b

ORGANO OFICIAL DEL COI‘.EGIO MEDIC 0E LA PAZ

CASOS CLINICOS - 7
~ -~/ CALIDAD DE VIDA EN PACIENTES PORTADORES DE |NSUFICIENCIA

;‘

EDITORIAL A
INVESTIGACION
EVALUACION DE LOS METODOS DE CRIBADO PARA EL

" . DIAGNOSTICO RAPIDO DE INFECCION URINARIA

2 TRATAMIENTO DE LA ERITROCITOSIS PATOLOGICA DE ALTURA
~_CON ATORVASTATINA: ESTUDIO CLINICO FASE Il

-/ ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE Opuntia soehrensi SOBRE LA INFECEEON

POR VIRUS SINGITIAL RESPIRATORIO, In Vitro.

- INDICES DE EFICACIA DIAGNDSTICA DEfCOLESﬁHOL EN
DERRAMES PLEURALES PARA DETERMINACION DE
TRASUDADO/EXUDADO EN PACIENTES HOSPITAL LUIS URIA DE
LA OLIVA ANOS 2003 A 2004. e Lz

- LOS BLOQUEOS SINO-ATRIALES DE SEGUNDO GRADPO

- ngulf"r?jAFlD PHOTHOMBiNICA =0 StldETOS CON ERITROCITOSIS

Al A

__RENAL CRONICA TERMINAL EN HEMODIALISIS

- SEGUIMIENTO CLINICO DE UN PACIENTE CON MELANOMA
COROIDEO

- CORRECCION DEL SINDROME DE WOLF-PARKINSON-WHITE

REVISION ACTUALIZACION

- AGRESION, MALTRATO Y ABUSO, DENTRO DE LA CULTURA DE LA
VIOLENCIA, COMO CONDUCTA APRENDIDA

- PARTO DOMICILIAR UNA TRADICION QUE AUN NO SE ROMPE EN
EL SECTOR DE OVEJUYO JUNIO - SEPTIEMBRE DEL 2005

- TRANSTORNOS DEL EQUILIBRIO DEL POTASIO

SECCION CULTURAL
- SEMBLANZA MEDICA

- REGLAMENTO INTERNO DE LA REVISTA MEDICA
- REQUISITOS PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS

I’




Guarachi, C. Marina

Laboratorio de Virologia e Inmunologia de la Unidad de Biomedicina Experimental. Instituto de Servicios de Laboratorio de
Diagnastico e Investigacion en Salud (SELADIS), Universidad Mayor de San Andrés.

Philco, R. Wendy

Laboratorio de Virologia e Inmunologia de la Unidad de Biomedicina Experimental. Instituto ce Servicios de Laboratorio de
Diagnostico e Investigacién en Salud (SELADIS), Universidad Mayor de San Andrés.

Terrazas, A. Katty

Laberatorio de Virologia e Inmunclogia de la Unidad de Biomedicina Experimental. Instituto de Servicios de Laboratorio de
Diagnéstico e Investigacion en Salud (SELADIS), Universidad Mayor de San Andrés.

Carvajal, S. Roger

Instituto Boliviano de Biologia de o Altura (IBBA)

ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE OPUNTIA
SOEHRENSI SOBRE LA INFECCION POR VIRUS
SINCITIAL RESPIRATORIOQ, IN VITRO.

RESUMEN

En el presente trabajo se exploro el efecto del extracto acuoso de la semilla de Opuntia soehrensii
sobre la infeccién in vitro por Virus Respiratorio Sincitial (VRS). Con este fin la linea celular
BHK-21 fue infectada con VRS, ademis, fue incorporado el extracto antes, durante y después de la
infeccion. La evaluacién se llevo a cabo por los métodos de Reduccién de la sal de tetrazolio (MTT)
y observacién del Efecto Citopitico (ECP). Dependiendo del tiempo de exposicién y de la etapa de
infeccién viral en la cual el extracto fue incorporado, el producto alcanzo la CE,, a concentraciones
entre 31 y 0,021 mg/mL. Los resultados obtenidos sugieren que O. soehrensii posee importante

actividad anti-VRS.

ABSTRACT

In this job we searched the effect of aqueous extract of Opuntia soehrensii seeds against
Respiratory Syncytial virus (RSV') infection in vitro. BHK-21 cell line was infected with RSV, and
the extract was incorporated before, during and after the infection. The evaluation was carried out
by the Tetrazolium salt method (MTT) and Cytopathic effect (CPE). The extract reached the /7
from 31 to 0,021 mg/mL; these concentrations depend on exposure time and infection viral stage
when it was incorporated. The results suggest that O. soehrensii has antiviral activity.

PALABRAS CLAVE. Virus Respiratorio Sincitial, Opuntia soehrensii, BHK-21.
KEY WORDS. Respiratory Syncytial Virus, Opuntia soehrensii, BHK-21.
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INTRODUCCION
El Virus Respiratorio Sincitial (VRS),

miembro de la familia Paramixoviridae es
una de las principales causas de afectacion
infecciosa del tracto respiratorio en todo el
mundo. Las manifestaciones clinicas van desde
cuadros gripales hasta bronquiolitis y neumonia,
principalmente en niftos menores de 2 afos,
adultos mayores de 60 afios y personas con
problemas cardiopulmonares 12345 Ademds de
la morbilidad y el costo econémico derivado de
la fase aguda de la enfermedad, la importancia

radica en las secuelas que origina a largo plazo
(6789,10,11)

El dnico agente antiviral disponible en el
comercio para el tratamiento de la infeccidn con
VRS es la Ribavirina; sin embargo, su uso esta
limitado por aspectos concernientes a su eficacia
y toxicidad (1. Debido a esta carencia
de antivirales efectivos, en la actualidad se
investigan terapias alternativas. Entre los varios
productos de aplicacién terapéutica proveniente
de la medicina tradicional quechua-aymara se
encuentra la planta Opuntia soehrensii, que
pertenece a la familia Cactaceae un componente
importante de la biodiversidad andina boliviana,
conocida popularmente como Ayrampo (),

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar la
actividad antiviral de O. Soehrensii utilizando
como modelo la infeccién in Vitro por VRS;

tomando en cuenta la medicina tradicional «

andina, se plantea que las semillas de esta planta
poseen actividad antiviral.

MATERIAL Y METODOS

Fl disefio de investigacién es de tipo «
experimental, realizado in Vitro, en cultivo de o

lineas celulares.

VRS, linea celular.

La cepa viral fue obtenida por hisopado nasal
de un paciente remitido al instituto SELADIS;
la presencia del virus fue confirmada por
Inmunofluorescencia Directa (Imagen ™). El ‘

virus fue propagado en la linea celular BHK-
21, mantenido en RPMI-1640 (Sigma.Co)
suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB,
Sigma, Co.); incubado a 37°C, 5% CO, y
saturacion de humedad (Tuttnaue Knott);
para luego ser conservado hasta su empleo
(suspension stock).

EXTRACTO VEGETAL.

Las semillas de O. sochrensii procedentes de
la zona altiplénica del departamento de La Paz
fueron desecadas y trituradas; 40 g del material
vegetal fue suspendido en 1 litro de agua
bidestilada y desionizada para su extraccion por
maceracién; el extracto acuoso fue alicuotado y
liofilizado (Liph Lock 6) dando un rendimiento
de 15 mg por cada mL.

METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD
ANTIVIRAL

- Ensayos de reduccién de MTT. A
monocapas celulares en estudio contenidos
en microplacas de 96 pozos de fondo plano
(Multi-cell, labware) se adicion6 100 uL de
la sal de tetrazolio (MTT), para ser incubado
por 4 horas y posteriormente disolver los
cristales formados con 150 uL de 4cido
clorhidrico: alcohol isopropilico (1:24) y se
midié en espectrofotometro a 545 nm de
longitud de onda (Awareness-technology
inc).

- Efecto Citopitico (ECP). Utilizando un
microscopio invertido  (Olympus CK2)
se realizé el andlisis observacional del
cambio morfolégico de células infectadas
con VRS: pérdida de adherencia, presencia
de inclusiones, vacuolas y formacion de
sincicios. A estos cambios se les asigno
valores  porcentuales  arbitrarios
sumatoria definen el ECP global.
Ensayo de Formacion de Placas. El
VRS fue infectado en células confluentes
contenidas en placas de 5,5 cm de didmetro
y placas de 24 pozos (Corning); luego de 2

cuya
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horas (periodo de adsorcién) fue afadido ’
RPMI-1640 con 0,5% y 1% de agar. Después .
del periodo de incubacién se fijo con formol
10% para colorear con Rojo Neutro 0,1% f
en RPMI y Cristal Violeta al 1% por 30 e

minutos para observar las placas virales.

DETERMINACION DE LA DOSIS INFECTIVA
MEDIA EN CULTIVO CELULAR (TCID, ).

Diluciones de VRS (modulo 10X, volumen
100 ul) fueron adicionados a monocapas
celulares; al cabo de 120 minutos los virus no
adsorbidos fueron removidos con Solucién
de Hank para luego adicionar RPMI-1640 y
ser evaluada luego de diferentes tiempos de
incubacién.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL

La actividad de O. soehrensii fue evaluada
mediante la medicién de la sobrevivencia
celular de los cultivos infectados en presencia
del producto estudiado, en comparacién con
controles tanto de infeccién (células-VRS sin
Q. soehrensii), como de células no infectadas
mantenidas en las mismas condiciones y
procedimientos. La medicién de la actividad
antiviral fue evaluada de la siguiente manera:

Activ. Antiviral (%) = (DOe) VRS - (DOc) VRS X 100

(DOC) - (DOC)VRS
Donde: (DOe)VRS = Densidad Optica de células-VRS- 0. soehrensii
(DOc)VRS = DO de células-VRS
(DOc) = DO de células sin infectar

Para la observacion del ECP.

ECP = ECPe-ECPc

Donde: ECP = Efecto Citopatico inducido por accion viral;

ECPe = ECP de células-VRS (cony sin O, soehrensil)

ECPc = ECP de células sin infectar.
RESULTADOS.

DOSIS INFECTIVA MEDIA EN CULTIVO
CELULAR (TCID, )

La concentracién a la cual el virus, a partir
de una suspension stock, es capaz de infectar
al 50% de las células de un cultivo es conocida
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como TCID,, esta fue determinada a las 48,
72y 96 horas postinfeccién. Se obtuvo datos
d1ferenczables a las 72 horas, hallindose la
TCID,; a diluciones de 10y 10~ para ECP y
MTT respecm amente. Los ensayos de actividad

antmral fueron realizados a la concentracion
. del virus correspondiente a la dilucién de 107,
» Debe hacerse notar que la observacién de placas
. de lisis no fue reproducible en ninguno de los

ensayos probados.

Determinacién del estadio de infeccién por
VRS en el cual Q. sochrensii posee actividad

antiviral.

Estandarizadas las condiciones éptimas de
multiplicacion de VRS en cultivo celular, el
extracto fue incorporado en diferentes estadios
de la infeccién:

- EFECTO DEL EXTRACTO DE O. SOEHRENSII
SOBRE EL VRS.

Diferentes concentraciones de O. soehrensii
fueron incubadas con la suspensién stock de VRS
por 24 horas; para luego diluir la suspensién viral
hastauna concentracién correspondiente a 1073 y
ser usada para infectar las células y ser incubadas
por 72 horas. La concentracién a la cual existe
50% de disminucién de la accién viral con
respecto al control de infeccién (Concentracién
Efectiva Media - CE, ) se encuentra cercana a

31 mg/mL de O. soehrensn Figura 1.

- EFECTO DEL EXTRACTO DE O. SOEHRENSII
SOBRE LA LINEA CELULAR BHK-21 PREVIO A
LA INFECCION VIRAL.

Concentraciones de O. sochrensii fueron
adicionadas a cultivos de células BHK-21
por 24, 6 y 3 horas previas a la infeccién por
el virus. El extracto fue removido antes de
proceder a infectar con VRS e incubar hasta
su evaluacién. Como se aprecia en la figura 2
el pretratamiento de las células reduce la accién
viral de manera directamente proporcional a
la concentracién y tiempo de exposicién del



extracto, encontrindose la CE, entre 31y 0,21
mg/mL de O. soehrensii.

- CAPACIDAD DE INHIBICION DE ADHESION
VIRAL.

Para evaluar la posibilidad de que O.
soehrensii  ejerza su accién antiviral por
competencia con el VRS por el sitio de unién
a las células, VRS y O. soehrensii fueron
adicionadas de modo simultineo a células
BHK-21 a 4°C. Transcurridas 2 horas los virus
no adsorbidos asi como también el extracto
fueron removidos y se incub6 por 72 horas. La
figura 3 muestra que O. soehrensii no alcanza la
actividad inhibitoria media.

- EFECTO DE O. SOEHRENSII EN LA
REPLICACION VIRAL

El extracto fue incorporado al cultivo celular
después del periodo de adsorcion viral, luego de
3y 6 horas para ser mantenido hasta las 72 horas.
Se realizaron los ensayos de MT T y observacién
del ECP. La Figura 4 muestra la existencia de un
importante efecto antiviral alcanzando la CE_|
entre 0,021y 21 mg/mL

DISCUSION.

se cita: a) alteraciones morfolégicas inducidas

otorga resistencia a alteraciones en la célula, esta
actividad es dependiente del tiempo de contacto
y de la concentracién del producto. Se descarta
que el extracto posea un efecto virucida frente
a VRS. La actividad antiviral es importante
cuando se lleva a cabo la replicacion viral
activa en la célula; posibles blancos de accién
son las etapas de transcripcion, traduccion,

lucosilacion, ensamblaje o liberacién de la
J
particula viral 17151%20),

La utilidad de estos datos es importante para
correlacionarlos con su aplicacion clinica, puesto
que este producto podria disminuir los efectos
de la infeccién de VRS en células del tracto
respiratorio.
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Figura 1. Efecto del extracto de O. sochrensii sobre el VRS antes
de la infeccion en las células. Varias concentraciones del extracto
Sueron incubadas won VRS por 24 horas a 37°C previo a la
infeccicn en células. Cada valor representa la media + DS de 3

experimentos independientes.
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Figura 2. Efecto del pretratamiento de células BHK-21 con
varias concentraciones de Q. seehrensii, previo a la infeccion
viral. Células cultivadas con O. soehrensii por 24, 6 y 3
haras fueron sometidas a la infeccidn por VRS, los resultados
Se expresan en térm inos porcentuales.
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Figura 4. Actividad antiviral de O. soehrensii  sobre la
interaccion virus-célula. El extracto de O. soehrensii se
tncorporo inmediatamente luego del periodo de adsorcion
viral, asi como también luego de 3 y 6 horas para ser
mantenid por 72 horas.
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Figura 3. Efecto de la presencia de O. sochrensii en la

adhesion de VRS en células BHK-21. VRS - O. soehrensii
Jfue adicionado a diférentes concentraciones en las células en
cultivo. Los resultados son la media + DS de 3 experimentos
independientes.
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Figura 5. Efecto de Q. soehrensii antes, durante y despuss
de Ia infeccion viral, Porcentage de la actividad antiviral
de 3 dosis de O. soehrensit, a través de la evaluacicn de la
actividad enzimdtica mediante el ensayo de reduccion de

MTT.
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