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Resumen

Todas las especies animales y vegetales poseen ciertos mecanismos de defensa ante agentes extra-
flos. Algunos de estos son secretados en respuesta a una agresion. Mientras que otros, como los com-
puestos aqui estudiados, son producidos en condiciones normales. La Microcina J25 es un ciclopéptido
antibacteriano de 2.107Da producido por Escherichia coli AY25. La Fragarina es un compuesto de 306Da,
también con actividad antimicrobiana, aislado de hojas de frutilla Fragaria ananassa.

En este trabajo, se describe una serie de ensayos en los cuales ambos compuestos muestran indicios
de actividad antiviral contra virus Herpes simplex 1y 2 (HSV-1 y HSV-2), virus de la estomatitis vesicular
(VSV), poliovirus (PV), sarampion (SARV) y los arenavirus Junin (VJ) y Tacaribe (TAC) en células Vero. Esta
actividad se observo, a través del ensayo de inhibicion del rendimiento viral, a concentraciones muy por
debajo de las citotoxicas. La microcina J25, con indices de selectividad mayores a 42,3 y 71,5, es el
compuesto que mejor actividad antiviral manifesto contra PV y VSV respectivamente. La fragarina inhibio la
replicacion de SARV y HSV-2 mejor que la de los otros virus, aunque con menores indices de selectividad:
14,2 y 10 respectivamente. Ambos compuestos, inhibieron la multiplicacion viral de forma dosis-dependien-
te y mostraron una accion antiviral no virucida.

Abstract

All animal and vegetal species posses several defense mechanisms against foreign agents. Some of
these are secreted in response to an aggression. Whereas others, such as the ones studied here, are
produced in normal conditions. Microcin J25 is an antibacterial cyclopeptide produced by Escherichia coli
AY25. Fragarin is a compound of 306Da, also with antimicrobial activity, isolated from the leaves of the
strawberry Fragaria ananassa.

In this paper, a series of assays are described in which both compounds show antiviral activity against
Herpes simplex viruses type 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2), vesicular stomatitis virus (VSV), poliovirus (PV),
measles virus (MV) and the arenaviruses Junin (VJ) and Tacaribe (TAC) in Vero cells. This activity was
observed using the yield reduction assay, at concentrations much lower than citotoxic ones. Microcin J25,
with selectivity indexes higher than 42.3 and 71.5, is the compound with the best antiviral activity manifested
against PV and VSV, respectively. Fragarin inhibited the replication of SARV and HSV-2 better than that of
the other viruses, but with lower selectivity indexes: 14,2 and 10 respectively. Both compounds, inhibited the
viral multiplication in a dose-dependent manner without virucidal effect.
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Introduccion
1- Antivirales.

1.1- Generalidades.

Los antivirales son aquellos compuestos capaces de inhibir una o varias etapas del ciclo de multiplica-
cién viral dentro de la célula huésped. En la practica se procura, para una quimioterapia selectiva, que una
droga inhiba la replicacion viral a concentraciones no toxicas para el huésped. Sin embargo, el desarrollo de
este tipo de drogas se encuentra obstaculizado por la dificultad que presenta el virus al utilizar la maquinaria
intracelular para su replicacién. La clave para una quimioterapia exitosa, seria entonces, la inhibicion de la
replicacién viral sin afectar el funcionamiento de la célula huésped. Y de esta forma minimizar la apariciéon de
efectos adversos.

La forma més efectiva de combatir las enfermedades virales es a través de vacunas. Pero la prevencion
no siempre es posible ya que hay enfermedades para las cuales no se han podido desarrollar las mismas.
Es por eso que surge la necesidad de nuevas drogas antivirales.

En la actualidad, se dispone de un nimero reducido de drogas antivirales si se compara con la cantidad
de antibidticos en el mercado [1]. A pesar de la gran cantidad de compuestos ensayados, la mayoria
resultan téxicos durante su uso in vivo. A este inconveniente se le suma la problematica del surgimiento de
cepas resistentes por el uso de antivirales en tratamientos prolongados. Esto conlleva a la utilizacién de
terapias combinadas asi como a una acelerada y mas diversificada busqueda de nuevas drogas que elimi-
nen o atenden la enfermedad evitando el surgimiento de resistencias.

1.2- Mecanismo de accién.

El mecanismo de accién de los antivirales se centra en la inhibicién de algun proceso esencial para la
replicacién viral que no involucre ninguin paso del metabolismo celular. La adsorcién, la penetracion y el
desnudamiento son eventos que no ocurren en células no infectadas. La transcripcion y traduccion del
genoma viral y clivaje de proteinas precursoras mediadas por enzimas virales son también blancos para los
antivirales. Por ejemplo, la inhibicion de la proteasa codificada por HIV evita el clivaje del precursor gag (que
contiene a las tres proteinas virales principales) y la posterior generacién de viriones infecciosos [2]. En el
cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de drogas y sus respectivos blancos.

De acuerdo al mecanismo de accion especifico de cada compuesto, los antivirales pueden ser clasifica-
dos en:; compuestos que interaccionan directamente con sus blancos de accién o compuestos que necesi-
tan primero una activacion intracelular. La amantadina, la rimantadina y el foscarnet acttan con sus blancos
de accién sin necesidad de una activacion previa. Por el contrario, los analogos de nucleésidos, como el
aciclovir, necesitan ser activados mediante la fosforilacion por quinasas celulares y/o virales para luego
interactuar con sus blancos. A su vez, los analogos de nucleésidos pueden inhibir competitivamente la

Compuesto Activacion intracelular Blanco de accion Proceso inhibido

Es fosforilado a monofosfato
por la TK* y luego a formas
di y tri fosfato por quinasas
celulares.

Aciclovir

ADN polimerasa viral Replicacion del ADN

Inhibidores de

proteasa Ninguna Proteasa viral Clivaje post-traduccional.

Zidovudina, inhibidor
no nucleosidico de la

transcriptasa reversa

Es fosforilado a trifosfato.

Transcriptasa reversa

Transcripcion reversa.

Rimantadina

Ninguna

Proteinas de membrana

Ensamblaje de los viriones.

Ribavirina Es fosforilada a trifosfato por Procesamiento de los ARN
enzimas celulares Varios transcriptos.

Interferones Ninguna ARNmM Traduccion

Foscarnet Ninguna ADN polimerasa viral Replicacién del ADN.

Cuadro 1. Blancos de accion.

Ejemplos de drogas antivirales y sus respectivos blancos de accion.
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elongacion de la cadena de ADN o ser incorporados a la misma produciendo la terminacion de esta cadena,
interfiriendo de esta forma con la replicacion viral.

1.3- Busqueda de nuevos antivirales.

Durante los ultimos afios los métodos de blsqueda de drogas antivirales fueron evolucionando conside-
rablemente. Las técnicas de screening, hoy en dia, pueden lograr que se prueben cientos de compuestos
contra un blanco especifico en muy poco tiempo.

Una aproximacion ldgica al descubrimiento de nuevos antivirales seria aislar o sintetizar sustancias cuyo
blanco se pueda predecir. Para esto, se podria utilizar como punto de partida la estructura de un sustrato de
una enzima viral [3]. En la actualidad es posible conocer en detalle estas estructuras gracias a la cristalo-
grafia de rayos-x. Conociendo las estructuras primaria y secundaria de dicha enzima es posible predecir,
mediante programas computacionales de modelado molecular, si cierto compuesto podria interactuar con la
enzima. También, es posible saber de qué forma y las variables que se podrian modificar para optimizar no
sélo la actividad antiviral del compuesto sino sus parametros de solubilidad, hidrofobicidad, etc. De esta
forma, se puede llegar a obtener una libreria de compuestos analogos a una sustancia de origen natural,
algunos de los cuales podrian resultar novedosos en la terapéutica.

La propuesta mas reciente en la terapia antiviral es la utilizacién de compuestos basados en oligonucleo-
tidos, asi como también el uso de aquellos que puedan modular el sistema inmune [3].

1.4- Caracteristicas de un antiviral ideal.

Para que una droga sea considerada para el tratamiento de una infeccién viral debe cumplir ciertos
requisitos. La droga debe ser especificamente activa contra el virus target, inhibiendo algin paso esencial de
su metabolismo y debe poder debilitar a las cepas resistentes que puedan surgir. Ademas, debe tener
ciertos parametros que permitan a la droga ser de alta biodisponibilidad oral, rapida penetracién en los
tejidos infectados y atéxica para las células normales y el organismo en general a corto y largo plazo. La
droga debe ser transformada a su forma activa solamente en células infectadas, debe ser excretada sin ser
metabolizada o sin generar metabolitos tdxicos, y tener baja frecuencia de administracion. Por ultimo, la
droga debe tener bajo costo para que pueda estar disponible para toda la poblacién. Todas estas caracteris-
ticas, entre otras, dificultan el descubrimiento de nuevas drogas efectivas para el tratamiento de las enferme-
dades virales.

1.5- Aplicaciones clinicas de los antivirales.

En la préactica la utilizacién de antivirales es determinada por las caracteristicas de la

enfermedad. Las enfermedades para las cuales no hay una vacuna disponible, incluyendo las enfermeda-
des causadas por varios agentes etiol6gicos, son las que tienen prioridad en el desarrollo de drogas antivi-
rales. También es importante encontrar drogas para el tratamiento de las reactivaciones de infecciones
latentes, tales como el herpes simplex y zoster (a pesar de que de esta forma el virus no puede ser
eliminado). Tampoco se deben olvidar aquellas enfermedades mortales, como la fiebre hemorragica argenti-
nay la rabia, para las cuales la existencia de una droga antiviral puede significar salvar vidas.

1.6- Antivirales de uso clinico.
A continuacién se describen brevemente algunas de las drogas utilizadas para la quimioterapia antiviral
y sus principales mecanismos de accién. En la figura 1 se muestran sus estructuras.

1.6.1- Inhibidores de la ADN polimerasa viral.

Muchos de los agentes antivirales utilizados en la terapéutica son analogos de nucledsidos, la mayoria
de los cuales estan dirigidos a los herpesvirus. Los primeros prototipos inhibian indiscriminadamente la
sintesis de ADN viral y celular produciendo numerosos efectos adversos.

En 1977, Elion et al, desarrollaron una prodroga que depende de una enzima viral para su activacion,
llamada acilguanosina (aciclovir). La acilguanosina (9-(2-hidroxietoximetil)guanina), mas conocida como
aciclovir, es un derivado de guanina con una cadena lateral aciclica [4]. Su ventaja respecto de los primeros
derivados de nucledsidos es que se requiere de la enzima viral, timidin quinasa (TK) para fosforilar a la
acilguanosina intracelularmente a acilguanosina monofosfato (AG-P). Luego, la AG-P necesita de una qui-
nasa celular dependiente de GMP para ser activada completamente a acilguanosina trifosfato (AG-PPP).
Este, inhibe a la ADN polimerasa viral competitivamente y es incorporada al ADN, causando la terminacion
de la cadena. Esto es porque el aciclovir carece del grupo hidroxilo en el extremo 3" que se requiere para la
elongacioén de la cadena. Debido a que la prodroga requiere la activacién de una enzima viral, el aciclovir no
es toxico para células no infectadas.

10
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Los virus Herpes simplex 1 y 2 son muy susceptibles al aciclovir. También lo es el virus de la varicela
zoster (VZV) a mayores concentraciones. Otros virus humanos, deficientes en TK, son susceptibles al
aciclovir en forma limitada debido a la produccién de la acilguanosina monofosfato por la quinasa celular
dependiente de GMP.

El aciclovir puede ser administrado por via oral, por via intravenosa o topicamente como una crema
acuosa. Se registraron mutantes resistentes al aciclovir in vivo y en cultivos celulares. Generalmente, la
mutacion se localiza en el gen codificante de la TK. Este mutante puede resultar deficiente en la produccion
de TK o puede tener modificada su especificidad por el sustrato, por lo que no puede fosforilar al aciclovir.
Menos frecuentemente, se encuentra una mutacion en el gen que codifica para la ADN polimersa. Cabe
resaltar que estos mutantes resistentes no son encontrados en pacientes con inmunidad normal. Por el
contrario, en pacientes transplantados es facil encontrar cepas resistentes [5].

Algunos derivados del aciclovir tienen mayor actividad contra HSV y VZV. Por ejemplo, el Valaciclovir,
tiene mayor absorcion oral.

El ganciclovir (9-(1,3-dihidroxi-2-propoxi)metilguanina) es un derivado del aciclovir y es la primera droga
en ofrecer un tratamiento satisfactorio para la infeccién con citomegalovirus (CMV). El mecanismo de accién
del ganciclovir es similar al del aciclovir, excepto que no produce terminacién de cadena. Esta droga es
principalmente utilizada para tratar infecciones severas por CMV tales como retinitis, colitis y neumonia en
pacientes con SIDA y en pacientes transplantados. La droga se administra por via intravenosa durante varias
semanas, pero la enfermedad es recurrente con el retiro de la droga. Dada la alta toxicidad de la droga la
droga se administra sélo en casos severos de individuos inmunocomprometidos.

La ribavirina (1-b-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida, virazol) es un analogo de guanosina. No
tiene licencia para uso general por su alta toxicidad. La droga, de amplio espectro antiviral contra virus ARN
y ADN pareceria tener un mecanismo de accion multiple. La ribavirina inhibe a la enzima celular IMP deshi-
drogenasa y a la guanililtrasnferasa, sugiriendo una posible accién en caminos celulares criticos para el
virus. Por ejemplo, inhibiendo la sintesis de ARN viral, induciendo la formacion del CAP en el extremo 5™ del
ARN e interfiriendo en la elongacién del ARN.

La administracién oral e intravenosa de ribavirina reduce considerablemente la mortalidad por virus Lassa
y Hantaan y tiene actividad contra los virus sincicial respiratorio, influenza Ay B y HIV in vitro.

El foscarnet (fosfonoformato trisédico), un analogo de pirofosfato, inhibe a la ADN polimerasa de herpes-
virus [6] y hepatitis B y a la transcriptasa reversa de HIV, bloqueando el sitio de unién de la enzima. La
administracion de foscarnet por via topica acelera la cura de las lesiones provocadas por herpes facial y
genital recurrentes y por via sistémica disminuye la progresion de la infeccién por citomegalovirus en pacien-
tes inmunocomprometidos. A pesar de la selectividad del foscarnet para inhibir la ADN polimerasa celular y
viral a altas y bajas concentraciones respectivamente, el compuesto tiende a la acumulaciéon provocando
toxicidad en los rifiones. Por eso, esta droga sélo se administra en aquellos casos donde esta en juego la
vida del paciente. La resistencia al foscarnet es debida a mutaciones en el gen de la ADN polimerasa viral.

La idoxiuridina (5-yodo-2"-deoxiuridina, IDU) y la trifluridina (5-trifluoro-2”deoxitmidina, TFF) poseen una
alta toxicidad (posee efectos mielosupresivos, mutagénicos y teratogénicos tras su administracion sistémi-
ca) por lo que su uso esta limitado al tratamiento por via topica. La trifluridina se utiliza en forma de gotas
para tratar la queratitis herpética, mientras que la idoxiuridina se utiliza para tratar lesiones en la piel. Ambas
drogas son inhibidoras de la timidilato sintetesa viral, reduciendo la sintesis de novo de dTTP.

La vidarabina (arabinosido de adenina, Vira-A) es un nucleésido de purina y fue el primer compuesto
antiviral que se uso sistemicamente. Marcd un cambio en el tratamiento de la encefalitis herpética y el
herpes neonatal, reduciendo la mortalidad y las secuelas neuroldgicas. Esta droga también se puede utilizar
para el tratamiento de la queratitis herpética. Debido a la escasa hidrosolubilidad, la droga debe administrar-
se en grandes volimenes por via endovenosa provocando serios efectos adversos (temblor, ataxia, nduseas,
vomitos y diarrea).

La vidarabina es fosforilada por quinasas celulares a la forma trifosfato inhibiendo a la ADN polimerasa
viral. A pesar de que no se registraron mutantes resistentes en la clinica, en la actualidad, esta droga fue
reemplazada por el aciclovir , que posee mayor eficacia.

1.6.2- Inhibidores de la transcriptasa reversa.

El primer compuesto aprobado para uso humano contra el HIV con suficiente actividad antiviral in vivo fue
el AZT (3 -azido-2",3"-dideoxitimidina o zidovudina). ElI AZT, luego de ser fosforilado a su forma trifosfato,
inhibe a la transcriptasa reversa de HIV por incorporacién a la cadena creciente de ADN provocando su
terminacion. Ademas, el AZT monofosfato, compite por la TK, disminuyendo el pool intracelular de TTP.
Debido a la persistencia indefinida del virus en las células, con esta droga sélo se suprime la replicacion viral
pero no se elimina el virus del organismo.

11
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La gran cantidad de efectos adversos (dolor de cabeza, nauseas, insomnio, anemia y neutropenia, entre
otros) puede conducir a la suspension del tratamiento, reduccion de las dosis o a la utilizacion de terapias
combinadas con otro analogo de nucledsido, interferén u otros como inhibidores de proteasas.

Los primeros ensayos clinicos en 1986 dieron fuertes evidencias de mayor supervivencia y menor inci-
dencia de enfermedades oportunistas en pacientes a los cuales se les habia administrado la droga, asi
como también se produjo la recuperacion de las células T helpers y reduccion de los niveles de antigeno de
HIV en sangre [4].

Se aislaron cepas resistentes con mutaciones en el gen que codifica para la transcriptasa reversa. Otros
dideoxinucledsidos, tales como la dideoxicitidina y la dideoxiinosina no muestran resistencia cruzada con el
AZT, por lo que terapias combinadas ayudarian a disminuir la aparicion de mutantes resistentes.

Algunos inhibidores de la transcriptasa reversa no nucleosidicos disponibles son la nevirapina (Viramu-
ne®), efavirenz (Sustiva®) y delavirdina (Rescriptor®). Algunos de los nucleosidicos son: lamivudine or 3TC
(Epivir®), stavudine o d4T (Zerit®), abacavir (Ziagen®), zalcitabine or ddC (Hivid®), didanosine or ddl (Vi-
dex®) y zidovudine or AZT or ZDV (Retrovir®).
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Fig. 1. Compuestos antivirales. Estructura de algunos de los compuestos antivirales usados en clinica.
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1.6.3- Blogueantes de los canales idnicos.

La amatadina (1-amadantanamina) inhibe la replicacion del virus de la influenza A [4]. El blanco principal
de esta droga es la proteina M2, que es un componente de la envoltura viral, que se supone es la encargada
de estabilizar la hemaglutinina viral. Esta proteina forma un canal i6nico transmembrana que sirve para
reducir el gradiente de pH en endosomas acidicos. Y estos endosomas estan involucrados en el desnuda-
miento de los viriones y en el transporte de nueva hemaglutinina hacia la membrana plasmatica. La amanta-
dina, aumenta el pH del endosoma, evitando que se produzca el cambio conformacional en la hemaglutinina
requerida para la fusién de la envoltura viral con la membrana del endosoma para liberar ribonucleoproteinas
del viridon. La amantadina también evita que la hemaglutinina adquiera su conformacion correcta para ser
incorporada en la envoltura de los viriones emergentes.

La administracion temprana de amantadina reduce la severidad de los sintomas en un 50%. Pero varios
efectos adversos fueron registrados: falta de concentracion, insomnio, ansiedad, mareos, etc.

La rimantadina (@-metil-1-adamantano-metilamina hidrocloruro) posee menos efectos adversos que la
amantadina y casi su misma eficacia, por lo que la rimantadina es la droga de eleccion.

Este tipo de compuestos puede servir como prototipo para aquellos otros virus que también poseen
proteinas hidrofébicas transmembrana de bajo peso molecular, tales como vpu de HIV o LMP del virus
Epstein-Barr.

1.6.4- Bloqueo de la adsorcion y del desnudamiento del virién.

La inhibicion de las primeras etapas de la replicacion viral pueden lograrse mediante el disefio de sustan-
cias que imiten al receptor celular o al ligando viral [4]. Por ejemplo, la adsorcién del HIV a su receptor (CD4)
puede ser bloqueada por CD4 soluble o por un péptido sintético que corresponde al ligando de la glicoprotei-
na viral de la envoltura gp120. El problema de estos imitadores de ligandos es que la saturacién del receptor
puede interferir con las funciones celulares.

Otro ejemplo de esto es el uso de sialiloligosacaridos que imitan al receptor de la hemaglutinina viral
blogueando la adsorcion de los viriones a la célula huésped. Esto es en el caso de los virus influenza para
los cuales se conoce la estructura tridimensional de las glicoproteinas de la envoltura.

1.6.5- Inhibidores de la proteasa viral.

Las proteasas, codificadas por los virus, cumplen la funcién de clivar proteinas para activacion de enzi-
mas, fusion de glicoproteinas de envoltura, maduracién de viriones, etc. Algunos de los compuestos utiliza-
dos en clinica que inhiben a dichas proteasas son [2]: indinavir (Crixivan®), saquinavir (Invirase®), nelfinavir
(Viracept®) y amprenavir (Agenerase®).

1.6.6- Oligonucledtidos especificos.

En la teoria, pequefios oligodeoxinucledtidos sintéticos complementarios con la secuencia del ARN viral
deberian inhibir la expresion de los genes virales [4]. Cortas secuencias de ADN de una sola hebra demos-
traron actividad antiviral contra HIV, HSV e influenza virus en cultivos celulares. Pero en la practica, aln se
describen problemas de estabilidad y especificidad de los oligodeoxinucleétidos.

1.6.7- Inhibidores de proteinas reguladoras.

La funcion principal de las genes reguladores es controlar la expresion de otros genes. Por ejemplo, el
producto protéico del gen tat de HIV se une especificamente a un elemento llamado TAR presente en el
cDNA integrado de HIV y en todos los ARNm del mismo virus. Esto resulta en el aumento de la expresion de
los genes de HIV, incluyendo al tat, produciendo un feedback positivo que permite la produccion de un
namero mayor de viriones. Un compuesto que se pueda unir a la proteina tat o a la secuencia nucleotidica
TAR podria resultar un efectivo inhibidor de la replicacion del HIV [4].

1.6.8- Interferon.

Los interferones, descubiertos en 1957 por Isaacs y Lindemman [7], son productos celulares naturales
de la infeccién viral y tienen amplio espectro contra todos los virus. Los primeros ensayos clinicos se
realizaron con cantidades inadecuadas de interferones sempirurificados que habian sido producidos por
tratamiento de fibroblastos humanos con un paramixovirus. Sin embargo, en 1980 se cloné el gen para un
interferon humano y se expreso6 en Escherichia coli. Desde entonces, las cantidades obtenidas de interfero-
nes son mayores y su costo es mucho menor.

Los interferones no son administrables por via oral, por lo que se requiere su administracion por via
intramuscular. Se observan efectos adversos toxicos tales como fiebre, fatiga, mialgia, nauseas, vomitos,
pérdida de peso, alopecia, sequedad bucal, neuropatia sensorial periférica reversible, mielosupresion y
funcién hepatica anormal en altas concentraciones durante periodos prolongados.
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El tratamiento con interferén para hepatitis C resulta exitoso en el tratamiento a largo plazo pero la
enfermedad reincide con el retiro de la droga. También se registraron casos en los cuales el tratamiento con
interferén produjo una regresion en ciertos tipos de cancer [4]. Por lo tanto, se espera que en un futuro no
muy lejano se administren combinaciones de interfer6n con drogas antivirales y con drogas anticancerige-
nas.

1.7- Limitaciones de la quimioterapia antiviral.

El mayor problema de las drogas antivirales es la presencia de efectos toxicos. Pero también existen
otros inconvenientes. Por ejemplo, cuanto mas selectiva sea una droga, mas reducido es su espectro de
accion. Ademas, la quimioterapia antiviral es imposible de llevar a cabo en el estado latente de un virus, por
lo que este tipo de infecciones son, hasta el momento, imposibles de erradicar. Es importante detectar
rapidamente la enfermedad para poder iniciar un tratamiento sin demoras y evitar mayores dafios. Por
ultimo, existe el problema del surgimiento de mutantes resistentes, lo que impulsa la busqueda de nuevos
compuestos.

1.8- Mutantes resistentes.

Esta evidenciado el surgimiento de mutantes resistentes para todos los compuestos con actividad anti-
viral especifica [8]. Las cepas mutantes resistentes surgen tanto in vitro como in vivo durante el tratamiento
antiviral, especialmente en las terapias de larga duracién y en pacientes inmunocomprometidos. General-
mente, la resistencia es el resultado de una mutacion en el gen que codifica para la proteina blanco de la
droga. La sensibilidad de una droga puede ser analizada por crecimiento de una cepa en un cultivo celular en
presencia de diluciones seriadas del compuesto. La indicacién de resistencia a la droga a través de este
ensayo durante su desarrollo es un hecho que puede frenar la fase clinica de investigacion.

La emergencia de mutantes resistentes se diferencia entre los distintos grupos de virus. Para determinar
de la resistencia se debe analizar la frecuencia de mutacion, el estado de bienestar del virus y la potencia de
la droga. Las cepas mutantes existen aun antes de empezar el tratamiento, sélo que dicho tratamiento
alienta el dominio de las cepas mutantes sobre la poblacién viral. Dado que la ARN polimerasa carece de
prueba de lectura, los virus ARN tienen mayor frecuencia de mutacién que los virus ADN. A esto se le puede
adicionar el hecho de administrar drogas inmunosupresivas, que pueden incrementar el riesgo de resisten-
cia como resultado de una mayor replicacion.

Una droga poco potente permite la replicacion viral con un lento desarrollo de resistencia. Mientras que
una droga mas potente va a inducir resistencia mas rapidamente, a menos que se inhiba la replicacion
completamente [8].

Los procedimientos a seguir tras el surgimiento de resistencias esta determinado por la evolucién y tipo
de enfermedad, el estado fisico del paciente y la droga administrada, entre otras cosas. Pero generalmente
suelen aumentarse las dosis orales en primera instancia para luego pasar a la administracion intravenosa
del medicamento, cambio de la droga o combinacién de terapias [9].

2- Virus
VIRUS NO ENVUELTOS.

Arenaviridae Rhabdoviridae Herpesviridae.

Su genoma consiste en Su genoma consiste en Su genoma consiste
ARN simple cadena ARN simple cadena ADN doble cadena.

Paramixoviridae
Su genoma consiste en ARN simple cadena.
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VIRUS NO ENVUELTOS.

Picronaviridae.
Su genoma consiste en
ARN simple cadena.

Fig 2. Composicion gendmica de los virus utilizados en este trabajo.

2.1- Virus Herpes Simplex:

2.1.1- Caracteristicas.

El virus herpes simplex pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae. Esta familia
incluye numerosos virus patégenos para el hombre como el herpes simplex tipo 1y 2 (HSV-1y HSV-2), el
herpesvirus B, el virus varicela-zoster (VZV), el citomegalovirus (subfamilia betaherpesvirinae) y el virus
Epstein-Barr (subfamilia Gammaherpesvirinae) [10].

Existen dos tipos virales dentro del género herpes simplex: HSV-1y HSV-2. El HSV-1 esta asociado con
las lesiones orales y oculares y se transmite a través de secreciones orales y respiratorias. En cambio, el
HSV-2 esta asociado a lesiones genitales y anales y su transmision es fundamentalmente sexual.

La infeccion inicial del virus se produce a través de una mucosa erosionada (labios, boca, o0jo, genitales)
o de la piel, donde comienza la multiplicacién. Luego, el virus difunde a los ganglios linfaticos donde se
produce la multiplicacién secundaria. La latencia viral explica las recurrencias de las lesiones, que en este
caso esta asociada a las neuronas de los ganglios trigémino en la zona facial y sacra en la zona genital.
Dado que el virus alcanza otras células epiteliales por diseminacion célula-célula (es decir, por fusién de
membranas de dos células contiguas), este no contacta el medio extracelular evitando encontrarse con los
anticuerpos. Pero el hecho de que hayan anticuerpos evitan la diseminacion viral por lo que las reincidencias
de las lesiones se llevan a cabo en el lugar de la infeccién original [10]. Las recurrencias estan asociadas a
factores fisicos (lesiones cortantes, irradiacion solar) y factores emocionales (disgustos, stress). La reinci-
dencia suele ser de evolucién mas corta y sintomatologia moderada con completa regeneracion del epitelio.

2.1.2- Estructura del virién.

El virién es esférico y envuelto de aproximadamente 150nm de didmetro. Contiene una capside icosaédri-
ca con 162 capsomeros, rodeados por un tegumento amorfo. Dentro de la capside se encuentra un “core”
electrodenso que contiene el genoma viral constituido por ADN lineal doble cadena (codifica para mas de 70
proteinas en la célula infectada). El genoma de HSV que comprende aproximadamente 150 Kpb estad com-
puesto por dos secuencias L (larga) y S (corta). La envoltura presenta espiculas en su superficie.

2.1.3- Ciclo de multiplicacion viral.

La glicoproteina de la envoltura gC se une a los residuos heparan sulfato que se encuentran en la
superficie celular. La glicoproteina gD es también una mediadora de la unién a receptores celulares promo-
viendo la penetracién viral por fusion pH dependiente de la envoltura viral con la membrana plasmatica,
proceso en el que, ademas, estarian involucradas las glicoproteinas gB y gH.

Proteinas del tegumento son liberadas. Una de ellas suprime la sintesis de proteinas celular, y la capside
es transportada a un poro nuclear donde el ADN viral es liberado y se circulariza. Otra proteina que se libera
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al tegumento activa la transcripcion de los 5 genes a. Esta proteina viral se asocia a dos proteinas celulares
para formar un complejo multiprotéico que reconoce la secuencia en la region promotora del ADN viral
disparando la transcripcion mediante la polimerasa celular. Los a ARNm son transportados al citoplasma
donde son traducidos a proteinas regulatorias de la expresion de los genes tardios. Una proteina a inicia la
transcripcion de los genes b, que codifican para enzimas requeridas para incrementar el pool de nucleétidos
y otras necesarias para la replicacion viral.

El genoma viral se replica por un mecanismo circular. Siguiendo el ciclo de replicacién, algunas proteinas
b inducen la transcripcion de los genes g, que al ser traducidos se generan proteinas requeridas para la
formacién del viridn. El ensamblaje de proteinas de la capside forman una capside vacia en donde luego se
empagqueta el ADN viral [11]. La adquisicién de la envoltura se puede explicar de dos formas. La capside
dejaria el nucleo recubierta con la membrana nuclear interna y el virus seria transportado a golgi para
maduracion de proteinas y posterior liberacion por exocitosis. O el virus perderia la envoltura de la membra-
na nuclear al fusionarse con el reticulo endoplasmico y adquiriria una nueva envoltura de la membrana de
golgi donde estarian insertas las glicoproteinas virales maduras. Finalmente, serian liberadas por exocito-
sis.

2.1.4- Epidemiologia.

El huésped natural del HSV es el hombre. La prevalencia de la infeccidén por virus herpes simplex es
aproximadamente del 100% en la edad adulta. Es importante resaltar que existe liberacién de virus infeccio-
S0 en mucosas y/o epitelios que no evidencian lesion alguna. De esta forma el virus se transmite entre
personas aparentemente sanas.

2.1.5- Sintomatologia y tratamiento.

Se desarrolla cierta picazén y ardor antes de la reincidencia del HSV en la zona donde se produjo la
infeccion inicial y donde luego aparecen las lesiones vesiculares con alto contenido virico, Ulceras y costras.
Las lesiones varian su gravedad de acuerdo al lugar de la infeccién: mucosa oral-respiratoria, mucosa
genital, queratoconjuntivitis y encefalitis.

El aciclovir es el tratamiento de eleccidn para esta viremia. Su mecanismo de accion ya fue descripto en
otra seccién anterior.

Desafortunadamente, todavia no existe ninguna vacuna aprobada para su utilizaciéon. Pero se encuentran
en fases de desarrollo vacunas basadas en glicoproteinas de la envoltura.

2.2- Virus de la poliomielitis.

2.2.1- Caracteristicas:

El virus de la poliomielitis (PV) pertenece al género Enterovirus que a su vez esta clasificado dentro de la
familia Picornaviridae (que incluye también Rhinovirus y Hepatovirus). Presenta tres serotipos: poliovirus 1,
2 y 3. Estos virus se multiplican en el tracto intestinal donde el pH acido les resulta 6ptimo.

La poliomielitis o pardlisis infantil es una infeccién aguda viral y el curso de la misma puede evolucionar
de diversas formas: asintomatico, abortiva y enfermedad paralitica [12]. El virus se transmite por via oral,
aérea y fecal de un humano infectado durante el final del periodo de incubacion, todo el periodo de invasion,
de estado y de convalecencia. El virus llega al organismo por la mucosa orofaringea, siendo la replicacion de
mayor intensidad en las amigdalas y placas de peyer del ileon. De alli, pasan a los ganglios linfaticos
cervicales y mesentéricos alcanzando la circulacion sistémica provocando una viremia transitoria o viremia
menor. Al alcanzar otros tejidos se produce la viremia secundaria y es cuando comienzan las manifestacio-
nes clinicas.

2.2.2- Estructura del virion:

El virus de la poliomielitis posee una capside proteica desnuda de estructura icosaédrica y didmetro de
aproximadamente 25nm, formada por 32 capsémeros. Contiene 4 proteinas estructurales con 60 copias de
cada una en el viridn. El genoma consta de una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva de 7,2
a 8,4 Kpb.

2.2.3- Ciclo de multiplicacion viral:

El receptor celular para los poliovirus es un miembro de la familia de inmunoglobulinas. Luego de la
adsorcion, penetracion y desnudamiento sucede la replicacion del ARN. Esta comprende la sintesis de un
ARN complementario que sirve como templado para la sintesis de ARN gendémico, que a su vez sirve como
ARNmM y se traduce a un gran polipéptido que incluye a todas las proteinas virales. Este polipéptido se cliva
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autocataliticamente a los intermediarios P1, P2 y P3. P1 es, a su vez, clivada para dar VPO, VP1y VP3y
finalmente las cuatro proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4, La regién P2 codifica para dos protei-
nas no estructurales y P3 para proteinas requeridas para la replicacion. La terminacion de la traduccion se
produce gracias a una proteasa que inactiva al complejo que es necesario para unir ARNm a los ribosomas.
La replicacion y el ensamblaje ocurre en el citoplasma y el nuevo virion se libera por lisis celular.

2.2.4- Epidemiologia:

El reservorio de la enfermedad es el humano exclusivamente. Se presenta una prevalencia estacional
para los meses de temperaturas calidas en climas templados. La letalidad es de entre el 2 y el 20% para la
enfermedad paralitica.

El serotipo 1 es el agente causante de poliomielitis mas frecuente en la actualidad. El tipo 2 es el
serotipo mas controlado mediante vacunacion por lo que su presencia en la poblacion es un indicador de la
falta de eficiencia en los planes de inmunizacion.

2.2.5- Sintomatologia y tratamiento:

La enfermedad consta de un periodo de incubaciéon de 3 a 6 dias , un periodo de estado con sus
respectivas complicaciones tales como insuficiencia respiratoria, hipertension arterial, Ulceras y atrofia
muscular progresiva entre otras y un ultimo periodo de convalecencia.

La poliomielitis no tiene un tratamiento especifico por lo que es de suma importancia tomar medidas de
prevencién. La vacuna a virus inactivado o Salk, de administraciéon intramuscular, se utiliza desde 1955
(actualmente, sé6lo para embarazadas y personas inmunocomprometidas). La vacuna oral trivalente con
virus atenuado se administra desde 1964 a los 2, 4 y 6 meses de edad y se refuerzan las dosis a los 18
meses y 6 afios de edad. Esta vacuna esta incluida en el Programa Ampliado de Inmunizaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y en el Calendario Nacional.

2.3- Virus del Sarampion

2.3.1- Caracteristicas.

El virus del sarampion (SARV) pertenece a la familia de los Paramixoviridae, que a su vez esta dividida en
dos subfamilias: Paramixovirinae y Peumovirinae. La subfamilia Paramixovirinae esta formada por dos géne-
ros: Paramixovirus y Morbillivirus. Dentro de este dltimo género se encuentra el virus del Sarampion, que
tiene un solo tipo antigénico.

El sarampidn es una enfermedad infecciosa aguda muy contagiosa predominante en los nifios. Cursa
con rinitis, conjuntivitis, bronquitis, exantema caracteristico y exantema eritematomaculo-papular morbilifor-
me generalizado. El reservorio del virus es humano exclusivamente y dicho virus es transmisible durante el
Ultimo periodo de incubacién, el periodo de invasion y los primeros dias de estado por via aérea y contacto
directo.

El virus penetra en el hombre por la mucosa respiratoria y/o conjuntival y se multiplica a nivel epitelial.
La infeccion se extiende a los ganglios linfaticos donde contindia su replicacién y constituye la viremia
primaria, durante el cual el virus se disemina en los leucocitos y alcanza el sistema reticuloendotelial. La
necrosis de las células reticuloendoteliales provoca reinvasion a leucocitos produciendo la viremia secunda-
ria. El exantema se presenta junto con los anticuerpos especificos. Una caracteristica de las lesiones son
las células multinucleadas que se forman por accién de la proteina fusionante [13].

2.3.2- Estructura del virién.
El sarampién es un virus esférico, pleomorfico de un didmetro entre 120 y 170 nm. El acido nucléico
consiste en un ARN monocatenario de sentido negativo no segmentado.

La nucleocapside es una ribonucleoproteina que presenta simetria helicoidal y 18nm de diametro. Esta
constituida por tres proteinas estructurales, de las cuales una es la ARN polimerasa. La envoltura es una
bicapa lipidica derivada de la célula huésped. En la envoltura se encuentran espiculas de 10 nm constitui-
das por dos glicoproteinas transmembrana. Algunas de estas espiculas presentan actividad de hemaglutini-
na. Otro grupo de espiculas esta formado por la proteina fusionante de membrana.

2.3.3- Ciclo de multiplicacién viral.

La adsorcién del virus a la superficie celular se debe a la funcién hemaglutinina de una espicula de
envoltura. La penetraciéon se produce por fusién mediada por la glicoproteina F de membrana. La transcrip-
cion se produce en el citoplasma utilizando la ARN polimerasa viral. EI genoma se transcribe a ARN positivo
y este se comporta como ARNm, que luego se traduce a proteinas especificas. Hay varios ARNm que luego
se traducen. La nucleocapside helicoidal se ensambla y el virus se libera por gemacion.
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2.3.4- Epidemiologia.

El sarampién es una enfermedad prevenible por vacunacion. La prevalencia de la enfermedad es durante
los meses de temperaturas mas bajas. La mayor incidencia se registra entre los 0 y 9 afios de edad aunque
cualquier grupo de edad es susceptible a la infeccibn a menos que haya sido vacunado o ya haya contraido
la enfermedad.

2.3.5- Sintomatologia y tratamiento.

El periodo de incubacion dura aproximadamente 10 dias y el de invasion 3. Este Ultimo periodo comienza
bruscamente con alta temperatura, y triple catarro (conjuntival, nasal, faringolaringotraqueobronquial). Al
final de este periodo se observan manchas de Koplik, que contienen antigenos y nucleocépsides virales. El
periodo de estado dura aproximadamente 6 dias y se inicia con la aparicion del exantema y pico febril.
Algunas de las complicaciones pueden ser neumonia, diarrea, meningoencefalitis y otras. El periodo de
convalecencia dura entre 2 y 4 semanas.

El sarampidn no tiene tratamiento especifico. En las formas no complicadas el tratamientos es higiénico-
dietético y sintomatico. La vacuna antisarampionosa esta preparada con virus atenuado cultivado en células
de embrion de pollo y se administra por via subcutanea o intramuscular. Esta vacuna esta incluida en el
Programa Ampliado de Inmunizaciones de la OMS y en el Calendario Nacional y se aplica a los 12 meses
de edad.

2.4- Virus de la estomatitis vesicular (VSV).

2.4.1-Caracteristicas.

El virus de la estomatitis vesicular pertenece al género Vesiculovirus, dentro de la familia Rhabdoviridae.
Esta familia también comprende al género Lyssavirus, dentro del cual se encuentra el virus de la rabia.

El VSV es zoondtico y se puede transmitir al hombre a partir de fluidos vesiculares y tejidos infectados
de animales, pero no hay medidas aplicadas para evitar la infeccion [14].

2.4.2- Estructura del virion.

Los virus de esta familia miden aproximadamente 70 nm de ancho y 170 nm de largo y consisten en una
envoltura lipidica con glicoproteinas insertas alrededor de una nucleocapside helicoidal que le confiere a los
virus una forma de bala caracteristica. El acido nucléico es una ARN de cadena simple, de polaridad nega-
tiva, de aproximadamente 11-12kb.

2.4.3- Ciclo de multiplicacién viral.

Los viriones se unen a receptores celulares via la glicoproteina G, entra la célula por endocitosis y se
desnudan, liberando la nucleocapside al citoplasma. La transcripcion comprende 5 ARNm monocistrénicos:
N (nucleoproteina), P (proteinas no estructurales), M (proteinas de la matriz), G (glicoproteinas) y L (ARN
polimerasa). Ambas cadenas de polaridad opuesta se unen a nucleoproteinas pero sélo la de polaridad
negativa se asocia con M para disparar la salida de los viriones a través de las zonas de la membrana
plasméatica que posee la glicoproteina G.

La replicacién del VSV causa una citopatologia rapida, posiblemente debido a la inhibicién de la trans-
cripcién del ARNm celular por la proteina M.

2.4.4- Epidemiologia.
Los reservorios son los animales como ganado y caballos pero es transmisible al hombre. Los casos
reportados en el hombre son debido a descuidos durante brotes en el ganado.

2.4.5- Sintomatologia y tratamiento.

La enfermedad en humanos es semejante a la influenza, presentando fiebre, escalofrios y dolor muscu-
lar. La enfermedad se resuelve sin complicaciones a los 7 o 10 dias. No hay medidas de prevencién desarro-
lladas para los humanos. El tratamiento es exclusivamente sintomatolégico.

2.5- Arenavirus.
2.5.1- Caracteristicas.
La familia Arenaviridae se divide en dos grupos: Arenavirus del Viejo Mundo, que incluye a los virus de la

coriomeningitis linfocitaria (LCM), virus Lassa, Mopeia, Mobala, etc, aislados en el continente africano y los
Arenavirus del Nuevo Mundo o complejo Tacaribe que incluye a los virus Junin (VJ), Tacaribe (TAC), Machu-
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po, Pichindé, Guanarito, etc, aislados en el continente americano [15].

La fiebre hemorragica argentina (FHA), producida por el virus Junin, es una enfermedad endémica del
area central de la Pampa Humeda. Causa infeccion persistente en roedores con eliminacion del virus en
orina [16]. Para que el hombre se infecte debe estar en intimo contacto con el roedor. El huésped natural del
virus Junin son los roedores Calomys musculinus y C. Laucha pero otros roedores también pueden infectar-
se. La patologia esta delimitada al sistema circulatorio produciendo hemorragias, trombocitopenia, leucope-
nia, hemoconcentracion, proteinuria, hipotensién y a veces muerte por shock hipovolémico.

El virus Tacaribe es el Unico arenavirus que fue aislado de murciélagos (Artibeus sp.). Este virus no es
patégeno para el hombre.

2.5.2- Estructura del virién (de arenavirus)

Las particulas virales son redondeadas, ovales o pleomorficas, con un diametro de 50-300 nm. El «core»
exhibe una zona clara conteniendo un nimero variable de granulos semejantes a ribosomas. La envoltura,
cubierta por espiculas, se forma de la membrana plasmatica celular. EI genoma viral comprende dos seg-
mentos de ARN lineales de 8,2 (L) y 3,4 (S) Kb respectivamente, cada uno de los cuales forman un circulo
por uniones puente de hidrégeno en sus puntas. La mayor parte del genoma es de polaridad negativa pero la
mitad 5° del segmento S y una pequefa secuencia en el 5° del L tienen polaridad positiva. El segmento S
codifica para las proteinas estructurales nucleoproteina N y glicoproteina precursora de glicoproteinas G1y
G2, que conforman las espiculas de la envoltura.

2.5.3- Ciclo de multiplicacién viral

Luego de la entrada del viridn a la célula y su desnudamiento, el ARNm que codifica para la nucleoprotei-
na N es transcripto por la transcriptasa viral desde el extremo 3" negativo del segmento S. Lo mismo ocurre
con el segmento L. La traduccién de las proteinas N (nucleoproteina) y L (polimerasa) se requieren antes de
la replicacion viral, que a su vez requiere la sintesis de copias complementarias completas de ambos
segmentos. Recién después, se pueden transcribir la proteina G y la proteina Z (que une zinc) del otro
extremo de los segmentos Sy L, respectivamente. Luego de la glicosilacion y clivaje de la proteina G, los
viriones brotan a través de la membrana plasmética [17].

2.5.4- Epidemiologia.

El virus penetra a través de lesiones en la piel o por inhalacién. La FHA es una enfermedad ocupacional,
que afecta a adultos dedicados a la cosecha del maiz. Por lo tanto, es una enfermedad estacional, prevale-
ciendo en los meses de Abril, Mayo y Junio, durante la época de cosecha. La mortalidad por infeccidon con
el virus Junin, sin tratamiento especifico es en promedio un 13%.

2.5.5- Sintomatologia y tratamiento.

La infeccidn del hombre con un arenavirus puede producir desde sintomas parecidos a los de la influenza
hasta fiebre hemorragica, pasando por meningitis. Algunos de los sintomas incluyen: algias, mareos, cons-
tipacion, dolor retro-ocular, nauseas, insomnio, vomitos, tos, dolor de garganta y fotofobia. Y entre los
signos se encuentran: adenopatias axilares o inguinales, petequias, halo congestivo en encias, hipotension
arterial, halitosis, adenopatias cervicales y encias sangrantes a la presion. El periodo de incubacion dura
entre 1 y 2 semanas y es cuando la replicacién viral ocurre en diversos érganos. La fiebre hemorragica
causada por estos tipos de virus parece producirse porque la coagulacion intravascular diseminada no se
produce hasta la fase terminal de la enfermedad. En la infeccién con virus Junin, es prominente el sangrado
con trombocitopenia severa.

La prevencion de la FHA se basa en el control de los roedores, aunque esta tarea se dificulta en zonas
rurales. El curso de la enfermedad es modificable por administracion de plasma de convaleciente dentro de
la primera semana de la enfermedad. La ribavirina es la Unica droga de amplio espectro antiviral que se
ensayo contra el virus Junin en animales y humanos [18]. A pesar de resultar eficaz, el compuesto no esta
en uso por su alta toxicidad.

Actualmente, en nuestro pais, esta aprobada una vacuna a virus vivo atenuado llamada Candid 1, que
presenta mutaciones en el extremo amino terminal del precursor de las glicoproteinas (GPC), region corres-
pondiente a la glicoproteina madura G1, una vez clivado el receptor. Esta vacuna demostré ser altamente
eficaz [19].
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3- Microcina J25 y Fragarina.

3.1- Compuestos antivirales de origen natural.

Debido a la creciente demanda de compuestos antivirales, ya sea por la necesidad de curar pandemias
como el SIDA o por el surgimiento de resistencias, la comunidad cientifica internacional esta centrando su
atencion en compuestos de origen natural.

Esta demostrado que en el mundo vegetal y animal existen compuestos con gran potencial como antimi-
crobianos [20]. Muchos de ellos aln no pudieron ser aislados ni muchos otros identificados. Por ejemplo,
los brasinosteroides son un grupo nuevo de esteroides aislados de plantas, en donde cumplen una funcion
esencial para el normal crecimiento y desarrollo de las mismas. Este grupo de compuestos contiene un
esqueleto en comun: el 5-a-colestano. Los analogos obtenidos por variaciones de los grupos funcionales y
su respectiva esteroquimica, mostraron una alta actividad antiviral contra el virus del sarampion [21] asi
como contra HSV-1, VJ, TAC y Pichindé [22]. También son alentadores los resultados contra HSV-2 [23].
Para los arenavirus, los indices de selectividad (razén entre concentracion citotéxica cincuenta y concentra-
cién efectiva cincuenta) obtenidos fueron entre 10 y 18 veces mas altos que el de la ribavirina para VJ. Cabe
destacar que las modificaciones de los grupos funcionales también mostraron variaciones en la citotoxici-
dad [24].

Otro ejemplo de la gran variedad de compuestos presentes en la naturaleza es el de los galactanos
sulfatados obtenidos de algas rojas Gymnogongrus griffithsiae y Cryptonemia crenulata. Estos compuestos
también demostraron tener una alta actividad antiviral contra varias cepas de HSV-1, HSV-2 y virus dengue
tipo 2 (DEN-2) [25].

El hombre, como parte del ecosistema, también posee en sus defensas compuestos con una alta
actividad antimicrobiana. Varios investigadores reportaron la presencia de actividad inhibitoria contra varios
virus en fluidos y tejidos corporales [26]. AUn muchos de estos compuestos no han sido identificados. Por
ejemplo, en la saliva se encontraron desde peroxidasas hasta péptidos antimicrobianos como las defensi-
nas y lactoferrinas. Se sugiere la posible existencia de un inhibidor alin no descubierto en saliva ya que los
compuestos identificados no inhiben al HIV lo suficientemente bien como para explicar la no transmision del
HIV a través de este fluido. [26, 27, 28].

La mayoria de los organismos multicelulares poseen péptidos antibidticos en su sistema inmune. [29].
Los péptidos maduros de humanos (LL-37) y de ratones (CRAMP) son codificados por genes similares
(CAMP and Cnlp) y tienen estructuras a-helicoidales similares [30]. A pesar de las divergencias en sus
secuencias y taxonomia, la mayoria de estos antibioticos comparten un mismo mecanismo de accién. Por
todo esto, podria resultar de gran utilidad estudiar mas profundamente esta clase de péptidos.

3.2- Péptidos antimicrobianos:

3.2.1- Clasificacion.

Los péptidos antimicrobianos, ampliamente estudiados en la actualidad, pueden ser agrupados en dos

grandes grupos [31]:

v Péptidos de sintesis no ribosomal: Este tipo de péptidos son producidos por bacterias y hongos. Gene-
ralmente, presentan aminoacidos modificados y son el resultado de la acciéon de complejos multienzima-
ticos constituidos por sintetasas que catalizan la formacion de las cadenas peptidicas sin participacion
de los ribosomas. Las polimixinas, bacitracina y gramicidina S son algunos de los péptidos incluidos en
este grupo.

Se demostré que la ciclosporina A, péptido producido por el hongo Tolyplocadium inflatum posee activi-

dad inhibitoria contra HSV-1, HSV-2, VSV, HIV, citomegalovirus murino y vaccinia [32].

v Péptidos de sintesis ribosomal: Este tipo de péptidos tienen en comin el hecho de tener carga neta
positiva por ser ricos en arginina o lisina (existen algunos péptidos derivados de bacterias débilmente
cargados) y ser anfipaticos. De acuerdo a su estructura también pueden ser agrupados en péptidos de
estructura beta estabilizada por puentes disulfuro (por ejemplo: defensinas producidas por mamiferos,
insectos, plantas), péptidos de estructura a-hélice (por ejemplo: cecropina, melitina, magainina, bomvi-
nina) y péptidos de estructura extendida con predominio de uno o dos aminoacidos (por ejemplo: indoli-
cindina y profenina). La falta de homologia en las secuencias dificulta la prediccion de la actividad de
estos péptidos in vivo.

Los péptidos antimicrobianos también pueden ser agrupados de acuerdo a su lugar de obtencion:
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> Péptidos obtenidos de mamiferos: Generalmente, estos péptidos se encuentran en los granulos de los
neutrofilos, en las mucosas, en las secreciones de la piel o como productos de degradacion de protei-
nas. Algunos de los péptidos antimicrobianos incluidos son lactoferrinas, indolicindinas, catelicidinas y
defensinas. Las defensinas son los péptidos antimicrobianos de amplio espectro mas estudiados dentro
de este grupo. La familia de las defensinas contienen alfa y beta-defensinas. Su forma es similar, aunque
las b-defensinas son mas grandes y difieren en la posicién de los residuos de cisteina. Los humanos
producen seis a-defensinas diferentes y dos b-defensinas. Cuatro de las a-defensinas se encuentran en
los granulos de los neutrofilos, las otras dos en células intestinales. Las dos b-defensinas son produci-
das en varios epitelios gracias al estimulo de bacterias, productos bacterianos y a-TNF [33]. Algunas de
las funciones descriptas de las defensinas incluyen presentacion de antigenos durante la inflamacion,
inhibicidn de fibrinolisis [34] y acumulacién en paredes arteriales [35]. En varios trabajos se describi6 la
actividad antiviral de las defensinas contra el HSV-1y 2 y VSV, [36].
El pequefio tamafio y amplio espectro de estos péptidos hacen de estos compuestos posibles candida-

tos para desarrollo farmacéutico de nuevos medicamentos.

> Péptidos obtenidos de anfibios: Los péptidos bombinina, aislado de Bombina variegata y magainina de
ranas Xenopus sp presentan una alta actividad antimicrobiana. La mayoria de estos péptidos forman a-
hélices cationica anfipaticas. Algunos péptidos derivados de magaininas demostraron su poder virucida
contra el HSV-1 [37].

> Péptidos obtenidos de insectos: Los péptidos antimicrobianos de insectos pueden agruparse en dos
grupos: los que son secretados dentro de los insectos o los que son secretados fuera del cuerpo de los
mismos. Por ejemplo, las cecropinas se encuentran en la hemolinfa de Hyalophora cecropia [38] y la
melitina se encuentra en el veneno excretado por las abejas de la especie Apis mellifera.

Se demostré que a bajas concentraciones la melitina inhibe la multiplicacion in vitro de HIV-1 , afectando
selectivamente la expresion de los genes del virus [39]. También se encontré que un andlogo de la
melitina, diferenciado de esta por s6lo algunas cargas, inhibe la fusion de las células inducida por HSV-
1y la dispersion del virus [40].

La cecropina es activa contra VJ, TAC y Pichindé y se sugiere que actuaria inhibiendo la morfogénesis y

el egreso de particulas infecciosas de VJ al medio extracelular [41].

> Péptidos obtenidos de plantas: Las tioninas fueron los primeros péptidos antimicrobianos aislados de
plantas. Son téxicos para bacterias gram positivas y gram negativas, hongos y levaduras. También se
aislaron defensinas de plantas que poseen mayoritariamente actividad antifingica en lugar de actividad
antimicrobiana [42].
Se encontrd que un extracto de Melia azerdach L. contiene un glicopéptido llamado meliacina con mar-
cada actividad antiviral contra PV, VSV, HSV, Junin, Pichindé y Tacaribe in vitro [43]. El mecanismo de
accion involucraria la inhibicion de algun paso final de la replicacion [44].

> Péptidos virales: Los péptidos virales, fueron identificados por primera vez, como dos hélices altamente
anfipaticas cargadas positivamente en la envoltura protéica de HIV-1. Estos péptidos y otros derivados
de proteinas transmembrana de lentivirus tienen actividad antimicrobiana y citolitica [45].

> Péptidos aislados de bacterias: Péptidos antimicrobianos catidnicos y neutros son secretados por bac-
terias gram-positivas y gram-negativas. A estos compuestos se los llama bacteriocinas. Entre estos, se
destacan la mersacidina de Lactococcus, que inhibe la sintesis de peptidoglicanos y las microcinas, de

Escherichia coli, que inhiben la sintesis protéica.

Algunas bacteriocinas producidas por bacterias acido-lacticas (lactocinas producidas por Lactobacillus
casei) pueden inhibir el crecimiento de patdégenos durante el procesamiento y fermentacién de alimentos,
por lo que esto seria de gran interés para la industria alimenticia [46]. Las bacteriocinas son liberadas por
bacterias 4cido lacticas junto con acidos orgénicos. La incorporacion de estas bacteriocinas como ingre-
dientes biopreservativos en alimentos demostrd su eficacia. Una opcién alin mas practica y econémica seria
agregar directamente cultivos productores de bacteriocinas a las comidas [47]. Este hecho podria revolucio-
nar al mercado alimenticio ya que en el mundo esta prohibido el agregado de antibiéticos a los alimentos.
Pero este antibidtico careceria de toxicidad por provenir del propio organismo. También se demostrd la
eficiente actividad antiviral contra HSV-1 y HSV-2 salvaje y mutante (sin timidin quinasa) de un péptido
denominado enterocina, producido por la bacteria Enterococcus faecium CRL35 [48].
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3.2.2- Mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos:

Muchos péptidos demostraron unirse a los lipopolisacaridos (u otros componentes en las bacterias
gram-positivas) y permeabilizar la membrana externa para autopromover su entrada en bacterias gram-
negativas. Como los péptidos catidnicos tienen tres ordenes de magnitud mayor que los cationes divalentes
Ca*? y Mg*?, estos péptidos desplazan competitivamente a los iones y modifican las propiedades de la
membrana externa [31]. La membrana presentaria rupturas que permitirian el pasaje de ciertas moléculas.
Sin embargo, el mecanismo en que la bacteria se muere aln no esté dilucidado. Otros estudios indicaron
gue las defensinas, cecropinas, bacteriocinas y indolicidinas forman un canal voltaje dependiente permeable
a los iones en la membrana lipidica. Hay otro mecanismo sugerido en el cual los péptidos saturan la
superficie de la membrana antes de desestabilizarla.

A pesar de algunos estudios preclinicos realizados por pequefias compafiias de biotecnologia, aliin hay
dudas respecto de los costos de produccién, labilidad a proteasas in vivo y efectos adversos. De acuerdo a
informacion provista por las diversas compariias farmacéuticas, un péptido llamado rBPl, [49], que se
encuentra en fase clinica /11l seria (til en la terapia contra meningoccemia.

3.3- Microcina J25.

Las microcinas son pequefios péptidos antibiéticos producidos por enterobacterias [50]. En base a
criterios bioquimicos, genéticos y de inmunidad cruzada se establecieron seis grupos de microcinas: A, B,
C, D, E y H[51]. Una cepa de bacteria puede producir varias microcinas: la Escherichia coli LR05 produce
microcina J25 y microcina L. Y cada microcina tiene distinta estructura y mecanismo de accién [52].
Recientemente, se aislé de heces de un lactante sano una cepa de Escherichia coli, AY25, productora de
un antibidtico del tipo de las microcinas designado microcina J25 [53], creando un nuevo grupo de inmuni-
dad: J. La MccJ25 es el primer péptido (PM = 2.107Da) de estructura circular producido por una bacteria
gram-negativa descripto hasta el momento [53]. Las cepas productoras de MccJ25 estan ampliamente
distribuidas en el tracto intestinal [54].

Las microcinas también podrian reclasificarse en dos grupos. El primero estaria compuesto por las
microcinas B17, C7 y J25, que son péptidos modificados post traducionalmente con masas moleculares
menores a 5kDa. El segundo grupo estaria compuesto por las microcinas E492, ColV y L, que son péptidos
mas largos, con masa molecular entre 8 y 10 kDa, que no sufren modificaciones post traduccionales y que
son principalmente activas a través de la despolarizacion de membrana [52].

Esta comprobada la actividad antibiética de la MccJ25 contra la familia Enterobacteriaceae, incluyendo
varias cepas patdgenas de E. coli, Salmonella y Shigella [55]. Pero esta actividad disminuye o desaparece
en la forma lineal del péptido analogo sintético, indicando que la estructura circular es crucial para la bioac-
tividad del péptido [56]. Asombrosamente, la MccJ25 linealizada por termolisina conserva su actividad anti-
microbiana contra cepas de E. coli y S. enteriditis [57].

La sintesis de la microcina J25 (MccJ25) es 6ptima en medios minimos y se induce al entrar las células
en la fase estacionaria de crecimiento [58]. La produccién de la MccJ25 esté regulada por la disponibilidad
de hierro en el medio de cultivo, siendo inhibitoria una alta concentracion del metal [59].

La MccJ25 posee un mecanismo de accion diferente a los otros péptidos antimicrobianos ya que intervie-
ne en la division celular, produciendo filamentacién de las células sensibles. Esta filamentacion, indepen-
diente del sistema SOS, no resulta de un dafio al ADN o de interferencia en la replicacion [53]. Se sugiere
gue el fenotipo filamentoso inducido por MccJ25 seria el resultado de la transcripcion no apareada de los
genes que codifican para las proteinas responsables de la division celular [60].

La produccion de MccJ25 estan determinadas por un plasmido de 4.8kb no conjugativo, de bajo nimero
de copias [53]. Varios experimentos permitieron identificar tres genes de produccién dentro del fragmento:
mcjABC. El gen mcjD es el que provee inmunidad al antibidtico [61]. En el cuadro 2 se muestran las
posibles caracteristicas de las proteinas codificadas por los cuatros genes y sus posibles funciones [62]

La secuencia derivada del gen mcjD es homdloga a una varidedad de proteinas de membrana de la
familia de transportadores ABC. Esta similitud sugiere que la McjD funcionaria en el reflujo activo de la
microcina a través de la membrana plasmatica, lo que podria contribuir al mecanismo de inmunidad, al
mantener la concentracion interna de microcina por debajo de un nivel critico.

La caracterizacion fenotipica y genética de mutantes resistentes permitio destacar a la proteina de
membrana FhuA como el receptor de la MccJ25 [63]. La translocacion requiere los productos de los genes
tonB, exb y sbmA, localizados en la membrana plasmética [64]. La secuencia del gen estructural sugiere
gue la MccJ25 es sintetizada como un precursor de 58 aminoéacidos (Fig. 3 y 4). El péptido ciclico activo
esta conformado por 21 residuos aminoacidicos, lo que indica la remocion de 37 aminoacidos del péptido
lider para producir una molécula madura [62]. Las proteinas McjB y McjC serian las encargadas de remover
estos aminoacidos y de ciclar el péptido remanente o sdlo ciclar el péptido previamente clivado por una
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proteasa de origen cromosOmico. La estructura tridimensional de la MccJ25, resuelta por RMN [68], indica
una estructura muy particular. Todos los aminoacidos hidrofébicos estan expuestos hacia el exterior de la
molécula (fig. 5).

Se aislé una mutante resistente a la MccJ25 con una sustitucion en la posicion 931 de la ARN polimera-
sa de una isoleucina por una treonina [60]. La resistencia residia en el gen rpoC, que codifica para la
subunidad b” de la ARN polimerasa. Esto indicaria que el blanco de accion del péptido seria esta subunidad
de la ARN polimerasa de Escherichia coli [60]. Se sugiere que la MccJ25 inhibiria la transcripcion uniéndose
al canal secundario de ARN polimerasa y bloquearia el acceso del sustrato al centro catalitico [65]. La
MccJ25 disminuy0 la sintesis de ARN tanto in vitro como in vivo [60]. La rifampicina, un antibiético utilizado
contra la tuberculosis, tiene un mecanismo de accién similar. También se encontraron mutantes resistentes
de Salmonella tras haber sido expuesta a una cepa de E. coli que excretaba microcina 24. Otros estudios
indicarian la accion bactericida de la MccJ25 por alteracion de la permeabilidad de la membrana de Salmo-
nella newport y la subsecuente disipacion del gradiente, lo que iniciaria la inhibicion de procesos como el
consumo de oxigeno [67].

Una caracteristica importante a destacar es que la microcina es de sintesis ribosomal y que no sufre
modificaciones postraduccionales de sus aminoacidos, por lo que la obtencién de analogos podria resultar
sencilla. La proteina de membrana tolC estaria involucrada en la produccién y secrecion de la MccJ25 [69]
(Fig 6.)

Algunas de las propiedades de la MccJ25 incluyen insensibilidad al tratamiento con proteinasa K, pepsi-
na, quimiotripsina o proteasa V8 de S aureus y resistencia al autoclavado por mas de 30 minutos a 120°C.
La termolisina rompe la estructura circular exponiendo a los 21 aminoacidos. La MccJ25 tiene una solubili-
dad en agua de 1mg/ml y también posee solubilidad en metanol, donde adopta una estructura globular
compacta que consiste en una lamina b paralela doblada atrds en si misma [68]. La purificacion de la
MccJ25 originalmente consistia en adsorber el antibiético a carbén activado y posterior eluciéon con acetona
acuosa. Actualmente, se puede purificar mas eficientemente. Se precipita el antibiético con sobrenadantes
concentrados por evaporacion con sulfato de amonio al 80%, seguida de una prepurificacion mediante
cromatografia con cartucho de C8. La purificacion final se logra por HPLC.

Gen N° de aminoécidos. Peso molecular. Funcion.

mcjA 58 6.200 Precursor de MccJ25
mcjB 208 24.568 Procesamiento?
mcjC 442 50.433 Procesamiento?
mcjD 580 65.424 Inmunidad.

Cuadro 2. Proteinas codificadas por los genes de la MccJ25. Posibles caracteristicas de las proteinas codificadas por los cuatros
genes mcjABCD y sus posibles funciones

MIKHFHFNKLSSGKKNNVPSPAKGVIQIKKSASQLTKGGAGHVPEYFVG
IGTPISFYG

Fig 3. Estructura primaria de la MccJ25. El péptido precursor estd conformado por 58 aminoacidos. En la secuencia estan
subrayados los aminoéacidos correspondientes a la composicion aminoacidica del péptido ciclico activo, conformado por 21
aminoacidos.

Fig 4. Estructura secundaria de la MccJ25.
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Fig 5. Estructura tridimensional de la MccJ25 en solucion. La micro-
cina J25 adopta una estructura compacta bien definida que consiste
en una lamina beta antiparalela deformada, la cual es enrollada y
plegada hacia atras en si misma, resultando en tres rulos. Los resi-
duos 7-10 y 17-20 forman la parte mas regular de la lamina beta. La
region que contiene los residuos Gly 11-His16 consisten en una hor-
quilla beta distorsionada, que se divide en dos pequefios rulos y es
estabilizada por una vuelta gamma inversa y una vuelta beta. El rever-
so de la cadena que muestra un rulo en Phe21-Pro6 resulta de una
vuelta mixta beta/gamma. Una cavidad, en donde se encuentra la
cadena lateral hidrofilica de Ser8, es limitada por dos regiones simila-
res a dos pinzas de cangrejo que incluye a los residuos 6-8 y 18-1
[68].

Bacteria Productora

1
I
|
|

|
| polimerasa|

/ ‘Mccj25 cyclo- | /
.

{(VGIGTPISFYG |
| GGAGHVPEYF |

. Pre-propeptido
: 28 amino acidos

anjﬂ' mei8 mgjC mgiD
Flasmido

Fig 6. Sistema MccJ25. El plasmido responsable de la produccion de la MccJ25 esta formado por 3 genes mcjABC. Un cuarto gen,
mcjD, es el responsable de otorgarle inmunidad a la MccJ25. En su conjunto, codificarian para un pre-péptido de 58 amino&cidos.
No esta totalmente dilucidado el mecanismo por el cual se cliva dicho péptido y luego se cicla para formar el ciclopéptido de 21
aminoacidos con actividad antimicrobiana. La MccJ25 excretada, penetra en la bacteria blanco por medio del receptor de
membrana FhuA. La traslocacion es mediada por el producto de los genes SbmA, tonB, exb. Una vez adentro, la MccJ25
interacttia con el gen rpoC, inhibiendo la accion de la ARN polimerasa.
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3.4- Fragarina

Las plantas, en su ambiente natural, estdn expuestas a una gran cantidad de microorganismos. Para
resistir al ataque microbiano y continuar con su crecimiento normal, las plantas fabrican compuestos quimi-
cos. Estos compuestos pueden formarse por induccién (fitoalexinas) o pueden estar preformados (fitoantipi-
cinas). Pueden ser, a su vez, de origen peptidico o no peptidico. La distribucién de estos compuestos es
determinada por el tipo de tejido. Generalmente, se encuentran en las células localizadas en las capas
externas de los tejidos de las plantas, sugiriendo que estos compuestos forman parte de la defensa contra
ataques de patdgenos.

La fragarina es un antibiético aislado y purificado de una fraccion citosoélica soluble de hojas de frutilla
Fragaria ananassa. Estudios indicaron que se trata de un nuevo tipo de compuesto antimicrobiano preforma-
do (fitoantipicina) ya que la planta no habia sido expuesta a ninguna situacion estresante. La fragarina
demostrd ser entre 10 y 100 veces mas activa contra bacterias que contra hongos [70].

La caracterizacion del compuesto indica la presencia de una molécula anfipatica con un peso molecular
de 306 Da. La fragarina demostrd ser completamente estable al tratamiento con proteasa y a la hidroélisis
alcalina a 120°C durante 20 minutos. Esto indica claramente que la fragarina no posee estructura peptidica
[70]. Sin embargo, se puede afirmar la presencia de aminas primarias en la estructura y que no tiene
actividad hemolitica, por lo que se sugiere que la fragarina seria una saponina.

La adicién de fragarina a cultivos celulares de Clavibacter michiganensis demostré una rapida inhibicién
del crecimiento y consumo de oxigeno. También, se observo la disipacion del potencial de membrana y un
aumento de la permeabilidad de esta en presencia del compuesto. La sugerencia de que la fragarina actua-
ria a nivel de la membrana celular se correlaciona con el descenso de la viabilidad celular [71]. La fragarina
demostro ser activa contra bacterias con una concentracion efectiva cincuenta (CE;) del orden de 0.5mM
aproximadamente [70].

Actualmente se esta investigando si la fragarina se encuentra asociada a algun ligando protéico de
mayor peso molecular dentro de las hojas debido a indicios de esto obtenidos durante la purificacion [70].

Objetivos

Considerando que la microcina J25 y la fragarina son compuestos de origen natural y poseen una marca-
da actividad antimicrobiana se decidi6 investigar su potencial actividad antiviral.
Para esto se plantearon los siguientes objetivos:
O Familiarizacion con técnicas de cultivo de tejidos y titulacién de virus.
O Preparacion de stocks correspondientes a los virus HSV-1, HSV-2, VSV, VJ, TAC, SARV y PV.
O Determinacion de la citotoxicidad de la microcina J25 y de la fragarina.
U Screening de ambos compuestos frente a diversos ARN y ADN virus.
U Determinar si los compuestos presentan actividad virucida.

Materiales y métodos.

1- Medios de cultivo.

O Medio de crecimiento (MC): Medio minimo esencial de Eagle (MEM) suplementado con 5% de suero de
ternera inactivado y 50ug/ml de gentamicina.*

O Medio de mantenimiento (MM): Medio minimo esencial de Eagle suplementado con 1,5% de suero de
ternera inactivado y 50ug/ml de gentamicina.*

O Medio de plaqueo: Medio minimo esencial de Eagle doblemente concentrado (MEM 2X) suplementado
con 4% de suero de ternera inactivado y 100ug/ml de gentamicina. En el momento de utilizarse se
mezcla con igual volumen de metilcelulosa 1,4% para obtener un medio semisélido.*

*Los cultivos que se incubaron en estufa con 4% de CO,, se suplementaron con 20mM de buffer acido N-

[2-hidroxietil] piperazin-N"- [2-etansulfénico] (HEPES) y bicarbonato de sodio.

2- Células.

Se utilizd la linea celular Vero (rifion de mono verde africano Cercopithecus aethiops), crecidas en mono-
capa en MC a 37°C y mantenidas en MM.
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3- Virus.

Se utilizé la cepa F de HSV-1y la cepa G de HSV-2, que fueron obtenidas de la American Type Culture
Collection (Rockville, USA). El virus de la poliomielitis tipo VI utilizado fue la cepa vacunal sabin, obtenido
del Instituto Carlos G. Malbran. La cepa atenuada del virus del sarampién fue MV/BRAZIL/001/91(cedida
gentilmente por la Dra. Baumeister del Instituto Carlos G. Malbran). El virus VSV utilizado fue cepa Indiana.
La cepa atenuada del VJ fue IV, y del virus Tac fue TRLV ;..

4- Compuestos ensayados.

La MccJ25 vy la Fragarina fueron aportados por el Dr. Ricardo Farias de la Universidad Nacional de
Tucuman. La microcina se disolvié en agua destilada estéril obteniéndose una solucién madre de concentra-
cién 1092mM (2300mg/ml). La fragarina se disolvié en agua destilada estéril obteniéndose una solucion
madre de concentracién 6329mM (2000mg/ml). En el momento de utilizar ambas soluciones, se efectuaron
las correspondientes diluciones en MM. Todas las soluciones se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

5- Obtencidn de los stocks virales.

Células Vero crecidas en botellas planas de 25 cm?de superficie se infectaron con una multiplicidad de
infeccién (m.i) de 0,2 UFP/célula. Luego de 1 hora de adsorcién a 37°C, se descart6 el indculo y se cubrie-
ron las células con 6ml de MM, que posteriormente se incubaron a 37°C. A las 30 hs post-infeccién (p.i), los
cultivos infectados con HSV-1, HSV-2, VSV, polio y sarampion, que mostraban un alto grado de accion
citopética (ACP), se sometieron a ciclos de congelado (-70°C) y descongelado. Luego, se centrifugaron a
10.000 g durante 10 minutos y los stocks fueron obtenidos a partir del sobrenadante. Los stocks de arena-
virus se obtuvieron cosechando el sobrenadante de los cultivos infectados a los 4 dias p.i para TAC y a los
5 dias p.i para VJ. Los stocks se conservaron a -70°C y se titularon por UFP.

6- Ensayo de viabilidad celular.

Con el objetivo de determinar la citotoxicidad de la microcina y de la fragarina, se realizd el ensayo
colorimétrico del MTT. EI MTT (bromuro de (3-[4,5-dimetilthiazol-2y1]-2,5-difeniltetrazolio, Sigma Chemical
Co. St. Louis) es un compuesto que es clivado por accién de la enzima mitocondrial succinato deshidroge-
nasa, generando un producto azul (formazan) [72]. La cantidad de este producto azul se relaciona con la
viabilidad celular.

Monocapas de células Vero, crecidas en una microplaca de 96 cavidades durante 48 hs, se incubaron
con 100ml de MM conteniendo diluciones seriadas al cuarto de los compuestos, por duplicado, durante 24
hs a 37°C en estufa de CO,. Transcurrido este tiempo, se agregaron 10ml de una solucion de MTT (5 mg/ml)
en cada cavidad y se incubd la placa a 37°C durante 2hs. Seguidamente, se descartaron los sobrenadantes
y los cristales de formazan se disolvieron en 200ml de etanol 96%. Finalmente, se determiné la densidad
Optica, utilizando un lector de microplacas Eurogenetics MPR-A 4i, a una longitud de onda de 570 nmy a
una longitud de onda de referencia de 630 nm. La intensidad del colorante de las células tratadas se
comparo con controles de células sin tratar.

El porcentaje de viabilidad celular se calculé como:

% de viabilidad celular = 100 x (densidad oOptica / densidad optica )

570nm)tratado control.

Se determind la concentracion del compuesto que reduce el 50% de la viabilidad celular (CC,), extrapo-
lando a partir del gréafico de regresion lineal del porcentaje de viabilidad celular en funcién de la concentracion
del compuesto.

7- Ensayos antivirales.

7.1- Titulacion de la infectividad viral:

La titulacién de la infectividad viral se realizd por el método de formacién de placas (UFP). Para esto,
monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades, se infectaron con un inéculo de
100ul de diluciones seriadas al décimo, por duplicado, del stock viral o de la muestra a titular. Luego de 1
hora de adsorcion a 37°C, se retird el inoculo y se cubrié cada cavidad con 500ul de medio de plaqueo. Las
microplacas se incubaron a 37°C en estufa de CO,, 7 dias para VJ y TAC (renovando el medio semisolido a
los 3 dias), y 2 dias para HSV, VSV, sarampion y poliomielitis. Finalmente, se fijaron las células con formol
al 10% durante 15 minutos y se revelaron las placas por tincion con cristal violeta al 1% durante 20 minutos.

El titulo viral se determiné de la siguiente forma:

Titulo (UFP/ml) = nimero promedio de placas / (dilucién utilizada x volumen del in6culo)
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7.2- Ensayo de inhibicién del rendimiento viral.

La actividad antiviral fue evaluada mediante el ensayo de inhibicién del rendimiento viral. Para esto,
monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades fueron infectadas con los virus HSV-
1, HSV-2, VSV, PV, SARV, VJy TAC a una m.i (multiplicidad de infeccién) de 1, para infectar la mayoria de
las células. Luego de una hora de adsorcién a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia dilucio-
nes seriadas del compuesto. La inhibicién del efecto citopéatico se examind luego de 24 hs de incubacion a
37°C. Los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP, utilizando células Vero y dilucio-
nes al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

La actividad antiviral se calculé como el porcentaje de inhibicién del nUmero de placas producidas res-
pecto de los controles a través de la siguiente formula:

% inhibicion = 100 — (titulo de la muestra x 100) / (titulo del control de virus)

La concentracion efectiva 50 (CE ;) es la concentracion del compuesto que reduce en un 50% el rendi-
miento viral respecto del control. Este valor se calculd extrapolando su valor a partir de la recta de regresion
lineal obtenida del grafico del nimero de placas en funcién de la concentracion.

8- Actividad virucida.

Por ultimo, se realiz6 el ensayo de actividad virucida para determinar si los compuestos inactivan a los
virus por contacto directo. Para esto, 6.10° UFP/ml de polio cepa vacunal diluida en medio de cultivo fueron
incubadas a 37°C con 10ul de Fragarina de concentracién 333ug/ml y 100ul de Microcina de concentracion
1150ug/ml de microcina durante 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. A los tiempos indicados, los cultivos fueron
congelados y alicuotas, apropiadamente diluidas en MM fueron recolectadas. Con estas alicuotas se estu-
did la supervivencia viral por el método de UFP. Finalmente, se graficé el titulo viral en funcién del tiempo de
incubacion de los tratamientos.

Resultados

1- Preparacion de los stocks virales
Antes de comenzar a ensayar la actividad antiviral de los compuestos, se realizaron los stocks corres-
pondientes a todos los virus utilizados en este trabajo, como se describié anteriormente en materiales y
métodos.
Los titulos virales obtenidos fueron:
VSV: 4,5.10” UFP/ml.
HSV-1: 7,0.107 UFP/ml.
HSV-2: 4,0.107 UFP/mI.
PV: 6,0.108 UFP/mI
SARV: 8,0.107 UFP/mI.
VJ: 4,0.108UFP/mI.
TAC: 6,0.10°UFP/ml.

oo00o00oo0oo

2- Evaluacion del efecto de la microcina J25 y fragarina sobre la viabilidad celular.

Previamente al estudio de la actividad antiviral de un compuesto, se debe evaluar el efecto téxico de este
sobre las células en ausencia del virus. Para esto, la concentracion citotoxica cincuenta (CC,,) se determiné
incubando monocapas de células Vero con diluciones seriadas de los compuestos. La viabilidad celular se
determiné a través de la observacion de la morfologia celular al microscopio 6ptico y a través del ensayo
colorimétrico del MTT antes descripto. Las concentraciones elegidas para la microcina J25 fueron diluciones
seriadas al medio a partir de 1500ug/ml, concentracion que resultd ser no téxica para las células. Para la
fragarina, también se realizaron diluciones seriadas al medio a partir de 2000ug/ml.

La CC,de la MccJ25 resulto ser mayor a 1500ug/ml. No se determiné la CC, con exactitud debido a que
para determinar la actividad antiviral se usaron concentraciones muchos menores. No se observaron modi-
ficaciones en las células al microscopio éptico.

La CC,, de la fragarina fue de 241mg/ml, observandose una marcada disminucion de la viabilidad celular
con el aumento de las concentraciones. Esto es claramente visible en el grafico a partir del cual surge la
recta de regresion lineal, con la cual se calculé la CCy (Fig. 7). Se observd, en el caso de las células
dafiadas, el redondeamiento caracteristico y el desprendimiento de algunas células al sobrenadante de los
cultivos.
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Considerando los valores de citotoxicidad obtenidos, se procedié a valorar el efecto de estos compues-
tos sobre la multiplicacion viral, utilizando un rango de valores por debajo de la CC,,

3- Evaluacion de la actividad antiviral de MccJ25 y fragarina.

Luego de los estudios de toxicidad se realizo el screening de los compuestos en estudio contra HSV-1,
HVS-2, VSV, PV, VJ, TAC y SARV. Para esto, monocapas de células Vero fueron infectadas con cada uno
de los virus a una m.i. de 1 y luego de una hora de adsorcién a 37°C, se retiré el inéculo y los cultivos se
incubaron con MM conteniendo concentraciones no citotéxicas de los compuestos. Luego de 24 hs a 37°C,
se cosecharon los sobrenadante y se cuantificé el titulo infeccioso de los virus por el método de formacién
de placas. Los resultados indicaron que fue inhibida la replicacion de todos los virus, aunque algunos virus,
como HSV-1y HSV-2 mostraron una baja susceptibilidad a los compuestos. Por lo tanto, estos virus fueron
descartados para futuros estudios.

Se comenz6 por valorar la actividad antiviral de la MccJ25. Para todos los virus el indice de Selectividad
(IS: relacion entre la CC,, y la CE ) fue mayor a 10, excepto para HSV-1. Entre los valores de IS mas altos
se destaca el de VSV y PV, resultando estos claramente aptos para futuros estudios.

Al valorar la actividad antiviral de la fragarina, se encontraron valores de IS mucho mas bajos. Sélo para
HSV-2 y sarampién se encontraron datos mayores a 10, siendo estos dos los Unicos virus relativamente
susceptibles al compuesto. El cuadro 3 muestra los IS obtenidos para ambos compuestos. En las figuras 8,
9, 10, 11, 12 y 13 se pueden observar los graficos de donde se interpol6 la CE,, (concentracion efectiva
cincuenta, concentracion a la cual se produce un 50% de inhibicion del nimero de placas respecto del
control) y los respectivos graficos de porcentaje de inhibicion de la replicacion viral en funcién de la concen-
tracion de compuesto.

Ensayo de viabilidad celular: Fragarina
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Fig. 7. Se determind la citotoxicidad de la fragarina por el método del MTT. Para esto se incubaron células Vero con distintas
concentraciones de fragarina durante 24hs a 37°C. Finalizado este tiempo se incubd la placa con MTT (5mg/ml), se descart6 el
sobrenadante y se disolvieron los cristales formados en etanol 96%. Por Gltimo, se midi6 la densidad éptica de cada cavidad, datos
con los cuales se calculo el % de viabilidad celular respectivo. La CC_ se calculo interpolando en la recta de regresion lineal
obtenida a partir del gréafico.

28



Tesinas Descripcion de la actividad antiviral de Microcina J25y Fragarina contra virus de importancia sanitaria

Efecto de la fragarina sobre la
multiplicacion de PV.
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Fig. 8. Accion antiviral de la fragarina contra PV. Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se
infectaron con PV a unam.i de 1. Luego de una hora de adsorcion a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia diluciones
seriadas del compuesto. Luego de 24 hs a 37°C los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP, utilizando
células Vero y diluciones al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Efecto de la fragarina sobre la
multiplicacion de VSV.
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Fig. 9. Accioén antiviral de la fragarina contra VSV. Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se
infectaron con VSV a una m.i de 1. Luego de una hora de adsorcién a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia
diluciones seriadas del compuesto. Luego de 24 hs a 37°C los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP,
utilizando células Vero y diluciones al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Efecto de |la fragarina sobre la
multiplicacion de sarampion.
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Fig. 10. Accién antiviral de la fragarina contra SARV. Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se
infectaron con SARV a una m.i de 1. Luego de una hora de adsorcion a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia
diluciones seriadas del compuesto. Luego de 24 hs a 37°C los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP,
utilizando células Vero y diluciones al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Efecto de la fragarina sobre la
multiplicacion de HSV-2.
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Fig. 11. Accion antiviral de la fragarina contra HSV-2. Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se
infectaron con HSV-2 a una m.i de 1. Luego de una hora de adsorcion a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia
diluciones seriadas del compuesto. Luego de 24 hs a 37°C los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP,
utilizando células Vero y diluciones al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Efecto de la MccJ25 sobre la
multiplicacion de VSV.
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Fig. 12. Accién antiviral de la MccJ25 contra VSV. Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se
infectaron con VSV a una m.i de 1. Luego de una hora de adsorcién a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia
diluciones seriadas del compuesto. Luego de 24 hs a 37°C los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP,
utilizando células Vero y diluciones al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Efecto de la MccJ25 sobre la
multiplicacion de PV.
120
s 100 '
()
S 60 o~
S 40 o~
©
& 20 N
0 T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Concentracion (mg/ml)
Inhibicién de la replicacion de PV por
efecto de la MccJ25
80
70
S 60
(@]
3 50
E 40
o 30
©
s 20
" —
O T T T
12,5 25 50 100
Concentracion (mg/ml)

Fig. 13. Accion antiviral de la MccJ25 contra PV. Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se
infectaron con PV a una m.i de 1. Luego de una hora de adsorcion a 37°C, las células se cubrieron con MM que contenia diluciones
seriadas del compuesto. Luego de 24 hs a 37°C los sobrenadantes se cosecharon y titularon por el método de UFP, utilizando
células Vero y diluciones al décimo de los virus ensayados. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
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Virus Compuesto
Fragarina Microcina J25
(CC,, =241ng/ml) (CC,, >1500ng/m)
CE," IS IS
(mg/ml) CE,, (mg/ml)
VSV 30 8 21 >71.5
HSV-1 40 6 >200 <75
HSV-2 24.1 10 NH NH
Sarampion 16.9 14,2 >46 <32.6
Poliovirus 66.3 3.6 35.5 >42.3
Tacaribe >80 >3 >46 <32,6
Junin >80 >3 >46 <32,6

*CC,, = Concentracion citotoxica cincuenta o concentracion de compuesto que reduce la viabilidad celular en un 50% luego de
48hs de incubacion a 37°C.

*CE,, =,Concentracién efectiva cincuenta o concentracion de compuesto que inhibe la replicacion viral en un 50%.

**|S = Indice de Selectividad: CC_/CE_. EI IS debe ser mayor a 10 para considerar a una droga como potencial antiviral.

NH = No hecho.

Cuadro 3. Actividad antiviral de microcina J25 y fragarina. En este cuadro se resumen los datos obtenidos en el screening de los
compuestos contra los distintos virus.

4- Evaluacién de la actividad virucida de la MccJ25 y Fragarina.

Para determinar la capacidad de los compuestos de inactivar directamente las particulas virales, es decir
sin inhibir alguna etapa del ciclo de replicacién, se realizé el ensayo de actividad virucida, en el cual se
evalud la habilidad de los compuestos para inactivar al PV a temperatura fisiol6gica. Para medir la actividad
virucida se eligi6 al virus de la polio por los valores relativamente altos obtenidos de los ensayos antivirales
y por ser un virus de gran importancia sanitaria. Para esto, se tomaron alicuotas del stock viral diluido en
medio de cultivo y se incubaron durante 15, 30, 45 y 60 minutos a 37°C en presencia de cada compuesto.
La concentracion de la MccJ25 utilizada fue 1150ug/ml (32 veces mayor que la CE) y la de la fragarina
333ug/ml (5 veces mayor que la CE,,). Simultaneamente, se realiz un control de virus sin compuesto. En
los tiempos indicados, los cultivos fueron congelados y las alicuotas, apropiadamente diluidas en MM (a
concentraciones inferiores a la CC,), se analizaron en busca de supervivencia viral. Se observo una gradual
pérdida de infectividad con el tiempo de incubacién como se muestra en la fig.14 para los cultivos tratados
y el cultivo control, sugiriendo que la infectividad viral disminuye por la inactivacion térmica y no por efecto
directo de los compuestos sobre los viriones.
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a0

—+*— Fragatina
—=— Meccl25
— 4 Control

UFP/ml

0 15 30 45 60
Tiempo (minutos)

Fig. 14. Inactivacion directa de PV por MccJ25 y Fragarina. 10° UFP/ml de PV diluido en medio de cultivo fue incubado a 37°C con
MccJ25 1150ug/mly fragarina 333ug/ml durante 15, 30, 45y 60 minutos. En los tiempos indicados, los cultivos fueron congelados
y las alicuotas, apropiadamente diluidas en MM, se analizaron en blUsqueda de supervivencia viral. Los titulos obtenidos se
encuentran entre 4.10°y 8.10° UFP/m.

Discusion

En este trabajo se realizd una breve descripcion de la actividad antiviral de dos compuestos noveles,
recientemente aislados de fuentes naturales. Se encontr6 que ambos compuestos inhiben en mayor o
menor grado la replicacién de los distintos virus utilizados in vitro.

La MccJ25, péptido antimicrobiano producido por E. coli cepa AY25, mostré poseer un significativo
efecto inhibitorio en la replicacion viral de PV, SARV, VSV y miembros de la familia Arenaviridae de una
manera dosis-dependiente. Esta actividad antiviral se observé a concentraciones muy por debajo de la CC,
dando indices de selectividad mayores que 10, que es lo que se busca para considerar al compuesto como
potencial antiviral. Sorprendentemente, los genomas de todos estos virus consisten en moléculas de ARN
simple cadena. Esta concomitancia podria estar relacionada con los estudios llevados a cabo por Delgado
et al [60], en los cuales se identifica a la microcina J25 como bloqueante del acceso del sustrato al centro
catalitico de la ARN polimerasa, interfiriendo de esta forma con la transcripcion en bacterias. Los herpesvi-
rus utilizados en este trabajo mostraron una menor susceptibilidad al compuesto. Esto podria ser debido a
gue poseen un genoma distinto (ADN).

El ensayo de actividad virucida refuerza lo expuesto anteriormente, indicando que la actividad antiviral de
la MccJ25 es debida a la inhibicion de algun paso de la multiplicacién viral y no a una inactivacion directa de
los virus por parte del compuesto, como fue demostrado para otros péptidos antimicrobianos como las
defensinas humanas y pequefos péptidos aislados de macr6fagos de pulmén de conejos [36 y 73]. Si bien
los estudios realizados con la MccJ25 hasta el momento son muy limitados, se sugiere la realizacion de
ensayos que ayuden a dilucidar el mecanismo de accidn. Por otro lado, resultaria util, también, que se lleven
a cabo estudios de relacién estructura-actividad para producir compuestos que ademas de tener los para-
metros deseados (CC,, y CE,, entre otros), posean una interesante razon costo-beneficio.
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La Fragarina, mostré poseer baja citotoxicidad en los cultivos celulares utilizados. Si bien los IS de la
fragarina no resultaron muy alentadores, excepto para SARV (14.2) y HSV-2 (10), se sugiere tener en
cuenta a este compuesto para futuros estudios, tal cual o con algunas modificaciones, por provenir de una
fuente de origen natural de facil acceso (hojas de frutilla). Ademas, otros antivirales aprobados para su uso
en clinica frente a estos dos virus poseen IS semejantes. Por ejemplo, el IS del foscarnet es de 10 para HSV
[74] y el IS de la ribavirina para SARV es de 12 [21].

Una vez dilucidados los mecanismos de accién de ambos compuestos, se podrian hacer combinaciones
con otros antivirales aprobados en la clinica y ver la existencia o no de sinergismo.

Un gran nimero de compuestos con actividad antiviral fueron aislados de diferentes fuentes naturales.
Muchos de estos son péptidos con marcada actividad antimicrobiana, hecho que destaca a este tipo de
compuestos para futuras investigaciones. Circulina A y B son péptidos macrociclicos, aislados del arbol
tropical Chassalia parvifolia, que poseen actividad anti-HIV [75]. Las fluvirucinas son antibiéticos aislados de
un caldo de fermentacion de especies de actinomicetos no identificados, que poseen una potente actividad
inhibitoria contra el virus de la influenza A [76].

Hasta el momento, nunca se habia reportado sobre la actividad antiviral de bacteriocinas, excepto por la
enterocina CRL35 [48]. Sin embargo, se document6 que un pequefio péptido llamado EBR28, aislado de
una libreria geonémica de levaduras, posee propiedades antivirales contra el HIV en células humanas infec-
tadas. La molécula de este péptido adoptaria una estructura o-helicoidal y tendria propiedades anfipaticas
[77], parecidas a la MccJ25. Por lo tanto, los resultados de este trabajo sugieren tener en cuenta a las
bacteriocinas como potenciales antivirales. También podria resultar interesante ensayar la actividad antiviral
de la MccJ25, y quizas de la fragarina también, contra otros patégenos de importancia sanitaria como el
HIV.
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Abreviaturas

ACP Accion citopética MC medio de crecimiento

ADN acido desoxirribonucléico MEM medio minimo esencial

ARN acido ribonucléico m.i multiplicidad de infeccién

AG-P acilguanosina monofosfato MM medio de mantenimiento

AG-PPP acilguanosina trifosfato MTT bromuro de (3-[4,5-dimetiltiazol-2il-2,5-
AZT azidovudina difeniltetrazolio)

CC,, concentracion citotoxica cincuenta OMS organizacion mundial de la salud

CE,, concentracion efectiva cincuenta p.i post-infeccion

Cmv citomegalovirus PM peso molecular

DEN-2  virus dengue PV virus de la poliomielitis

FHA fiebre hemorragica argentina SARV  virus del sarampién

HSV virus Herpes simplex SIDA sindrome de inmunodeficiencia adquirida
HIV virus de la inmunodeficiencia humana TAC virus tacaribe.

IS indice de selectividad. TK timidin kinasa

LCM coriomeningitis linfocitaria UFP unidades formadoras de placas

mg/ml  microgramo por mililitro VJ virus junin

mM micromolar VSV virus de la estomatitis vesicular
MccJ25 Microcina J25 vVzv virus de la varicela zoster.
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