neutralizaciôn como el resulta- 
do de una agregaciôn de varias unidades individuales infeccio- 
sas por un anticuerpo multivalente, por tanto este mecanismo 
implicaria que la proporciôn de la pérdida de infectividad se­
ria dependiente de la concentraciôn viral. En contra de esta 
explicaciôn existen los siguientes hechos: a) la neutralizaciôn 
es relativamente independiente de la cantidad de virus en la 
reacciôn (FAZEKAS DE ST. GROTH y cols, 1958); b) el anticuerpo 
puede neutralizar al virus que ya esta adsorbido a la cêlula 
(KELLER, 1966) y; c) la neutralizaciôn aparece incluse con
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fragmentes de anticuerpo, lo que puede equivaler a anticuerpo 
univalente (VOGT y cols, 1964 ; CREMER y cols. 1964) .

Para comprender la apariciôn de una "fracciôn persis- 
tente" en las ûltimas etapas de la reacciôn de neutralizaciôn, 
aûn cuando exista un exceso de anticuerpo, se han emitido las 
teorîas siguientes: a) Antes de anadir el antisuero a la sus­
pension viral, pueden existir acumulos de particules virales, 
en los que las particules centrales no serân neutralizadas 
por el antisuero. De esta manera habrâ infectividad residual, 
aûn cuando exista un exceso de anticuerpo (WALLIS y MELNICK, 
1967); b) Tambiên puede admitirse el que los anticuerpos tempra­
nos se unen,aûn en grandes cantidades al virus, pero de manera 
no muy efectiva, ya que el complejo virus-anticuerpo formado 
se disocia facilmente por simple diluciôn apareciendo enfon­
ces una fracciôn persistente (FAZEKAS DE ST. GROTH y WEBSTER, 
1963); c) En el proceso de neutralizaciôn, algunas particulas 
virales son poco eficazmente cubiertas con inmunoglobulinas, 
quedando lugares criticos al descubierto, que el virus puede 
utilizer para infecter a la cêlula 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 tel manera que bloqueen la uniôn de los anticuerpos 
neutralizantes a los lugares criticos vecinos, ademâs los an­
ticuerpos para los lugares criticos podrian inhibir la uniôn 
de los anticuerpos neutralizantes; bien porque el tamano del 
lugar critico sea suficientemente grande y puedan ser necesa- 
rias varias o muchas moléculas de anticuerpo para cubrir 
dicho lugar critico. A este respecto, (LANNI y LANNI, 1953) 
se encontrô,por estudios morfolôgicos de bacteriôfagos T pares^ 
que en el proceso de neutralizaciôn se unian mas de una inmuno­
globulina al lugar critico. Enfonces, si el anticuerpo se une
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poco eficazmente y deja zonas sin cubrir, estas podrian ser 
la causa de la infectividad. La explicaciôn seria que una 
vez se ha unido la inmunoglobulina, esta podria inhibir es- 
téricamente la uniôn de anticuerpos neutralizantes a los 
lugares criticos.

Por ûltimo y de una manera muy resumida diremos 
que los {ac.to^e6 acce^oxto^ en ta neat^attzaetôn vtnat, son 
proteinas que ayudan al anticuerpo en la neutralizaciôn 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 infecciôn viral

El mecanismo inmunolôgico especifico, lo constituye, 
preferentemente, la sintesis de anticuerpos y las respuestas 
inmunitarias mediadas por células. Las caracteristicas de la 
inmunorrespuesta especifica mediante producciôn de anticuerpos, 
estâ muy condicionada tanto por el tipo de virus que produce 
la infecciôn y la ruta de dicha infecciôn, como por la natura­
leza del tejido base de la respuesta inmune y algunos otros 
parâmetros résultantes de las interacciones huesped-virus.
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En cuanto al mecanismo invasor de los virus, en un 
organisme 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 inmunoglobulinas 
(IgG; IgM; IgA; IgD e IgE) encontrados en el suero y.secre- 
ciones externas humanas, tan sélo los anticuerpos especificos 
del virus corresponden a los grupos IgM e IgA (OGRA y KARZON, 
197 0) aunque también se encuentre IgG capaces de realizar una 
neutralizaciôn 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- 
dimentaciôn es 19S, teniendo como caracteristicas interesantes 
la de atravesar la placenta y poseer actividad frente a bacte- 
rias, virus y otras proteinas antigênicas. La IgG (7 S) es la 
inmunoglobulina serica mas abundante (75%), también atraviesa 
la placenta y parece ser mas eficiente que la IgM en la neu­
tralizaciôn viral, aunque sea mas eficiente, por el contrario, 
la IgM en las reacciones de fijaciôn de complemento y agluti- 
naciôn. La IgA tiene un peso molecular de 160.000 d (7 S) y 
constituye aproximadamente el 10% del total; aunque contribuye 
a la respuesta especifica del virus, su funciôn en el suero no 
es todavia comprendida. La IgD y la IgE se encuentrai en el sue­
ro en pequehisimas cantidades y no parecen poseer actividad an­
tiviral .
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Las inmunoglobulinas secretoras, que banan las su­
perficies de las mucosas externas, estân constituidas por to­
das las inmunoglobulinas del suero, pero en este caso la in­
munoglobulina prédominante es la IgA (TOMASI y BIENENSTOCK,
1968; TOMASI y GREY, 1972). La IgA secretada por glândulas 
de mamiferos, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal y 
tejido ocular es distinta a la encontrada en el suero; es di- 
merica (11 S), tiene un peso molecular de 380.000 d y consta 
de dos unidades monomericas de IgA (7 S) (CEBRA y SMALL, 1967; 
TOMASI y GREY, 1972). Generalmente la IgA secretada, 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 procéder del 
suero.

Por tanto, en la respuesta 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.

5.1. Re6 K)ue6ta en Jtâ  tnmunoQtobultna^ del

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 la IgA, esta ûl- 
tima en menor proporciôn (OGRA y cols, 1968) . Esta afirmaciôn 
fue 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 bifâsica primaria en el suero, era dependiente de la
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dosis: El anticuerpo neutralizante IgM (19 S) aparece de 8 a 
12 horas después de la administraciôn de una dosis simple de 
antigeno (poliovirus) y* el periodo de inducciôn es de 3 a 5 
horas. Si la inmunizaciôn es de intensidad débil, se forman 
transitoriamente las IgM (19 S), para césar bruscamente su 
sintesis 5 ô 5 dias mâs tarde. Por otra parte, la inducciôn 
del anticuerpo IgG (7 S) requiere una cantidad 50 veces 
mayor que la que se précisa para la formaciôn de IgM; apare­
ciendo por lo menos 48 horas mâs tarde y en menor proporciôn. 
Cuando la inmunizaciôn se hace con dosis altas de antigeno, se 
forman IgM e IgG; precediendo siempre la formaciôn de la pri­
mera a la segunda en 36 a 4 8 horas y alcanzando, la primera, 
un mâximo dentro de los 7 dias, aunque con una vida media 
corta. La respuesta en anticuerpos IgG, aumenta en una propor­
ciôn lenta y decelerada durante 3 semanas o mâs, y su respuesta 
se prolonge durante mâs tiempo. La cinêtica de formaciôn 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 administraciôn, 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 modernes y sensibles, han dado resultados 
similares a los obtenidos por SVEHAG y MANDEL (1964b). Dichos 
estudios han demostrado que très la inmunizaciôn de polios 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 mâximo 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 inmunizaciôn.
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Las IgG aparecieron prontamente, en concentraciones 
muy bajas; sin embargo su nivel aumentô y constituyô la clase 
prédominante en el suero, después de la desaparicién de las 
IgM. Las IgA (7 S) aparecieron en un periodo comprendido entre 
unos pocos dias y varias semanas después de la apariciôn 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. Re6pue6ta 6 eeundaKla en Za^ Inmunoglobulinas del 
6ue^o.

Numerosos investigadores han observado una reanuda- 
ciôn de la formaciôn de anticuerpos IgG después de una nueva 
inmunizaciôn con antigeno activo, lo que prueba la existencia 
de una "Memoria inmunolôgica". En el caso de IgA e IgM, la 
respuesta inmunolôgica secundaria es mas pequeha; aunque 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 nihos primovacunados contra la poliomelitis y 
reinmunizados un ahos después (OGRA y cols, 1968) apareciô 
una respuesta inmunitaria de caracter secundario (IgM) después 
del "impulse" de inmunizaciôn. Esta respuesta fue similar a la 
observada por SVEHAG y MANDEL (1964 a, b) utilizando polio­
virus inyectados en conejos. Pese a todo, la respuesta secun­
daria IgM parece depender del tiempo y del tipo y dosis del 
antigeno, asi como de la sensibilidad y especificidad de las 
técnicas empleadas en su detecciôn (OGRA y cols, 1968) .
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3.3. SZgnl^ZcacZân de lo6 antlcaeApo^ en la. KeiilhteneLa. 
antl\} lKo.1,

Los anticuerpos circulantes anti-virus se adquieren 
como resultado de una infecciôn natural, mediante inmunizaciôn 
con vacunas virales, o bien por administraciôn pasiva de inmu­
noglobulinas especîficas y tienen una intervenciôn decisiva e 
importante en la limitaciôn y recuperaciôn de una enfermedad 
viral (MÜRPHY y GLASGOWS, 1968; NATHAN30N y COLE, 1970).

En un principio (Z^MAN y cols, 1971), se creyô que 
los anticuerpos circulantes y la actividad macrofâgica eran 
los ûnicos elementos capaces de intervenir en la eliminaciôn 
de las infecciones primaries virales; pero, mas tarde, segûn 
hemos indicado en parrafos precedentev, también se ha compro­
bado la intervenciôn de otros mecanisraos, taies como interferôi 
y otros factores no especificos (BARO:, 1967; LWOFF, 1959) en 
la eliminaciôn de la infecciôn primaria por virus. Asî se ha 
observado que el interferôn se sintetiza antes que el anticuer­
po y que después de una infecciôn por influenza, herpes o viriv 
vacunal, la desapariciôn del virus esté mâs relacionada con la 
producciôn de interferôn que con la apariciôn de anticuerpos 
especificos (ISAACS y HITCHCOCK, 1960; FRIEDI4AN y cols, 1962), 
aunque los anticuerpos circulantes tengan también una gran im- 
portancia en la limitaciôn de la virei'ia y eviten la propaga- 
ciôn del virus a los ôrganos susceptibles (COWAN, 19 73; GLASGOW 
1970; MURPHY y GLASGOW, 1968; NATHANSOM y COLE, 1970). Sin em­
bargo, GLASGOW (1970) y MURPHY y GLASGOW (1968) han comprobado 
como caso particular que la resistencia frente al virus de la 
encefalomiocarditis del ratôn y su eliminaciôn de la corriente 
sanguinea coincide mâs con la apariciôn de anticuerpos circu­
lantes, que con el desarrollo alcanzado por los niveles de in-
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terferôn. Por todo ello, los anticuerpos circulantes se con- 
sideran mas relacionados con la protecciôn frente a una rein­
fecciôn, ya que la presencia de anticuerpos preexistentes es 
uno de los conceptos mâs fundamentales de la inmnnologîa viral.

Asî, como resumen del comportamiento del huesped tren­
te a una infecciôn viral, habriamos de admitir que inmediata- 
mente después de una infecciôn viral o administraciôn de vacu­
nas de virus inactivados o vives, se observa en el suero unas 
respuestas de anticuerpos, que segûn su orden de apariciôn son: 
IgM, IgG e IgA.

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

Por otra parte, los anticuerpos de secreciôn pueden 
evitar la reinfecciôn de las mucosas y por lo tanto, sirven pa­
ra limitar la extensiôn viral a otros ôrganos.

De aquî que el sistema inmunitario, en una infecciôn 
viral, reponda como una combinaciôn de 4 efectos: a) factores 
genéticos de resistencia: b) actividad macrofâgica; c) una in­
munorespuesta mediada por células; y d) con presencia de anti­
cuerpos circulantes y secretados.
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■4. Producciôn de interferôn -

El interferôn es una glicoproteina antiviral (DORNER 
y cols, 1973), con una extraordinaria importancia por su papel 
en la defensa del organisme vivo y que se produce, tanto en 
cultives celulares como en animales, aunque lo sea principal­
mente por una infecciôn viral. El interferôn también puede ser 
inducido por un gran nûmero de agentes no virales, hasta el 
punto de que ultimamente se esté dedicando mucho mas esfuerzo 
investigador quizâ por sus implicaciones terapeuticas a la 
inducciôn inespecîfica de interferôn que a la propia inducciôn 
por virus.

De una manera general, los inductores de interferôn 
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) âcidos nucleicos, 
naturales y sintêticos, el mâs activo y por tanto mâs estudia­
do es el âcido poliriboinosînico unido al âcido poliribociti- 
dîlico "poli I:C", sôlo o conjugado con lisina; g) endotoxinas; 
h) polîmeros sintêticos; i) fitohormonas; j) polisacâridos y 
k) mitôgenos.

El mecanismo de inducciôn de esta substancia, descu- 
bierta hace mas de veinte ahos por ISAACS y LINDENMANN (1957), 
con capacidad para hacer resistentes a las células frente a 
un ataque por virus es siempre el mismo e independiente del 
inductor. Se puede définir 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 multiplicaciôn viral a través de un efecto
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intracelular que lleva aparejado la sintesis de mRNA y protei­
nas. Se encuentra en el organisme o en cultives celulares sola- 
mente cuando han sido tratados con inductores; su peso molecu­
lar puede variar entre 25.000 y 180.000 d dependiendo de las 
células o del inductor utilizado y es mucho mas activo en célu­
las de especies homôlogas que en cualquier otras células. Es 
estable a pH 2.

Para la inducciôn del interferôn por virus, se sabe 
que es imprescindible la duplicaciôn de la cadena del âcido 
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 âcido nucleico inductor se llega a la 
inducciôn de la proteina interferôn mediante un mecanismo 
anâlogo al admitido para la sintesis y represiôn de la -ga- 
lactosidasa.

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

a) El virus pénétra en la célula y pierde su cubierta 
liberando su âcido nucleico mono o bicatenario.

b) El âcido nucleico viral se replica y una de sus 
cadenas se liga a los ribosomas de la célula. Este acontecimien- 
to puede servir como senal de disparo para la derrepresiôn de 
un cistrôn DNA de la célula huesped que condiciona la formaciôn 
de mRNA del interferôn.

c) Los polisomas que tienen asi incorporado el mRNA 
del interferôn producen y liberan el interferôn, que pasa al 
torrente sanguineo en el caso de seres vivos, o al medio de 
mantenimiento cuando se trate de cultives 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 interferôn 
una vez liberado de las células productoras: segûn la primera, 
que fue mantenida hasta hace pocos ahos (BURKE e ISAACS, 1958 a 
y b; ANDREWS, 1961; ISAACS y cols, 1961) era imprescindible 
la entrada del interferôn 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. (l973) y CHANY y cols» (1975) se tuvo una confir- 
maciôn experimental -al menos por el comportamiento en cul­
tives celulares- de la teoria de que el interferôn no ténia 
necesidad de atravesar la pared celular para desde alli, de- 
sencadenar el estado de resistencia antiviral.

CHANY y cols (1975) ligaron el interferôn a parti­
culas CNBr-Sepharosa y ahadieron el résultante a cultives 
celulares, manteniéndolo dentro de una boisa de plâstico que 
impedia el paso de aquellas particulas al reste del cultive; 
pasadas 24 horas era retirado el soporte y el cultive celular 
se infectaba con VSV. Después se llevô a cabo la observaciôn 
de las marcas infectivas y se encontrô que la porciôn del cul­
tive que estaba dentro del soporte limitado por las particulas 
de Sepharosa con el interferôn no presentaban las plaças infec­
tivas que eran patentes en el reste del cultive. También, estos 
mismos autores, demostraron que se podian hacer tratamientos 
sucesivos de cultives celulares, por este sistema de particulas 
tratadas sin llegar a agotar el poder protector del interferôn 
ligado, esto parece indicar claramente que tan sôlo es necesa-
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rio un contacte del interferôn sobre receptores espe'çîficos 
situados en la pared celular para producir la respuesta 
(SHEAFF y STEWART, 1969) .Estos jreceptores especificos sopor- 
tan molêculas gangliosîdicas 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 d) 
que presentan por analogia con los ' receptores para 
las fitohemaglutininas, la cinetica de acoplamiento del cor­
tisol y del IF es iddntica presentandose competencia entre 
ellos trente a los receptores que estan situados en la pared 
celular; este acoplamiento esta regido por una configuracidn 
alostérica de las molêculas receptoras.

Efectivamente el interferôn, desde la pared celular^ 
da lugar a una serie de acontecimientos que van a actuar sobre 
el genoma de la cêlula dando lugar a la apariciôn de un nuevo 
RNA , el mRNA de la proteina inhibidora de la traducciôn 

(TIP). Se ha comprobado que el mRNA del TIP estâ codificado, 
en cêlulas 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 cêlulas tratadas con interferôn y ha que- 
dado identificado con un polipêptido de p.m. de 48.000 daltons, 
el cual aparece siempre en las cêlulas tratadas, pero nunca en 
cêlulas no tratadas. Este polipêptido llega a inhibir la tra­
ducciôn del mRNA viral en un 90% (SAMUEL y SOKLIK, 1974) sin 
que tenga ningûn efecto sobre la traducciôn del mRNA de la 
cêlula, ni inclusive de mRNA exôgeno extrahos o sintêticos 
(WIEBE y JOKLIK, 1975).
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De los investigadores interesados en el modo de 
inducciôn del IF, unos se ocuparon de identificar los genes 
responsables de la formaciôn del mRNA ciel TIP, mientras que 
otros se deicaron a la bûsqueda del gene o genes que darîan 
la senal formadora del TIP en las cêlulas que recibieron 
sobre su membrana al IF ya formado (EPSTEIN, 197 5; EPSTEIN 
y EPSTEIN, 197 6.) .

En experimentos llevados a cabo sobre cêlulas humanas 
monosômicas, disêmicas y con cêlulas trisômicas procédantes 
de personas con esta anomalîa, se encontrô 'que en las trisô­
micas del cromosoma 21 aparecîa mayor resistencia a la infec- 
ciôn viral despuês de ser tratadas con IF humano comparados 
con la resistencia conferida a cêlulas disômicas o monosômicas, 
para este cromosoma, y en estos estudios se ha identificado el 
gene antiviral (AVG en la literatura englosajona) localizado 
en el extremo distal del brazo largo de dicho cromosoma. Es 
curioso sehalar a este respecte que aün no exista en la bi- 
bliografîa ningûn dato sobre experiencias que determinen, en 
cêlulas animales, los genes responsables de la inducciôn del 
IF y de la formaciôn del TIP que confiere la resistencia anti­
viral .

Por otro lado destacamos el hecho que frente al ais- 
lamiento e identificaciôn del TIP, polipêptido de 4 8.000 d, no 
ha podido ser determinado el elemento que desencadena la pro- 
ducciôn de dicho polipêptido; hipotêticamente se ha sehalado 
a alguna histona u oligopêptido como el intermediario entre el 
mqmento de la uniôn del IF a los receptores de la membrana ce­
lular y la puesta en marcha del sistema de producciôn del po­
lipêptido regido por el gene antiviral.
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4 . /. -ï ndacc^dn do, en Koblaiton de potto
poA, mZxovZAu6

En general los virus que componen el grupo Mixovirus, 
son excelentes inductores del IF, pero muy en particular el 
influenza, gracias al cual se descubriô 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 experimentaciôn 
sobre actividad, modo de acciôn, estandardizaciôn, preparaciôn 
de antisueros antiinterferôn y en el estudio de los complejos 
mecanismos de interacciôn interferôn-respuesta inmunolôgica, 
asî como en la depresiôn y superinducciôn en presencia de qui- 
mioterâpicos y antibiôticos.

Los mixovirus dan lugar a altos tîtulos de IF en ra- 
t6n, cêlulas murinas, conejo, embriôn de polio y mono, pero el 
tîtulo obtenido en fibroblastos de polio es bastante m^s bajo, 
debido precisamente a su poder citopâtico râpido que impide la 
puesta-en marcha delciclo productor del IF. ESte inconveniente 
se ha obviado inactivando los virus por irradiaciôn ultravio- 
leta (HO y BREINING, 1965), o aprovechnndo la termolabilidad de 
los virus, utilizando temperaturas de 35-37° C en tratamientos 
largos (GIFFORD y HELLER, 1963; LE CLERC y COGNIAUX - LE CLERC, 
1965) , y muy concretamente de NDV, a temperaturas mas al tas pe-̂  
ro en tratamiento corto (RONDA y ALONSO, 1974). Segûn estos 
autores, tanto la irradiaciôn como la inactivaciôn a estas 
temperaturas, mantienen la capacidad inductora, permitiendo 
alcanzar mas altos niveles que en el caso de virus con activi­
dad citopâtica.

Intenses o largos tratamientos de irradiaciôn o tem­
peraturas superiores a 40° C dan lugar a la desapariciôn del
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poder interferente de los virus asî tratados, sugiriendo que 
el inductor puede residir bien en el âcido nucleico viral o 
bien en la proteina, pero a partir de los trabajos de BURKE 
e ISAACS en 1958 se tiene la seguridad de que es el âcido 
nucleico el responsable de la inducciôn, siempre que no hayan 
experimentado alteraciones profundas; por tanto el âcido nu­
cleico es el protagoniste de la iniciaciôn de dos series de 
acontecimientos; una que induce a la multiplicaciôn viral 
(abolida por el tratamiento) y otra que conduce a la formaciôn 
del IF (favorecida por la integridad fnncional de la célula); 
no obstante las proteinas virales juegan, tambiên, un papel 
importante una vez dada la senal de formaciôn de interferon.

Ha habido grandes controversies entre la afirmaciôn 
del FALCOFF y FALCOFF en 1970 de que era imprescindible la du- 
plicaciôn en los âcido nucleicos para la apariciôn de IF, y el 
hecho innegable de que los virus inactivados por UV o tempera­
ture eran capaces de inducir IF, pero en el mismo aho 1970 
LOMNICZI y BURKE, trabajando con cepas salvages y mutantes 
de SFV encontraron que un mutante que no producîa RNA viral 
en condiciones no permisivas de temperatura, era un mutante 
capaz de inducir el IF siempre y cuando se infectase el cultive 
con cantidades superiores a 10 UFP/célila. Asî demostraron que 
en el caso de algunos virus RNA, el IF puede ser inducido bien 
por el RNA viral sintetizado por las côlulas o bien por el mis­
mo RNA viral infectante en su forma monocatenaria; en el mismo • 
aho GANDHI y cols, (1970) hallaron que varies mixovirus inducian 
interferôn sin que se produjese ninguna sîntesis de RNA viral.
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~ A este respecto HO (1964 a) puntualiza que;el têr-
mino "virulencia" se aplica normalmente a los aspectos clini- 
cos en el enfermo, pero es muy dificil de définir su signifi- 
caciôn cuando las infecciones se producen en los cultives celu- 
.lares. Este autor sugiere que en el presente contexte, la 
"virulencia" o patogenicidad debiera ser definida en términos 
bioquîmicos. Dado que la producciôn de IF requiere mecanismos 
sintetizadores propios de la célula, quedarîa deprimida esta 
producciôn, cuando las cêlulas en cultives han sido infectadas 
por virus "virulentes" puesto que aquellos mecanismos han sido 
inhibidos, apareciendo el interferôn cuando el inductor es 
un virus "avirulento" en términos bioquîmicos.

4.2. JnduccZân do. yCnt2.H.{̂ t̂ ân en potZo^ poA. mZxov-lA.â

Los individuos de este grupo son buenos inductores 
de IF en todo tipo de aves, sin que las gallinaceas hagan ex- 
cepciôn. Inmediatamente despuês del descubrimiento del interfe­
rôn varies autores se ocuparon en la inducciôn de esta proteina 
en polios y asî tenemos ISAACS y LINDENMANN (1957) con influenza, 
BURKE e ISAACS (1958 a) con FPV, mientras que los primeros tra­
bajos de inducciôn en animales vives con NDV no aparecen hasta 
1965 publicados por HO y BREINING.

En 1963, BARON y BUCKLER, trabajando con NDV, Sindbis 
y Sendai en ratôn, demostraron que cuando una, relativamente, gran 
cantidad de material vîrico era inoculado por via endovenosa, se 
podîa detectar el interferôn en el suero sanguineo una hora des­
puês de la inoculaciôn, alcanzando los mâximos niveles 4 a 7 
horas mâs tarde; es decir, antes de que se haya logrado una sig- 
nificativa, clinicamente, multiplicaciôn viral.
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- La inducciôn de IF en animales se encuentra favore­
cida por el poder patôgeno del virus, al contrario de cuanto 
sucede en la inducciôn sobre cultives celulares; siendo ademâs 
la respuesta mas temprana le que permite hacer detecciones 
de IF mucho antes de que el animal présente signes de enferme- 
dad o la muerte (fase que podria corresponder a la ifsis celu­
lar, estableciendo un paralelo entre ambos sistemas de cêlulas 
huesped).

La introducciôn en el organisme vivo de un virus 
buen inductor va a dar como resultado la apariciôn de interfe­
rôn no sôlo en la sangre sine tambiên en otros sistemas u ôr- 
ganos: rihôn, cerebro y bazo (KONO y KO, 1965), si bien elle 
depende no sôlo del virus utilizado como inductor sine tambiên 
de la via de inoculaciôn elegida.

La mayor parte de las cêlulas del organisme 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 cêlulas mejores productoras de 
la proteina que nos ocupa; los linfocitos T dan lugar a una 
mas prematura apariciôn en sangre que la debida a los linfocitos 
B, que sin embargo es mas potente. En la actualidad se obtiene 
interferôn en cultives de esplenocitos inducidos por virus (in­
terferôn tipo I o clâsico) o por mitôgenos especificos (lipopo- 
lisacâridos, fitohemaglutininas), o bien por sensibilizaciôn 
con antigenos seguida de un tratamiento con el propio antigeno 
sensibilizante (interferôn tipo II o antigênico). Mucho se 
podria decir sobre la interrelaciôn entre interferôn-linfocitos 
-sistema inmunitario, pero este tema queda fuera del présente 
trabaje.
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4, 3, .1 nduc.cZ6n do, zn p^eaewc^a do,
yCnhZbZdo^2.6 mttab6tX.co^ y quZmZote,KdpZco6

Actualmente se tiene la certeza de que la producciôn 
de interferôn surge como una derepresiôn de genes seguida por 
una transcripciôn de mRNA de interferôn y la consiguiente tra­
ducciôn posterior. Este esquema ha sido basado sobre resultados 
obtenidos con un limitado nûmero de inhibidores metabôlicos, 
principalmente actinomicina D (como inhibidor de la formaciôn 
de RNA dependiente del BNA) y cicloheximida y puromicina (como 
inhibidores de proteinas).

La inducciôn de IF en cultives 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 présenta la 
puromicina tanto en cultives celulares (WAGNER y HUANG, 19 65; 
BUCHAN y BURKE, 1966) como "in vivo" en ratones inoculados con 
NDV ô 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 producciôn de IF inducido por virus involucra 
la sîntesis de RNA dependiente de DNA y la sîntesis de proteinas 
tanto en cultives celulares "in vitro" como en tratamientos de 
animales "in vivo".

Los trabajos aquî citados fueron el origen de un acû- 
mulo de investigaciones sobre la estrecha dependiencia entre
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inducciôn de IF e inhibidores metabôlicos y todos ellos con- 
firmaron lo antedicho..

Por este camino se ha llegado a conseguir una super­
inducciôn de IF prolongando el période de producciôn 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 fenômeno descrito por McAUSLAN (1963) en la repre- 
siôn de la timidina quinasa en cêlulas HeLa infectadas con vi­
rus vacunal. Asî se consigue por tratamiento de cêlulas con ac­
tinomicina D la inhibiciôn de la producciôn de un mRNA para 
una proteina reguladora del IF, proteina que ejerce un control 
negative a nivel transcripcional (SEHGAL y TAMM, 1976; CAVALIERI 
y COLS, 1977; RAI y PITHA, 1977; SEHGAL y cols, 1977).

No cabe duda de la importancia que tiene cualquier 
investigaciôn que relacione antimetabolitos e inducciôn de IF, 
lo que ha hecho que en nuestro Institute RONDA y ALONSO (1974; 
197 6) hayan estudiado el efecto de rifamicina y derivados en 
la producciôn de la proteina interferente inducida por NDV en 
cultives de fibroblastos o en polio. Asimismo, RONDA y cols, 
(1977) presentaron una comunicaciôn al V Congreso Nacional de 
Microbiologie sobre inducciôn de interferôn en presencia de 
substancias antitumorales,' donde se estudia las alteraciones 
en el tîtulo de interferôn producido por NDV en polios inocu­
lados con mitomicina C, bleomicina y methotrexate, y los mis­
mo s autores presentaron otra comunicaciôn haciendo un estudio 
comparative sobre el efecto de la ciclofosfamida en la inducciôn 
del interferôn - respuesta inmune de polios 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 observarâ que 
esta ûltima estâ mucho mas desarrollada que la primera por 
las siguientes razones;

a) Los virus dependen obligatoriamente del metabolismo 
de la cêlula huesped al serle imprescindible la maquinaria 
metabêlica de esta. Por tanto, la mayorîa de los procesos me- 
tabêlicos de los virus se confunden con los de la cêlula por 
el infectada. La eficacia del fârmaco antiviral estarâ muy re- 
lacionada, por una parte, con la ausencia o baja toxicidad 
frente a la cêlula y por otra con su capacidad para incidir 
sobre aquellos pasos metabôlicos que sean exclusives del me­
tabolismo viral.

b) El diagnostico de una enfermedad se basa en sus sînto- 
mas y estos, en las enfermedades virales, aparecen segûn dos 
patrones extremes que corresponden el période de incubaciôn; 
si êste es corto, los sîntomas aparecen muy pronto y cuando
lo hacen la enfermedad estâ muy avanzada (gripe, fiebre amari- 
11a, etc.); en otros cases, cuando el période de incubaciôn es
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largo, la enfermedad estâ completamente implantada cuando 
aparecen los primeros sîntomas (enfermedades producidas por 
leucovirus, etc). En ambos casos la terapia résulta muy di­
ficil.

Cronolôgicamente los primeros agentes antivirales 
especificos fueron las tiosemicarbazonas, cuya introducciôn 
en clînica medica se debe a DOMAGK y cols, (1946); mas tarde 
fueron los benzimidazoles (TAMM y cols,1952),el interferôn 
(ISAACS y LINDEMANN, 1956) y distintos anâlogos 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 taies 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 acciôn antiviral; ellos 
nos iran poniendo al corriente del desarrollo de las nuevas 
molêculas y de sus posibilidades de disehar otras mas potentes, 
Por otra parte, veremos a continuaciôn la metodica para contro- 
lar las actividades antivirales y la posibilidad de estudiar 
los mecanismos de acciôn de estos fârmacos.

1. Posibilidades de interferir la multiplicaciôn viral

Desde la dêcada de los ahos cuarenta, en que se en­
contraron sustancias claramente antivirales,taies como el 
grupo de las tiosemicarbazonas, hasta la fecha, se conocen in-
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finidad de productos quîmicos que de diferentes maneras y en 
sistemas biolôgicos variados son capaces de inhibir la multi­
plicaciôn viral. Por tanto, cabe clasificarles para su estudio 
atendiendo al proceso metabôlico viral que inhiben.

7. î. Sub6tanc.Za-5 qu^ con ta ad^&o^cZôn do.t

Los principales compuestos inhibidores de este pro­
ceso son los polisacâridos sulfatados (TAKEMOTO y LIEBHABER, 
1961) y los mucopolisacâridos (MANDEL, 1957; PIZZA y cols,
1967; AGOL y CHUMAKOVA, 19 63),- ninguno de estos agentes son 
especificos y su acciôn se lleva a cabo al afectar tanto los 
sitios especificos de las cêlulas huesped como de los virus.

7.2. Sub-6tancZa6 que. con ta. pemtAacZdn v/A&Z

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

7.3. Sab6tancX.a6 que, con ta6 e.nzZma6 a^ocZada6
at vZAZân y a la t̂ an.6 cA,Zpc^dn del genoma paA^ental »

Dentro de este grupo cabe distinguir très tipos de 
substancias que pueden clasificarse:

i - Inhibidores de la RNA polimerasa RNA 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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ii - Inhibidores de RNA polimerasas RNA 6 DNA dependientes 
asociadas al viriôn, entre los que se encuentran principalmente 
la streptovaricina, que actua 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 - Inhibiciôn de la transcripciôn del DNA parental; 
entre las principales sustancias que inhiben el ciclo multipli- 
cativo a este nivel nos encontramos con la adenosina monofosfa- 
to cîclica (ZIMMERMAN y RASKA, 1972).

7.4. Sub-6tancla6 que. con ef. p^oce-60 de
Jjddlôn dzt RMA mzn6aj .

Tambiên dentro de este grupo se pueden considerar 
cuatro subgrupos en funciôn de su mecanismo particular.

i -Substancias que interfieren en la interacciôn de mRNA 
viral con los ribosomas celulares. Entre los diversos produc­
tos que intervienen a este nivel cabe destacar el interferôn, 
que estudiaremos mas ampliamente y la isoprinasina (GORDON y 
QROWN, 1972; MULDOON y cols, 1972).

ii - Substancias antivirales que interfieren con la ini­
ciaciôn de las cadenas polipeptîdicas 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 LUEIN, 1964; SCHOLTISSEK y ROTT, 1970; FLEXNER y 
cols, 1973).
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iii - Compuestos que inhiben la sintfesis de las proteinas 
virales. Como ejemplo podemos citar la rodamina (2-tio-4-oxotia- 
zolidina) (f(rfrfR5yc«-i,1970) .

iv - Inhibidores de las proteinas precursoras de los pêp- 
tidos estructurales del virus. Entre los principales nos en­
contramos con el cloruro de zinc (KORANT y cols, 1974) y los 
inhibidores de proteasas (KORAN̂ T, 1973) . ,

7.5. Sub6tancZa6 quo, con ta 6 X.nt2.6 l6 dat ge-
Yioma dz to6 vtKu6 c-on RNA

Dentro de este grupo hay que distinguir très subgru­
pos:

i - Compuestos inhibidores que interfieren con la sînte­
sis del genoma de los virus con DNA. Este es el caso de la 
guanidina, HBB (2-( -hidroxibencil)-bencimidazol) y deriva­
dos (tAMMyf&*wl963; 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 - Compuestos inhibidores de la polimerizaciôn de los 
ribonucleôtidos 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) .
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7.6 . Sub^tancta6 guz yÇnhtbzn ta ■^zpttcactôn dzt VNA vZ^aZ,

Dentro de este grupo se pueden distinguir los siguien­
tes subgrupos;

i - Inhibidores que causan la degradaciôn 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 enzimâticos relacionados con 
la sîntesis de DNA. Los représentantes mas importantes de este 
grupo son los nucleosidos de purinas y pirimidinas, siendo los 
mas estudiados la citosin arabinôsido (ara-C)(LEVITT y BECKER, 
1967; EIDINOFF y cols, 1965; CAMPBELL y cols, 1968) y el ade- 
nosin arabinôsido (ara-A)(MILlER y cols, 1968).

iii - Inhibidores de la sîntesis de DNA viral por incorpo- 
raciôn a las molêculas de DNA viral. Los principales représen­
tantes de este subgrupo son los halogenuros de desoxirribonucleô 
sidos taies como: 5-iodo-2'-desoxiuridina (lUdR) (PRUSOFF, 1967; 
PRUSOFF y GOZ, 1973), 5'-etil-2'-desoxiuridina (GUARI, 1969)
y el 5'-trifluometil-2'-desoxiuridina (Fg TdR) (OKI y HEIDEL- 
BERGER, 1971). Actuan por sustituciôn de los desoxiribonucleo- 
sidos por anâlogos estructurales.

iv - Inhibidores de procesos enzimâticos en la biosintesis 
de los nucleôtidos. El principal représentante es el 6-azaura- 
cil ribonucleôsido (6-azauridina) (FAL^E y RADA, 1970).
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V  - Inhibidores que 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).

7.7. Sab^tanatas gaz ajzctan a RNA mzn-

6ajZ^o6 taH.dyCo6 y pAotztna6 vZ^atz6 ta.fid-ion>

Las mas conocidas de entre este subgrupo son la 
isatin p-tiosemicarbazona (IBT) (HAMRE y cols, 1950, EASTER- 
BROOK, 1962), el N-metil-isatin- p-tiosemicarbazona (metisa- 
zona) (LEVINSON y cols, 1971; LEVINSON y cols, 1973), y la 
rifampicina (SUBAK-SHARPE y cols, 1969; GRIMLY, PM y cols,
1970) .

7. % Sub6tanctci6 quz Znktbzn ta ^on.maztân dz mzmbh.ana6 
vt^atz6 zn.cétuta^ tn^zctada^

Las mas conocidas son la 2-desoxi-D-glucosa (KILBOUR- 
NE, 1959; COURTNEY y 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 sintëtico); en segundo 
lugar, la complejidad estructural de los compuestos es tambiên 
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 (interferôn); y por ültimo, la multiplicidad de 
efectos que es posible conseguir.
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La toxicidad o capacidad para producir lesiones o 
alteraciones metabôlicas celulares, abarca un gran espectro 
de concentraciones, encontrândose substancias que son muy 
tôxicas aûn a concentraciones muy bajas (rifampicina, etc) 
y otras por el contrario no lo son o sôlo cuando se adminis- 
tran en grandes concentraciones (interferôn). Un caso especial 
lo constituye las purinas y pirimidinas halogenadas que,aparté 
de su riesgo de toxicidad, pueden alterar el aparato genêtico 
de las cêlulas humanas favoreciendo ademâs la infecciôn con 
oncornavirus y herpesvirus (TEMIN, 1971; KLEIN y DOMBOS, 1973; 
BECKER y cols, 1974).

Un anâlisis mas profundo de los compuestos capaces 
de producir actividad antiviral nos indica que el modo de 
acciôn varia mucho, encontrando inhibidores poco especificos 
que afectan casi por igual a la multiplicaciôn viral y a 
los procesos celulares, pero que en condiciones determinadas 
y a concentraciones subtôxicas pueden resultar eficaces (anâ­
logos, tanto de aminoâcidos, como de purinas y pirimidinas). 
Otros son especificos de la cêlula, pero que sin llegar a con­
centraciones tôxicas pueden afectar claramente al ciclo multi- 
plicativo viral, asi nos encontramos con que los polisacâridos 
sulfatados y mucopolisacâridos afectan a la adsorciôn viral 
porque se unen elêctricamente a los receptores celulares por 
los que el virus se une a la cêlula y los bloquean. Por otro 
lado, otro tipo de inhibidor celular lo représenta la amanta­
dina, la cual alterando la membrana celular o lisosomal impi­
de el desvestimiento de ciertos virus (ortomixovirus y parami- 
xovirus).

Por ûltimo, existe una serie de productos que inhiben 
etapas especificas del ciclo de la multiplicaciôn 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 sîntesis 
de RNA viral, etc.

Un caso especial de inhibiciôn lo constituye el in­
terferôn, que previamente hemos estudiado con mayor detalle y 
que présenta un amplio espectro antiviral.

Una gran limitaciôn de las substancias antivirales 
confirmadas, es que tienen un pequeho espectro antiviral, y 
asî 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 biolôgico 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 prâctica sôlo hay unos pocos que son 
aplicables a la terapia o profilaxis humana, puesto que para 
considerarlos como taies tienen que cumplir una serie de con­
diciones: a) la molêcula debe ser soluble en los fluidos cor- 
porales; b) tiene que tener posibilidad de una administraciôn 
adecuada dentro del organisme; c) el fârmaco, frente a proce­
sos enzimâticos, debe quedar inalterado o activado y en cual­
quier caso sin perder efectividad; d) la molêcula tiene que 
ser capaz de alcanzar los tejidos infectados; e) no debe ser 
afectada por mecanismos inmunes que puedan neutralizar su acciôn 
f) no tiene que ser tôxica; y g) no dar lugar a la apariciôn 
de mutantes resistentes a ella.

Las ûnicas molêculas o fârmacos que hasta hora han 
sido aplicadas al hombre son las que se indican a continuaciôn:
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METISAZONA.- (llamada comercialmente "Marborân")
Este producto es una droga profilactica 
frente a la viruela y para el tratamiento 
de complicaciones despuês de la vacunaciên 
antivariolica (BAVER y cols, 1969; RIVEIRO 
DO VALLE y cols, 19 65) .

CLORHIDRATO DE AMANTADINA.- (clorhidrato de amino-l-adamantano)
Por via oral tiene cierta actividad profi- 
lâctica sobre la gripe. (
GRUNERT y cols, 1965; JA<tSON y cols, 1963; 
WEINSTEIN y CHANG, 197 3).

IDOXURIDINA.- (iodo-5-desoxi-2'uridina, lUdR)
Es un anâlogo de la timidina, tiene efecto 
terapeutico frente a la multiplicaciôn de 
DNA-virus (vacuna, herpes); empleado usual- 
mente en la queratitis herpêtica. Entre la 
bibliografîa referente al tema encontramos 
los trabajos de (PRUSOFF, 1959; HERRP4AN, 
1961, NOLAND y cols, 1970, GURWITH y cols, 
1971; KAUFMAN y cols, 19^2; JAWETZ, 1973)

CITARABINA.- (citosin arabinôsido, ara-C)
Tiene un efecto profilâctico frente a herpes 
virus en infecciones expérimentales en cone 
jos (queratitis) (UNDERWOOD, 1962) y ratas 
(RENTS,1973). En pacientes humanos tambiên 
ha sido aplicada (CHOW, 1970; JAWETZ, 1973; 
JUEL JENSEN, 1973).
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La adenosin arabinôsido (ara-A) tiene unas caracte- 
risticas similares a la anterior, pero todavia estâ en pério­
de de estudio (SIDWELL, 1968).

En definitive, aunque estos compuestos se pueden 
aplicar en clînica humana, a la hora de administrarlos hay 
que tener en cuenta que los resultados no estân aûn plenamen- 
te evaluados desde el punto de vista de una investigaciôn clî­
nica con gran nûmero de casos y que un prolongado tratamiento 
con ellos puede llegar a producir efectos tôxicos por acumula- 
ciôn.

2. Metôdologîa de las investigaciones en quimioterapia anti­
viral .

En la mayorîa de los casos la selecciôn que se aplica 
en el ensayo de substancias antivirales es practicamente empî- 
rica, ya que, salvo con algunas excepciones, la estructura de 
una hipotêtica substancia antiviral generalmente no nos indica 
nada de su modo de acciôn ni de su posible espectro de inhibi­
ciôn dentro de la gran cantidad de distintos sistemas huesped- 
-virus que existen. El que este procedimiento sea empîrico, 
lleva como consecuencia la necesidad de ensayar una gran can­
tidad de posibles substancias antivirales, en un sistema bio­
lôgico adecuado. Como las interacciones cêlulas huesped-virus- 
-substancia antiviral son muy particulares y selectivas, no se 
pyede establecer un modelo general de sistema de ensayo biolô­
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 el mismo sistema sin tratar, para ello se 
debe disponer de una têcnica de cuantificaciôn que sea lo mas 
sencilla, râpida y econômica posible. De aqui que considérâmes 
imprescindible exponer, de una manera panorâmica, los distin­
tos sistemas biolôgicos y técnicas de cuantificaciôn que exis­
ten, para a continuaciôn dar cuenta de las técnicas mas usadas 
en los ensayos de valoraciôn y determinaciôn de mecanismos de 
acciôn.

Asî atendiendo al sistema biolôgico empleado, el en­
sayo puede realizarse sobre cultives celulares, en huevos fêr- 
tiles (ensayo "in ovo") o por medio de animales de laboratorio 
(ensayo "in vivo"). Normalmente la bûsqueda de substancias an­
tivirales comienza con un ensayo sobre cultives celulares por­
que reunen una serie de ventajas taies como; a) es el mâs eco- 
nômico para un proceso de selecciôn entre numerosas substan­
cias; b) es el mâs râpido, ya que la actividad antiviral se 
puede medir a las 4 8 horas, mientras que 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 biolôgico sencillo, 
hay menos variedad de respuestas debidas a individualidades, 
ya que se trata de un mismo origen comûn y por lo tanto la' 
evaluaciôn estadîstica de los resultados es mucho mas repre- 
sentativa que en el caso de un ensayo "in vivo".

Pese a que este sea el sistema biolôgico ideal para 
comenzar el ensayo de substancias antivirales, posee ciertas 
limitaciones que obligarân a ensayar mas tarde, la substancia
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antiviral, que ha producido efectos inhibitorios, en sistemas 
"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 menos defenses y los 
virus no siguen las rutas naturales ni encontraran las mismas 
barreras biolôgicas que si penetrasen en un organismes superior 
y b) no todos Tos compuestos que son efectivos en cultivos ce­
lulares presentarân la misma actividad "in vivo".

Siempre, antes de aplicar cualquier técnica o método 
de ensayo a un determinado sistema biolôgico celula-virus, es 
necesario realizar pruebas de toxicidad con las nuevas molêcu­
las sobre la,s cêlulas huesped para evitar que si existen efec­
tos tôxicos se puedan obtener errôneos resultados.

2.1. En6ayo6 dz 6obn.z cztuta^z6

Segûn se indicô anteriormente, estos mêtodos son los 
mâs usados, no solamente en la detecciôn y ensayo de substancias 
antivirales, sino tambiên en estudios sobre relaciôn estructura 
quîmica-actividad biolôgica y para conocimiento de su modo de 
acciôn bioquîmico.

En esencia se realizan en dos series paralelas de 
cultivos celulares infectados con el virus en cuestiôn; 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 cêlulas, se considerara como substancia antiviral.
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El efecto a considerar en la determinaciôn de una 
substancia antiviral, dependerâ del sistema de cultive de 
tejidos-virus empleado; asî un virus puede producir lesiones 
visibles, citolisis complètes, formaciôn de plaças o marcas 
infectivas, o puede causar la apariciôn de fenômenos especi­
ficos tales como la hemaglutinaciôn, hemadsorciôn o actividad 
neuraminidâsica. Aparté de estos efectos mas o menos directa- 
mente mensurables, existen otros que dan pie a la aplicaciôn 
de técnicas de mediciôn indirecte taies como: immunofluores- 
cencia, inmunoperoxidasa, inmunoferritina, fijaciôn del com- 
plemento, neutralizaciôn, incorporaciôn de material radioacti­
ve, etc.

Logicamente nos encontraremos con sistemas de culti­
ve de tejidos-virus en los que se podrân cuantificar müchos afec 
tes y en otros, por el contrario, se obtendran pocos dates por 
falta de los efectos sehalados.

Generalmente hablando, los dos tipos principales de 
cultive de tejidos, usados en los ensayos de actividad antivi­
ral, son fragmentes de membrana corioalantoidea y cultivos ce­
lulares en monocapa; entendiéndose por monocapa la disposiciôn 
de las cêlulas unidas por contiguidad y no por aposiciôn de 
unas sobre otras.

Tambiên se han usado, y aûn se usan, los cultivos 
de fragmentes de membrana corioalantoidea de embriones en los 
ensayos de actividad antiviral con el virus influenza (ortho- 
mixovirus) y varies paramixovirus. Este sistema se basa en el 
cultive de fragmentes de membrana corioalantoidea en medios 
adecuados que contengan o no a la substancia antiviral. A con-



136.

tinuaciôn se ahade a cada uno de ellos un inôculo de virus 
constante y determinado. Los sistemas tejido-virus asî mante- 
nidos en tubos, se incuban durante 36 horas a 37° C en un ro­
tor angular de tubos. Despuês de este periodo se miden las 
concentraciones virales por algunas de las técnicas apuntadas 
anteriormente.

Previamente a la realizaciên del ensayo de la activi­
dad antiviral de un compuesto se tiene que realizar el ensayo 
de têxicidad en las mismos condiciones técnicas 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 mâs 
empleadas en los ensayos de actividad antiviral y constituyen 
actualmente el sistema biolôgico mas idôneo para el ensayo de 
substancias antivirales. La mayor parte de las cêlulas suscep­
tibles de ser cultivadas comparten la propiedad de formar, 
tras un periodo determinado de incubaciôn estâtica, monocapas 
fijadas a la cara interna de la base del recipiente del cultive 
Se pueden distinguir très grandes grupos de cêlulas cultivables:

i - Cêlulas en primocultivo.- Son cêlulas de origen prima- 
rio; es decir, cêlulas procédantes Ûe digestiôn tripsica de 
organes vives tanto de adultes como embriones. Una vez cultiva­
das mantienen todas las propiedades de las cêlulas normales del 
organisme vivo del que precede, conservando su cariograma inal­
terado. pero con el inconveniente de que son cêlulas que sôlo 
pueden utilizarse durante très generaciones como mâximo.
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Entre los principales tipos de cêlulas que correspon­
den a este grupo, encontramos: cêlulas renales de la mayorîa 
de los mamiferos, cêlulas de tiroides, cêlulas amniêticas y 
fibroblastos; estas ûltimas, que son las mâs utilizadas proceden 
de embriones de polio, ratôn, hamster y humanos.

ii - Cêlulas de linea continua.- Este tipo de cêlulas 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 cêlulas han sufrido mo- 
dificaciones que las diferencian morfolôgica, fisiolôgica y fun- 
cionalmente de las cêlulas de los tejidos que les han dado ori­
gen, con el cariograma atipicamente alterado.

Las ventajas de los cultivos de estas cêlulas residen 
en su facilidad de obtenciôn (no se necesita recurrir a un or­
ganisme vivo) y en su uniformidad dentro de un mismo laborato­
rio donde no cambian las condiciones del cultivo. Dentro de es­
te grupo nos encontramos cêlulas de linea continua procedentes 
de cêlulas normales, o bien procedentes de tejidos tumorales ta­
ies como HeLa, KB, etc.

iii - Cêlulas diploides.- En cierto sentido poseen carac- 
terîsticas intermedias a los dos grupos anteriores ya que son 
cêlulas 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 modificaciôn 
de sus cêlulas originales y a su uniformidad, estas cêlulas son 
cada vez mas usadas. Sus principales limitaciones son su con- 
servaciôn y control, lo que implica comprobaciôn periodica de
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que la cêlula diploide no se diferencie en su cariograma de 
la cêlula origen.

Tanto las cêlulas diploides como las procedentes de 
primocultivo son utilizadas en la preparaciên de vacunas anti­
virales, mientras que las cêlulas de linea no pueden ser emplea­
das por vehicular en ellas ciertos principios que pueden dar 
lugar a la apariciôn de tumores.

l
2.7.7. Lo6 ïïië.todo6 ba6ado6 en ta tZtutactôn de tn^ee- 

ttvtdad vt^atf se establecen en paralelo sobre dos series de 
cultivos celulares infectados con suspensiôn 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 ôptimas y a intervalos de tiempo determinados se cbser- 
van los efectos citopâticos y se calculan las ddsis infectivas 
del 50% para el cultivo de tejidos (DICT 50) por medio del mê- 
todo de titulaciôn de REED y MUENCH (1938). Si existe diferen­
cia en la infectividad medida por la disminuciôn en el tîtulo 
infectivo, del tratado al testigo, podrémos considerar que el com­
puesto posee una determinada actividad antiviral.

Este mismo mêtodo de titulaciôn de infectividad viral 
se puede aplicar a ensayos "in ovo" e "in vivo" como veremos 
mâs adelante y en estos casos se miden los aumentos de supervi­
vencia o disminuciôn en el nûmero de muertes de los grupos tra­
tados con sustancia antiviral frente a los testigos.

En todos los casos, los resultados se consideran es- 
tadîsticamente con el fin de hallar valores representatives que 
nos permitiran medir y comparer diferencias entre grupos trata-
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dos con distintas concentraciones‘de sustancias^por ûna parte^ 
y entre los tratados y contrôles por otra.

El método estadîstico mas usado en el câlculo de va- 
lores representatives es el, ya citado, de REED y MUENCH que 
introduce el concepto de dosis létal 50% (DL50) para cada espe- 
cie animal de laboratorio usada y por extensiôn a embriones 
(dosis létal embriôn 50%, DLEgg) representando en ambos cases 
la diluciôn decimal de la suspensiôn viral que produce efectos, 
causados por el virus, en el 50% de los individuos infectados.

rDado que los intervales entre las diluciones son 
grandes y dificilmente la DL5Q (DLE50 6 DICT50) se puede 
corresponder con ninguna diluciôn decimal del virus, sine que 
esta comprendida entre dos de ellas, para poder calcular exac- 
tamente la diluciôn REED y MUENCH establecieron: a) cada grupo 
considerado de animales, huevos o cultives de tejidos (tubes, 
plaças Pétri, etc) deben tener por le menos 5 individuos para 
que la representatividad de las evaluaciones estadîsticas sea 
m^s correcta, puesto que depende directamente de la cantidad 
de resultados obtenidos; b) la diluciôn crîtica buscada (DL50, 
DLE5Q ô DICT) debe estar comprendida por le menos entre dos 
diluciones superiores y dos diluciones inferiores; y c) la DL5Q 
se calcula, a partir de los resultados obtenidos, por el método 
de totales acumulativos, que suma para cada diluciôn 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 
presentando efecto causado por virus, a partir de las diluciones 
mas concentradas. Después,aplicando una formula general con los
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datos obtenidos o bien utilizando una formula simplificada de 
calcule,que es la que nosotros hemos utilizado en el présente 
trabajO/Y que viene representada por;

mortalidad inmediatamente superior al 50% - 50
U Ll  r -  o  ='50-

(mortalidad inmed. sup. al 50%) - (mortalidad inmed. inf. al 50%)

los resultados obtenidos con esta formula 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.

r El valor hallado en la fôrmula se suma al exponents 
negative de la diluciôn viral mas concentrada de las dos que 
comprenden al 50% de las muertes, pudiendose expresar en nûme- 
ros racionales la diluciôn que représenta la DLgg.

2,1.2, Lo6 m^todo6 dz ba^ado^ e.n e,6tudZaA
Za6 cû va-6 da. vZabZtZdad, consisten en el recuento de células 
por medio de un colorante vital, generalmente azul Tripano, 
que tine las células muertas y deja las vivas transparentes; 
asî 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 cultive de tejidos 
-virus, en los tratados y no tratados con la substancia antivi­
ral, elle indicarâ que la substancia es efectiva como agente 
antiviral.
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Este método es muy econômico, reproducible y muy 
directe siendo su gran desventaja la de no poder aplicarse 
a virus que no produzcan efectos citopâticos.

2,1,3. En XQ,tacÂ,ân con tôt m^todot batadot en ta 
tnhtbZctân de ptacat o maA,cat tnlccttvat, HERRMANN y cols.
(1960) y RADA y cols. (1960), independientemente, desarrolla- 
ron unos métodos de ensayo para substancias antivirales que 
estân basados en la propiedad que tienen ciertos virus para 
formar marcas infectivas en sistemas de células determinados 
(técnicas de Dulbecco). La inhibicién de la formacién de es­
tas plaças 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 la actividad antiviral de un de- 
terminado compuesto.

El método utilizado por ambos equipos investigadores 
consiste en la utilizaciôn de monocapas celulares sobre plaças 
Pétri, infectadas con cantidad suficiente de virus para produ- 
cir un gran nûmero de maraas infectivas. Después de un tiempo 
de adsorciôn 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 continuaciôn y a tiempos determina­
dos se coloca sobre el centre de la capa de agar un disco de 
papel de filtre impregnado con la substancia a ensayar, anâlo- 
gamente a como se hace en la prâctica de antibiogramas sobre 
medio sôlido, incubando a continuaciôn 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, disminuirâ el nûmero de marcas alrededor de él,
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Las marcas se visualizan con una segunda capa que contiene 
rojo neutre. En case dé que la concentraciôn del compuesto 
antiviral en el agar sect tôxica para la cêlula, se formarâ 
un halo claro debido a la lisis tôxica celular en esos pun- 
tos. Con este método se pueden hacer determinaciones cuanti- 
tativas si se utilizan varias concentraciones de la substan­
cia antiviral.

Eue DULBECCO (1952) quien introdujo esta técnica 
de producciôn de plaças en el estudio de los virus animales.
En la practica una partîcula viral infecta a una célula la 
cual libera virus que pasan a infectar las contiguas, siempre 
que esten mantenidas bajo un medio sôlido que impida una di- 
seminaciôn viral a distancia. Las marcas infectivas producidas 
por la infecciôn viral son de un tamano caracterîstico para ca­
da virus, aunque un virus pueda presentar marcas infectivas de 
dos o très tamahos. DULBECCO y VOGT (1954 a, b) también obser- 
varon que la apariciôn de las marcas infectivas no ténia lugar 
cuando se anadîa antisuero especifico al medio sôlido de recu- 
brimiento. Mas tarde HSING y MELNICK (1955) simplificaron este 
método de trabajo haciendolo accesible a laboratories poco do- 
tados.

La técnica es absolutamente vSlida cuando cumpla «los 
siguientes requisites: a) no deben formarse plaças en ausencia 
de virus; b) el nûmero de marcas infectivas debe estar en una 
proporcionalidad lineal con respecte a la concentraciôn 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 segûn 
que las células utilizadas estén en monocapa o en suspensiôn.
La primera de ellas, es-la original,(DULBECCO/ 1952). En,este 
caso las células, en medio de liquide de crecimiento y a concen­
traciones adecuadas son puestas en recipientes de plâstico o 
vidrio neutre (plaças Pétri, frascos, etc) y se incuban a 37°
C hasta la formaciôn de la monocapa de células que se fijan en 1 
curva interna inferior; en ese memento se élimina el medio so- 
brenadante y se ahade, previo lavado con PBS ô Hank's un pequeno 
volumen de las suspensiones virales a ensayar. Después de un 
tiempo determinado de adsorciôn, (tiempo de contacte virus-cé- 
lula) que varia segûn el tipo de virus ensayado se élimina el 
inôculo por absorciôn y se anade medio nutritive con agar hasta 
formar una capa nutriente sôlida. Los cultives se incuban a la 
misma temperatura durante un tiempo determinado que depende del 
tipo de virus en estudio, generalmente de 2 a 4 dias. Pasado 
este tiempo aparecen unas marcas incoloras causadas por la des- 
trucciôn de las células en ese area; estas marcas se puede ver 
por medio de luz indirecte frente a un fondo oscuro, o mejor 
por adiciôn 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 plaças sobre suspensiones celulares en 
medios sôlidos fué desarrollada y perfeccionada por COOPER 
(1955, 1961) y se efectua como sigue: Se ahade agar nutritive 
en el recipiente en el que se va a realizar el ensayo hasta 
formar una capa sôlida, este sustrato se puede almacenar a 4° C 
durante 1 ô 2 semanas; en el momento de realizar la técnica, se 
ahade a una suspensiôn celular determinada un pequeho volumen
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del virus (inôculo) a ensayar para, a continuaciôn y sin pério­
de de adsorciôn, ahadir al sistema virus-células un volumen 
igual de medio liquide agarificado, agitando râpidamente la mez- 
cla y vertiéndola sobre las capas de agar almacenadas a 4° C; el 
reste 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 observer microscôpicamente y las marcas resultan muy 
nitidas, pudiendose contar muy bien; pero tiene el inconvenien- 
te de existir muchos riesgos de contaminaciôn y que sôlo se pue­
de aplicar a células que se puedan adherir al plastico o vidrio 
y por tanto puedan dar lugar a la apariciôn de monocapas celula­
res .

Si considérâmes la técnica de Cooper verémos las ven­
tajas de no necesitar que las células formen monocapas, que es 
menos sensible a la contaminaciôn y que es mas râpida por no 
requérir tiempo de adsorciôn. Entre las desventajas tenemos que 
no se puede utilizer con virus que posean un diâmetro mayor de 
150 milimicras, que las células no se pueden examiner micros­
côpicamente, que requiere un mayor nûmero de células y que las 
marcas son mas 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 places se encuentra: a) 
poder realizar ensayos de âcidos nucleicos infecciosos (ALEXAN­
DER y cols. 1958; FRANKLIN y cols, 1959); b) contrôler células 
infectadas (TEMIN y RUBIN, 1958) ; c) comprobar la inhibiciôn 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- 
ciôn important!sima derivada del concepto de que cada una de 
las plaças se origine de una simple particule infective (DULBE­
CCO y VOGT, 1954 a).

Pese a todo, quizâ una de las mayores aplicaciones 
la constituya la titulaciôn de suspensiones virales, ya que 
los titulos asi conseguidos vienen expresados en unidades for- 
madoras de places (p.f.u), que représenta la mâxima cantidad 
de places o marcas infectivas/unidad de volumen del inôculo 
viral. Con ello podemos cuantificar testante exactamente la 
actividad antiviral, por el nûmero de lesiones o marcas infec­
tivas sobre los cultivos celulares, de una forma econômica y 
reproducible sin necesidad de acudir a sistemas "in ovo" e "in 
vivo".

En la prâctica, estas técnicas se encuentran limitadas 
a ser aplicadas tan sôlo con virus que formen marcas infectivas 
en monocapas celulares al crecer en medios sôlidos.

2.1.4, Tambtén exttten m^todot batadot en ta kemagtu- 
ttnactôn, dicha técnica fue introducida por TAMÎ4 y cols, (1952) 
y mediante ella se valora la acciôn antiviral de derivados del 
benzimidazol en sistemas biolôgicos infectados con virus influen 
za y se compara el poder hemaglutinante del virus multiplicado 
en células tratadas y sin tratar. Este método sôlo tiene apli- 
caciôn en el caso de virus con actividad hemaglutinante.

Como datos mas especificos de esta técnica de hema- 
glutinaciôn (HA) sehalarémos que présenta una variante conoci- 
da como inhibiciôn de la hemaglutinaciôn (HI).
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Füeron HIRST (1941) y MCCLELLAND-y HARE (-1941) les 
primeros en observer este fenômeno de hemaglutinaciôn, que 
consiste en el distinto comportamiento de la sedimentaciôn, 
entre los hématies^en presencia de ciertos virus. Los primeros 
forman un velo continuo de color rojo salmôn sobre el fondo del 
recipiente, mientras que los hematies en ausencia de virus se- 
dimentan en un botôn nîtido de color rojo.

La hemaglutinaciôn 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 menos en el grupoM ixovirus,. 
introdujo la idea de que la hemaglutinaciôn era un fenômeno 
enzimâtico, aunque experimentos posteriores hacen dudar de es- 
to. Lo que si esté claro es que el fenômeno de HA, al menos en 
el periodo de adsorciôn sobre los hematies, es independiente 
de la temperatura, pudiéndose realizar a 4°, C o a temperatura 
ambiente, segûn el tipo de virus. En cuanto a la verdadera 
causa de la aglutinaciôn de hematies, primero se pensô que las 
particulas virales o hemaglutininas harian de puente entre los 
hematies^ mas tarde CHESBRO y HEDRICK (1958) han demostrado 
que la aglutinaciôn de los hematies esté causada por la modifi- 
caciôn de la tensiôn superficial en elles.

La hemaglutinaciôn se puede bloquear por medio de an- 
ticuerpos especificos y esta propiedad diô lugar a la introduc- 
ciôn de una nueva variante técnica, la inhibiciôn de la hemaglu­
tinaciôn (HI) .
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Fue Salk, quien aprovechando la propiedad hemagluti­
nante de ciertos virus., el que introdujo y desarrollo' la téc­
nica HA (1944, 1948). Posteriormente se han introducido dis­
tintas variantes aprovechando y utilizando: a) la mayor veloci- 
dad de sedimentaciôn de los hematies aglutinados (LEVINE y cols 
1953) y b) medidas fotométricas comparativas de la densidad op­
tica antes y después de la hemaglutinaciôn (DRESCHER y cols, 
1962). Aunque estas técnicas en un principio se introdujeron 
y fueron utilizadas con el grupo de Orthomixovirùs, actualmen- 
te se aplica a otros muchos grupos de virus teniendo en cuenta 
determinadas condiciones.

La técnica de HA posee muchas ventajas en su aplica- 
ciôn entre las que destacan: a) es sencilla, râpida y econômi­
ca y b) mide directamente el nûmero de particules o antigenos 
virales, ya que existe una proporcionalidad directe entre la 
cantidad de virus, o antigenos hemaglutinantes^existentes en 
una suspensiôn y su titulo hemaglutinante.

Como contrapartida posee una serie de desventajas 
taies como: a) muchos sistemas hematies-virus son muy inesta- 
bles; b) existen inhibidores no especificos en el suero o en 
los fluidos patolôgicos que contienen el virus que pueden en- 
mascarar los resultados, pero la importancia de la presencia 
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. Lot m^todot batadot en ta hemadtoActdn 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 células 
en las que se multiplican de tal manera que los hematies se 
adhieren a su superficie. El nûmero de hematies adheridos al 
cultive es proporcional al nûmero de células infectadas que 
contiene. El efecto se puede medir lisando con agua los eri- 
trocitos adheridos al cultive y determinando la cantidad de 
hemoglobina en soluciôn por espectrofotometria.

Una técnica cuantitativa de hemadsorcién fue intro­
ducida por VOGEL y SHELOKOV (1957) trabajando con sistemas de 
células de rihôn de mono infectadas con virus influenza; esta 
técnica résulta muy ûtil para el diagnôstico y cuantificacién 
de ciertos virus que, sobre determinadas células, no pueden 
producir efectos citopâticos. Consiste en la inoculacién de 
células en cultive con el virus en estudio, lavando previamente 
con medio EAGLE sin suero, se mantienen los cultivos a 37° C 
y después de cierto tiempo se anade una pequeha cantidad de 
hematies en suspensiôn que se dejan en contacte de 3 a 5 mi­
nutes^* después de agitaciôn suave se observan las preparaciones 
al microscopio ôptico con cien aumentos. Si la reacciôn es ne- 
gativa, los hematies flotan en el medio ya que no se han fijade 
sobre las células; por el contrario la reacciôn es positiva 
cuando se observa la adsorciôn de hematies sobre las células y 
entre los espaciog^ intercelulares lo que indica que existen 
hemaglutininas en las membranas de las células que fueron in­
fectadas .

Los principios teôricos de esta técnica parecen ser 
anâlogos a los de la HA, y los hematies sôlo se adsorberan so­
bre las célula's que posean en su superficie hemaglutininas vi­
rales. La hemadsorciôn constituye una técnica francamente ûtil
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para la detecciôn de los virus hemadsorbentes que no presentan 
efectos citopâticos visibles (CHANOCK y cols, 1959; PARROT y 
cols, 1959) .

2.1.6. Uitodot batadot en ta aettvtdad neuA.amtnZddttca 
son utilizados por B RAMMER y cols (1968)’ aprovechando esta pro­
piedad, presentada por los orthomixovirùs y algunos paramixo- 
virus, para la evaluaciôn de la actividad antiviral de deriva­
dos de isoquinolina. Constituye un método directo, ya que la 
actividad de la nauraminidasa es directamente proporcional a
la cantidad de virus présente. Se puede considerar un buen 
método, que KENDAL y MADELEY (1969) lo han aplicado sistematica- 
mente en la bûsqueda de substancias antivirales, estando limi- 
tada esta técnica a los virus que se han indicado anteriormente.

2.1.7. Medtante t^enteat tnmuno {^tuo^eteentet,BOYD y . 
SOMMERVILLE (1974) han disehado un método general que se puede 
aplicar a muchos y muy diversos tipos de virus. Haciendo uso de 
la inmunofluorescencia para cuantificar la reduccién del nûmero 
de particules o antigenos virales debida al efecto de una su- 
puesta substancia antiviral. Como consecuencia de la compleji- 
dad de obtencién y conservaciôn de los reactivos (antigeno, an- 
ticuerpo y substancia fluorescente), esta técnica résulta muy 
laboriosa y en la prâctica se emplea mas en el estudio del modo 
de acciôn dé un compuesto antiviral que en la cuantificaciôn de 
su efecto.

Actualmente existen una serie de técnicas mas modernas^ 
que se sirven de la inmunoperoxidasa y la inmunoferritina,que 
pueden sustituir con ventaja a la inmunofluorescencia, pero que 
en la prâctica 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, fué 
primeramente desarrollada y aplicada clînicamente 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 ahos BOYD y SOMMERVILLE (1974) la aplicô como técnica 
indirecta en el ensayo de sistemas célula-virus muy diversos. 
Bâsicamente esta técnica consiste en visualizar a través de 
un microscopio’con lâmpara de mercurio la reacciôn antigeno- 
-anticuerpo, marcando este ûltimo con una substancia fluores­
cente que no interfiera con la reacciôn especifica antigeno- 
-anticuerpo; existen varies marcadores fluorescentes siendo el 
mas usado al isotiocianato de fluoresceina (FITC).

En la ejecuciôn de esta técnica tenemos que tener en 
cuenta los siguientes pasos:

i - Obtenciôn y preparaciôn del antisuero especifico me­
diante inmunizaciôn de un animal con el antigeno viral del cual 
queremos obtener su anticuerpo especifico. Para la preparaciôn 
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 donadoræ del antisuero no sean portadoras 
de virus latentes con el fin de evitar la introducciôn de anti­
genos virales indeseables.

ii - Fraccionamiento del suero, una vez obtenido, 
para conseguir separar las ^-globulinas. El método mâs usado 
es el del fraccionamiento con sulfato amônico a saturaciôn y 
a media saturaciôn, consiguiendosè al final un precipitado que 
contiene las '^-globulinas. Este precipitado se dializa frente
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a PBS para eliminar el i6n amonio y la fracciôn globulinica 
conseguida es la que se conjuga con el FITC para obtener el 
anticuerpo fluorescente "después de determiner exactamente la 
cantidad de proteina que se tiene que conjugar, evitando asi 
coloraciones inespecificas por exceso de colorante.

iii - Una vez conseguidas las ^-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 lâmina de vidrio incorpo- 
rada; b) en frotis de tejidos infectados y c) en cortes de te­
jidos infectados.

iv - El material infectado (células, 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 procédé a la cdoracién con el conjugado fluorescente 
que para reaccionar con el antigeno debe realizarse por contac- 
to a 37° C y en atmésfera hûmeda.

V - Una vez realizada la reacciôn antigeno-anticuerpo
fluorescente, se lava la preparaciôn para eliminar el conjugado
(anticuerpo fluorescente) libre y se cubre con glicerol tampona 
do a pH 7, estando lista la preparaciôn para observarse al mi­
croscopio de lâmpara 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 células-virus, siendo ademâs muy râpida una v 
obtenidos los anticuerpos fluorescentes. En el ensayo de compue
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to s antivirales, résulta algo complicada y es de dif-icil inter- 
pretaciôn para ensayos cuantitativos, sin embargo puede ser 
util como râpido procedimiento de selecciôn de moléculas muy 
activas capaces de inhibir la replicaciôn viral. Harémos men- 
ciôn de la posibilidad de utilizaciôn técnica de los anticuer­
pos marcados con ferritina (ANDRES y cols, 1962, 197 8; 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 técnicas de inmunofluorescen- 
ciâ  resultando aûn mucho mas compleja y laboriosa que aquella.

2,1.8. Lot m^todot batadot en medZA ta XncoÆpoAactân 
de tôt detdot nucteteot de pKeeafitofiet mafieadot Kadtoaetloamen- 
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 biolégico a partir de precursores (timidina o uri- 
dina) tritiados y por tanto, una reduccién en la sîntesis de 
âcido nucleico, nos indicarâ que la substancia ensayada tiene 
efecto antiviral.

Este método, que ademâs 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 utilizaciôn en un sistema 
automâtico.

2.2. Entago de antlvlfiatef tob^e huevot ^dfitttet

Este tipo de ensayo emplea como sistema biolôgico 
huevos fecundos de varios dias de edad. Los huevos fértiles



153.

constituyen un sistema biolôgico de primer orden ya que son 
utilizados en la multiplicaciôn de muchos grupos de virus, 
entre ellos los orthomixovirùs y Los paramixovirus, ademâs 
pueden ser fuente de fibroblastos, tan necesarios en cultivo 
de monocapas.

La utilizaciôn 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 utilizaciôn de los 
cultivos de tejidos y aunque en algunas facetas ha perdido 
frecuencia de uso con respecte a estos ültimos, aûn constituyen 
un sistema imprescindible en las técnicas de Virologia.

Como sistema de ensayo en la bûsqueda de substancias 
antivirales posee una serie de ventajas taies como : a) menor 
complejidad que un animal de laboratorio, aunque sin embargo, 
posean muchas de sus caracteristicas y siendo por tanto un sis­
tema biolôgico mas prôximo a la realidad que el sistema célu­
la-virus; y c) no tiene un sistema inmunitario desarrollado, 
lo que facilita la interpretaciôn 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 cuantificaciôn 
de una posible sustancia antiviral; c) puede poseer virus la­
tentes o anticuerpos heredados de la cjallina o ave de donde 
proceden; y d) no se pueden observer efectos citopâticos, aunque 
si pueden estudiarse micro o maCroreacciones en la membrane 
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 molécule a estu- 
diar y el otro sin elle, que actua como testigo.

Normalmente los huevos embrionados que se emplean 
son de 9 a 11 dias de edad, y esto es asi por dos razones 
principales: a) esta edad no entra dentro de ninguno de los 
dos picos mâximos de mortalidad naturel (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 liquide alantoideo 
de aspecto claro y aûn con pocos uratos.

La inoculacién 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 que la 
inoculacién del virus depende del tipo utilizado; en el caso 
de orthomixovirùs y paramixovirus la mâs utilizada es en la 
cavidad alantoidea.

La actividad antiviral de una substancia se déter­
mina por alguno de los siguientes efectos: a) aumento del tiem­
po de supervivencia del embriôn o disminuciôn de la mortalidad 
del grupo tratado con respecto al testigo, calculado por el 
método ya citado de REED y MUENCH^y b) disminuciôn del titulo 
hemaglutinante (HA) del liquide 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 disminuciôn del 
tiempo de supervivencia (usando el método de REED y MUENCH) 
y el aspecto macroscôpico (hemorragias, retraso en el creci­
miento u otras anomalias) en los individuos de los grupos trata- 
dosycon respecto a los grupos testigos.

El ensayo de antivirales en huevos embrionados ha si­
do aplicado por varios autores, entre los que se encuentran 
HAfÜpl y cols (1950) y KUCERA y cols (1965) . Una variante la 
constituye el uso de huevos desembrionados (BERNKOPF, 194 9), 
con virus que se multiplican 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 operaciôn^la membrana corioalantoidea es 
infectada por el virus y después de un tiempo de incubaciôn se 
introduce en este sistema asî obtenido la substancia que se va 
a ensayar en diluciones en PBS, Hank's o soluciôn salina. De 
este modo se puede observer la actividad de la droga a diferen- 
tes concentraciones y tiempos por la reducciôn del tîtulo HA o 
del tîtulo infectivo présente en el tampôn empleado como lîqui- 
do de relleno y véhiculante 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 résulta para substancias poco 
solubles en estos diluyentes.
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2.3., Entayo de compuettot (xnt.JiotK-cutet tobn.e anZinalet 
de taboKato^to

Antes de la Introducciôn en Virologia de las técnicas 
de cultivos celulares,este fué' el tipo de ensayo mas usado. 
Actualmente es un paso intermedio entre la detecciôn de la ac­
tividad antiviral en cultivos de tejidos y el ensayo previo a 
la utilizaciôn en seres humanos. Consiste en la inoculacién de 
dos grupos de animales con dosis conocidas de virus, (la ruta 
de inoculacién depende del tipo de virus); uno de los grupos 
se trata con la substancia antiviral et ensayar y el otro queda 
como testigo. El efecto antiviral se cuantifica por los resul­
tados obtenidos en mortalidad o por el aumento en la supervi­
vencia de los animales. Lôgicamente y debido a la complejidad 
de respuesta que puede dar un animal de laboratorio, los resul­
tados obtenidos serân mâs oscuros que en el caso de ensayo "in 
ovo" o en monocapas, y se necesitarâ por tanto un tratamiento 
estadîstico mâs 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. Entagot paH.a eonoee^ et modo de accZân de una tubttan- 
eta antt\)tn.at.

Ya hemos advertidô en repetidas ocasiones que, un 
paso previo a la realizacién de cualquier tipo de ensayos de 
la actividad antiviral, lo constituye el ensayo de téxicidad 
sobre cultivos celulares, sobre huevos embrionados o sobre ani­
males de laboratorio, el cual détermina la concentracién mâxima
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de substancia antiviral que puede ser administrada"al sistema 
biolôgico elegido sin causarle una disminuciôn de vitalidad, 
ya que una concentraciôn tôxica enmascararîa los resultados 
de la inhibiciôn viral especifica por hacer mas débil al sis­
tema biolôgico sobre el que se ha de actuar.

En lineas générales, 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 biolôgicos tratados 
con la droga y otro grupo con las mismas caracteristicas pero 
sin tratar. Lôgicamente si la substancia es tôxica habrâ di- 
ferencia de resultados entre el grupo tratado y grupo testigo.. 
En los ensayos "in vivo" e "in ovo" el efecto tôxico se mide 
normalmente por tiempos de supervivencia o aumentos de morta­
lidad asi como apariciôn de lesiones. En los ensayos en mono­
capas por el aspecto observado al microscopio ôptico, por cur­
vas de viabilidad de la poblaciôn celular o bien por modifica- 
ciones morfolôgicas 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 soluciôn dd com-
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puesto antiviral sobre dosis infectivas o létales, fijadas de 
antemanoe inoculando posteriormente esta mezcla a los sistemas 
biolôgicos de ensayo. Una reducciôn o inhibiciôn de los efec­
tos virales, caracteristicos en cada caso y para los virus es- 
tudiados, sobre el huesped nos indicarâ la efectividad de la 
substancia. Un claro ejemplo de efecto antiviral a este nivel 
es el realizado con derivados de isoquinolinas sobre mixovirus 
(BRAMMER y cols, 1968) y de detergentes de amonio cuaternario 
sobre virus vacunal y encefaliticos equinos (RONDA, 1960).

Por otro lado, y a priori, una substancia antiviral 
ahadida a un sistema célula-virus, puede actuar a très niveles: 
antes de la entrada del virus en la célula, en el momento de la 
uniôn virus-célula o intracelularmente.

La comprobaciôn de la actividad antiviral en el pri­
mer nivel se hace por medio de determinaciones en la infectivi- 
dad de tomas realizadas durante cortos periodos, inmediatamente 
después de la inoculacién del virus, y por tanto, teoricamente, 
antes de que el virus se fije a la célula. Si existe una re­
ducciôn en el virus, comparado con el poder infectivo de este 
mismo virus incubado en un sistema biolôgico sin la droga,ten- 
dremos la indicaciôn de que la substancia ha actuado antes de 
que el virus se fije en la célula.

La segunda posibilidad de actuaciôn de la substancia 
se comprueba determinando la proporciôn de virus unido al sis­
tema biolôgico, 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.



159.

En el caso de que el compuesto antiviral tenga poca 
o ninguna efectividad en los dos niveles anteriores, se reali­
za un ensayo para comprobar la tercera posibilidad. Para ello 
se ahade medio con una concentraciôn suficiente de substancia 
antiviral en tiempos distintos pre y postinfecciôn viral, de- 
terminândose después el efecto sobre la‘producciôn de virus.
Si el compuesto es activo cuando se ahade antes, o en périodes 
tempranos de la infecciôn, indicarâ que la actividad se ejerce 
en la sîntesis del RNA ô DNA viral o en la sîntesis de las en- 
zimas polimerasas del RNA ô DNA. Por cl contrario, si el com­
puesto es activo cuando se ahade en etapas tardîas de la in­
fecciôn, indicarâ que el efecto es sobre la sîntesis de pro- 
teinas especîficas del virus, el ensamblado o maduraciôn viral. 
La determinaciôn exacta del modo de acciôn a este nivel requiere 
experimentos complejos y sofisticados de biologîa molecular.
Asî por ejemplo, la formaciôn del RNA ô DNA viral se puede 
seguir ahadiendo uridina o timidina marcada, segûn el caso, y 
determinando la radioactividad asociacla al RNA ô DNA extraido 
en diferentes tiempos,o bloqueando la sîntesis del RNA ô DNA 
celular por medio de actinomicina D 6 DNA nucleasa que sôlo 
afecta a los DNA celulares (MILLER y cols, 1970),o por ambos 
métodos. . .

Con propôsitos de investigaciôn de mecanismos bio- 
quîmicos de acciôn con los compuestos antivirales, se acude,. 
ademâs de a las distintas técnicas antes mencionadas, a otras 
con base inmunolôgica o mediante el erapleo de isôtopos radiac- 
tivos. Asî tenemos los métodos de inmiinodifusiôn y neutraliza- 
ciôn para estudios de interacciones huesped-parâsito y las 
técnicas de marcado de virus con radioisotopos para mejor in- 
vestigar en la Biologîa Molecular de las partîculas virales.
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i - La técnica de inmunodifusiôn, fue introducida 
por varios investigadores en diferentes laboratories(ELEK, 1948; 
OUDIN, 1949; OUCHTERLONY, 1949) y su aplicaciôn en el estudio 
de los virus animales fué inmediata. Se fundamenta en la visua- 
lizacién de la reacciôn de precipitaciôn antigeno-anticuerpo en 
un medio semisôlido. En el lugar de contacto del antigeno con 
su correspondiente anticuerpo habrâ precipitaciôn en linea rec­
ta o en curva (segûn el dispositive empleado) que serâ mas o 
menos visible dependiendo de la cantidad de los componentes 
enfrentados.

Existen diferentes tipos de inmunodifusiôn (CROWLE, 
1961), siendo los mas utilizados los de doble difusiôn radial 
y bidimensional sobre plaça. Una de las ventajas que ofrece 
esta técnica es la de poder combinarse con otras aumentando 
de esta manera su poder résolutive. Asi, combinado con la elec- 
troforesiS/àâ lugar a la inmunoelectroforesis y con radioisô- 
topos la radioinmunoelectroforesis.

Las variantes de doble difusiôn se ha utilizado con 
représentantes de todos los grupos de virus animales, sobre 
todo en el estudio de su variaciôn antigénica utilizando el 
agar como medio semisôlido y normalmente se realiza en ensayos 
cualitativos (CLÂRKE, 1964) .

En el caso de acudir a inmunoelectroforesis, se 
hace primero un fraccionamiento electroforético de uno de los 
componentes de la inmunodifusiôn (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 técnicas de doble difusiôn como en las 
de inmunoelectroforesis, la reacciôn de precipitaciôn, se vi­
sualize con algûn colorante de proteinas, generalmente negro- 
-amido o azul.

La autoradiografîa, es una variante perfeccionada de 
la inmunodifusiôn e inmuno electroforesis. Se combina el anti­
geno a una substancia radioactive y se fracciona el antisuero 
electroforéticamente, las fracciones résultantes se hacen reac­
cionar con el antigeno marcado y el precipitado asi obtenido, 
se détecta facilmente 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 aplicaciôn, pero son in­
directes y poco exactes cuantitativamente.

ii - La técnica de neutralizaciôn, fué desarrollada 
por ANDREWS y ELFORD (1933) y mejorada por DULBECCO y cols. 
(1965). Teoricamente se basa en una reacciôn antigeno-anti­
cuerpo de forma que el antigeno neutralizado "in vitro" sea 
incapaz de producir enfermedad o lesiôn en el huesped. Enton­
ces, el'modus operandi^consistirâ 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-, 
rân lesiones, enfermedad o muerte del huesped. Por el contrario, 
si existe exceso de anticuerpo para neutralizar el antigeno, no 
se producirân 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 cuantif icaciôn- y observaron: a)- que la pro­
porciôn de virus inactivado es directamente proporcional a la 
concentraciôn de anticuerpo existente en ese suero; y b) que 
el logaritmo del porcentaje de virus que permanece activo es 
inversamente proporcional al tiempo de incubaciôn, siempre que 
exista anticuerpo libre.

La técnica consta de très elementos bien determina­
dos, como sonîel virus, el anticuerpo y el sistema huesped.
El virus se prépara y aisla con métodos bien establecidos. Con 
respecto al anticuerpo pueden ocurrir très 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-férmaco.

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 habrâ de tenerse en cuenta 
la ruta de inoculacién 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 embriôn, etc, cuantificando los resulta­
dos por medio de las hemaglutininas présentes en el liquide 
alantoideo, lesiones en MCA ô muertes; c) cultivos de tejidos, 
como sistema mas simple, seguro y econômico. Dentro de este 
sistema existen dos variantes, segün que se trate de cultivos 
en medio liquide o sobre medios sôlidos.
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En el primer caso los virus infectantes crecen inmer- 
sos en un medio liquide, y cuando los virus se liberan de las 
células se difunden libremente, cuantificando por efecto ci- 
topâtico (C.P.E), por hemadsorciôn, o por hemaglutinaciôn, etc; 
mientras que la segunda variante esté basada en la técnica de 
Dulbecco y en este caso las células y los virus infectantes 
estân inmersos en un medio sôlido,lo que évita la difusiôn 
libre del virus,produciendose unas lesiones muy localizadas 
(plaças o marcas infectivas). Cada marca infectiva tiene su 
origen en la multiplicaciôn de una partîcula viral o u.f.p.

Como la formaciôn de marcas infectivas por virus 
puede ser inhibida por la neutralizaciôn, este es el método 
mas sensible y usado en la cuantificaciôn de la técnica de 
neutralizaciôn. Asimismo es uno de los métodos mas utilizados 
para la titulaciôn de virus capaces de producir estas plaças 
o marcas infectivas y,consecuentemente,se puede aplicar a la 
valoraciôn de acciones terapeuticas antivirales.

iii - Por ûltimo, el marcado de virus con isôtopos 
lo utilizô en primer lugar COHEN (1,948); de esta manera se pudo 
empezar a estudiar la composiciôn, lugar de sîntesis, replica­
ciôn, recombinaciôn y ensamblado.

Bâsicamente, estas técnicas radiactivas, consiste en 
detectar cuantitativamente o seguir la pista a isôtopos que son 
introducidos en precursores necesarios para la multiplicaciôn 
viral. Los isôtopos elegidos deben cumplir una serie de requi­
sites tales como, una fâcil incôrporaciôn a la molécula precur- 
sora, una.actividad especifica facilmente medible y una energîa 
de radiaciôn que no dahe a las estructuras celulares. Los isô­
topos radiactivos mas usados son los emisores p taies como: Ĥ, 
^^C, y 35g^
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. La detecciôn de isôtopos radioactives se puede rea- . 
lizar por medio de espectrometros especiales mediante los cua- 
les se cuantifica la incorporaciôn del precursor marcado dentro 
de una molêcula y de esta manera se sabe la proporciôn de sîn- 
tesis de ella. Los mas usados en la actualidad son los contado- 
res de centelleo liquide, necesarios para contar las emisiones 
p de baja energia; tienen la ventaja de permitir el use simul­
tanée de dos isôtopos en la misma muestra.

Otros métodos recurren a la autorradiografia, tëcnica 
introducida por VAN TUBERGEN (1964) y que permite la visualiza- 
ciôn directa de la radiaciôn emitida por el precursor marcado 
radioactivamente. Teôricamente se basa en producir imagenes por 
las radiaciones sobre emulsiones de sales de plata, similares 
a las emulsiones fotograficas, haciendo que esta se reduzca a 
plata metâlica y de esta manera se producen zonas oscuras fa- 
cilmente observables por el microscopio electrônico e incluse 
en el microscopio normal.

La autorradiografia puede ser aplicada en la locali- 
zaciôn de los procesos sintêticos durante la multiplicaciôn 
viral en células infectadas, comparando de paso, la diferencia 
metabôlica entre las células infectadas y no infectadas. Otra 
ventaja de esta tëcnica es que combina dates estructurales y 
funcionales.

Todas las tëcnicas radioactivas, en general, son muy 
utiles ya que permiten un estudio directe 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 opiniôn de algunos cientîficos de la impo- 
sibilidad de encontrar quimioterâpicos antivirales idôneos que 
no afecten al huesped, considérâmes que en el estado actual 
de los conocimientos sobre Biologîa Molecular de Virus debe 
profundizarse en estas investigaciones en la seguridad de que 
se encontrarân inhibidores especificos de la replicaciôn viral. 
Al revisar los antecedentes bibliograficos claramente se apre- 
cia la dificultad que entrana conseguir progresos en la Quimio- 
terapica Antiviral por tratarse de un parasitisme intracelular 
con dificil accesibilidad para el fârmaco y por la peculiar 
estructura del virus poco vulnerable desde el exterior sin 
alterar el propio mécanisme de pervivencia de la célula huesped 
Por el memento, se aprecian con mayor frecuencia las dos vias 
de aproximaciôn al problema que parecen las mas efectiva.s: a 
travës de la sintesis de proteinas y la de âcidos nucleicos.
En cualquier case empiezan a aparecer dates que nos llevan a 
pensar en la posibilidad de interferir la infecciôn viral en 
les estadios tempranos, a nivel de fijaciën de la célula y so­
bre todo considérâmes de gran interês poder potenciar los efec- 
tos de quimioterâpicos con acciones inmunobiolôgicas mas espe- 
cificas.
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Al revisar la bibliografîa que precede së puede 
interpreter a los virus como formas abortivas de células 
degeneradas que perdieron sus facultades metabôlicas y que 
estân sujetas a evoluciôn y variabilidad por alteraciones 
genéticas mutacionales o por recombinacién aparté de otras 
modificaciones condicionadas por las defenses del huesped.

Se han estudiado las caracterîsticas fîsicas, com- 
posiciôn quîmica y las relaciones estructura-funcién que 
siempre parecen encaminadas a asegurar la automultiplicaciôn. 
Los diverses estadios del ciclo vital (adsorciôn, penetracién, 
desvestimiento o decapsulaciôn, biosinhesis de los componentes 
virales, ensamblado y liberaciôn) parecen ester suficientemen- 
te conocidos, aunque existe la duda de si el nucleoide lleva 
la informaciôn del emsamblado de las distintas piezas del vi­
rus, en un orden prefijado para condicionar la apariciôn de 
factores morfogenêticos que regulan este ensamblado correcta- 
mente o se sintetizan proteinas especificas cuya particular 
estructura pudiera moduler especîficamente este ensamblado; 
o bien tienen lugar los dos acontecimientos biolôgicos.

De lo hasta aquî recogido parece claro que los Mixo­
virus son un excelente modelo biolégico para estudiar relacio­
nes huesped-parâsito en RNA-virus y con aplicaciôn a virus 
tumorales y lentogénicos, y, en,especial, para investigar 
sobre el comportamiento de la membrane durante el proceso 
infective y en su reacciôn frente al quimioterSpico. Asi el 
estudio bibliogrâfico lo hemos centrado particularmente en 
el virus influenza -Orthomixovirus de gran significaciôn pa- 
tôgena y posibilidades de mutagénesis- y en el NDV -Paramixo- 
virus con amplio espectro de virulencia y citopatologîa-; ambos
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virus tienen ademâs peculiaridades de comportamiento serolôgico 
que pueden entranar dificultades en su control inmunolôgico por 
su variabilidad. Por otra parte hemos analizado las diferencias 
de inactivaciôn que presentan ambos grupos de virus y la diver- 
sificaciôn de las funciones biolôgicas desempenadas por los 
distintos componentes virales.

En el ciclo biolôgico, la fase de "eclipse" subsi- 
guiente a la penetraciôn a travês de la membrane permanece 
obscure como sucede en otros fenômenos de genética molecular 
(en transformaciôn bacteriana, por ejemplo) durante el enfren- 
tamiento del âcido nucleico exogeno y el genoma receptor del 
huesped.

Con el fin de tener datos que pudieran servirnos para 
interpreter posibles diferencias de comportamiento entre los 
distintos virus a estudiar en este trabajo, hemos recopilado 
testantes datos en cuanto a caracterîsticas anâlogas y diferen- 
ciales de comportamiento entre Orthomixovirus y Paramixovirus. 
Los datos recogidos son de consideraciôn dificil por tenerse 
que valorar a travês de alteraciones biosintëticas, formaciôn 
de virus defectives y variabilidad de efectos citopâticos y 
respuesta a lectinas vegetales.

Tanto los Orthomixovirus como los Paramixovirus pro­
ducen una paralizaciôn graduai, en mayor o mener grade, de la 
biosîntésis de DNA, RNA y proteinas celulares; la rapidez en 
dicha inhibiciôn depende del virus y de la célula huesped em- 
pleada. En ambos grupos se producen, a altas multiplicidades, 
viriones defectives. El efecto "Von Magnus" e infecciôn aborti­
ve de Orthomixovirus son cases concretes de la producciôn de
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virus defectives. El fenômeno de citopatocidad se observa en 
los diferentes individuos de estes dos grupos, pero esta ci­
topatocidad abarca un gran espectro de gradaciôn desde el 
clâsico redondeamiento, muerte y lisis de las células (case 
de FPV, influenza, NDV y Sendai) hasta un inapreciable cambio 
morfolôgico en la célula huesped, tal es el case de células 
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, taies como Concanavalina 
A y aglutinina de semilla de trigo. La diferencia estriba en 
que las células infectadas por Orthomixovirus se aglutinan en 
grandes fléculos casi inmediatamente después de ahadir las lec­
tinas, mientras que con NDV (Paramixovirus), la aglutinaciôn 
es menos râpida y su forma es de apariencia mas granular.

Como diferencias mas importantes entre ambos grupos 
se pueden enumerar los fenômenos de interferencia. Hasta ahora, 
sôlo se ha descrito en Paramixovirus, se distinguen varies ti- 
pos de interferencia en los cuales no interviene el interferôn. 
También pueden destacarse los fenômenos de infecciôn persistente 
que sôlo se présenta en Paramixovirus. En cultives celulares se 
distinguen dos tipos de infecciones persistentes: a) "cultive 
transportadoy", en el cual sôlo se infectan unas pocas células, 
que producen virus y b) "estado estacionario", en el que todas 
las células del cultive celular se infectan pero superviven; 
en este tipo la mayorîa de los virus producidos son defectives. 
También se han encontrado infecciones persistentes en sistemas 
"in vivo", las posibilidades de recombinacién, una de las ca- 
racteristicas que mas distingue el grupo de Orthomixovirus, 
es su alta recombinacién; caracterîstica que demuestra la natu- 
raleza segmentada del genoma.
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El fenômeno de variaciôn antigônica sôlo se ha demos- 
trado, de manera clara en Orthomixovirus, y se distinguen dos 
tipos de variaciones; desviaciôn antigônica y dériva antigônica 
La fusiôn celular solamente aparece en côlulas infectadas con 
Paramixovirus; la fusiôn que es un resultado de la infecciôn, 
requiere sîntesis de proteinas virales y aparentemente se debe 
a la incorporaciôn de proteinas especificas en las membranas 
celulares.

En relaciôn con el IF podemos resumir su mecanismo 
diciendo que aparece como consecuencia de la derrepresiôn de 
un gen o genes en la côlula invadida por un virus con produc­
ciôn 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 infecciôn 
viral por la apariciôn de una proteina (TIP) que impide la 
traducciôn del mRNA viral.

En cuanto a la aplicaciôn de la quimioterapia en 
infecciones por virus hemos recogido gran nûmero de datos y 
de su consulta destaca la gran variedad de origenes 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 estes quimioterâpicos 
han de cumplir ciertas posibilidades de atoxicidad, solubili- 
dad, adecuada administraciôn, inalterabilidad frente a enzimas 
del organisme, accesibilidad al foco viral y no crear mutantes 
resistentes.
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En cuanto a la respuesta del huesped trente a la 
infecciôn, parece mejor estudiado el fenômeno de apariciôn 
del interferôn que la propia respuesta inmunitaria, quizâ 
ello sea debido a dificultades de valorar exactamente la 
cinêtica de neutralizaciôn biolôgica del virus en relaciôn 
con la cinêtica de apariciôn de las distintas inmunoglobulinas. 
Asî se conocen perfectamente los mecanismos moleculares de 
producciôn de interferones, aunque faltan datos para conocer 
exactamente su regulaciôn y mucho mâs aûn para desenmascarar 
el intime mecanismo de regulaciôn e interrelaciôn entre el 
interferôn y la respuesta inmunitaria en una misma infecciôn 
viral. El tema es por demâs apasionante y a su mejor conoci- 
miento se dedican algunos esfuerzos en nuestro laboratorio.

De los quimioterâpicos por los que mâs nos sentimos 
interesados, como son algunas molêculas antitumorales, anti- 
viricos y hexosaminas tenemos algunos antecedentes que serân 
comentados junto con nuestros resultados en el capitule de 
DISCUSION; de memento tan sôlo mencionaremos que la glucosa- 
mina entra en la composiciôn glucidica del virus influenza e 
interviene en molêculas glicoproteicas de alta significaciôn 
en las interacciones huesped-parâsito. Este aminoazucar -del 
que no hemos encontrado un estudio detallado de su posible 
acciôn tôxica sobre la célula huesped- parece manifester uni- 
camente su efecto inhibidor sobre virus provistos de envoltura. 
Su mecanismo de acciôn se basa, segûn los datos consultados, 
en interferencia a nivel de sintesis de glicoproteinas a travês 
de desequilibrios en el métabolisme del uridin-trifosfato (UTP) 
Esta inhibiciôn de glicosilaciôri de las glicoproteinas, en algu­
nos expérimentes, parece evitar el proceso de evaginaciôn o 
exocitosis, aunque los datos no nos parecen totalmente claros
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y de hecho, también aparecen datos de otros autores, para los 
que el efecto inhibidor de la glucosamina afecta a los poli- 
péptidos PE^ y PE2 preciîrsores de las formas glicosiladas Ei 
y E2 que se relaciona con la formaciôn de espiculas en la en­
voltura viral. Son bastantes los investigadores que se han ocu- 
pado del efecto inhibidor de la glucosamina pero ninguno a uti- 
lizado sistemas "in ovo" y muy pocos hacen experiencias "in vivo' 
en general considérâmes que el efecto del aminoazucar es varia­
ble, dependiendo de las células huesped, tipo de virus y cir- 
cunstancias expérimentales por lo que deben aportarse nuevos 
datos en los que se controlen exactamente los distintos paramé­
trés biolôgicos a considerar.

Precisando algo mâs en cuanto a los ûltimos resulta­
dos con empleo de D-glucosamina en experiencias "in vitro" 
sobre diverses sistemas virus-cêlulas hemos podido comprobar 
que la inhibiciôn segûn los diverses autores, es de grade 
variable y depende de la dosis, de la fuente de carbone en 
el medio (segûn sea fructosa o glucosa), del sistema biolôgico 
empleado y del memento de la aplicaciôn.

Se discute sobre si se producen reducciones en la 
sîntesis del RNA, si se trata de una inhibiciôn de determina- 
das glicoproteinas o de si aparece una nueva molécula de este 
tipo (proteina HAq de 64.000 d) y de si el efecto se produce 
o nô a nivel post-trasduccional del precursor de una de las 
dos principales glicoproteinas del viriôn 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 segûn el sistema biolôgico empleado de disminuciôn 
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 actividad 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 habrâ de tenerse muy en cuenta el sistema biolôgico y 
el "modus operandi". En resumen podemos decir que, segûn los 
datos consultados, estas molêculas son escasamente tôxicas y 
que concentraciones de 100x<.g/ml tan sôlo producen un retraso 
en el crecimiento celular. Se sabe que la amantadina produce 
un efecto inhibidor sobre distintos virus cuando se ahade al 
sistema una hora antes o en el momento de la infecciôn, mientras 
que no se observa efecto algunos cuando el quimioterâpico se 
administra una hora o mâs después de la inoculaciôn viral.

En cuanto a estudios "in vitro" sobre cultives celula­
res con adamantano y clorhidrato de amantadina podemos resumir 
que no existen antecedentes relatives al adamantano mientras 
que con la amantadina se ha encontrado recientemente que cuando 
esta molécula estâ présente en el momento de la infecciôn viral 
no llega a producirse expresiôn del genoma viral inhibibiendose 
a nivel de la transcripciôn. Segûn parece, el efecto antiviral 
se produce en los estadios muy tempranos de la infecciôn celular 
haciendo un bloqueo sobre una fase, aûn no precisada, de la re­
plicaciôn viral.



173.

De todas formas, creemos necesario hacer un estudio 
mas sistematico de la influencia del parâmetro tiempo en rela­
ciôn con la dosis del quimioterâpico y sistema biolôgico de en- 
sayo. En cuanto al mecanismo de acciôn de la amantadina, se sabe 
que afecta a alguna etapa del proceso de desvestimiento o denu- 
daciôn pero todavia no estâ bien conocido; por microscopîa 
electrônica, se observa en células tratadas con el quimio­
terâpico e infectadas por virus cômo se forman pequenos 
acûmulos de productos intermedios del desvestimiento viral.
Este efecto puede ser reversible segûn las circunstancias 
expérimentales.

Del resto de los quimioterâpicos que utilizaremos 
en el présente trabajo estâ perfectamente conocido su meca­
nismo a nivel molecular por tratarse de antibiôticos que ac- 
tuan a nivel de sîntesis de âcidos nucleicos, pero de todos 
los aquî empleados no existen datos en cuanto a su papel en 
la producciôn de interferôn; de aquî nuestro interés por rea- 
lizar el siguiente protooolo experimental.

Finalmente, para completar este estudio bibliogrâ- 
fico senalaremos que hemos realizado una revisiôn de las 
distintas técnicas empleadas en la invcstigaciôn de nuevos 
quimioterâpicos antivirales y que en todas ellas es precise 
estudiar previamente el sistema biolôgico para utilizar el hues­
ped adecuado (animales, huevos embrionados o cultive de tejidos) 
controlando convenientemente los distintos parâmetros expéri­
mentales; sobre todo dôsis y tiempo de infecciôn en relaciôn 
con el momento de aplicaciôn del quimioterâpico. Este hecho 
nos ha obligado a cuestionar la posible comparaciôn de distin­
tos resultados maxime si existe una dura respuesta inmunitaria, 
y nos llevarâ a emplear en este trabajo distintos sistemas "in 
vivo" e "in vitro" segûn nuestros propositos expérimentales.
Esto presentarâ ademâs la ventaja de contribuir mejor a nuestra 
formaciôn cientîfica en esta especialidad.
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I. PROTOCOLO

A la vista de lo sehalado en la actualizaciôn del 
tema y de acuerdo con nuestros propositos de aportar datos 
al conocimiento de las interacciones virus-quimioterapico- 
-huesped, hemos establecido el protocole experimental cuyo 
esquema se indica a continuaciôn, atendiendo a diferentes 
puntos de vista, como son: a) elegir virus de gran significa­
ciôn biolôgica por su gran variabilidad y queidieran lugar a 
cuadros latentes; b) poder establecer comparaciôn entre dos 
grupos tan relacionados como los orthomixovirus y paramixovi­
rus; c) estudiar acciones antivirales del quimioterâpico y del 
huesped a distintos niveles como son la sintesis de âcidos nu­
cleicos, la fase de decapsulaciôn o de desrevistimiento y en 
el momento de recubrimiento con la cubierta proteica, dada la 
estructura molecular de los virus que se estudian, de compro­
bar la influencia de esta acciôn 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 es­
te tipo de estudios.

En cuanto a los estudios de producciôn de interferôn 
a nivel de sintesis de âcidos nucleicos, ensayamos antibiôticos 
taies como las rifamicinas -capaces de inhibir la RNA polime-
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rasa- y también la bleomicina y crombmicina -inhibidores de 
la fase de replicaciôn del material genético- por interactuar 
frente a la molécula de DNA mediante rotura de una de sus ca­
denas o por uniôn no covalente a la cadena moldeadora de DNA.

Para investigar sobre los efectos de los quimioterâ­
picos a nivel de la decapsulaciôn y capsulaciôn del virus, asî 
como la influencia que pueden ejercer estos quimioterâpicos 
sobre la respuesta inmunitaria e interferente del huesped acu- 
dimos al empleo de amantadina, adamantano.y D-glucosamina.

Asî, de acuerdo con estos propôsitos expérimentales 
resumimos de un modo esquemâtico a continuaciôn los distintos 
apartados en los que se agruparan los resultados de forma que 
pueda considerarse relacionados entre si tanto las interacciones 
del quimioterâpico con el virus como la respuesta del huesped 
en presencia del quimioterâpico, esperando completar asî datos 
que puedan ser ütiles 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 clâsica. Fowl plague virus 
(FPV), cepa. Rostock, obtenido por pase en liquide alantoideo
de huevos infectados;

b) Virus de la peste aviar atipica o de la enferme- 
dad de Newcastle (NDV) , c.epa ÏtalZa y obtenido per pase en li­
quide alantoideo de huevos infectados;

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

d) Virus influenza, cepo. FM//, también obtenido per 
pase en liquide alantoideo de huevos infectados y

e) Virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepÆ •
JndZana C, obtenido por pase sobre fibroblastos y que se empleo 
unicamente para las pruebas de titulaciôn de interferôn como 
virus interferido.

Los virus FF, ND y Sendai proceden del "Max Planck 
Institut fur Virusforschung" de Tubinga.
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El virus influenza procédé de la Colecciôn del 
"Institute "Jaime Ferrân" de Microbiologie" del C.S.I.C. 
y el VSV precede de "The Animal Virus Research Institute" 
de Pirbright. Woking. Surrey. Gfan Bretana.

2. Células huesped

Se utilizaron cultives celulares de fibroblastos 
de polio obtenidos, en primocultivo, en nuestro laboratorio 
por tripsinizaciôn de embriones de 10 dias.

3. Animales de experimentaciôn

Empleamos polios machos, raza Leghorn, nacidos y 
criados en nuestro laboratorio para tener seguridad de que 
no estaban vacunados y evitar asi interacciones serolôgicas 
indeseables; asi como para obviar una posible alimentaciôn 
con antibiôticos que pudieran falsear nuestros resultados.

4. Sueros

A lo largo del présente trabajo hemos obtenido en 
nuestro laboratorio distintos lotes de sueros antivirus y asi 
hemos utilizado en esta ocasiôn sueros anti-NDV, anti-FPV, - 
anti-influenza y anti-Sendai, después de la inmunizaciôn segûn 
metodos que resehamos en el apartado 14 de técnicas. Nuestro 
método ha sido el siguiente:

Se hace sangria total por punciôn 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 
sépara 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 succiôn con pipeta esteril y se cen-

( *)trifuga durante 10 minutes a 1000 rpm recogiendo el sobre 
nadante que se mantiene en pequenos volûmenes a -20°C.

Es imprescindible efectuar el control de esterilidad 
bacteriana del suero, pero no obstante siempre hemos ahadido 
mertiolato comô conservador a una dilucion final 1/100.000.

5. Medios nutritives para cultives celulares

Para las celulas de embriôn de polio se ha utilizado 
el medio de crecimiento (MFC) constituido per los siguientes 
compuestos:

Soluci6n Hank’s ; 94,7%
Hidrolizado de lactoalbumina (Difco) 0,2%
Extracto de levadura (Yeastolate Difco) 0,1%.
Suero fetal de ternera (Flow) 4% .
Rojo fenol (0,2%) 1%
Penicilina 100 U.I/ml concen. final
Estreptomicina lOO^^gr/ml concen. final
Nistatina (Squibb) 20 U.I./ concen. final
Bicarbonate sodico 8,8% hasta ajustar el pH a 7,2

También se ha utilizado para las células de embriôn 
de polio medio de mantenimiento (MFM) constituido por los 
siguientes compuestos:

(*) International portable refrigerate centrifuge; Model PR-2 
International Equipment Company
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Soluciôn Hank’s 96,7% -- - -
Hidrolizado de lactoalbumina 0,2%
Extracto de levadura 0,1%
^uero fetal de ternera 2%
Rojo fenol (0,2%) 1%
Penicilina 100 U.I/ml. concentraciôn final
Estreptomicina 100/^gr/ml concentraciôn final
Nistatina 20 U.I./ml concentraciôn final
Bicarbonate sôdico 8,8% hasta ajustar el pH a 7,2

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

6. Quimioterâpicos antivirales

En primer lugar se utilizô chromomicina (TAKEDA 
Chemical Industries, Japon) y también bleomicina (Lab. Almirall,
S.A.), rifamicina SV y rifampicina (Lab. Lepetit), substancias 
todas ellas de reconocida acciôn antibiôtica, inmunosupresora y 
algunas con efecto antitumoral.

Ademâs de estos se utilizaron los quimioterâpicos:, 
adamantano (triciclodecano), clorhidrato de amantadina (clorhi­
drato de 1-adamantanamina); ambos en estado anhidro procédantes 
de Sigma Chemical Company, St. Louis USA y por ûltimo se ha uti­
lizado clorhidrato de D-glucosamina de los Laboratorios Jorba, 
Madrid.
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Ad a m a n t a n o  (Tr i c i c l c  (3,3,1^'') d e c a n o )

Am a n t a d i n a  (1-a m i n o  a d a m a n t a n o )

M A---- 61 OH

HO
OH H

H Â/Hi

D-GLUCOSAMINA (2-AMINO-2-DESOXIGLUCOSA)
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Para la preparaciôn de las soluciones de trabajo 
con estos quimioterâpicos se tuvo en cuenta que dos de ellos 
utilizados, clorhidrato de amantadina y clorhidrato de D-glu­
cosamina se presentan originalmente en forma cristalina anhi- 
dra y son solubles en agua b.d. El pH del agua b.d. (5,5 - 6) 
no sufre apenas alteraciôn con el clorhidrato de amantadina, 
mientras que con el clorhidrato de D-glucosamina disminuye 
ligeramente (5 - 5,5).

Las soluciones a la concentraciôn deseada se ajustan 
a un pH entre 7 - 7,2 y se esteriliza mediante filtres Millipo- 
re de 0,22^^. Realizada esta operaciôn se hace un control de 
esterilidad bacteriana en agar y caldo comün repartiendo el 
filtràdo en volûmenes de 1 ml que se conserva a -20° C hasta 
posterior utilizaciôn.

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 pequeha cantidad, no fuera tôxico y pudiera disolver el 
adamantano en un volumen de agua b.d. necesario para obtener 
las concentraciones deseadas del quimioterâpico. Para tal fin 
se realizaron los siguientes intentes:

a) Antes de hacer la diluciôn con agua b.d. se ahadiô 
al .adamantano una o dos gotas de dimetil sulfôxido por ml, de 
disoluciôn (aproximadamente 0,10 ml de dimetil sulfoxido/ml de 
disoluciôn). Este procéder no diô resultado.
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b) A una cantidad determinada de adamantano (100 mgr) 
se le ahadiô 1 ml de dimetil sulfôxido, —  0,30 ml de etanol
y 24 ml de agua b.d. con lo cual se obtuvo una soluciôn final 
con una concentraciôn de adamantano de 4.000 y /î l 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 consistiô en ahadir a la mezcla ante­
rior un volumen proporcional y no tôxico de acetona consiguien- 
dose mayor solubilidad de quimioterâpico pero no absolute.

d) Finalmente, el adamantano se disolviô en benceno, 
dimetil sulfôxido y agua b.d. en una proporciôn de 10%, 5% y 
85% respectivamente, ajustândose el pH a 7 - 7,2. Con este pro­
céder el adamantano résulta soluble, pero la soluciôn ha de 
prepararse extemporaneamente dado que pasadas 48 horas se pro­
duce precipitaciôn. Esta diluciôn asi conseguida no ha sido 
filtrada por Millipore por contener disolventes orgânicos que 
podrian alterar los filtros, pero las pruebas de esterilidad 
bacteriana han resultado siempre negatives.

El resto de los quimioterâpicos no présenta 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
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7. Tam p o n e s  y sol u c i o n e s  v a r i a s

T a m p ô n  f o s f a to saliho ( P B S ) C o n s t i t u i d o  por

Cloruro s ô d i c o   8 gr
Cloruro pot as i c o  0,2 gr
Fosfato d i s ô d i c o ..................1,15 gr
Fosfato p o t â s i c o ..................0,2 gr
Agua d e s i o n i z a d a .........1.000 ml
pH 7,3 final

S o l u c i ô n  de t r i p s i n a  al 1/250 D I F C O

Tripsi n a ...........................2,5 gr
Soluciôn salina Hanks’s .........  1 ml
Penicilina  10.000 U.I. en 1 ml
Estreptomicina.................... 1 mgr en 1 ml
Utilizada en soluciôn ...........  0,25%

S o l u c i ô n  A l s e v e r , c o n s t i t u i d a  por:

G l u c o s a ....................  20,5 gr
Citrato s ô d i c o ............  8,0 gr
Acido c î t r i c o ...........  .-. . . 0,55 gr
Cloruro sôdico . . . " ....  4,2 gr
Agua desionizada .  ...........  1.000 ml

S o l u c i ô n  v e r o n a l

Cloruro s ô d i c o   85 gr
Acido 5,5 dietil barbitûrico . . .  5,75 gr
5,5 dietil barbiturate sôdico . . 3,75 gr
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Cloruro c â l c i c o ..................... 0,28 gr
Cloruro magnêsico 6 H2O  1,68 gr
Agua desionizada.................. 1000 ml

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



III. TECNICAS

1. Preparaciôn de fibroblastos

Se han utilizado fibroblastos de embriôn de polio, 
obtenidos a partir de huevos embrionados de 10 dias, procé­
dantes de gallinas de raza Leghorn. Para su preparaciôn se 
desinfecta con iodo el area de la câscara del huevo que corres­
ponde a la câmara del aire y se abre por esta zona para extraer 
el embriôn.

Una vez extraidos todos los embriones, se eliminan 
las cabezas, visceras y extremidades y los restos embrionarios 
se lavan con PBS frîo y se trocean (siempre en condiciones es- 
tériles) hasta conseguir una masa homogenea de tejido muscular 
que se recoge con pipeta despuntada y se lleva a un matraz es- 
têril con salientes en la base para romper la corriente de agi- 
taciôn. Posteriormente se ahade al matraz una cantidad de trip­
sina, (Difco 1/250) al 0,25% en soluciôn Hank's, suficiente 
para cubrir la masa muscular y se introduce, finalmente una 
pieza magnética' estêril revestida de teflôn. Se coloca el ma­
traz sobre un agitador magnêtico (IKA - COMBIMAG - RCO de Janke 
y Kunkel K.G) durante 20 minutes a 37'̂' C, obteniéndose al final 
de este periodo un sobrenadante con células en suspensiôn y un
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sedimento-formado por trozos de embriôn aûn no digeridos por 
la tripsina. El sobrenadante se pasa a otro matraz y se ahade, 
en condiciones estêriles, 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 reacciôn, que aûn con- 
tiene el sedimento formado por fragmentos de embriôn, se le 
ahade tripsina en un volumen anâlogo al que se sacô y se vuelve 
a colocar sobre el agitador magnêtico durante 15 minutes a 37° 
C. A continuaciôn se hace una nueva to ma de sobrenadante carga- 
do de células y se pasa al matraz que tenemos a 4° C el cual 
lleva células en suspensiôn. Este proceso se repite mientras 
se vea la posibilidad de obtener células disgregadas a partir 
de los fragmentos de embriôn que quedan en los sucesivos sedi- 
mentos.

La suspensiôn celular recogida a lo largo de la di-
*.gestiôn se centrifuga a 1.000 rpm (800 g) durante 10 minutos 

Al término de este periodo de tiempo se élimina el sobrenadante 
(PBS mas tripsina) y se ahade una pequeha cantidad de PBS frîo, 
que previo vigoroso pipeteo, resuspende al sedimento formado 
por el paquete de células. Se ahade 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 
proceso anterior pero intercalando un doble filtrado a través . 
de gasa esteril para eliminar los fragmentos gruesos. El filtra­
do se reparte en tubos y se centrifuga de 1000 a 1200 rpm (800

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

Se hace un recuento de la suspensiôn para poder de­
terminer su concentraciôn en células, y de esta manera, hacien-
do diluciones en medio de crecimiento (MFC), conseguir una con-

5 6centraciôn final de 1 x 10 6 1 x 10 ml. El recuento se reali­
ze en câmara Thomas y para ello se suspende 0,1 ml del sedimen- 
to, obtenido en la ultime centrifugaciôn, en 10 ml de MFC y se 
observa en tinciôn vital con azul tripan por exclusion o con 
rojo neutre por coloraciôn.

Una vez obtenida la concentraciôn celular deseada, se 
reparte la suspensiôn a razôn de 1 ml por cada tubo de cultive 
o de 10 ml por cada frasco hexagonal. Tante les tubes corne les 
frascos deben ser de vidrio neutre para obvier las desviaciones 
del pH 7,2 con el consiguiente perjuicio para las células, en 
su memento mas sensible.

Los tubes 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 asî un epitelio 
en forma de monocapa continua, que sucle ester en condiciones 
apropiadas para infecter pasadas 18 a 24 horas.

Para la obtenciôn de monocapas estables y con un nu­
méro ôptimo de células, se efectuô un estudio de la influencia 
que ejerce la concentraciôn, expresada en percentage del volu- 
men total, de suero fetal de ternera, necesario para el creci­
miento y mantenimiento de las células; présente en les medios 
de crecimiento (MFC) y mantenimiento (MFM).
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En el estudio del efecto de la concentraciôn del 
suero sobre le crecimiento celular, se depositaron en tubos 
Pyrex 10^ cêlulas/ml de -MFC con concentraciones variables 
(2, 4, 10 y 15%) de suero fetal. Despuês de 12, 24, 36 y 48 
horas de incubaciôn a 37° C, se realizaron tomas por tripsini- 
zaciôn de los cultives celulares, haciëndose el recuento ce­
lular por tinciôn por exclusiôn vital con azul tripano.

En el mismo estudio llevado a cabo sobre el manteni­
miento celular, se partieron de monocapas ya formadas con 10  ̂
cêlulas/ml. Se eliminô el MFC con la concentraciôn ôptima de 
suero fetal y se anadiô, 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 nûmero de células vivas/ml de me­
dio en ordenadas y el tiempo de incubaciôn 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- 
bümina, en concentraciones finales en MFC y MFM de 0,4; 1; 2;
3 y 5 ̂ g/ml, y con extracto de levadura para concentraciones 
finales de 0,1 ; 0,5; 1; 2 y Sjs(Q/ml. Las curvas de viabilidad 
fueron halladas siguiendo 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 fôrmulas pag. 
con arreglo a las especificaciones obtenidas en estos ensayos 
preliminares de los cuales se dâ cuenta en el capitule de Resul­
tados .
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2. Obtenciôn de hematies

Para las pruebas de hemaglutinaciôn (HA) y de inhibi- 
ciôn de la hemaglutinaciôn (IRA) se hace necesario preparar 
suspensiones de eritrocitos, para ello se extrae sangre de po­
lios jôvenes, por punciôn intracardiaca, y se mezcla en un tubo 
de centrîfuga con otro volumen igual de soluciôn citratada de 
Alsever. Se agita la mezcla, a la que se ahade un pequeho volu­
men de soluciôn salina (3 ô 4 ml) y despuês de una centrifuga­
ciôn a 1000 rpm (800 xg) durante 10 minutes, se élimina el so- 
brenadante. El sedimento, formado por células sanguineas, se 
resuspende en soluciôn salina y se vuelve a centrifugar a 1000 
rpm durante otros 10 minutes eliminando de nuevo el sobrenadan- 
te. Esta operaciôn se repite hasta que se observa un sobrena- - 
dante limpio de plasma sanguineo; en nuestra prâctica nunca 
hemos necesitado mas de dos lavados.

El sedimento final puede mantenerse en nevera a 4° C 
hasta el memento de su utilizaciôn en las pruebas ya menciona- 
das, pero en un plazo no mayor de 3-4 dîas; pasado este tiempo 
empieza a producirse hemolisis esponténea,

3. Prueba de la hemaglutinaciôn (HA)

Se utiliza el método de SALK (1944) mejorado por 
HIERHOLZER y SUGGS (1969), aunque aplicando la variante del 
micromêtodo (TAKATSY, 1955; SEVER, 1962) con algunas varia- 
ciones en el "modus operandi".
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En primer lugar sé prépara ûna soluciôn veronal 1/5
en agua destilada, y en caso necesario, se ajusta a pH de 7,2 .
con bicarbonate sôdico. A continuaciôn y a partir de un lote
de hematies conseguido de la forma ya descrita, se hace una
soluciôn 0,5% en la soluciôn veronal obtenida. Por medio de
micropipetas se anaden 0,05 ml de soluciôn veronal 1/5 a todos
y cada une de los pocillos de la plaça o plaças 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 cultive o de. liquides(***)alantoideos infectado . Asi en una sola operaciôn pueden
titularse 7 muestras de virus quedando la 8  ̂fila para el con­
trol de hematies. Con un conjunte de microdiluidores, con tan­
tes diluidores como muestras de virus se quieran titular, se 
mezcla, agitando, el virus y el veronal del primer pocillo de 
cada fila, y con los mismos microdiluidores, se pasa 0,05 ml de 
la suspensiôn viral anterior al 2° pocillo de cada fila que con- 
tiene à su vez 0,05 ml de veronal 1/5. Esta operaciôn se repite 
hasta llegar al 12° pocillo de cada fila. De esta manera y pues- 
to que mezclamos igual volumen de la suspensiôn viral y de la 
soluciôn veronal, se obtiene una serie creciente de diluciones 
al duplo a lo largo de cada fila. Se anaden a todos y a cada 
uno de los pocillos 0,05 ml de la soluciôn de hematies preparada

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

(**) Plaças 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 
ahadiendo la misma cantidad de estos a cada pocillo de la 8  ̂
fila que contiene solamente veronal. Despuês de 1 hora a tem- 
peratura ambiente y en câmara hümeda, se leen los resultados 
considerando como resultados positivos, y por lo tanto que 
existe hemaglutinaciôn, aquellos pocillos donde se observa 
un velo continue color rosa salmôn; por el contrario se con-
sideran negatives los pocillos en donde se forma un botôn rojo
en el fonde. Los contrôles de hematies presentan el botôn ca- 
racterîstico que nos indica la validez de la reacciôn.

El resultado de cada fila se expresa en su tîtulo 
hemaglutinante, que es el nûmero inverso de la mayor diluciôn 
de virus que dâ una hemaglutinaciôn compléta.

4. Pruebas de inhibiciôn de la hemaglutinaciôn (IHA)

Estas pruebas se pueden hacer por dos mêtodos: en 
una de.ellas -mêtodo*< - las diluciones del virus aumentan 
al duplo mientras que el suero sigue una diluciôn constante 
(normalmente al 1/5); en el -mêtôdo B-p se mantiene constante 
la diluciôn de virus y lo que varia es la diluciôn del suero 
inhibidor. En nuestro caso hemos utilizado siempre el mêtodo
oC •

La prueba de IHA, en cuanto a material y mecânica, se
realiza de la misma manera que las pruebas de HA, pudiendose .
esquematizar de'la siguiente manera: una vez que se han ahadido 
0,05 ml de soluciôn veronal al 1/5 a todos los pocillos de la 
plaça o plaças de HA a utilizar, se asignan 2 filas de pocillos 
para cada muestra de virus a titular; la 1  ̂ fila corresponde 
al control de tîtulo hemaglutinante del virus y servirâ como
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-medida comparativa de la inhibiciôn producida por el virus en 
presencia del suero especîfico (IHA) que se realiza en 2^ 
fila. Al primer pocillo de ambas filas se le ahade 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 asî sucesivamente hasta llegar al 12° 
pocillo. Una vez realizadas las diluciones crecientes al duplo 
en las filas que corresponden a la HA se anaden 0,05 ml de ve­
ronal al 1/5 por cada pocillo, mientras que en las filas que 
corresponden a la IHA, se ahade 0,05 ml de suero inhibidor 
por pocillo; de esta manera, el virus en ambas filas queda a 
la misma diluciôn. Despuês de 3 0 minutes a temperatura ambiente, 
tiempo necesario para la formaciôn del complejo antîgeno-anti- 
cuerpo, se ahade 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 câmara hûmeda y a temperatura ambiente durante 2 horas; al 
têrmino de este periodo, se hace la lectura de la titulaciôn 
comparando el tîtulo hemaglutinante obtenido en la fila sin 
suero con el tîtulo hemaglutinante de la fila donde se aha- 
diô el suero.

Cuando el suero se corresponde con el antîgeno viral 
se produce una reducciôn del tîtulo hemaglutinante y esto se 
hace patente por el diferente tîtulo hemaglutinante que se 
obtiene en ambas filas. Con el fin de conseguir resultados re- 
presentativos y comparativos, del tîtulo inhibidor de la hema­
glutinaciôn de cada suero problema, se usa la fôrmula:

Tîtulo inhibidor _ Tîtulo HA en el control del virus ^
de la hemaglutinaciôn Tîtulo HA en la fila con suero
X  d i l u c i ô n  d e l  s u e r o
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5. Observaciôn y recuento de las células huesped ' '

Para realizar el recuento de células en un grupo 
determinado de cultivos en monocapas celulares, realizamos 
el siguiente protocolorUna vez lavado cada tubo de cultive 
con PBS, se anaden 0,2 ml de tripsina al 0,25% por tubo y 
se deja actuar durante un periodo comprendido entre 20 y 30 
segundos. Sin eliminar la tripsina se anaden 0,3 ml de PBS 
por tubo con el fin de detener la acciôn enzimâtica. Desde 
el primer tubo del grupo considerado y previo desprendimien-; 
to total de las células, se pipetea esta suspensiôn al 2° 
tubo de cultive que tambiên es pipeteado vigorosamente con 
el mismo fin; asi sucesivamente se va repitiendo la operaciôn 
en todos los tubos hasta desprender las células de todas las 
monocapas de los cultivos considerados. La suspensiôn total 
se recoge en un tubo de centrlfuga y se anaden 2 ml de PBS 
frie. Se centrifuga a 800 rpm (7 00 xg) durante 5 minutes y 
tras eliminar el sobrenadante (constituido por PBS y tripsina) 
se ahade al sedimento 1 ml de PBS frie. Se pipetea con pipeta 
Pasteur hasta conseguir una resuspensiôn compléta e inmediata- 
mente despuês se ahaden una o dos gotas de azul de tripan. De 
esta suspensiôn asi tehida se recoge una gota que se deposita 
por capilaridad en una câmara de Thomas, contandose al micros- 
copio ôptico el nûmero de células que aparecen transparentes, 
ya que las tehidas con azul tripano estân muertas.

4El nûmero total de células contadas x 10 representan 
las cêlulas/ml. Con el fin de conocer el nûmero de células por 
tubo, se divide el resultado calculando segûn la fôrmula por 
el nûmero de tubos empleados en el recuento; de esta manera se 
obtiene el nûmero de células por monocapa y por ml.



195.

Esta misma técnica se ha utilizado en la determinaciôn 
de la toxicidad de las drogas antivirales sobre los fibroblastos

6. Determinaciones 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 élimina el MFC y se lavan 
estos cultivos celulares con PBS a 20-25° C. Inmediatamente 
despuês, se hacen dos series de cultivos; una de ellas, que 
serâ tratada con la molêcula 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 nûmero suficiente de unidades para permitir varias tomas; en 
nuestro caso hemos efectuado 3 tomas a distintos tiempos. La 
misma operaciôn se realiza con la serie sin tratar.

En condiciones esteriles, a cada unidad por grupo, 
se le ahade 1 ml de MFM que contiene la substancia.A las uni­
dades del grupo testigo se les ahade 1 ml de MFM sin droga.
Se llevan todos los cultivos a estufa a 37° C y a las 18, 2'4 
y 48 horas se observan al microscopio ôptico invertido, hacien- 
dose tomas de la tercera parte de cada grupo, tratado y sin tra­
tar.

Normalmente cuando la concentraciôn de la substancia 
es claramente tôxica para la cêlula, se observan diferencias 
morfolôgicas con respecto a la serie testigo, consistiendo estas
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diferencias en un redondeamiento de la cêlula (que pierde su 
aspecto acicular caracterîstico) y en un desprendimiento con­
tinue 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 darân las 
curvas de viabilidad de los grupos tratados y testigo.

En las grâficas se representan las tomas de muestra 
en abcisas y, en ordenadas, el nûmero de células viables con­
tadas. Cuando una grâfica représentante de un grupo tratado 
es superponible con la grâfica del grupo testigo se considéra 
que la molêcula no es tôxica para dicha concentraciôn.

7. Obtenciôn de FPV, NDV, Sendai, e influenza en liquide alan- 
toideo y de VSV en fibroblastos

Para la obtenciôn de cantidad suficiente de FPV,
NDV y virus Sendai e influenza, hemos utilizado huevos embrio-
nados de polio de 10 dîas de incubaciôn. En condiciones estê-
riles se hacen suspensiones, en soluciôn salina, del liquide
alantoideo infectado con el virus original, hasta obtener 1000 

(*)D L E ^ q /0,2 ml. Para evitar la inactivaciôn têrmica de los virus, 
se colocan los tubos con las suspensiones virales en baho de 
2 a 4° C mientras dura la experiencia. Para la inoculaciôn del 
virus hemos seguido la siguiente têcnica:

Se practice un orificio mediante un trépane en una 
zona de la câscara, previamente desinfectada, que corresponde 
a la câmara del aire y a travês de este, se inoculan en el saco

(*) Calculado segûn el mêtodo de Reed y Muench
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alantoideo 0,2 ml de la suspensiôn 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 observaciôn de los huevos infectados cada 12 horas, 
llevândose los embriones muertos a nevera a 4° C para clarifi- 
car el liquide alantoideo. Hemos desechado los embriones que 
mueren despuês de las 7 2 horas por no
ser representatives. Este se extrae esterilmente y de cada 
huevo por separado, van haciendose dos pruebas paralelas; una 
de HA que nos indicarâ si el embriôn ha muerto por la infecciôn 
viral o por traumatisme operatorio y otra, que es una prueba de 
esterilidad bacteriana en caldo comün y agar comûn, y observando 
estos cultivos durante 5 dias como minime. Durante estas prue­
bas los liquides alantoideos extraidos se mantiene a -20° C. 
Despuês de desechar los liquides alantoideos que no presentan 
o tienen bajo poder hemaglutinante y los que pudieran presen- 
tar contaminaciôn bacteriana,se reunen todas las muestras y 
el volumen total se centrifuga a 1.000 a 1.200 rpm (800-900 xg) 
durante 10 minutes para sedimentar los restes de células y teji- 
dos. El sobrenadante résultante 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 utilizaciôn.

Para la obtenciôn de suficiente material infective 
de VSV se realizô la inyecciôn de cultivos de fibroblastos con 
altas diluciones (10  ̂a 10 )̂ del virus original/ se tomô 
esta precauciôn porque en bajas diluciones las particules defec­
tives muy abundantes en este virus producen efectos auto inter- 
ferentes lo que dâ lugar a titulos bajos de infectividad.
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-Los cultivos infectados fueron recogidos 24 horas 
despuês de la inyecciôn, centrifugados y el sobrenadante fue 
conservado como queda explicado mas arriba. Nos interesa 
recordar aquî el hecho de que el VSV ha sido solamente utili­
zado como virus interferido en las pruebas de titulaciôn de 
interferôn y no ha sido nunca objeto de tratamiento por los 
quimioterâpicos ensayados.

8. Titulaciôn de virus por su efecto citopâtico sobre fibro­
blastos .

Se hace una observaciôn de los cultivos celulares 
mediante microscopio de ôptica invertida (Wild-Heerbrugg, Suiza) 
y cuando las monocapas de fibroblastos, adheridas al vidrio 
del tubo de cultivo o frasco hexagonal, son continuas, se éli­
mina el MFC para despuês (en condiciones estêriles tambiên) 
lavar estas monocapas con PBS templado. Despuês de eliminar 
el PBS, los tubos o frascos se inoculan respectivamente con 
0,1 ml.a 0,3 ml de la suspensiôn de virus que se quiere titu­
lar. Paralelamente, en los epitelios destinados a ser testigos, 
el volumen del inôculo es sustituido por un volumen igual de 
PBS. Durante la prâctica de la inoculaciôn la suspensiôn en PBS 
del virus se mantiene en baho a 2-4° C . Tras un periodo de con­
tacte a 37° C entre células y virus, periodo de adsorciôn, que. 
varia entre 1 y 3 horas segûn el tipo de virus, se ahade 1 ml 
ô 10 ml de MFM a tubos o frascos hexagonales respectivamente y 
se llevan a estufa a 37° C.

Cada 12 horas se observan las monocapas al microsco­
pio y se miden, por comparaciôn entre las inoculadas y testigos, 
los efectos citopâticos causados por el virus hasta la total 
destrucciôn de la monocapa celular. Para que la prueba sea vâ-
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-lida, es necesario que los cultivos testigos no presenten 
ningûn efecto citopâtico inespecifico (por toxicidad del 
medio, por déficiente preparaciôn del cultivo o por enveje- 
cimiento de las celulas). La titulaciôn se expresa en TCID50 
calculadas por el mêtodo de Reed y Muench.

En el âmbito de este trabajo, esta têcnica se ha
usado sobre todo en el estudio de la reducciôn del tîtulo
infectivo causado por una substancia antiviral.

9. Determinaciones de toxicidad en embriones de polio

Para estas determinaciones se utilizan huevos embrio- 
nados de 10 dîas, que se dividen en varios grupos; cada uno de 
ellos, excepto el grupo testigo, serâ tratado con una concentra- 
ciôn distinta de la substancia a ensayar.Es importante que cada 
grupo esté constituido por el mayor nûmero posible de individuos, 
ya que en este caso la representatividad de los resultados ré­
sulta ser mayor.

El protocolo de esta têcnica es similar al de obten­
ciôn de pases de virus y se puede resumir asî: A cada huevo
embrionado, en condiciones estêriles, se le inyecta en saco 
alantoideo 0,2 ml de la correspondiente concentraciôn de la 
substancia en soluciôn salina ô PBS; al mismo tiempo, se le 
inyecta 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, contabilizândose las muertes y los 
tiempos en que ellas ocurren. Al têrmino del periodo de obser­
vaciôn, los resultados se expresan en grâficas de superviven- 
cia o mortalidad. Es necesario extraer, en condiciones estêri­
les, el lîquido alantoideo de los huevos embrionados muertos,
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para realizar un control de esterilidad bacteriana'ÿ'asî poder 
comprobar que los embriones no han muerto por contaminaciôn 
con microorganismos del inoculo o en el curso de la operaciôn.

Si al comparar las grâficas, una por una, de los 
grupos tratados con el grupo testigo, se encuentra reducciôn 
de supervivencia o aumento de mortalidad, se considéra que 
la substancia es tôxica a esa concentraciôn 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 que manera actua la 
molêcula problema cuando alcanza concentraciones tôxicas.

10. Control del efecto "in vitro" de los diferentes quimiote­
râpicos 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 dîas o monocapas continuas 
de fibroblastos. Despuês de haber realizado la prueba de toxi­
cidad de las substancias disueltas en soluciôn salina o PBS, y 
tras haber suspendido tambiên el virus en los diluyentes ante- 
riores, se realiza en un tubo de ensayo un contacto directo de 
las substancias(a las mâximas concentraciones no tôxicas) con 
los virus a distintas diluciones; esto se realiza durante dis­
tintos tiempos y temperatures (4° C, temperatura ambiente y 
37° C) . Pasado el' tiempo de contacto deseado, las mezclas "in 
vitro" asî como'los virus en las mismas condiciones pero sin 
tratar con las substancias, se dializan frente a PBS en câmara 
-4° C (con el fin de no introducir droga en el sistema biolôgico) 
y se inoculan en idênticas circunstancias al grupo testigo.
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La mecânica de inoculaciôn, tanto en huevos embriona­
dos como en monocapas de fibroblastos,es la misma que la emplea- 
da en la obtenciôn de pases de virus y titulaciôn por efectos 
citopâticos respectivamente: Asî, en condiciones estêriles, se 
inoculan en el saco alantoideo de cada embriôn (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 diluciôn 
distinta de virus y de substancia en estudio. Paralelamente, 
a los grupos testigo de virus, se les administra el mismo vo­
lumen de inôculo 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 ôptica inverti­
da (cada 24 horas en el primer caso y a las 18, 24 ô 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).

Despuês de 18 horas en nevera a 4° C, para conseguir 
la desâpariciôn de la hemorragia en el lîquido alantoideo se 
abre esterilmente el huevo y se extrae, individualmente de 
cada huevo, el lîquido alantoideo. Se centrifuga de 1.000 a
1.200 rpm durante 10 minutes, y con el sobrenadante se hacen 
dos pruebas paralelas: una de hemaglutinaciôn y la otra de 
control de esterilidad bacteriana, para asegurarnos que los 
embriones no han-muerto por contaminaciôn. Mientras duran las 
pruebas anteriores, los liquides alantoideos infectados se 
mantienen a -20° C, y despuês de desechar los que pudieran 
estar contaminados, se descongela a temperatura ambiente y se 
hace una titulaciôn, sobre embriones de polio de 10 dias, de



202.

-cada lîquido alantoideo, expresando los resultados en DLE^q . 
Por otra parte, los resultados obtenidos en la prueba de he­
maglutinaciôn se procesan estadisticamente con el fin de con­
seguir un resultado ûnico y representative de cada grupo. Si 
existe una reducciôn de la DLE^q ô del tîtulo HA, frente al 
grupo control, se considéra que la substancia es efectiva, a 
dicha concentraciôn, como agente antiviral.

Las monocapas de fibroblastos, que se mantienen a 
-20° C, se descongelan a 37° C y se someten a tratamiento de 
congelaciôn y descongelaciôn dos veces mas con el fin de rom­
per las células y liberar el virus que podria quedar en el 
citoplasma; despuês se mezclan por pipeteo vigoroso los tubos 
de cultivo o frascos hexagonales de cada grupo de todas las 
tomas. Se reunen en tubos de centrîfuga los distintos medios 
de cada grupo, y se centrifugan a 1.000 y 1.200 rpm durante 
10 minutes. Con el sobrenadante se hacen 2 pruebas: una de 
HA y otra de control de esterilidad bacteriana y -despuês 
de desechar los medios infectados que pudieran estar conta­
minados- se procédé a hacer una titulaciôn infectiva, midien- 
do los efectos citopâticos causados por el virus sobre monoca­
pas de fibroblastos de cada grupo tratado y testigo para ex- 
presar los resultados en TCID^q. Los resultados de HA tambiên 
se procesan estadîsticamente como en el caso de los huevos 
embrionados. Si existe reducciôn en TCID^q ô en el tîtulo he­
maglutinante de los grupos tratados con substancias frente a 
los testigos, se'considéra que la molêcula es efectiva como 
agente antiviral a esa concentraciôn considerada.
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11. Titulaciôn de virus por medida de la letalidad sobre 
huevos embrionados.

Se parte de un nûmero 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 titulaciôn mas un 
grupo testigo que no serâ inoculado con virus.

El protocolo de esta têcnica apenas difiere del de 
la obtenciôn del virus por pases en lîquido alantoideo, pudien­
dose resumir de la siguiente manera: Se hacen diluciones déci­
males (en soluciôn salina o PBS) de la suspensiôn del virus 
que se quiere titular y que puede procéder de lîquidos alantoi­
deos o de medios de cultivo infectados y tratados o no con 
drogas antivirales. Las diluciones de virus se mantienen en 
baho frîo 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 soluciôn 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
tives) , se observan cada 24 horas. Los que presentan muerte 
del embriôn se llevan a nevera a 4° C durante 6 a 18 horas, y 
al têrmino de este tiempo, se abren los huevos extrayendose 
esterilmente los lîquidos alantoideos. Se centrifuga, por se­
parado, de 1.000 a 1.200 rpm durante 10 minutes, para eliminar 
restes 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 dates por el mêtodo de Reed y Muench y se calcula la 
DLEgQ, que nos darâ el tîtulo infectivo del virus considerado 
sobre embriones de polio.
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12. Efecto protector de los quimioterâpicos en huevos embrio­
nados .

En este caso se trata de estudiar, en un sistema de 
ensayo "in ovo", los posibles efectos de las substancias en 
las etapas tempranas de la multiplicaciôn viral. El mêtodo se­
guido en este estudio, consta de très partes: establecimiento 
de las distintas concentraciones de trabajo para cada substan­
cia, preparaciôn de las distintas diluciones de los virus en 
estudio e inoculaciôn del fârmaco y el virus.

Las substancias se disuelven en agua destilada este- 
ril a las concentraciones previamente determinadas, se pasan 
a travês de filtres Millipore de 0,22/x y se contrôla a conti­
nuaciôn la esterilidad bacteriana, sembrando en caldo y agar 
comûn todos los filtrados. Estas soluciones estêriles se repar­
ten en pequehos volumenes y se guardan a -20° C hasta su utili­
zaciôn .

Inmediatamente antes de la inoculaciôn y en condi­
ciones estêriles, se preparan distintas diluciones de virus en 
soluciôn salina a pH 7 ; esto se hace a partir de liquide alan­
toideo, obtenido por pase sobre embriones de polio, e infectado 
con el virus que se quiere estudiar. Mientras dura la inocula­
ciôn, estas diluciones de virus se mantienen en baho frio de 2 
a 4° C.

La tercera parte, que corresponde a la experiencia 
en si, se puede resumir como sigue: con los huevos embrionados 
de 10 dîas, se establecen dos series de grupos de igual magni- 
tud; una de ellas, previamente a la inoculaciôn con virus, va
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a ser tratada con la substancia en estudio a concentraciones 
mâximas no tôxicas 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 sôlo. En nuestras experien- 
cias hemos seguido el siguiente protocolo: en condiciones estô- 
riles, se inyecta en saco alantoideo 0,2 ml del quimioterâpico 
a distintas concentraciones previamente determinadas y despuês 
de un periodo de 1, 2, 3 ô 4 horas de incubaciôn a 37° C, estos 
huevos embrionados asî tratados, se inoculan en saco alantoideo 
con 0,2 ml de virus. Paralelamente, en otra serie testigo se 
hace la misma operaciôn pero sustituyendo el fârmaco por el di­
luyente sôlo. Se llevan todos los embriones inoculados a estufa 
a 37° C, y cada 24 horas, a partir de la inoculaciôn, se obser­
van; los embriones muertos, se guardan en nevera a 4° c durante 
la noche para clarificar el lîquido alantoideo. Al têrmino de 
este tiempo, se extrae esterilmente el lîquido alantoideo de 
cada huevo segûn têcnica ya descrita.

El lîquido alantoideo résultante de cada grupo, se 
titula en embriones de polio de 10 dîas y los resultados obte­
nidos se expresan en DLE^q. 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 reducciôn del tîtulo infectivo o hema­
glutinante, o de- ambos a la vez, en un determinado grüpo de los 
tratados frente a su correspondiente lote testigo, se considéra 
que el quimioterâpico es efectivo a esa concentraciôn como agen­
te antiviral.
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. Tambiên .résulta interesante, puesto que hemos anotado 
los tiempos en que ocurren las muertes de los embriones, compa­
rar las grâficas de supervivencia o mortalidad de los grupos 
tratados frente a sus respectives grupos testigos; asî cabe 
considerar a la molêcula como quimioterâpico antiviral cuando 
exista un claro aumento de supervivencia o una disminuciôn de 
la mortalidad,

13. Control del efecto antiviral sobre fibroblastos

El mêtodo de estudio aquî aplicado, es similar al 
descrito anteriormente "in ovo". Las substancias a utilizar, 
ya filtradas a travês de Millipore de 0,22^/^ y mantenidas a 
-20° C, se llevan a lasconcentraciones deseadas para el ensa­
yo; el mismo dîa de la experiencia, se hacen diluciones déci­
males (en PSB) de lîquido alantoideo infectado por el virus a 
ensayar y para no alterar la proporciên de composiciôn del me­
dio que baha las células en el momento de inocular el virus, 
se hace la ûltima diluciôn decimal en MFM; con êsta se inocu- 
larân los tubos de cultivo o frascos hexagonales. Mientras 
dura la inoculaciôn, las diluciones virales se mantienen en 
baho frîo de 2 a 4° C.

La experiencia responde al protocolo siguiente: Una 
vez formadas las monocapas continuas de fibroblastos de embriôn 
de polio, sobre las paredes de tubos de cultivo o frascos hexa­
gonales, se élimina el MFC én condiciones estêriles, y se lavan 
las monocapas con PBS templado que se élimina. Con estos culti­
vos se hacen dos grandes series (A y B) mas un grupo ( Z ) que 
actuarâ como testigo de las monocapas de fibroblastos. Una de 
las series (A), se dividirâ 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 incubaciôn de 
las monocapas con la droga se quieran considerar (previos a la 
infecciôn con virus). A su vez, estos subgrupos deben tener un 
nûmero suficiente dé cultivos como para permitir très tomas su- 
cesivas. En todos los casos, a las monocapas libres de MFC y 
lavadas con PBS, se ahade MFM, con la concentraciôn deseada 
del fârmaco, a razôn de 0,9 ml ô 9 ml por tubo o frasco respec­
tivamente. Otro tanto se harâ con la serie testigo (B) que no 
serâ tratada con el fârmaco.

Paralelamente, a la serie testigo (B), se le ahade 
0,9 ô 9 ml de MFM sin quimioterâpico. Al otro grupo testigo 
de células (Z), se le ahade 1 ml ô 10 ml de MFM por tubo o 
frasco, respectivamente, sin la substancia; este grupo testi- 
gb tampoco recibe virus y sirve para conocer la multiplicidad 
celular normal.

Todos estos cultivos se llevan a estufa a 37° C y 1, 
2, 3, ô 4 horas despuês (en A) segûn el subgrupo, se inoculan
con 0,1 ô 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 diluciôn. Se vuelven a llevar a estufa a
37° C, y a las 18, 24 y 48 horas se observan los efectos cito­
pâticos causados'por el virus. Tambiên se examinan las monoca­
pas correspondientes al grupo testigo de células (Z) para com­
probar que estas se mantienen en estado normal. Inmediatamente 
despuês de realizada la observaciôn microscopica, se realiza la 
correspondiente toma de cada subgrupo, tanto de tratados como
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jio 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 descongelaciôn râpida a 
37° C y congelaciôn a -20° C de cada monocapa -para procéder 
a la rotura de las células- se pipetea fuertemente para con­
seguir un mâximo de virus en el MFM que las baha. Se reunen 
los MFM infectados de cada toma, y se centrifugan a 1.000 a
1.200 rpm durante 10 minutes. Los sobrenadantes se recogen 
estêrilmente y en una pequeha 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 -2 0° C. Una vez comprobada la esterilidad 
de cada toma, se descongelan a 37° C y se realiza individual­
mente una titulaciôn a travês de los efectos citopâticos pro- 
ducidos en los fibroblastos.

Las DICT^q de cada toma, se comparan entre si y con 
los testigos y los resultados de la prueba HA se tabulan como 
siempre.

Una reducciôn del tîtulo de infectividad o del tîtulo 
HA de cualquier toma tratada con el quimioterâpico, en relaciôn 
con su correspondiente toma testigo, nos indica que la substan­
cia es efectiva a una concentraciôn y tiempo determinados.

14. Determinaciôn de la tolerancia crônica de los polios para . 
los quimioterâpicos.

Para determinar la tolerancia crônica en polios 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 llevô 
un control riguroso sobre el comportamiento de estos animales 
asî como de su peso, comparandolo con animales no tratados.
Se determinô asimismo, la tolerancia crônica en una pauta que 
difierelligeramente con la anterior; se administraron a 10 
polios tambiên por via endovenosa y en la misma dosis estas 
substancias durante 5 dias seguidos dando un repose de 3 dias 
y se repite este procéder dos veces mas. Todo ello hace un 
total de 15 inoculaciones durante 24 dias. La observaciôn de 
los animales tratados fue la misma que la llevada a cabo en 
la primera parte. Se realizô la autopsia de los 10 animales 
tratados 15 dias despuês de la ûltima inoculaciôn con el qui­
mioterâpico correspondiente no encontrandose signo alguno de 
alteraciôn o degeneraciôn en bazo, hîgado, rihones, corazôn, 
pulmones e intestine.

15. Control de la inmuno-respuesta humoral anti-virus (NDV, 
FPV, influenza y Sendai).

Para la obtenciôn de sueros hiperinmunes de polio 
frente a los virus ND, FP, influenza y Sendai hemos seguido 
el protocolo siguiente.

a) Preparaciôn de antigeno. Se hace una suspensiôn 
de lîquido alantoideo que contiene el virus correspondiente 
en soluciôn salina hasta alcanzar una actividad infectiva 
équivalente a 10^ DICT. El virus es inactivado con B-propio- 
lactona (B-hidfoxi-propionona BPL; FLUKA. A.G. Suiza) ahadi- 
da a la suspensiôn de virus hasta alcanzar una diluciôn final 
de 1/3.000. La suspensiôn se mantiene en agitaciôn lenta du­
rante 2 horas a 37° C. Se comprueba la inactivaciôn por inocu­
laciôn de esta suspensiôn asi tratada, en polios de 20 dias
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de edad, a dosis de 0,5 ml por. via intramuscular y eii huevos 
embrionados de 10 dias, a dosis de 0,2 ml en câmara alantoi- 
dea; la ausencia de muerte en animales y embriones indican 
la inactivaciôn total del virus.

El antîgeno asî preparado es mezclado v/v con coad-
yuvante oleoso (1 parte de Arlacel+ 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 inmunizaciôn. Esta suspensiôn es inocu- 
lada en dosis de 1 ml por via intramuscular a polios de 1 Kg
de peso. Esta inoculaciôn se repite 2 veces mas con intervalos
de 8 dias.

c) Obtenciôn de suero hiperinmunes. Ocho dias despuês 
de la ûltima inoculaciôn se hace sangria a muerte por punciôn 
intracardiaca recogiendose esterilmente los sueros segûn hemos 
resehado anteriormente.

d) Control de anticuerpos. Siete dias despuês de cada 
inoculaciôn de la suspensiôn viral se hicieron sangrias de 
prueba para efectuar el control de actividad del suero por 
medio de las têchicas de IHA.

e) Obtenciôn de sueros hiperinmunes en animales 
tratados con quimioterâpicos. Se ha seguido la misma pauta 
de inmunizaciôn 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 inyecciôn de antîgeno mas los 5 
dias previos a la primera inyecciôn. Para mas detalles puede 
consultarse el trabajo de RONDA y cols, (1966) de donde hemos 
tomado esta têcnica.

16. Inducciôn y titulaciôn de interferôn sobre cultivos celu­
lares tratados con los quimioterâpicos y antibiôticos.

Para la inducciôn de interferôn sobre fibroblastos 
de polio, hemos seguido la técnica descrita por RONDA y ALON­
SO (1974) que a grandes rasgos es como sigue;

Determinaciôn de la toxicidad de los quimioterâpicos 
para las células. Previamente fue fijada la toxicidad en las 
pruebas previas de actividad de los quimioterâpicos 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 atôxicas, siendo de 800 jr para la 
D-glucosamina.

En nuestros experimentos en inducciôn 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.

Inactivaciôn de los virus a 37° C. Para obtener mas 
altos tîtulos de IF y para obviar el râpido efecto citopâtico de 
los virus empleados, se llevô a cabo inactivaciôn manteniendolos
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en estufa a 37° C. Con este fin se hicieron suspensiones de
los virus ND, FP, influenza y Sendai en PBS hasta lograr un 

5 *tîtulo de 10 DICT/ml; estas suspensiones, en cantidad sufi­
ciente para tener el material biolôgico necesario, fueron 
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 présenta 
la inactivaciôn total del virus. En esta situaciôn la inocula­
ciôn del material infectivo no da lugar a efectos citopâticos 
en los cultivos ni a muerte en huevos embrionados^

En cada toma de muestras se ha determinado, ademâs 
del poder infectivo, el tîtulo hemaglutinante.

Inducciôn del interferôn en presencia de quimiote­
râpicos. Los virus termoinactivados fueron inoculados sobre 
fibroblastos en frascos de cultivo pyrex hexagonales; despuês 
de un periodo de adsorciôn de 2 horas, se anadiô MFM. Se reco- 
gieron muestras del medio 24 y 48 horas despuês de la inocula­
ciôn del virus y fue determinado el tîtulo de interferôn de 
estas muestras. Se siguiô el mismo mêtodo de inducciôn de IF 
en presencia de los quimioterâpicos, ahadidos al medio 36, 24 
y 12 horas antes o 2 horas despuês de la inoculaciôn del virus.
Los quimioterâpicos se ahadieron en dosis unica en cada uno de 
los tiempos indicados.

Inducciôn de IF en presencia de antibiôticos. Se ha 
seguido una têcnica idêntica a la llevada a cabo con los qui­
mioterâpicos, pero en tratamientos de los cultivos celulares
con antibiôticos en tiempos de 4 y 2 horas antes de la infec­
ciôn, simultaneamente con el virus y 4 y 2 horas p o s t e r iormente
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La toxicidad de rifampicina y rifamicina para los 
fibroblastos ha sido determinada por RONDA y ALONSO (1974) y 
en nuestros ensayos se han utilizado concentraciones de 100,
50, 10 y 5 /ml dé medio para la rifampicina y de 10 y 5 
para la rifamicina; para la bleomicina se han utilizado con­
centraciones de 50, 10 y 5 ng dosis atôxicas fijadas por 
RONDA y ALONSO (197 5), 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 titulaciôn del IF.

Titulaciôn del interferon. Todos los interferones 
inducidos en estas cêlulas, tanto tratadas como no tratadas 
con los quimioterâpicos fueron titulados por mêtodo de DULBECCO 
(ver pag. 142). Para esta prâctica se hicieron diluciones de 
los medios nutritivos que ccntendrân el interferôn liberado de 
las cêlulas, tanto tratados como no tratados con los quimio- 
terâpicos. Estas diluciones de pretendido IF, efectuadas sobre 
medio de mantenimiento son anadidas a cultivos de fibroblastos 
en plaças de Pétri y mantenidas en estufa de CO2 al 5%, des- 
puês de 18-24 horas de incubaciôn a 37° C, el interferôn fue 
eliminado y los epitelios lavados dos veces con PBS. Las cêlu­
las fueron infectadas con VSV diluido hasta contener 100 uni- 
dades formadoras de plaças infectivas, este virus es conside- 
rado como virus de ataque, y por tanto interferido. El recipro- 
co de la diluciôn a la cual el nûmero de plaças o marcas infec­
tivas es reducido en un 50% comparado con las que aparecen en 
contrôles no tratados con interferôn se consideran como unida- 
des interferôn (UI).
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17. Inducciôn y titulaciôn de interferôn en polios tratados 
con quimioterôpicos y antibiôticos.

Para la inducciôn de IF se han utilizado los cuatro 
virus estudiados pero sin efectuar la termoinactivaciôn, habien- 
do seguido la pauta y protocolo de RONDA y ALONSO (1976)

Inducciôn de interferôn.- En grupos de 5 polios 
Leghorn de 1 mes de edad con peso de 120 a 17 0 gr se hicieron 
inoculaciones por via endovenosa de liquide alantoideo de hue- 
vos infectados con NDV, FPV, influenza o Sendai. La dosis ino-
culada fue de 0,3 ml de una suspensiôn de liquide alantoideo 
correspondiente a 10^ DICT. Se hizo mezcla de los sueros y se 
-determinô el titulo de interferôn.

Inducciôn de interferôn en presencia de quimioterâpi- 
cos.- Se siguiô el mismo procéder pero administrando las drogas 
en inoculaciôn endovenosa ûnica de 250 mg/Kg ô 100 mg/Kg, 36,
24 y 12 horas antes ô 2 horas despuês de la infecciôn con el 
virus. Igualmente se llevô a cabo la mezcla de los sueros obte- 
nidos dentro de cada grupo determinando el titulo IF.

Inducciôn de interferôn en presencia de antibiôticos.- 
La pauta difiere de la anterior en que se administran los anti­
biôticos en dosis ûnicas de 250 ô 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- 
traciôn se llevô a cabo 4 y 2 horas previamente a la inyecciôn 
con el virus, simultaneamente con el virus, y 4 ô 2 horas poste- 
riormente. Se hicieron mezclas de los sueros de cada grupo y se 
determinô el poder interferôn.
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Cada determinaciôn en horas y cantidades de drogas 
se ha llevado a cabo sobre grupos de 5 a 7 polios de los ca- 
racterîsticos expuestos‘anteriormente.

Recogida de los sueros e inactivaciôn de los mismos.- 
Teniendo en cuenta que el mâximo titulo de IF en suero se obtie- 
ne entre 4 y 6 horas despuês de la inducciôn con el virus se 
hicieron esterilmente sangrias a muerte por punciôn intracardia- 
ca. Los sueros fueron recogidos tambiên esterilmente y mezclados 
En estas determinaciones "in vivo" fue imprescindible hacer la 
inactivaciôn de los virus présentes en el suero, dado que su 
presencia darâi lugar a la destrucciôn de tejidos en las prue- 
bas de titulaciôn que impedirîa las lecturas de resultados. La 
inactivaciôn se llevô a cabo por medio de diâlisis de los sue^ 
ros a pH 2,2 durante 24 horas a 4° C y posterior neutralizaciôn 
por 2 diâlisis a pH 10 a 4° C (24 horas). En caso de no haber 
obtenido un pH 7 - 7,2 se alcalinizô con bicarbonato al 8%. El 
interferôn présente en los sueros, résisté pH extremes entre 2 
y 12; efectuadas pruebas de inactivaciôn del virus y esterili- 
dad bacteriana, pasamos a la titulaciôn de interferôn.

Titulaciôn de interferôn.- Los sueros fueron titula­
dos sobre fibroblastos siguiendo la misma têcnica que se detallô 
en el capitule anterior utilizando el VSV.como virus interferido



IV. RESULTADOS

Parece lôgico sehala.r al comienzo de este capîtulo 
de Resultados la dificultad que supone resumir tanto ciianto 
sea posible el gran nûmero de datos obtenidos en esta parte 
experimental teniendo en cuenta que hemos trabajado con cuatro 
virus distintos ensayândolos sobre cultivos celulares y tambiên 
sobre huevos embrionados, todo ello frente a cuatro substancias 
distintas en cuanto a sus efectos antivirales y otros très ade- 
mâs para conocer su influencia sobre la inducciôn de interferôn.

De aquî que consideremos oportuno ir agrupando los 
diferentes resultados en los mismos apartados que se senalan en 
el protocoloexperimental para despuês considerarlos en capitules 
por separado.

1.- Estudios previos acerca de los sistemas biolôgicos

Antes de nada nos vimos precisados a controlar lo 
mas exactamente posible las condiciones de crecimiento de los 
fibroblastos de polio que ibamos a utilizar en sus dos tipos 
de medio (crecimiento y mantenimiento) modificando aquellos 
nutrientes que segûn experiencias previas podrian afectar a la 
viabilidad celular, taies como suero fetal de ternera, hidroli-
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zado de lactoalbûmina y extracto de levadura.

Seguidamente sobre los sustratos de mantenimiento 
cuyas proporciones de nutrientes resultaron las idôneas para . 
nuestros propôsitos expérimentales, 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 biolôgico para una 
interacciôn virus-quimioterâpico.

î . 1 .  C u A v & A  de. vZab^tZdad cztutaH.

De acuerdo con lo senalado en el capîtulo de Têcnicas, 
sobre el medio bâsico de Hank's estudiamos la influencia de dis­
tintas proporciones de suero fetal de ternera (Fig. 11), hidro- 
lizado de lactoalbûmina (Fig. 12) y extracto de levaduras (Fig. 
13). De las distintas concentraciones de nutrientes empleados 
asî 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 concentraciôn de 
2% en el medio de crecimiento y del 1% en el medio de manteni­
miento producen una alteraciôn en el normal crecimiento que 
conduce a una disminuciôn en el nûmero de cêlulas. Asimismo 
las concentraciones de 10 y 15% (crecimiento) y de 5 y 10% 
(mantenimiento) dan lugar a desprendimiento de la monocapa 
por exceso de acûmulos celulares.

Aplicando los mismos criterios de observaciôn, en la 
Fig. 12 se comprueba que concentraciones de hidrolizado de lac­
toalbûmina de 0,5 y 1 yAg/ml en ambos medios, dan lugar a una
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reducciôn en el nûmero de cêlulas vivas, mientras que concen­
traciones de 3yKg y mas altas producen el mismo fenêmeno de 
desprendimiento de los cultivos en monocapa.

Finalmente la Fig. 13 nos senala que concentraciones 
de 0,1 y 0,5yWg de extracto de levadura/ml no son suficientes 
para una normal viabilidad celular en ambos medios, en tanto 
que concentraciones de 2 ÿHg/ml y mayores dan lugar a desprendi- 
mientos variables de la monocapa.

Asi vistos los datoS, el medio mas adecuado para 
nuestros propôsitos expérimentales habrîa de ser el de Hanks's 
con una concentraciên de 4% de suero fetal bovino ( 6 2% para
mantenimiento) mas 2 yt̂ g de hidrolizado de lactoalbûmina/ml y 
lyüg de extracto de levaduras/ml.

En efecto, sobre este medio se han efectuado todas 
las experiencias llevadas a cabo con cultivos de fibroblastos 
de polio.

J.2. Ve,t̂ Aïïĵ nacZone,6 cfe to KZcs,dad

Subsiguiente a la determinaciôn de la idoneidad de 
los medios de crecimiento y mantenimiento pasamos a estudiar 
las concentraciones de quimioterûpico que era posible utilizar 
para cada substancia sin que se produjeran alteraciones en las 
cêlulas.

Esto se realizô segûn se indica en el apartado de 
Têcnicas, determinando las curvas de viabilidad celular para 
contactes de 48 horas de duraciôn, que es el tiempo de trata-
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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 que se indican en los 
grâficos.

En cuanto a las otras substancias utilizadas taies 
como cromomicina, bleomicina, rifampicina y rifamicina exis- 
tian en nuestro laboratorio datos previos sobre sus efectos 
tôxicos para fibroblastos y por tanto no tuvimos necesidad 
de realizar este tipo de experiencias.

En los resultados que siguen se puede ver que las 
molêculas de adamantano y amantadina en cuanto a su efecto 
tôxico son coincidentes ya que concentraciones superiores 
a las 100 Y /ml empiezan a disminuir la viabilidad celular 
y el efecto es proporcional a la concentraciôn.

Para la D-glucosamina concentraciones de 8 00 Y 
enpiezan a producir ligeras alteraciones en la viabilidad ce­
lular 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 concentraciôn.

En cuanto al efecto tôxico de estos quimioterâpicos 
sobre huevos embrionados de 10 dias se estudiaron las curvas 
de supervivencia en funciôn del tiempo y para unas concentra­
ciones comprendidas entre 0 y 3000 Y’/0,2 ml (Fig. 17).
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■ Como puede verse una vez mas las molêculas de ada­
mantano y amantadina exhiben una mayor toxicidad no debiendo 
emplearse para este tipo de ensayos a concentraciones superio­
res a 400 y /0,2 ml para la amantadina y 600 jf* /0,2 ml para 
el adamantano, mientras que la D-glucosamina puede ser 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 que a con- 
tinuaciôn se indican.

Substancias
Cromomicina
Adamantano

Amantadina

D-glucosamina

Rifampicina

Rifamicina
Bleomicina

Dosis y sistema biolôgico empleado
1-0,5 ng/ml i^ibroblastos y 6-3 mg/Kg para polios

100 y 50 y /ml para fibroblastos; 600 y 400 ÿ /huevo 
embrionado; 250 y 100 mg/Kg polio
100 y 50 K/inl para fibroblastos; 400 y 200 /huevo 
embrionado; 250 y 100 mg/Kg polio
800 y 400 V /ml para fibroblastos; 2000 y 1000 i'̂ /huevo
embrionado; 250 y 100 . mg/Kg polio
100, 50 y 10 f/ml para fibroblastos; 250 y 100 mg/Kg 
polio
10 y 5 Ï /ml para fibroblastos; 250 y 100 mg/Kg polio
50, 10 y 5 ng/ml para fibroblastos; 6 y 3 mg/Kg polio

/. 3. En6a^o6 dz Â.nl(i.c.tÂ lldn '(i vJh.nP

Dado que los virus utilizados en este trabajo son 
habitualmente empleados en nuestro laboratorio, tenemos un 
perfecto conocimiento de los datos de infectividad, titulaciôn
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y preparaciôn de las dosis infectivas para cultivos celulares 
y létales para huevos embrionados o polios. Asi, en cada caso, 
al exponer los resultados iremos indicando las dosis infecti­
vas o létales utilizadas.

1.4. Control de.1 joaxa una Znte,H.ac,CyL6n
mZot2,̂ â.t3X.c.o.

Antes de iniciar el estudio del efecto antiviral de 
los distintos quimioterâpicos hemos querido ensayar para dos 
virus représentantes de cada clase de mixovirus, FPV como 
"ortho" y NDV como "para", frente a una de las substancias 
(cromomicina) y empleando los dos sistemas biolôgicos que 
habriamos de ensayar.

El hecho de que tuvieramos ciertos antecedentes 
sobre la acciôn de la cromomicina, segûn se cita en la biblio- 
grafia, nos habria de permitir un mejor control de los distintos 
parâmetros expérimentales en los sistemas de ensayo.

En primer lugar estudiamos las variaciones de titulo 
hemaglutinante y capacidad infectiva de estos virus cuando se 
mantienen en contacte previo con la substancia antes de produ­
cir la infecciôn en el cultive de fibroblastos. En resumen, el 
sistema de ensayo consistiô en establecer diluciones volumen a 
volumen de la cromomicina en liquide alantoideo virus-infectado, 
cuyos titulos hemaglutinante e infective han sido previamente 
determinados, y despuês de los contactes variables a 37° C que 
se indican en los resultados de las figuras 18 y 19 se inocula
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a los cultivos de fibroblastos para determinar al cabo de 24 
y 48 horas las variaciones en el poder infective. En series 
aparte se determinan las posibles modificaciones que se hayan 
podido producir en el titulo hemaglutinante del virus contenido 
en el liquide alantoideo durante estos contactes previos con 
cromomicina. Dichos resultados no aparecen reflejados en las 
figuras puesto que no obtuvimos apenas variaciôn 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 contactes de 90 y 120 minutes, observândose asimismo 
discretas diferencias proporcionales a la dosis de antibiôtico 
utilizado.

Cabria pensar, dado los resultados obtenidos para 
los titulos hemaglutinantes -para los que no se apreciô va- 
riaciôn- que esta actividad estâ condicionada a una acciôn 
"in vivo" por minimas concentraciones de substancia asociada 
al virus y que son inoculados junte con él 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 expérimentales son 
idênticas a las sehaladas para fibroblastos aunque utilizando 
tan solo una dosis de cromomicina para la fase de contacte pre­
vio en liquide alantoideo (1 ng) y la infecciôn se realizô 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 estân refe- 
ridos a totales acumulativos de las 48 horas.

Segûn estos resultados la acciôn, una vez mas parece 
producirse "in vivo" puesto que apenas hay variaciones signifi- 
cativas en el titulo hemaglutinante y la disminuciôn de infec­
tividad tampoco guarda una estrecha relaciôn con el tiempo de 
contacte sobre todo para el NDV. De este modo pusimos a punto 
ambos tipos de ensayos biolôgicos sobre cultivos celulares y 
huevos embrionados, al mismo tiempo que comprobamos la acciôn 
de un antibiôtico inhibidor de la sintesis de âcidos nucleicos.

2. Estudios sobre actividad antiviral

A la vista de los resultados obtenidos en las pruebas 
que preceden hemos considerado oportuno ensayar los quimioterâ- 
picos adamantano, amantadina y D-glucosamina en sistemas de 
huevos embrionados, puesto que la lectura de resultados parecîa 
mas demostrativa y una vez encontradas condiciones mas facil- 
mente determinables de actividad biolôgica antiviral acudiamos 
al ensayo sobre cultivos celulares.

2,1, En6ai/o de, QuZmZoteA.dpXco6 aatuando en t6tado6 tamy^a-
no6 cfe ta. ^n^2.caZân vZAal.

Para este propôsito acudimos al ensayo de molêculas 
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 (A), 2 
horas (B).y 4 horas (C) a distintas temperaturas de contacte 
"in vitro" para las cuatro concentraciones del quimioterâpico 
que se indican en la figura.
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De la misma manera se realizaron experiencias sobre 
NDV (Fig. 21), Sendai (Fig. 22) e influenza (Fig. 23) con vis- 
tas a determinar si aparecian variaciones de comportamiento 
que estuvieran condicionadas por diferencias en la naturaleza 
del virus.

Pese al gran nûmero de ensayos efectuados y al extre- 
moso cuidado mantenido en la determinaciôn de los datos, los 
resultados obtenidos carecën de significaciôn y no fueron en 
absolute 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 reste 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 significaciôn 
y que los virus FP y ND (Figs. 20 y 21 respectivamente son algo 
mas resistentes a la acciôn 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 çontacto virus-quimioterâpico parece observarse 
-como tendencia- que la de 37° C es la que résulta algo mas 
efectiva.

Por ûltimo, en relaciôn con las dosis de quimiote- 
râpico empleado, la mayor frecuencia de resultados indicatives 
de una ligera actividad apareciô siempre para la concentraciôn 
de 1000 ^ /0,2 ml para los cuatro virus ensayados.
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Procedimiento similar de estudio fue el que segui- 
mos con amantadina en experiencias de contacte con FPV (Fig.
24), NDV (Fig. 25), Sendai (Fig. 26)e influenza (Fig. 27) y 
consideraciones anâlogas 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 temperature.

A la vista de los resultados para experiencias de 
contacte directe "in vitro" entre virus y quimioterâpico ini- 
ciamos otro tipo de pruebas en las que se ensayaron estas mis- 
mas substancias (adamantano y amantadina) sobre FPV y NDV come 
représentantes de ortho y paramixovirus respectivamente.

El tipo de ensayo que considérâmes idôneo para poder 
dilucidar de una manera definitiva si existe actividad de es­
tas substancias frente a los virus indicados consistiô en una 
modalidad de pruebas "in vivo" sobre huevos embrionados de 10 
dias.

Estes embriones fueron sometidos a un tratamiento pre­
ventive con adamantano (600 J /0,2 ml) y amantadina (400 ̂  /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 funcidn de la mortalidad de los embriones 
anotândolos como indices acumulativos segûn se indica en las 
figuras 28 y 2 9 que corresponden a adamantano y amantadina 
respectivamente.
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Fig. 28.- Efectos de distintos tratamientos previos con adamantano 
(600 Y/0,2 ml) sobre 10  ̂y 10^ DLE^q de FPV (A) y NDV 
(B) contenidos en 0,2 ml e inoculados en huevos embrio­
nados de 10 dias.
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Al consîderar los resultados comparativamente entre 
ambas substancias y virus parece claro que la amantadina es 
mas activa que el adamantano sobre todo en FPV; mâxime teniendo 
en cuenta que de esta ûltima se utilizaron concentraciones mas 
altas.

Asimismo se aprecia diferencias de actividad en fun- 
ciôn de la dosis infectiva utilizada ya que los resultados de 
protecciôn antiviral son mucho mâs 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.

1.1 Bn^ayo de, qalmloto^^ôiplco^ quo, actuan a n-lve.1 de.

Para este propôsito realizamos experimentos con ami- 
noazûcares taies como la D-glucosamina y la D-galactosamina, 
pero dândose la circunstancia de que esta ûltima presentaba 
una acusada toxicidad, los ensayos definitivos fueron realiza- 
dos tan sôlo con D-glucosamina.

En primer lugar se realizaron experimentos de contac­
te "in vitro", segûn es habituai en nuestro laboratorio, de 
acuerdo con un protocole experimental anâlogo al realizado con 
adamantano y amantadina.
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Los datos obtenidos quedan representados para los 
distintos virus utilizarlos en la Fig. 30 (FPV) , Fig. 31 (NDV) , 
Fig. 32 (Sendai) y Fig. 33 (influenza),

Al considerar los datos obtenidos vemos que tambiên 
a este nivel de acciôn antiviral los experimentos "in vitro" 
son poco demostrativos ya que aunque se aprecian algunas ten- 
dencias de protecciôn en ciertos lotes de los ensayados estos 
resultados son de una positividad escasa y se producen aleato- 
riamente con independencia de la temperatura de contacte y la 
dosis. Elle hizo que acudieramos a otros tipo de experimentos 
en los que el tratamiento con D-glucosamina se hacia "in vivo" 
por inoculaciôn previa de la substancia en huevos embrionados 
a intervales diferentes de 1, 2, 3 y 4 horas antes de la infec­
cidn con el virus correspondiente.

En serie de experimentos de protecciôn "in vivo" se
introdujo como otro paramétré variable la potencia infectante
del virus modificando su dosificaciôn expresada en DLErn; asî

2 3se utilizaron segûn se puede ver en los resultados 10 y 10 
DLEgQ de virus FP y ND como représentantes de ortho y parami­
xovirus.

En la figura 34 se pueden observar los primeros re­
sultados de estos experimentos de protecciôn "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 acciôn 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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Embriones inoculodos con 100 DLE 5c/0.2m l

Embriones trotodos con 2 0 0 0  f"/0 ,2  ml 
Embriones sin trotor

X>

TJ

cliT 60O) o
48

CL

•36TJ

TJ 24

CL

2 3 4

A
Embriones inoculodoscon 1000 DLEs-o/O.D ml 

0  Embriones trotodos con 2 0 0 0  f  /0 ,2  ml 
□  Embriones sin trotor

72

60

48

36

24

2 3 4
COQ>

Embriones inoculodos con 100 DLE5Q/0,2ml

B  En-ibiiones Irotados con 2 0 0 0 ^ /0 ,2  ml 
□  Embriones sin troior

72
TJ

c w 60 <u o
■> ° 48Q.3V)<D 36TJ

TJ 24

CL

•P 3 4

72

60

48

36

24

12

Embriones inoculodos con lOO'J DLF[..^/o,2 ml 

0  Embriones trotodos con 2 0 0 0  J'/0,2m i 
n  Embriones sin trotor

Tiempo en horas de la administracidn del quimiolerapico previo a la infeccidn per virus

Fig. 34.- Ef e c t o s  de d i s t i n t o s  t r a t a m i e n t o  
samina (2 000 >'^/0>2 ml) sobre 10 
(A) y N D V  (B) i n o culado en

pr e v i o s  de D - q luco- 
y 10'" D L E 50 de

huevos e m b r i o n a d o s  de
FPV 
10 dias
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3infectante ya que en las series inoculadas con 10 DLE^q, la 
protecciôn era practicamente nula. De aquî que en las experien­
cias sucesivas utilicemos siempre la dosis infectiva de 10 
DLEgQ en el caso del empleo de huevos embrionados.

2.3. En6 aif06 compcifiatl\)06 cfe acciôn antl-

vZ^at a dX,6tZnto nZvel bXoQuZmZco.

Una vez conocidos los datos que preceden se ha pre- 
tendido hacer estudios simultanées en los très quimioterâpicos 
para poder establecer un examen comparative entre los dos méca­
nismes de acciôn antiviral, a nivel de los estados tempranos 
de infecciôn y la fase de recubrimiento viral. Estos ensayos 
se realizaron mediante diferentes pruebas de protecciôn sobre 
fibroblastos y sobre embriones valorando los resultados en fun- 
ciôn de variaciones en el tîtulo hemaglutinante, disminuciôn 
del poder infective para fibroblastos o létal para embriones 
y en funciôn del tiempo de supervivencia de estos ûltimos.

Previo a todos estos estudios tuvimos que realizar 
unas experiencias para la determinaciôn del poder citopâtico 
de los distintos virus con vistas a su titulaciôn. Estas expe­
riencias que se llevaron a cabo de acuerdo con lo indicado 
en Material y Mêtodos dieron resultados de los que pueden ser­
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 citolîtica al cabo de 
las 48 horas. Dichas imâgenes corresponden a una infecciôn 
por FPV, pero son semejantes a los que obtuvimos con cualquiera 
de los otros très virus.
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Fig. 35.- Variaciones en el aspecto normal (A) de fibroblastos 
de polio.Infectados con FPV (10^ DICT) al cabo de 24, 
36 y 48 horas después de la infecciôn (B, C y D respec­
tivamente) (150 x) ver pâgina siguiente.
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Como puede verse a las 24 horas de la infecciôn 
empiezan a apreciarse microzonas de lisis con alteraciones 
en la morfologîa celular; estas zonas de lisis van conflu- 
yendo hasta producir islotes de cêlulas cada vez mas degene- 
radas hasta guedar reducidas a istmos celulares de aspecto 
caracteristico y precursores de la compléta lisis celular.

En cuanto a las pruebas de protecciôn sobre fibro­
blastos se utilizô un protocole experimental consistente en 
establecer series de contactes de cada quimioterâpico durante 
tiempos variables de 1 a 4 horas con el fin de conseguir que 
el quimioterâpico llegara a la intimidad de las estructuras 
celulares antes de que estas hubieran de soportar la infecciôn 
viral.

Los cuadrosX, XI, XII y XIII recogen los resultados 
sobre variaciones en el tîtulo 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 tërminos générales resultaron 
mas sensibles los orthomixovirus que los paramixovirus y la 
acciôn sobre la capacidad hemaglutinante es mas intensa en el 
orden de D-glucosamina, amantadina y adamantano, asimismo se 
observa que contactes de 4 horas son los mas efectivos y tam- 
bien se aprecia en casi todos los casos un efecto proporcional 
a la concentraciôn del quimioterâpico.
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En una segunda fase, paralelamente establecida con 
la anterior, se determinaban las variaciones del poder infec­
tive de los cuatro virus sobre las distintas series de fibro­
blastos en presencia de adamantano, amantadina y D-glucosamina.

En los cuadrosXIV, 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 
aunque en este tipo de ensayos aparece la amantadina como el 
quimioterâpico mas efectivo.

Por otra parte y utilizando el mismo proceso mental 
pero sobre embriones, se estudiô la acciôn de los très quimio- 
terâpicos a distintas dosis y tiempos de contacte frente a 
los cuatro virus que aquî se estudian. Los cuadrosXVIII al 
XXI ambos inclusive indican los resultados obtenidos en cuanto 
a variaciones en el poder hemaglutinante. Puede verse que la 
amantadina es el quimioterâpico mas active y precisamente sobre 
las infecciones embrionarias producidas por orthomixovirus con- 
siderândolo en funciôn de las variaciones obtenidas en este 
tipo de determinaciôn del comportamiento biolôgico del virus; 
pudiendo destacar que el aporte del quimioterâpico résulta mas 
efectivo en tratamientos de 1 y 2 horas antes que la infecciôn 
viral.

Seguidamente en los cuadrosXXII al XXV, ambos inclu­
sive se estudia la acciôn de adamantano, amantadina y D-gluco­
samina sobre embriones infectados por virus, midiendo este 
efecto a travôs de las variaciones originadas en el poder infec­
tive del virus medido en DICT por su actividad posterior residua
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en cultives de fibroblastos. Los resultados en este caso no 
fueron tan demostrativos como en la experiencia anterior medi- 
da en funciôn del titulo hemaglutinante; quizâ ello sea debido 
a que la actividad residual, por pequena que esta sea pueda dar 
origen a progenies virales activas en cuanto a su poder infec­
tive pero defectives en cuando se refiere al poder hemagluti­
nante.

Finalmente en este estudio comparative de les très 
quimioterâpicos y a la vista del diferente comportamiento se- 
gûn 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 (ortho y paramixovirus) se acudiô a de 
terminer la acciôn del adamantano, amantadina y D-glucosamina 
en funciôn de la supervivencia de embriones infectados con FPV 
y NDV représentantes de ortho y paramixovirus respectivamente.

En las figuras que siguen se recogen los efectos com­
paratives de los 3 quimioterâpicos 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 acciôn 
de estes quimioterâpicos el orthomixovirus frente a amantadina

3.- Estudios relatives a la respuesta del huesped

Hasta aqui hemos realizado expérimentes que nos dan 
idea de la interacciôn virus-quimioterâpico, pero teniendo en 
cuenta que estas substancias han de actuar "in vivo" sobre un
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sistema con capacidad de respuesta biol6gica y que esta res­
puesta puede potenciar el efecto del quimioterapico o, por 
el contrario, puede condicionar la implantaciôn de un estado 
variable de depresiôn inmunitaria, por ello parece lôgico es-- 
tudiar las variaciones que se pueden producir en la interacciôn 
virus-huesped en presencia de distintos quimioterâpicos y anti- 
biôticos 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 infecciôn viral: la producciôn de interferôn y la 
apariciôn de anticuerpos circulantes, segûn se indica en los 
apartados que siguen.

3.7. kdclôn de, Zo6 QUilmlot2-Kd.vlciô  ta.
Znmune,, •

Para este estudio se procediô a valorar los niveles 
de anticuerpos circulantes en polios valorandolos en funciôn 
del poder inhibidor de la hemaglutinaciôn, prSctica muy fre- 
cuente en nuestro laboratorio y que a su relativa facilidad 
une una mayor precisiôn y rapidez de resultados que cuando 
se utilizan las pruebas de fijaciôn de complemento.

El protocole experimental consistiô en la inmuniza- 
ciôn de polios jôvenes con très dosis sucesivas del antigeno 
viral correspondiente y dejando 8 dias de intervalo entre cada 
dosis antigênica

Previamente a cada inmunizaciôn se administrô durante 
5 dias seguidos el quimioterâpico a ensayar sobre su efecto en
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el sistema inmune. Expérimentes previos con determinaciones 
durante los dias en que no se administrate la substancia anti­
viral demostraron no tener significaciôn en cuanto a los resul­
tados que se obtienen si las determinaciones de anticuerpos se 
efectuan los dias 0, 8 , 16 y 24 segûn se indica en los resul­
tados correspondientes,

Como regia general hemos utilizado los sueros despuês 
de efectuar la inactivaciôn del complemento a 56° C durante 
30 minutes y en diluciôn 1/5 en tampôn veronal. Como antigenos 
se usaron los virus influenza, FP, ND y Sendai inactivados y 
con coadyuvante segûn se indicé en el apartado de Técnicas y 
una idea de c6mo se ha efectuado la interpretaciôn de resulta­
dos se puede ver en la Fig. 38 en la que se presentan dos ejem- 
plos de evaluaciôn del titulo expresado en unidades inhibidoras 
de la hemaglutinaciôn.

En cuanto al protocolo experimental seguido las Figs. 
39 y 40 son claramente demostrativas al indicar en la parte A 
los valores obtenidos en los contrôles frente a los virus in­
fluenza y FP (Fig. 39) sin tratr con los quimioterâpicos, mien- 
tras que en la parte B se sehalan mediante barras horizontales 
(TQ) los intervalos cubiertos por el tratamiento quimioterâpico 
antes de cada inmunizaciôn (â , a2, ag). De la misma manera la 
Fig. 40 respresenta los resultados obtenidos frente a los virus 
ND y Sendai.

Tambiên 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 expérimente con 
y sin quimioterâpico.
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NDV Titulo HA = 512; Titulo IHA = 320

3

Influenza.- Titulo HA = 64; Titulo IHA = 160

Fig. 38.- 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 disminucion 
del titulo hemaglutinante y en la fila E aparecen los con­
trôles de hematies. Para la interpretaciôn de resultados 
consultese el texto.
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Como se puede ver en la cinêtica 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 
presentado tîtulos mas altos inhibitorios, lo que se puede 
comprender por tratarse de un virus aviar y lo mismo podemos 
decir con respecto al NDV comparândolo con el virus Sendai,

En cuanto al comportamiento de los quimioterâpicos 
parece claro que el adamantano no ejerce ninguna acciôn sobre 
la inmunizaciôn con orthomixovirus y un efecto ligeramente 
inmunodepresor aparece en las series con paramixovirus. Sin 
embargo, la amantadina en todos los casos manifestô este efec­
to inmunodepresor que tambiên fue mas patente en los paramixo­
virus.

En relaciôn con los tratamientos a base de D-glucosa­
mina se observô un curioso fenômeno de inmunoestimulaciôn que 
se hace patente en la misma proporciôn con los cuatro virus.

No se han ensayado. antibiôticos por tener suficiente 
evidencia, en nuestro Instituto, de la acciôn inhibidora de es­
tas substancias sobre el sistema inmune (BARASOAIN, 197 6).

3.2. 'AccZôn de, to6 qu^mZote,^dp/.co6 ta pA.oduccZân

de, Znte.A,̂ e,Aân.

Por ültimo en esta exposiciôn de resultados nos ocupa- 
remos de una respuesta del huesped que es totalmente especîfica 
frente a los virus, esto es la apariciôn de interferôn.

Los estudios se efectuaron "in vitro" sobre cultives 
celulares e "in vivo" sobre polios de las caracterîsticas ante- 
riormente indicadas.
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El protocolo experimental, en esencia, consistiô en 
establecer unos tratamientos previos del huesped con el quimio- 
terâpico o el antibiôtico seguidos de una inoculaciôn del virus 
para finalmente determinar los niveles de interferôn producidp. 
Existen algunas diferencias de matiz en el protocolo experimen­
tal que se explicaran al interpretar los resultados.

Previo a este estudio de producciôn de interferôn se 
hizo necesario conocer la termoresistencia de los virus infec­
tantes o la influencia de este tratamiento térmico sobre el 
poder citopâtico y el hemaglutinante de estos agentes. Asî en 
la Fig. 41 se pueden ver las variaciones producidas sobre el 
poder citopâtico y hemaglutinante durante 7 2 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 équiva­
lente, al menos, en 3 unidades logaritmicas. A las 36 horas 
el virus Sendai no produce efectos citopâticos al ser inocula- 
dos en cultives celulares ni muerte en huevos embrionados. La 
misma obsërvaciôn se puede hacer para los virus influenza, FP 
y ND despuês de 48 horas de tratamiento têrmico.

Consecuentemente utilizamos una termoinactivaciôn 
(37° C) de 36 h para el virus Sendai y de 48 horas para los 
très restantes antes de emplear estos virus como inductores 
de interferôn en los ensayos "in vitro" que siguieron.
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Antes de entrar en la presentaciôn de los resultados 
de la actividad de los quimioterâpicos y antibiôticos sobre la 
inducciôn de interferôn considérâmes necesario presentar unas 
fotografias demostrativas de la actividad del interferôn medido 
por el mêtodo 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 cultives 
de fibroblastos, se pueden ver en las figuras que siguen las 
variaciones en la producciôn de interferôn 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 contactes previos de 12 a 36 horas 
en los que se eliminaba el quimioterâpico, mediante lavado, 
antes de inocular el virus sobre las cêlulas y una experiencia 
en la que coexisten el virus y el quimioterâpico que se admi- 
nistran 2 horas después que el virus.

En cuanto al adamantano y amantadina las dosis de 
25 Y  /ml no produjeron ningûn efecto sobre los tîtulos de in­
terferôn en comparaciôn con cultivos celulares que han recibi- 
do el virus pero no el tratamiento quimioterâpico. Sin embargo 
con las dosis de 50 y 100 ^  se observaron acciones depresivas 
en los niveles de producciôn de interferôn que eran proporcio- 
nales a la concentraciôn del quimioterâpico utilizado, esta de-
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F V % e

Fig. 41 bis.- Aspectos de marcas infectivas en câpsulas de Pétri
utilizadas en la técnica de DULBECCO para la titula- 
ciôn de interferôn inducido, en este caso, por NDV; 
se utilizô el VS como virus interferido. La fotografîa 
A représenta testigo de fibroblastos infectados con 
VSV pero sin tratar con interferôn, las fotografias B y 
C representan la reducciôn en el numéro de plaças o mar­
cas infectivas por la acciôn de diferentes diluciones 
de interferôn y la D muestra el testigo de côlulas no 
infectadas (ver pâgina siguiente)
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Fig. 43.- Variaciones en los tîtulos del interferôn producido 
"in vitro" sobre fibroblastos inoculados con NDV ( A )  
y virus Sendai (B) en presencia de distintas dosis 
de adamantano.
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Fig. 44.- Variaciones en los tîtulos del interferon producido 
"in vitro" sobre fibroblastos inoculados con FPV (A) 
e influenza (B) en presencia de distintas dosis de 
amantadina.
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Fig. 45.- Variaciones en los titulos del interferôn producido 
"in vitro" sobre fibroblastos inoculados con NDV (A) 
y virus Sendai (B) en presencia de distintas dosis 
de amantadina.
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Fig, 46.- Variaciones en los tîtulos del interferôn producido 
"in vitro" sobre fibroblastos inoculados con FPV (A) 
e influenza (B) en presencia de distintas dosis de 
D-glucosamina.
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Fig. 47.- Variaciones en los titulos del interferôn producido 
"in vitro" sobre fibroblastos inoculados con NDV (A) 
y virus Sendai (B) en presencia de distintas dosis de 
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presiôn es compléta cuando se utiliza el adamantano a dosis 
de 100 y en la inducciôn de interferôn 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 
determinaciôn de 24 horas con 100 ^ de adamantano presentaba 
una depresiôn absoluta y a las 48 horas présenta niveles dé­
tectables de interferôn. Sin embargo, donde si se aprecia 
una influencia clara de la inhibiciôn del interferôn por el 
quimioterâpico es dependiendo del intervalo previo a la induc- 
ciôn; asî cuando el quimioterâpico se administra 36 horas an­
tes no se observa ningûn efecto, mientras que en tratamientos 
quimioterâpicos precediendo 24 horas a la inducciôn ya se apre- 
cian algunos efectos interferôn-depresores que se hacen mucho 
mas patentes cuando el quimioterâpico se administra 12 horas 
antes que el virus inductor que se hace mucho mas patente en 
el caso de FPV y Sendai como antes resehamos.

Cuando el quimioterâpico se administra 2 horas des- 
puês que el virus tan sôlo se observa alguna ligera acciôn de- 
presora del interferôn en las concentraciones mas elevadas; 
todo ello pese a que el quimioterâpico, en este caso concreto, 
estâ présente en el medio nutritive de las cêlulas. Cabe 
suponer, segûn senalaremos en las consideraciones de resulta- 
dos, que estas diferencias estân condicionadas por la fârmaco- 
-cinëtica 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. Tambiên en
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estos casos los mayores efectos se observan en las determina- 
ciones al cabo de 24 horas y para los tratamientos previos de 
12 horas. En los tratamientos correspondientes a 2 horas des- 
puês de la inducciôn viral no se apreciaron diferencias con 
relaciôn al control, excepto en el caso del virus influenza 
y para la dosis de 800 /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- 
xovirus respectivamente. Como en los casos anteriores en los 
tratamientos previos de 2 y 4 horas se eliminaba la substancia 
previo lavado de las células, mientras que en los tratamientos 
simultaneo y posterior de 2 y 4 horas el antibiôtico coexiste 
con el inductor.

Tal como se indica en los cuadros mediantes zonas 
recuadradas para una mejor interpretaciôn, se obtienen resul­
tados en los que no se aprecia ningûn efecto (zonas destacadas) 
y otras en las que hay una variable depresiôn que es dependien- 
te de la naturaleza del antibiôtico, 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 molêculas ansamicî- 
nicas son las mas efectivas seguidas de la bleomicina; que los 
tratamientos previos resultaron los mas eficaces en la mayorîa 
de los casos; siempre se observô una proporcionalidad condi- 
cionada por la dosis; y finalmente, esta acciôn depresora fue 
mas patente en las determinaciones efectuadas a las 24 horas.



CUADRO XXVII

VARIACIONES EN LA PRODUCCiON DE iNTERFERCN EN FIBROBLASTOS DE POLLO 

(Ul/ml) INFEGTADCS CON FPV E INFLUENZA (I) TERMOiNACTIVAOOS,EN PRESENCIA 

DE DISTINTOS ANTlBlOTiCOS
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TITULACION TRATA\::2':
■

ANTIBIOTICCS Y DOSIS (4) UTIL IZAOAS TESTIGOS
Kl FA voie i*JA K -;a FLEOVICI •;A CCC-. or.'iC:\A SINA.-JTl5;0TtC0;‘j)(2) 1 0 50 lOO 2‘5 5 10 5 10 50 0'25 0'5 1

- 4 120 0 0 . 60 60 0 2 5 0  50 10 2 5 0 ICO 0

-  2 170 80 0 110 70 0 200  50 0 4 5 0 200 0

24 h. 0 300 250  120 150 110 60 300 9 0 0 4 5 0 330 190 4 5 0

f  2 4 5 0  300 260 250 170 80 350 200 100 4 5 0  450 270

44 4 5 0  450  300 300 200 100 450  4 50  450 4 5 0  450 350

-4 120 0 0 90  60 0 350 200 40 300 190 0

-2 2 4 0  90 0 120 80 0 280 140 0 4 5 0 240 0

4 8  h. 0 4 0 0  350 160 160 130 80 260 100 0 4 5 0 350 200 4 5 0

4 2 4 5 0  450 280 300 200 100 350  280 120 4 5 0  450 300

♦ 4 4 50  450 4 0 0 300 230 110 450 450 350 4 50  450 400

300  200- 4 200 20 .00 180 80

-2 260 100300 100 100 4 0 600

6 0 024 h. 200 90 380 160GOO 2 00  90  40 2 60  60 6 0 0

6 0 0  600 450 200400 220 80 6 00  200 100250 6 00

5 0  0 330 IOC 500 350+ 4 600  600 600 600 300450 600

200 150 ISO ICO 350 280

350 150 100 60 230 100 4 0 0  300

6 5 0.00 350 2006 50 260 120 200 100 6 0 2 9 0  1204 8  h.

550 3506 5 0 6 5 0 4 5 0  250 120 350 200 6 5 02 80 650

+ 4 650  650  400 6 5 0  650 4506 5 0  650 500 500  350 150

(1) El cuadro superior corresponde a experiencias con FPV (lO^DICT) 
y el cuadro inferior a las del virus influenza (10^ DICT).

(2) Las determinaciones de interferôn se efectuaron a las 24 y 48
. h. despues de la infecciôn viral

(3) Los tratamientos antibioticcs se instauraron en una sôla dosis 
4 y 2 h. antes, simultaneamente y 2 y 4 h. después de la infec­
ciôn viral.

(4) Las dosis de rifampicina y rifamicina representan )^/ml mientras
que para bleomicina y cromomicina se usaron ng/ml

(5) Células infectadas con virus, el tîtulo en U.I/ml es cornun para 
toda la. serie.



CUADRO XXVIII

VARIACIONES EN LA PROCUCCION DE INTERFERON EN FIBROBLASTOS DE POLLO 

(U l/m l) INFECTA DO S CON NDV Y SENDAl(l) TERMOINACTIVAOOS, EN PRESENCIA DE 

DISTINTOS ANTIGOTICOS

ooi

TITULAC.ON TRATAVlEi; 

( 3 .™ ^  ■
ANTIBIOTICOS Y DOSIS (4) UTILIZADAS TESTIGOS

FIFA“ PIC ir.'A FIFA V lC ' A BLECVICi ,'A CF05 CV.lCiNA SIN
ANTIBIOTICO(2) 1 0 50 ICO 2 '5 5 10 5 10 50 3'25 0'5 1

- 4 120 0 0 . 65 50 0 3 0 0 j2 8 0 90 300 120 0

-  2 180 6 0 0 9 0 5 0 0 2 5 0 120 0 300 220 0

24 h. 0 300 270 100 180 120 50 250 8 0 0 300 300 180 3 0 0

+ 2 300  300 240 260 160 70 250 120 80 300 300 260

+ 4 300 300 240 260 170 80 3 00  300 300 300 300 240

-4 150 0 0 9 0 60 0 300 300 100 300 180 0

-2 200 80 0 120 70 0 260 140 0 300 220 40

4 8 k 0 3 0 0  300 120 200 150 50 250 100 0 300  300 200 3 0 0

*2 300  300 280 260 180 70 3 00 140 100 300  300 260

* 4 300  300 280 280 180 80 300 300 300 300 300 300

• A 140 0 0 85 7 0 0 4 0 0 300 120 320 140 0

- 2 210 8 0 0 120 9 0 0 280 140 0 400 240 0

24 h. 0 4 0 0 4 0 0 120 210 130 50 300 8 0 0 400 300 120 4 0 0

+ 2 4 0 0 4 0 0 270 300 180 80 4 0 0 120 90 400 360 200

+ 4 4 0 0  4 0 0  400 3 2 0  210 100 4 0 0  400 300 400 400 300

- 4 170 0 0 200 100 0 500 360 160 360 ISO 0

-  2 ' 240  160 0 250 110 0 3 2 0 160 0 500 300 0

4 8  h. 0 500  500 130 280 140 70 4 0 0 100 20 500 400 140 5 0 0

+ 2 500 500 5 00 4 5 0 190 100 500 180 140 500 460 250

♦ 4 500 500 500 500 250 130 500 500  500 500  500 450

(1) El cuadro superior corresponde a experiencias con NDV (10^ DICT)
y el cuadro inferior a las del virus Sendai

(2) Las determinaciones de interferôn se efectuaron a las 24 y 48 h. 
después de la infecciôn viral.

(3) Los tratamientos antibiôticos se instauraron en una sola dosis 4
y 2 h antes, simultaneamente y 2 y 4 h después de la infecciôn
viral.

(4) La dosis se rifampicina y rifamicina representan ^ / m l  mientras que 
para bleomicina y cromomicina se usaron ng/ml.

(5) Células infectadas con virus. El tîtulo en U.I./ral es cornun para
toda la serie.
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Como dijimos anteriormente, los experimentos "in vivo" 
se efectuaron sobre polios y la inducciôn se llevô a cabo con 
los virus sin inactivar puesto que las determinaciones de in­
terferôn en suero se habiàn 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-glucosamina résul­
té la menos efectiva por tratarse de dosis que posiblemente 
fueran rapidamente metabolizadas.

En cuanto al adamantano y amantadina, résulté mas 
activo el primero de ellos y proporcionalmente a la dosis 
utilizada.

En las pruebas sobre variaciones en la inducciôn de 
interferôn en presencia de los distintos antibiôticos se obtu­
vieron los resultados que se indican en los cuadro XXXI (rifam­
picina) , XXXII (rifamicina), XXXIII (bleomicina) y XXXIV (cro­
momicina) .

Al interpretar los resultados nos encontramos con 
que resultan mas activas la bleomicina y la cromomicina, que 
]a actividad es proporcional a la dosis empleada y que el 
efecto inhibidor se manifiesta sobre todo para tratamientos
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CUADRO XXIX

VARIACIONES EN LOS NIVELES DE INTERFERON EN SÜERO (U l/m l) DE PO- 

LLOS A LAS 6 HORAS DE INFECCION CON FPV E INFLUENZA (l),EN PRESEN­
CIA DE DISTINTOS QUIMIOTERAPICOS

TRATA­
MIENTOS

(2)

QUIMIOTERAPICOS Y DOSIS UTILIZADAS (mg/Kg de peso) SUERO DE
ANIMALES 
SIN TRATAR

ADAMANTANO 

1 0 0  2 5 0

AMANTADINA 

100 2 5 0

D-GLUCOSAMINA 

100 2 5 0

- 36 h. 800 800 800 800 800 800 800

-24 h. 800 200 800 600 800 800 800

-12 h. 300 100 700 500 800 800 800

+ 2 h 800 800 800 800 800 800 800

-36 h. 900 800 1100 1100 1100 110 0 1100

-24 h. 600 4 0 0 1100 8 00 1100 1 ! 00 110 0

-12 h. 1 00 150 600 300 1 1 00 1100 1 1 00

+ 2 h. 1 100 1 1 00 1 1 00 1100 1 1 00 .1100 1100

(1) E L  CUADRO SUPERIOR CORRESPONDE A EXPERIENCIAS CON FPV (10^ DICT) MIENTRAS QUE EL 
INFERIOR ES CON VIRUS INFLUENZA (10^ DICT)

(2 )  LOS TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPICOS SE INSTAURARON EN UNA SOLA DOSIS A LAS 3 6 ,2 4  y 12 hcros 
ANTES Y 2h  DESPUES DE LA INFECCION VIRAL
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CUADRO XXX

VARIACIONES EN LOS NIVELES DE INTERFERON EN SUERO (U l/m l) DE PO- 

LLOS A LAS 6 HORAS DE INFECCION CON NDV Y SENDAI (l),EN  PRESEN­

CIA DE DISTINTOS QUIMIOTERAPICOS

TRATA­
MIENTOS

(?-)

QUIMIOTERAPICOS Y DOSIS UTILIZADAS (mg/Kg de peso) SUERO DE 
ANIMALES 
SIN TRATAR

ADAMANTANO 

10 0  2 5 0

AMANTADINA 

100  2 5 0

D-GLUCOSAMINA 

100 2 5 0

~ 36 h. 12 00 1200 1200 120 0 1200 1200 1200

-24 h. 1200 3 00 1200 9 00 1200 1200 1200

-12 h. 4 0 0 100 1200 700 1200 12 00 1200

+ 2 h 1200 1200 1200 1200 1200 1200 1 200

-36 h. 8 0 0 500 10 0 0 1000 1000 1000 1000

-24 h. 700 3 0 0 1000 80 0 1000 1000 1000

-12 h. 2 50 100 1000 4 0 0 1000 1000 10 00

+ 2 h. 1000 1000 1000 1000 1000 .1000 1000

(1) E L  CUADRO SUPERIOR CORRESPONDE 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 3 6 ,2 4  y 12 horas 
ANTES Y 2h. DESPUES DE LA INFECCION VIRAL
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previos a la inducciôn ya que para tratamientos sucesivos de 
2 y 4 horas después de la inducciôn se obtienen los mismos 
tîtulos que sin antibiôtico, en cuanto a diferencias en fun- 
ciôn de la naturaleza del virus parece ser el FPV el que ré­
sulta ligeramente mas sensible.

En los tratamientos con ansamicinas es mas activo, 
en la depresiôn del interferôn, la rifamicina; pero también 
aquî se observa un mayor efecto cuando se instauran trata­
mientos previos, aunque con estas molêculas a diferencia con 
lo que sucedîa con los otros antibiôticos se aprecian depre- 
siones variables para los tratamientos simultaneos e incluso 
posteriores; con la rifamicina, que se mostrô el mâs activo 
de los dos, se observan depresiones incluso del 60% cuando 
se administra el antibiôtico 4 horas después del inductor.



V. CONSIDERACIONES SOBRE 
LOS RESULTADOS

Al considerar los resultados obtenidos, una vez mas 
se aprecia el problema que entraha conseguir avances en la 
Quimioterâpia antiviral obviando los incovenientes de alterar 
el metabolismo de la célula huesped o las dificultades de acce- 
sibilidad del quimioterâpico a la estructura molecular del vi­
rus. De aqui que se hayan utilizado, tan sôlo, algunas substan­
cias con posibilidad de aplicaciôn a viriasis humanas y anima­
les aunque variando determinados parâmetros de dosis, via y mo­
do de administraciôn para conocer -ademâs de la capacidad bio- 
lôgica- la capacidad condicionante de los trastamientos varia­
bles y si existe posibilidad de reversiôn en funciôn del modo 
de aplicaciôn del quimioterâpico.

El hecho de que no hayamos encontrado ningûn estudio 
sistemâtico comparativo entre el efecto de varias substancias 
de distinta naturaleza y mécanisme de acciôn y teniendo en 
cuenta, ademâs, 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 significaciôn de 
la estructura molecular y nivel de acciôn del quimioterâpico
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empleado; por otra parte, tambiên consideraremos los datos 
obtenidos como una résultante del complejo fenêmeno de in- 
teracciôn virus-quimioterâpico-huesped y de la significaciên 
que el mêtodo experimental puede tener en dichos resultados.
Es por esto por lo que la gran cantidad de datos obtenidos 
serân considerados: a) en relaciôn con el mêtodo de estudio;
b) en cuanto a la naturaleza del virus empleado; c) segûn la 
estructura molecular y nivel de acciôn del quimioterâpico; d) 
en funciôn de la variabilidad de distintos parâmetros condi- 
cionados por el tratamiento; y c) como una résultante de la 
respuesta global del huesped.

1.- Criterios en la selecciôn de mêtocios para evaluaciôn 
de quimioterâpicos antivirales.

Como en otros campos de la Microbiologîa, hemos uti­
lizado pruebas "in vitro" e "in vivo". Las pruebas "in vitro" 
han sido de dos tipos: (a) el contacte directe, que mide el
grado inmediato de inactivaciôn y (b) los experimentos sobre 
cultives celulares en los cuales pudimos medir los efectos an­
tivirales que pueden estar relacionados con la adsorciôn, pene- 
traciôn desvestimiento, biosîntesis, emsamblado y salida del 
virion de la cêlula huesped.

Las pruebas "in vivo" utilizadas, se pueden considerar 
tambiên de dos tipos; (a) los que miden respuestas condicionadas 
directamente por algûn sistema del organisme 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 redacciôn 
de esta Memoria nos hemos visto muchas veces en la duda de si
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podriamos catalogar el cultivo celular como mêtodo "in vitro", 
como su propia etimologîa indica o bien considerarlo como "in 
vivo" puesto que se estâ actuando sobre cêlulas vivas; por todo 
ello hemos procurado en la descripciôn de experimentos dejar 
bien claro a que tipo de pruebas "in vitro" nos estâbamos refi- 
riendo.

En cuanto se refiere a las pruebas "in vivo" hemos 
optado por diversas razones por la técnica de inoculaciên sobre 
embriones o "in ovo", variantes suficientemente orientadora 
por actuar sobre un sustrato con un mecanismo metabêlico sufi- 
cientemente desarrollado, por ser susceptible de infecciên 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 cuantificaciên del poder viricida se 
considérapor la mayorîa de los autores que una diferencia de 
2 logaritmos décimales en los valores DICT obtenidos en cêlulas 
tratadas con cualquier droga comparada con los DICT obtenidos 
en cêlulas testigo indica actividad; igual significado tiene 
la diferencia entre 2-3 logaritmos en base 2 para las prâcticas 
de hemaglutinaciên.

En nuestro caso el mêtodo de contacte directe "in vitr 
ha mostrado su eficacia para cromomicina mientras que este mê­
todo ha dado resultados menos satisfactorios para amantadina, 
adamantano y D-glucosamina.

En las têcnicas sobre fibroblastos se pueden estudiar 
périodes de contacte previo mas prolongados que en las têcnicas 
"in ovo" quizâ ello sea debido a problemas farmacocinêticos an­
te la complejidad del segundo sistema o a una capacidad detoxi- 
ficante del organisme que no puede aparecer en las cêlulas.
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Una ventaja a tener en cuenta en estos estudios es 
la menor cantidad de substancia requerida para ensayar sobre 
cultives celulares trente a la necesaria en embriones aunque 
la respuesta embrionaria se aproxima mas a la propia experi- 
mentaciôn clinica.

No se puede juzgar la aplicabilidad de una substan­
cia antiviral sin conocer la interacciôn con la respuesta del 
huesped; esto lleva a la necesidad de utilizar têcnicas que 
valoren la producciên de interferôn y la respuesta inmunltaria. 
De estas têcnicas hemos de sehalar que la que proporciona valo­
res mas reales del fenêmeno es la titulaciên sêrica de los ni­
veles de interferôn.

En cuanto a la respuesta inmunitaria considérâmes que 
los titulos de anticuerpos humorales son los que pueden définir 
mejor si aparece un fenêmeno de inmunosupresiên condicionado 
por la aplicaciôn del quimioterâpico y la presencia de anticuer­
pos circulantes que son los encargados de la neutralizaciên 
biolêgica del virus y que en definitiva irân a potenciar el 
efecto del quimioterâpico antiviral.

2.- Variabilidad de efectos del quimioterâpico en funciôn de 
los caractères bioquimico-estructurales del virus.

Ya en las consideraciones previas para la actualiza- 
ciôn del tema sehalamos las ventajas de elegir los Mixovirus 
como modelo biolôgico para estudiar relaciones virus-quimiote- 
râpico-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



311.

con posibilidad de desarrollar cuadros lentogênicos, sindromes 
carcinoides y un amplio espectro de virulencia y citopaticidad;
c) versatilidad condicionada por su capacidad mutagënica y d) 
dificultades de control inmunolôgico con diferencias tan acusa- 
das como entre la mâxima protecciôn obtenida en peste aviar 
atîpica con virus de cepas mutadas o atenuadas y la minima con- 
ferida por la vacunaciôn antigripal por los frecuentes cambios 
en la composiciôn antigênica del virus influenza. Esto unido a 
que se comparan datos entre orthomixovirus (influenza y FPV) y 
paramixovirus (NDV y Sendai) que son agentes taxonômicamente re­
lacionados nos permite comprobar efectos diferenciales de los 
quimioterâpicos en funciôn de la naturaleza del virus. Efectiva- 
mente, pese a que ambos son de morfoloyia esfêrica sin embargo 
presentan diferencias de tamaho y en cuanto a las espiculas, 
en los orthomixovirus, son de dos tipos, unos con actividad he- 
maglutinante y otros con acciôn neuraminidâsica, mientras que 
en los paramixovirus ambas actividades coexisten en una inisma 
formaciôn espicular. En cuanto a la sensibilidad de estos virus, 
las diferencias morfolôgicas pueden condicionar las variaciones 
de sensibilidad observadas frente a los distintos quimioterâpi­
cos tanto "in vitro" como "in vivo". Asi, en têrminos générales 
y se observa que los orthomixovirus son mas sensibles que los 
paramixovirus no apreciandose diferencias entre los componentes 
de cada grupo. Estas diferencias de sensibilidad pueden ser apre- 
ciadas tanto si se mide en funciôn de su actividad hemaglutinan- 
te como en su poder citopâtico.

Résulta curioso sehalar que cuando se comparan los 
efectos en funciôn de las actividades hemaglutinante y citopâ- 
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 hemaglutinantes cuya fun-
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ciôn puede quedar totalmente afectada.

Otra posible diferencia a sehalar es que en presen­
cia de cromomicina pese a ser algo mas sensible el FPV medido 
por la disminuciôn en su poder infective, se aprecia una lige­
ra capacidad de reversiôn de este efecto viral a las 48 horas, 
fenômeno que no se aprecia en el caso de NDV.

3.- El efecto antiviral en funciôn de la naturaleza del quimio­
terâpico y su nivel de acciôn bioquîmica.

En nuestro caso cabe distinguir entre aquellas subs­
tancias que han sido utilizadas preferentemente como quimiote­
râpicos antivirales, taies como cromomicina, adamantano, aman­
tadina y D-glucosamina y aquellas otras que hemos ensayado pa­
ra conocer su posible intervenciôn en la respuesta del huesped 
frente a una infecciôn viral tratada por quimioterâpicos de 
distintos mecanismo de acciôn bioquîmica. Entre estos existen 
ademâs de los anteriormente citados, antibiôticos taies como 
bleomicina, rifampicina y rifamicina; de ellos nos ocuparemos 
en el apartado referente a respuesta del huesped.

En cuanto a la acciôn antiviral propiamente dicha 
nos hemos ocupado de las posibilidades de inhibir la replica- 
ciôn viral a nivel de la penetraciôn del agente infeccioso 
alterando la fase de desvestimiento del viriôn (amantadina y 
adamantano), mediante inhibiciones en la sîntesis de âcidos 
nucleicos (cromomicina) y por alteraciones en la formaciôn de 
membranas virales en las células infectadas (D-glucosamina).
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En cuanto àl efecto antiviral de estas substancias, 
utilizadas a dosis no tôxicas para el huesped, tanto si se 
trata de fibroblastos como si es de embriones de polio, es 
variable y depende de varias circunstancias relacionadas con 
la concentraciôn, modalidad del tratamiento y mêtodo de ensayo.

Asî la cromomicina, en efecto no alcanza a producir 
variaciones en los tîtulos hemaglutinantes, mientras que si 
se aprecia una cierta actividad antiviral "in vitro" trente a 
NDV y FPV para contactes de 90 y 120 minutes antre el antibiô- 
tico y el virus, ensayando la actividad residual tanto en fi­
broblastos como sobre huevos embrionados; esta acciôn, mas que 
por los tratamientos de contacte prev:io "in vitro", parece pro- 
ducirse "in vivo" durante la incubacidn de los fibroblastos o 
embriones con los virus cromomicin-tratados.

El adamantano y amantadina presentan ligeros efectos 
antivirales por tratamientos de contacte "in vitro" a distin­
tas temperaturas y tiempos (hasta 4 hcras).■ Sin embargo cuando 
establecimos una modalidad experimental semejante, en pruebas 
de protecciôn "in vivo" sobre huevos embrionados de diez dias, 
obtuvimos resultados mucho mas claros y definitives. En estas 
condiciones parece claro que,,a unidad. de dosis, la amantadina 
es mas activa que el adamantano y que esta protecciôn "in vivo" 
se hace mas patente cuando la dosis infectiva viral es de 100 
DLEgQ y para un tratamiento previo de 1-2 horas de intervale.

Tambiên con la D-glucosamina, el efecto antiviral 
résulta poco patente "in vitro" mientras que -como en los 
cases anteriores- mediante experienccas de protecciôn "in ovo" 
se comprueba una ligera acciôn protec .ora frente a todos los 
virus ensayados.
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Con el fin de establecer un examen comparative del 
efecto de las tres substancias se establecieron expérimentes 
de protecciôn, en series paralelas, sobre fibroblastos someti- 
dos a contactes previos de 1 a 4 horas con el quimioterâpico. 
para asegurarnos de que este quedaba perfectamente incorporado 
a las cëlulas en cultive. En todos los cases aparece claramen- 
te que los orthomixovirus son mas sensibles que los paramixo- 
virus; que los contactes mas efectivos son los de 4 horas y el 
efecto es proporcional a la dosis. En estes ensayos se aprecia 
una Clara depresiôn del tîtulo hemaglutinante del FPV en pre- 
sencia de D-glucosamina.

Al intentar hacer algunas consideraciones sobre el 
nivel de acciôn de estes efectos es oportuno establecer un 
esquema de la replicaciôn viral (Fig. 48) sobre el que se in- 
dican los distintos niveles de acciôn para mejor interpretar 
las diferencias de comportamiento entre las distintas substan­
cias utilizadas.

Como puede verse, en la replicaciôn viral se pueden 
distinguir tres fases de distinta localizaciôn segûn se trate 
de la membrana, del citoplasma o con participaciôn del nucleo. 
Por los resultados obtenidos, cabe interpretar que la amanta­
dina sea mas efectiva cuando se interpone poco antes a la in- 
fecciôn viral por actuar en el ciclo multiplicative antes de 
la transcripciôn primaria. Haciendo un râpido recorrido sobre 
las distintas hipôtesis que hasta la fecha han sido emitidas 
sobre la posible acciôn inhibitoria de la amantadina nos encon- 
tramos con hipôtesis poco claras e incluse contradictories 
aunque todas ellas estSn de acuerdo en que se inhibe una etapa 
temprana de la multiplicaciôn 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 penetraciôn 
viral, KATO y EGGERS (1969) el desvestimiento del virus; KALNI- 
NYA e INDULEN (197 6) la‘transcripciôn primaria, SKEHEL y cols. 
(1977) obtienen resultados que no estân de acuerdo con la mayo- 
rîa de los investigadores citados y confirman que se encuentran 
en presencia de un mecanismo aûn no suficientemente aclarado 
que actua a nivel de desvestimiento.Por ültimo, recientemente, 
LUBECK y cols. (1978) han encontrado, trabajando con mutantes de 
virus influenza A, que existe relaciôn entre el efecto inhibito- 
rio de la amantadina y la expresiôn del gen que codifica la 
proteina M, ya que la sîntesis de est. 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 hipôtesis anteriormente citadas 
asî como la seguridad de la imprescindible 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 polimerasa dependiente de DNA) 
para iniciar la multiplicaciôn viral, nos hace pensar que la 
actividad antiviral de este quimioterâpico pueda estar rela- 
cionada con la inhibiciôn o depresiôn de ese "factor iniciador"; 
lo que significarîa que el quimioterâpico amantadina interferi- 
ria de alguna manera a nivel de la transcripciôn celular, bien 
formando enlaces de hidrôgeno con el DNA celular de tal manera 
que evitarîa la actividad normal de la RNA polimerasa dependien­
te del DNA o bien afectando directamente a esta ultima. De to­
das formas el mecanismo de inhibiciôn de la multiplicaciôn 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.
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El adamantano, fue incltiido por -nosotros- en el grupo 
de quimioterâpicos antivirales en los cuales ibamos a desarro- 
llar el trabajo objeto de la présente Memoria precisamente por 
mostrar, en pruebas llevadas a cabo en nuestro Laboratorio, un 
apreciable efecto depresor de interferôn, posee una estructura 
semejante a la amantadina, de la cual s6lo se diferencia por 
carecer del grupo NH2 en posiciôn 1, no présenta actividad an­
tiviral significativa posiblemente por tener una fârmaco-ciné- 
tica mas lenta, lo cual implicarîa la necesidad de tratamientos 
previos mas largos que los usados en nuestro protocolo experi­
mental para producir un efecto cuantitativamente semejante al 
producido por la amantadina.

Los resultados obtenidos por nosotros en los cstudios 
de la influencia de estos quimioterâpicos sobre la producciôn 
de interferôn, tanto "in vitro" como "in vivo", parecen soste- 
ner la idea de que estas substancias deprimen la transcripciôn 
celular ya que tanto el adamantano como la amantadina son de- 
presores de la producciôn del interferôn, lo que implicarîa 
una menor biosîntesis de mRNA de interferôn. Asî mismo la ma­
yor efectividad de adamantano en la depresiôn de los niveles 
de interferôn en amplios intervalos de tratamientos previos 
a la inducciôn de interferôn confirmarîa nuestra hipôtesis de 
que el adamantano présenta una fârmaco-cinêtica mas lenta.

Los efectos de la D-glucosamina se aprecian mas en 
funciôn del poder hemaglutinante del virus que en el infective 
y elle es debido a que inhibe la glicosilaciôn de ciertas pro- 
teinas constitutivas de las espîculas portadoras de la capacidad 
hemaglutinante. A la vista de los resultados obtenidos por NAKA­
MURA y COMPT'iNS (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 HAq y de la hemaglutinina normal HA, asî como otros produc- 
tos intermedios HAqI y HA^2 ^n los que si pueden haber incor- 
poraciôn de fucosa pero que son heterogeneos en cuanto al grado 
de glicosilaciôn. La capacidad hemaglutinante de estas partî- 
culas virales con espîculas aberrantes es significativamente 
mas baja que la de los virus normales no sometidos a tratamien­
to glucosamînico. Tambiên segûn SCHNITZER y cols. (1975), la 
acciôn de la D-glucosamina, afectando las fases finales del 
ciclo de multiplicaciôn viral altera funciones atribuidas a 
glicoproteinas virales que se relacionan con la hemadsorciôn 
hemaglutinaciôn y fusiôn celular mientras que no afecta a los - 
antîgenos que intervienen en la fijaciôn de complemento.

Debe tenerse en cuenta, ademâs, que siendo la neura- 
minidasa una glicoproteina quedarîa tambiên afectada por este 
inhibidor de la glicosilaciôn y aunque en ptoporciôn, al mènes 
en orthomixovirus, es mucho menos que la hemaglutinina, podrîa 
trambiên interferir, en menor grado, en la liberaciôn del viriôn 
que la neuraminidasa desempeha un papel en la salida del viriôn 
a travês de la membrana celular.

La diferencia del comportamiento inhibitorio de la 
D-glucosamina frente a ortho y paramixovirus puede deberse tam­
biên a diferencias en la composiciôn y ordenamiento de los azû- 
cares en la fracciôn glucîdica de ambas glicoproteinas por lo 
cual podrîa explicarse tambiên el diverse grado de glicosila­
ciôn final y por tanto su funcionalidad.
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‘En cuanto a su poder depresor de la producciôn de 
interferôn "in vitro" podrîa ser debido a la reducciôn del 
"pool UTP" (KLENK y cols. 1972) con lo que se verîa afectada 
la producciôn de mRNA de interferôn y a la sîntesis de glico- 
proteinas de interferôn parcialmente glicosiladas o aberrantes 
con lo que la funciôn interferôn se verîa disminuida.

4.- Actividad antiviral en funciôn de distintos paramètres 
biolôgicos.

Independientemente de las caracterîsticas del virus 
y de la naturaleza del quimioterâpico, que junto con las téc- 
nicas de ensayo configuran el modelo biolôgico de estudio exis­
te una serie de circunstancias a tener en cuenta en los résulta* 
dos y que pueden inducir a errores interprétatives al llegar 
el memento de evaluar como positiva o negativa la aplicaciôn de 
un determinado quimioterâpico.

En primer lugar habrân de considerarse las dosis a 
utilizar, estas estarân a su vez condicionadas por la solubili- 
dad y toxicidad del producto y sus posibilidades de neutraliza- 
ciôn o eliminaciôn por el huesped.

En nuestro case, en los ensayos sobre fibroblastos 
el adamantano y amantadina han sido suficientemente efectivos 
a dosis de 50 y 100 ^/ml de medio de mantenimiento, mientras 
que la D-glucosamina en los mismos ensayos ha presentado su 
actividad a dosis de 400 y 800 y/ml. Para pruebas sobre huevos 
embrionados se ha efectuado el aporte del quimioterâpico siem- 
pre en volûmenes de 0,2 ml por embriôn y a este volumen referi- 
mos la dosis empleada que fueron de 400-600 ^  para adamantano.
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de 200-400 ^ para amantadina y de 1000-2000 y para D-glucosamina

, En ambos casos de pruebas de dosificaciôn del quimio­
terâpico ha venido condicionada por su toxicidad y como régla
general hemos empleado la mâxima dosis atôxica, que no coincide 
para los tres quimioterâpicos utilizados y aunque este procéder 
entraha diferencias cuantitativas en las dosis inoculadas hemos 
considerado preferible utilizar la substancia en la mas alta 
dosificaciôn posible. Como era lôgico esperar los efectos fue­
ron proporcionales a las dosis utilizadas para cada una de las 
substancias, excepte en las pruebas de contacte directe de 
quimioterâpico y virus "in vitro" en que la mayoria de los re­
sultados fueron negatives.

Otro parâmetro a considerar es el memento de aplica­
ciôn de los quimioterâpicos que en nuestros expérimentes de pro­
tecciôn antiviral han sido introdudicos en ambos sistemas (cul­
tives de fibroblastos y embriones) en périodes de 4, 3,2 y 1 h 
en dosis ünica previa a la infecciôn viral. Los resultados obte­
nidos por nosotros indican que son necesarios contactes de 3 a 
4 horas del quimioterâpico sobre las celulas en cultive, mien­
tras que para el embriôn la mâxima actividad se obtiene cuando 
la substancia es inoculada 1 hora , o como mucho, 2 horas pre- 
viamente al virus, elle puede estar condicionado por el mécanis­
me metabôlico mas perfeccionado del embriôn como dejamos indica-
do anteriormente.

En cuanto al modo de administraciôn del quimioterâpico 
varia segûn los propôsitos de cada case. Asi para los cultives 
celulares han sido preparadas soluciones de las distintas subs­
tancias en medios de mantenimiento celular hasta alcanzar la di-
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luciôn 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 quimioterâpico 
es inoculado en el huevo embrionado a las dosis requeridas, 
siempre, en volûmenes de 0,2 ml y en saco alantoideo.

Al considerar estos resultados queremos resaltar la 
necesidad de que se precisen exactamente las condiciones ex­
périmentales en el momento de evaluar la actividad de un qui­
mioterâpico, mâxime cuando se hace con propôsitos comparativos.

5.- Respuesta del huesped en presencia de algunos antibiôticos 
y quimioterâpicos antivirales.

Segûn es sabido la defensa del organisme frente a 
una agresiôn de origen vîrico, se caracteriza por una inmuno- 
respuesta especîfica que sigue a la apariciôn de un interferôn 
active y que entre la sintesis de anticuerpos y la de interfe­
rôn existen diferencias biolôgicas en el momento de la apari­
ciôn, en su espectro de actividad, en el modo y sitio de acciôn 
y tambiên en la resistencia a variaciones de pH (RONDA y ALONSO, 
1977).

En cuanto al comportamiento de los antibiôticos y qui­
mioterâpicos aqui utilizados, habrêmos de considerar -en rela- 
ciôn con los primeros- que dan origen a una inmunosupresiôn 
ya demostrada recientemente en nuestro Departamento (BARASOAIN, 
1976) y por tanto no juzgamos necesario repetir este tipo de 
experimentos y en cuanto a los quimioterâpicos que puede pro- 
ducirse un efecto variable. Asi hemos visto que el adamantano 
no producia ningûn efecto en las series expérimentales en que
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utilizabamos orthomixovirus como agente antigenico mientras 
que aparecian efectos ligeramente inmunodepresores en los 
casos en que ensayamos con 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 inmunogênico que pueda existir entre ortho y paramixovirus; 
ya que segûn hemos apuntado en otras ocasiones los paramixovi­
rus presentan algunas peculiaridades de comportamiento serol6- 
gico que pueden conllevar dificultades de control inmunolôgico 
y ello quizâ sea debido posiblemente a una déficiente capaci­
dad antigenica en nuestras condiciones expérimentales.

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 acciôn depresora 
mas potente sobre el sistema inmunitario, las diferencias inmu- 
nogênicas entre ambos grupos de virus se manifiestan en funciôn 
del grado de inmunosupresiôn y que tambiên résulta ser mayor con 
los paramixovirus.

Cuando este mismo planteamiento experimental se lleva 
a cabo en presencia de glucosamina observâmes que, por el con­
trario, se produce un curioso fenômeno de discreta inmunoesti- 
mulaciôn de la respuesta humoral del huesped frente al estîmulo 
antigenico viral; este efecto potenciador de anticuerpos, detec- 
tados como unidades inhibidoras de hemaglutinaciôn, es de la 
misma intensidad en las cuatro series virales ensayadas no exis- 
tiendo diferencias condicionadas por la naturaleza del viriôn. 
Examinando la cinêtica de esta estimulaciôn vemos que se empieza 
a detectar desde el octavo dîa. A la hora de interpretar este
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■fenômeno de inmunoestimulaciôn por el aminoazucar vemos que es 
semejante a lo observado por JORBA (1977) en estudios de inter- 
acciones fârmaco-huesped en los que la glucosamina era capaz de 
aumentar la supervivencia de ratones, en un grado variable, de- 
pendiendo de la espécie bacteriana y tambiên -en otro tipo de 
ensayos- aumentaba la reactividad inmunolôgica de los macrôfa- 
gos. En nuestro caso cabe pensar que algûn componente de membra­
na en el virus puede resultar estimulado en su inmunogenicidad 
por parentesco estructural con la hexosamina o bien que las cê- 
lulas inmunocompetentes alcancen una mayor reactividad en las 
fases tempranas de la inmunorespuesta.

En cuanto a la otra forma de reacciôn especîfica del 
organisme huesped frente al virus -la inducciôn de interferôn- 
hemos comprobado que puede no tener influencia o producirse una 
inhibiciôn de variable intensidad dependiendo de la substancia, 
tipo de ensayo y otras circunstancias expérimentales. En general 
hemos podido ver que los cuatro antibiôticos inhiben la produc­
ciôn de interferôn (especialmente la rifamicina) tanto "in vitro' 
como "in vivo" y que este efecto se produce sobre todo cuando 
la substancia se administra previamente a la inducciôn aunque 
con antibiôticos de alto poder inhibidor o por aumento de la 
dosis pueden observarse tambiên algunas disminuciones relativas 
en el nivel sêrico del interferôn. Cabe pensar que estas inter- 
acciones se producen por inhibiciôn de RNA-polimerasas DNA-de- 
pendientes (rifamicinas) , roturas en las cadenas del DNA (bleo- 
micina) e interacciones no covàlentes con la molêcula de DNA 
(cromomicina), durante la respuesta de las cêlulas huesped fren­
te al inductor viral. Para algunos autores (GADALETA y cols.197 0)
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las molêculas ansamîcînicas podrian actuar a nivel de las mi- 
tocondrias.

En cuanto a los très quimioterâpicos antivirales es 
precise hacer una clara distinciôn segûn que los ensayos se rea- 
licen sobre cultives celulares "in vitro" o en polios. En el 
primer caso aparece una clara acciôn inhibidora de distinta 
magnitud que es mas intensa con el adamantano y mas suave con 
la glucosamina. Esta acciôn se produce especîficamente en los 
tratamientos previos a las 12 horas. Parece lôgico suponer que 
esta inhibiciôn se produzca a distinto nivel molecular, que 
vendrâ condicionada por interferencias con la glicosilaciôn (en 
presencia del aminoazucar) e impidiendo la transcripciôn celular, 
mediante alteraciôn 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, peso a ser 
menos potente como antiviral, puede ser debida a diferencias en 
la farmacocinética de ambas substancias que résulta ventajosa en 
el modelo experimental disehado para valorar el interferôn. En 
el caso de la inhibiciôn por glucosamina pensamos que al inhibir- 
se la glicosilaciôn, podrian originarse molêculas de interferôn 
mas pequehas (oligômeros) que tendrân menor actividad biolôgica.

Los efectos "in vivo" son menos intensos con amanta­
dina y glucosamina, siendo siempre mâs active como inhibidor 
el primero de elles y la glucosamina résulta totalmente inac- 
tiva. Ello puede ser debido a diferencias en la farmacocinética 
de las molêculas y sobre todo en el caso del aminoazucar, porque 
êste es rapidamente metabolizado a nival hepâtico.



VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En la presente Memoria, en primer lugar, se hace 
uan revisiôn de distintos antecedentes bibliogrâficos que 
nos permiten formâmes una idea clara de las relaciones es- 
tructura-funciôn en los virus abarcando distintos aspectos 
que se refieren a la morfologîa, taxonomia y significaciôn 
biolôgica de los virus en general para despuês, estudiar de 
un modo mas particular aquellos dates que se refieren a los 
Orthomixovirus y Paramixovirus en cuanto a su morfologîa y 
estructura, composiciôn quimica y ciclo replicative, asî co­
mo un detallado examen de las analogîas y diferencias que es 
posible encontrar entre estos dos grupos de virus entre los 
que destacamos el viriôn influenza y el NDV como mas represen­
tatives .

Tambiên, por otra parte, se revisan aquellos conoci- 
mientos de la bibliografîa que pueden tener interês para inter­
pretar nuestros dates relatives a la respuesta del huesped fren­
te a una infecciôn viral (interferôn y producciôn de anticuerpos 
humorales), asî como algunos aspectos de la quimioterapia anti 
viral entre los que se mencionan las distintas posibilidades de 
interferir la multiplicaciôn viral y se valora de. un modo crî- 
tico la varia metodologîa que se aplica en la investigaciôn de 
este tipo de quimioterâpicos.
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Asî, actualizando el téma, se hâ comprobado que aun­
que se tiene un conocimiento exacte de las reacciones bioquî- 
micas que aseguran la automultiplicaciôn viral todavia existen 
algunas incognitas en cuanto a ciertos detalles de regulaciôn 
en la morfogênesis del viriôn y que los Mixovirus -por sus ca­
racterîsticas bioquîmico-estructuraies y significaciôn patogê- 
nica- constituyen un excelente modelo biolôgico para estudios 
de interacciôn virus-quimioterâpico-huesped. Como diferencias 
mas importantes entre los Ortho y Paramixovirus cabe sehalar 
las derivadas de su distinta aglutinabilidad en presencia de 
lectinas, su comportamiento en los fenômenos de interferencia 
e infecciones persistentes y su variaciôn antigênica, asî como 
tambiên por ciertas diferencias bioquîmicas (sîntesis de cier­
tas proteinas inducidas en la cêlula huesped) y estructurales • 
(variaciones en las espîculas) que nos han permitido interpre­
tar algunas variaciones de sensibilidad frente a los distintos 
quimioterâpicos usados.

Pese a la extensa bibliografîa consultada, en cuanto 
a aplicaciôn de la quimioterapia, nos ha parecido encontrar 
pocos datos comparativos sobre la influencia de distintos parâ- 
metros biolôgicos que intervienen en una interacciôn virus-qui- 
mioterâpico y una manifiesta ausencia de datos relativos al 
efecto de estos antivirales en la respuesta del huesped frente 
a una infecciôn viriasica. Por todo ello y para un mejor cono­
cimiento de las relaciones virus-quimioterâpico-huesped hemos 
intentado aportar algunos datos mediante:

a) Obtenciôn de fibroblastos de polio y estudio de sus 
condiciones de crecimiento en distinton medios expérimentales.

b) Estudio de un medio idôneo para el mejor manteni­
miento de fibroblastos en los sistemas biolôgicos de ensayo con- 
trolando la influencia de.suero de ternera, hidrolizado de lac-
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toalbûmina y extracto de levadurâ'.'

c) Determinaciôn de las curvas de viabilidad celular 
para contactes de 48 horas en presencia de distintas concentra- 
ciones de adamantano, amantadina y D-glucosamina y confirmaciôn 
de nuestros datos previos correspondientes a la viabilidad en 
presencia de cromomicina, bleomicina, rifampicina y rifamicina.

d) Determinaciôn de curvas de supervivencia de huevos 
embrionados de 10 dias en presencia de distintas concentraciones 
(0 a 3.000 Y /Q,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 létales a utilizar segûn el propôsito experimental en 
cada caso.

f) Control de un sistema , sobre fibroblastos de polio, 
para estudiar interacciones FPV-cromomicina•y NDV-cromomicina 
valorando las variaciones de tîtulo hemaglutinante y de la capa­
cidad infectiva despuês de contactes variables a 37° C frente
al antibiôtico

g) Ensayo de interacciones virus-cromomicina sobre 
huevos embrionados previos contactes variables "in vitro"

;
h) Estudio de la acciôn de adamantano y amantadina 

sobre FPV, influenza, NDV y Sendai para ensayar la inhibiciôn 
de la replicaciôn viral en estadios tempranos de la infecciôn 
de fibroblastos de polio. En estos casos se ensayaron distintas 
modalidades expérimentales de tratamiento "in vitro" e "in vivo"
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i) Estudios de quimioterapia antiviral a nivel de re- 
vestimiento del viriôn p̂ or el empleo de glucosamina frente a 
infecciones con FPV, influenza, NDV y Sendai. Ensayos previos 
con galactosamina demostraron la no aplicabilidad de este ami­
noazucar por su acciôn tôxica.

j) Estudios del poder citopâtico de los distintos 
mixovirus como un criterio de titulaciôn en funciôn de su 
patogônesis.

k) Mediante pruebas de protecciôn en fibroblastos y 
embriones de polio y para diversas modalidades de contacte se 
comparan las acciones quimioterâpicas antivirales a nivel de 
estados tempranos de infecciôn y del recubrimiento del viriôn. 
Los resultados se valoraron a travês del tîtulo hemaglutinante 
y de su capacidad infectiva.

1) se ha planeado una serie de experiencias "in vivo" 
(sobre polios Leghorn) encaminadas a controlar la respuesta del 
huesped cuando -infectado por mixovirus- se hacen intervenir 
en la interacciôn virus-fârmaco-huesped distintos antibiôticos 
(cromomicina, bleomicina, rifamicina y rifampicina) y quimiote­
râpicos (adamantano, amantadina y D-glucosamina en distintas 
situaciones de tratamiento experimental (previo, simultaneo o 
post-infecciôn viral).

m) Se han realizado gran nûmero de determinaciones 
de inhibiciôn de la hemaglutinaciôn para detectar la formaciôn 
de anticuerpos antivirales en suero de polios tratados y no 
tratados con los tres quimioterâpicos.
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n) Se ha efectuado una serie de experimentos previos 
para conocer la termoresistencia de los 4 mixovirus que habria- 
mos de utilizar como inductores de interferôn. El grado de ter- 
moinactivaciôn se controlô mediante titulaciôn del poder cito- 
pâtico y hemaglutinante.

o) Ante la falta de datos en relaciôn con la produc­
ciôn de interferôn en presencia de las substancias anterior­
mente citadas se planearon una serie de experiencias "in vitro" 
sobre cultives celulares e "in vivo" sobre polios para conocer 
el efecto de distintos tratamientos con antibiôticos .y quimio­
terâpicos en la producciôn de interferôn con los distintos mi­
xovirus termoinactivados en el caso de determinaciones sobre 
cultives celulares y actives cuando los experimentos se llevaron 
a cabo sobre polios.

A partir de los resultados obtenidos en toda esta 
serie de experimentos asi planteados cabe sacar las conclu- 
siones que siguen en relaciôn con la acciôn antiviral de dis­
tintos quimioterâpicos sobre cuatro mixovirus y de su influen­
cia y la de algunos antibiôticos que actuan a nivel de sîntesis 
de âcidos nucleicos sobre la respuesta del huesped:

1. El medio mas adecuado para nuestros propôsitos expérimentales 
es el de Hank's con una concentraciôn de 4% de suero fetal 
bovino (o del 2% para medios de mantenimiento) adicionado 
de 2 mg de hidrolizado de lactoalbûmina y 1 mg de extracto 
de levadura por litro de medio.
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2. En cuanto a efectos tôxicos para fibroblastos de polio, se 
ha comprobado que concentraciones de adamantano y amantadina 
superiores a 100 jr /ml empiezan a disminuir la viabilidad 
celular, mientras que en presencia de glucosamina no se em­
piezan a producir ligeras alteraciones hasta alcanzar las 800
y/ml y al cabo de 36 h. de contacte.

3. Datos sobre la toxocidad para huevos embrionados de 10 dias 
revelan que dosis de 400 )f /0,2 ml de amantadina y de 600 )T/ 
0,2 ml de adamantano son perjudiciales para la supervivencia 
del embriôn mientras que la glucosamina no présenta acciones 
tôxicas hasta casi alcanzar concentraciones cinco veces mâs 
elevadas.

4. Las dosis infectivas idoneas para nuestros propositos experi-
mentales fueron de 10 DICT para determinaciones sobre fibro- 

2blastos;de 10 DLE cuando se utilizan huevos embrionados; de
10 DICT inactivados con ̂  -propiolactona en las pruebas de 
respuesta 
terferôn.
respuesta inmunitaria y,de 10^ DICT para la inducciôn de in-

5. Sometiendo NDV y FPV a la acciôn de cromomicina "in vitro" 
(dosis de 10^ DICT) durante 90 a 120 minutes e inoculando 
despuês cultives 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.

6 . Cuando este tipo de ensayos "in vitro" se valora sobre se­
ries de huevos embrionados en dosis de 10^ DLE, se comprueba 
que no hay variaciones significativas en el tîtulo hemaglu­
tinante pero se observa una pêrdida superior a un logaritmo
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decimal en sus valores DLE.

7. 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 présenta actividad antiviral 
por contacto directo "in vitro".

8 . 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.

9. 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 ûl- 
tima tiene efectos mas potentes sobre todo frente a FPV y 
para contactes previos de protecciôn de 2 horas.

10. Asimismo se comprueba que un tipo de ensayo idôneo para de- 
terminar el efecto antiviral de estos quimioterâpicos es 
realizar pruebas de protecciôn "in vivo" con diferentes 
intervalos de tratamiento previo e incubando a 37° C.

11. Pruebas de contacto "in vitro" con D-glucosamina, frente a 
embriones infectados con los cuatro mixovirus, revelaron que 
tampoco se détecta la acciôn antiviral a nivel de revesti- 
miento del viriôn mediante este tipo de tratamiento.



332.

12. Cuando se aplicaron estudios de protecciôn "in vivo" de 
embriones, mediante el empleo de glucosamina, se comprobô 
un efecto antiviral -frente a los mixovirus- que era 
proporcional a la concentraciôn del aminoazucar detectan- 
dose con mas facilidad en funciôn de la dosis infectiva y 
resultando ser mas sensible el FPV.

13. En estudios comparativos sobre fibroblastos utilizando dis- 
tinyas dosis de los tres quimioterâpicos (adamantano, aman­
tadina y D-glucosamina) se observô que la acciôn antiviral 
mas efectiva se lograba con amantadina y precisamente inhi- 
biendo la actividad citopâtica; sin embargo, en presencia 
de D-glucosamina el efecto antiviral se detectaba mas acu- 
sadamente en funciôn de la depresiôn del tîtulo hemagluti-

. nante.

14. Cuando estos estudios se realizaron sobre embriones se obtu- 
vieron resultados anâlogos a los anteriores pero haciendose 
aûn mas patente la mayor amantadin-sensibilidad de los mixo­
virus (sobre todo los Ortho) en funciôn del grado de super­
vivencia despuês del tratamiento.

15. Al estudiar en las aves no tratadas, por usarse como control 
la cinêtica de inmuno-respuestas humorales y los tîtulos sê- 
ricos IHA alcanzados a los 24 dias frente a los cuatro mixo­
virus se encontraron respuestas de mas alto nivel en las 
series de polios inoculados con FPV y NDV. En todos los ca­
sos los anticuerpos circulantes se determinaron mediante in­
hibiciôn de la hemaglutinaciôn.
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16. Cuando estas inmunorespuests se estudiaron en presencia de 
los quimioterâpicos nos encontramos que : a) el adamantano 
no ténia ninguna acciôn sobre la inmunizaciôn con orthomi­
xovirus, aunque si producia un ligero efecto inmunodepresor 
con los paramixovirus ensayados; b) en presencia de la aman­
tadina se observô en todos los casos un claro efecto inmuno­
depresor que era mas intense tambiên para los paramixovirus; 
y c) los tratamientos con glucosamina, por el contrario, 
dieron lugar a un curioso fenômeno de inmunoestimulaciôn de 
magnitud anâloga en los cuatro virus ensayados.

17. En los estudios de termoinactivaciôn a 37° C durante 72 h. 
se comprobô que los cuatro mixovirus pierden poder infective 
y hemaglutinante. El infective es mas sensible y continua

. descendiendo hasta desaparecer a las 36 h. (Sendai) ô 48 h. 
influenza, NDV y FPV) mientras que el titulo hemaglutinante 
permanece invariable despuês de las 12 h de tratamiento.

18. En relaciôn con la producciôn de interferôn "in vitro", en 
presencia de adamantano o amantadina se observaron acciones 
depresivas de variable intensidad dependiendo de la concen­
traciôn del quimioterâpico y del intervalo de tratamiento 
previo a la inducciôn; los efectos mas intensos se alcanza- 
ron con dôsis superiores a las 50 Y /ml administradas 12 h 
antes que el virus inductor; tambiên con la glucosamina se 
comprobô un fenômeno semejante aunque a dosis mayores.

19. En otras experiencias anâlogas sobre la producciôn de inter­
ferôn "in vitro", pero en presencia de los 4 antibiôticos 
citados, tambiên se observaron varios efectos desde inhibi- 
ciones de variable intensidad a ninguna intervenciôn depen-
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diendo del tipo de molécula, de las dosis e intervalos de 
tratamiento. Fueron mas activas las molêculas ansamicinicas.

20. En las experiencias de inducciôn de interferôn "in vivo",, 
determinadas a las 6 horas, tambiên se observaron inhibi- 
ciones de variable intensidad dependiendo del quimioterâpi­
co y la dosis; asi, en este caso el adamantano résulté ser 
el depresor mas activo y la glucosamina el mas debil.

21. Cuando se utilizaron los 4 antibiôticos antes citados, que 
interfieren con la sintesis de acidos nucleicos, nos encon­
tramos que en la producciôn de interferôn "in vivo" la bleo­
micina, seguido de cromomicina fueron las molêculas mas ac­
tivas en los tratamientos previos a la inducciôn viral sin 
observarse acciôn alguna para los tratamientos simultaneos
o subsiguientes a la inducciôn. Sin embargo con las rifami­
cinas, que fueron menos activas en los tratamientos previos 
tambiên produjeron algunas inhibiciones con los tratamientos 
simultaneos o posteriores; con rifamicina SV se llega a de- 
presiones del 60% con dosis de 10/ administradas 4 h despuês 
de la inducciôn.
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