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Resumen 

 

Un terpenoide natural con actividades inmunomoduladora y antiangiogénica 

como potencial agente antiherpético 

 

La Queratitis Estromal Herpética (QH) se produce por una respuesta 

inflamatoria que ocurre en el ojo humano como secuela de la infección causada por el 

virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), siendo la primera causa epidemiológica de 

ceguera infecciosa en los países desarrollados. Uno de eventos característicos de la 

evolución de la QH es la neovascularización.  

Para limitar la progresión de la enfermedad se utilizan los corticosteroides y el 

aciclovir (ACV) que mitigan la inflamación e impiden la diseminación viral, 

respectivamente. Teniendo en cuenta los efectos adversos generados por los 

corticoides y el fenómeno de emergencia de mutantes del HSV-1 resistentes al ACV, 

se pone de relieve la necesidad de encontrar nuevas drogas antivirales. La búsqueda 

no sólo debería estar orientada a la obtención de compuestos que interfieran con 

alguna etapa del ciclo de multiplicación viral, sino que también contemple el hecho que 

la droga en cuestión interfiera con alguna señal intracelular, produciendo un efecto 

final  tanto antiviral como inmunomodulador. 

En nuestro laboratorio se ha demostrado que un extracto parcialmente  

purificado obtenido a partir de hojas de Melia azedarach L., denominado meliacina 

(MA), inhibe la multiplicación de virus pertenecientes a distintas familias, en 

condiciones in vitro y en ausencia de citotoxicidad. In vivo, MA inhibe la incidencia y la 

severidad de la QH murina, lo cual sugiere que ejercería un efecto antiinflamatorio, 

además de actuar como antiviral. Uno de los principios antivirales presentes en dichos 

extractos es el tetranortriterpenoide 1-cinamoil-3,11-dihidroximeliacarpina (CDM), que 

inhibe la multiplicación del HSV-1 in vitro, basifica los endosomas, y afecta el 

transporte de las glicoproteínas virales a la membrana plasmática. 

En el presente trabajo de tesis se investigó el mecanismo de acción antiviral e 

inmunomodulador de CDM en células epiteliales del tejido ocular y en células 

inflamatorias, así como también el efecto antiangiogénico del compuesto en células 

endoteliales.  Así fue posible avanzar en la comprensión de mecanismos moleculares 

y celulares que podrían explicar el efecto curativo de MA en la enfermedad ocular 

inducida por HSV-1 en ratón. 

 

Palabras claves: plantas medicinales; herpes simplex; antiviral; inmunomodulador; 

antiangiogénico; citoquinas; inmunopatología; queratitis estromal herpética. 



Abstract 

 

 

 

A natural terpenoid with immunomodulatory and antiangiogenic activities as a 

potential antiherpetic agent 

 

Ocular Herpes Simplex virus type 1 (HSV-1) infection may result in a 

inflammatory lesion in the eye termed Herpetic stromal keratitis (HSK). Such HSK 

lesions represent the commonest infectious cause of blindness in developed countries. 

Neovascularization stands for a major step in HSK pathogenesis. 

The current standard of care includes topical corticosteroids and acyclovir 

(ACV). Corticosteroids are used to combat the inflammatory component of the disease, 

and the antiviral prevents viral disemination. Considering the adverse effects caused by 

steroids and the phenomenon of emergence of mutant HSV-1 strains resistant to ACV, 

highlights the need for new antiviral drugs. The search should not only be aimed at 

obtaining compounds that interfere with some stage of viral multiplication cycle, but 

should also affect an intracellular signal, gathering together both antiviral and 

immunomodulatory  effects. 

Our laboratory has demonstrated that a partially purified extract obtained from 

leaves of Melia azedarach L., called meliacine (MA), inhibits the multiplication of 

viruses belonging to different families in the absence of cytotoxicity, in vitro. In vivo, MA 

inhibits the incidence and severity of the murine HSK, suggesting that it exerts an anti-

inflammatory effect in addition to its antiviral action. One of the main antiviral principles 

obtained in these extracts is the 1-cinnamoyl-3,11-dihydroxymeliacarpin (CDM), which 

inhibits HSV-1 multiplication in vitro provokes the basification of the endosomal 

vesicles, and affects the trafficking of viral glycoproteins. 

In this thesis we investigated the antiviral and immunomodulatory activities of 

CDM in epithelial cells of ocular tissue and inflammatory cells, as well as its 

antiangiogenic effect in endothelial cells. Thus, it was possible to advance in the 

understanding of the molecular and cellular mechanisms involved in the healing effect 

of MA in the ocular HSV-1 infection in mice. 

 

Keywords: medicinal plants; herpes simplex; antiviral; immunomodulatory; 

antiangiogenic; cytokine; immunopathology; herpetic stromal keratitis. 
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1. Patogenia de las infecciones virales 

 

La naturaleza intrínseca de los virus los convierte en parásitos 

intracelulares obligatorios ya que necesitan de la maquinaria celular y de sus 

procesos metabólicos para su replicación.  

En la interacción del virus con la célula, algunos virus producen un daño 

directo capaz de dar lugar a la muerte celular debido al efecto citopático viral. 

La infección viral puede comprometer numerosas funciones celulares, como la 

síntesis de proteínas y ácidos nucleicos, el mantenimiento de la arquitectura del 

citoesqueleto o la conservación de la integridad de la membrana celular. La 

lesión de la membrana plasmática se puede producir por alteración de la 

permeabilidad o por la formación de sincicios. Los herpesvirus, el virus Sendai 

y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) forman sincicios celulares por 

la acción de las glicoproteínas de su superficie. Ciertos rotavirus atípicos son 

causales de gastroenteritis asociadas a la formación de sincicios gigantes en el 

epitelio de las vellosidades intestinales. Algunos virus producen daño celular a 

través de la inhibición de la síntesis de macromoléculas del hospedador, entre 

las cuales pueden mencionarse los picornavirus, herpesvirus y poxvirus (Tyler y 

Nothanson et al, 2001). La muerte celular también se puede producir por 

apoptosis inducida por el mismo virus, para favorecer la liberación y 

propagación viral, o por la célula hospedadora, como parte del mecanismo de 

defensa innata o natural para disminuir la carga viral y la diseminación del virus 

(Knipe et al, 2001). 

Asimismo, algunos virus infectan células sin provocar su lisis. Así, por 

ejemplo, diversos arenavirus y ciertos retrovirus no son citopáticos. Las células 

pueden dividirse continuamente a pesar de la liberación permanente de la 

progenie viral. Por otro lado, puede producirse la transformación maligna de la 

célula (por ejemplo, con el retrovirus HTLV-1), por modificación del genoma de 

la célula hospedadora, o por desregulación del ciclo celular. Los virus 

oncogénicos pueden contener genoma ARN (retrovirus), o genoma ADN, tales 

como el virus del papiloma humano (HPV), el virus Epstein Barr (EBV), el virus 

de la Hepatitis B (HBV) y otros (Nevins et al, 2001; Azam y Koulaouzidis, 2008). 
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El desenlace de una infección viral en el organismo humano es variable, 

dado que puede ocurrir una infección subclínica o bien desarrollarse signos y 

síntomas inducidos por la alteración celular ocasionada por el virus y/o la 

respuesta del hospedador. La capacidad de un virus de producir enfermedad 

depende de una serie de factores tanto virales como del hospedador, como por 

ejemplo la dosis infectante, la ruta de entrada, la vía de diseminación, la edad, 

el estado nutricional e inmunitario, la carga genética del hospedador y su 

respuesta inespecífica y específica frente al agente (Tyler y Nathanson et al, 

2001). 

Así como en algunas infecciones virales es el efecto directo del virus el 

causante del desarrollo de la enfermedad produciendo una lesión directa en el 

tejido al cual infecta, en otras el daño lo produce la respuesta inmune del 

hospedador como respuesta a la presencia del virus.  Es decir, que producen 

daño a través del desencadenamiento de una inmunopatología. En muchos 

casos, no existen vacunas para prevenir este tipo de patologías, y por tanto, las 

mismas son de difícil tratamiento. 

La mayoría de los virus que producen enfermedad por efecto directo o 

por transformación de las células infectadas también poseen la capacidad de 

inducir una respuesta inmune que contribuye a la patología viral, es decir, que 

la enfermedad que causan es consecuencia de más de un mecanismo 

patogénico. El virus Ébola, el HBV, el EBV, el HSV (virus Herpes simplex) son 

ejemplos de ellos. 

Algunos virus producen diferentes patologías según el tejido que infectan 

y el mecanismo de patogénesis que desencadenan. Por ejemplo, el HSV-1, 

además de producir lesiones ulcerosas en mucosas, desencadena una 

inmunopatología cuando el sitio de infección es el ojo. En este caso, la 

respuesta inflamatoria que se origina para eliminar el virus  provoca daños 

irreversibles en la córnea que comprometen seriamente la visión (Carr et al, 

2001; Deshpande et al, 2002; Wickham et al, 2004; Biswas y Rouse, 2005). Las 

características y mecanismos de esta inmunopatología serán abordados 

extensamente más adelante. 
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2. Mecanismos de la respuesta inmune a la infección viral 

 

Para comprender la naturaleza de las inmunopatologías de origen viral, 

en primer lugar es indispensable conocer los diferentes mecanismos que se 

ponen en marcha frente a una infección viral. 

Como resultado de la infección viral, la replicación del material genético 

y la síntesis de productos virales extraños para el hospedador activan 

diferentes mecanismos de inmunidad en el organismo infectado. 

 

2.1. Respuesta inmune innata y adaptativa en las infecciones virales 

 

La primera respuesta que se produce frente a la infección viral es la 

respuesta de inmunidad innata. Esta primera instancia de la respuesta inmune 

no sólo representa una barrera a la infección viral  y a la diseminación del virus 

per se, sino que, además, los factores celulares y humorales involucrados en la 

respuesta innata son necesarios como inductores y colaboradores de la 

respuesta inmune adaptativa (Abbas et al, 2007).  

El sistema inmunitario innato consta de barreras epiteliales y de células y 

proteínas circulantes que reconocen a los virus o a las sustancias producidas 

en las interacciones e inician los mecanismos necesarios para eliminarlos. 

Las células del sistema inmune innato reconocen estructuras que son 

características de los virus y de otros patógenos microbianos, como las 

bacterias y hongos,  y que no están presentes en las células de los mamíferos. 

Las diferentes respuestas inmunitarias innatas son específicas de dichas 

estructuras compartidas por determinadas clases de microorganismos. Los 

blancos microbianos de la inmunidad innata se han descripto como “patrones 

moleculares asociados a patógenos” (PAMPs), y son algunas proteínas virales, 

los ácidos nucleicos específicos de patógenos, como el ARN bicatenario que se 

encuentra en los virus en replicación, las secuencias no metiladas CpG de 

ADN, o el ARN monocatenario del genoma de algunos virus. Los receptores 

que se unen a estas estructuras conservadas se denominan “receptores de 

reconocimiento de patrones” (RRPs), que comprenden los receptores Toll-like 
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(RTL), entre otros (Medzhitov y Janeway, 2002; Pasare y Medhzitov, 2005). 

Las células activadas por la interacción de los RTL con los virus liberan 

citoquinas y quemoquinas que reclutan células inflamatorias hacia el sitio de 

infección, inician la inflamación y dan lugar a la respuesta innata. 

Por otro lado, los RTL también están implicados en el 

desencadenamiento de muchos desórdenes inflamatorios crónicos, que si bien 

son iniciados por agentes infecciosos, son conducidos a cronicidad a través de 

un mecanismo dependiente de los RTL. Así es que los RTL están implicados 

en numerosas enfermedades inflamatorias crónicas, como la artritis 

reumatoidea, la psoriasis, la esclerosis múltiple y en varias enfermedades 

inflamatorias oculares, como por ejemplo las queratitis infecciosas (Chang et al, 

2006). 

Las superficies epiteliales intactas forman barreras físicas entre los virus 

del medio externo y los tejidos del hospedador, por lo que la pérdida de 

integridad del epitelio predispone habitualmente a la infección. 

Además de las barreras epiteliales, en la respuesta inmune innata 

también participan los monocitos/macrófagos, las células dendríticas (CD),  las 

células NK y los neutrófilos. En cuanto a la función que cumple cada tipo 

celular, las células NK  producen la lisis y muerte de las células infectadas y 

son una fuente inmediata de interferón-け  (IFN- け), que también desempeña un 

papel importante en el desarrollo de la respuesta inmune antiviral. Los 

macrófagos y las CD, llamadas genéricamente células presentadoras de 

antígenos (CPA), fagocitan y/o endocitan las partículas y antígenos virales. 

Éstos son degradados en los lisosomas celulares, y los péptidos son 

expresados en las membranas de las CPA, asociados a las proteínas del CMH-

II, para ser presentados a los linfocitos LT helper (LTh). Las CD también 

presentan péptidos antigénicos asociados al CMH-I, derivados de la expresión 

endógena de las proteínas virales en éstas células (Gatti y Pierre et al, 2003; 

Iannello et al, 2006). Al interactuar con los patógenos a través de los RTL, los 

macrófagos y las CD se activan y como consecuencia producen citoquinas e 

incrementan la expresión de los CMH-II y de moléculas coestimulatorias. Por 

ejemplo, las CD se activan al interactuar los RTL-9 con CpG-ADN del HSV y 
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del citomegalovirus humano (HCMV) produciendo Interferón tipo I (INF-I),  y  

y en macrófagos y CD infectadas con HSV-1 e Influenza se induce la 

producción de IFN- a través del reconocimiento del ARNsc por los RTL-7 y 

RTL-8 (Kumar et al, 2006).   

La presentación de antígenos virales también ocurre en las membranas 

de las células infectadas. Casi todas las células del organismo expresan 

moléculas CMH-I y tienen la capacidad de presentar antígenos peptídicos 

asociados a estas moléculas. Cualquier célula en la que se esté sintetizando un 

antígeno viral podrá ser reconocida por los LT citotóxicos (LTc) (Abbas et al, 

2007).  

La activación de las proteínas del complemento es un proceso que 

también interviene en la respuesta innata contribuyendo a la fagocitosis de las 

partículas virales por medio de la opsonización de las mismas que, además, 

induce la activación de diferentes células inflamatorias como los neutrófilos y 

los mastocitos (Abbas et al, 2007).  

Luego de la activación de la respuesta innata a la infección, y favorecida 

por ésta, se desarrollan los mecanismos de defensa inmunitarios específicos, 

celulares y humorales, los cuales constituyen la respuesta inmune adaptativa. 

Entre los mecanismos involucrados en la respuesta inmune adaptativa 

mediada por células, la respuesta mediada por los LTc es una de las 

principales protagonistas. Cuando las células LTc reconocen antígenos virales 

asociados a las moléculas CMH-I de las CD o de las células infectadas, se 

produce la activación, la expansión clonal y la diferenciación de los LTc 

(Iannello et al, 2006). Los LTh, que reconocen antígenos presentados en 

moléculas CMH-II, producen citoquinas y mediadores inflamatorios que 

contribuyen a la diferenciación y activación de los LTc. Asimismo, los LTh 

también desempeñan un papel importante en la generación de los LT de 

memoria, esenciales para el desarrollo eficiente de futuras respuestas 

específicas contra el virus. Los efectos antivirales de los LTc son varios. Por un 

lado, liberan perforinas, citolisinas y algunas citoquinas que provocan la lisis de 

las células infectadas. También producen la estimulación dentro de la misma 

célula infectada de enzimas que degradan su propio ADN, desencadenando la 
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apoptosis. Finalmente, los LTc también son capaces de secretar citoquinas con 

actividad de interferón. (Iannello et al, 2006).  

En la infección con el virus Influenza se detectan LTc activados dirigidos 

contra la mayoría de las proteínas virales, y principalmente, contra la 

nucleoproteína. Asimismo, en las infecciones con el virus respiratorio sincicial, 

sarampión, parotiditis, VIH y HCMV también se activan LTc que reconocen 

péptidos de antígenos virales. Existen múltiples evidencias experimentales que 

indican que los LTc que reaccionan con epitopes de la nucleocápside del HBV 

expresados por el CMH-I del hepatocito son responsables tanto de la lesión 

celular como de la limpieza viral en esas células. Otros estudios han 

demostrado que los LTc pueden reconocer epitopes de la proteína no 

estructural NS5 (ARN-polimerasa) del virus de la Hepatitis C (HCV) en 

asociación con CMH-I (Carballal y Oubiña, 1998; Fujinami et al, 2006; Guidotti 

et al, 2006). 

Los linfocitos B (LB) forman parte de la respuesta inmune adaptativa, 

siendo las encargadas de la secreción de anticuerpos. Los anticuerpos pueden 

ser neutralizantes, es decir que se unen a proteínas de la envoltura o de la 

cápside viral, bloqueando así la unión del virus a los receptores de la 

membrana celular y la entrada del virus a la célula. Asimismo, mediante el 

proceso de opsonización, las inmunoglobulinas unidas a las partículas virales 

provocan la agregación de las mismas, facilitando su fagocitosis por parte de 

los macrófagos y demás células fagocíticas. Los anticuerpos que 

específicamente se unen a los antígenos virales expresados en la superficie de 

la célula infectada, desencadenan la citotoxicidad dependiente de anticuerpos 

(CCDA). Estas inmunoglobulinas interactúan a través de su porción Fc con los 

receptores para el Fc de las células NK, activándolas y provocando la 

destrucción de la célula infectada. El fenómeno de CDDA representa un 

mecanismo significativamente importante de eliminación de las células 

infectadas, especialmente en los casos de las infecciones con el virus de la VIH 

y los herpesvirus (Ahmad y Menezes, 1996). 

Si bien los anticuerpos participan de la eliminación del virus, en algunos 

casos la unión de un anticuerpo a la partícula viral aumenta la eficiencia de 
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entrada del virus a las células que tienen receptores para la región Fc de la 

inmunoglobulina en sus membranas plasmáticas, tal como ocurre en el caso 

del virus del dengue hemorrágico (Rodenhuis-Zybert  et al, 2010). 

Entonces, los virus que eventualmente invaden el torrente sanguíneo o 

linfático podrán perder su infectividad si el hospedador desarrolla una 

respuesta adecuada de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, en muchas 

ocasiones, sólo a través de mecanismos mediados por células se podrá 

erradicar la infección. La mayoría de los virus inducen una respuesta mixta 

humoral y celular. El grado de activación de cada una de ellas dependerá del 

virus en cuestión. 

 

2.2. Factores de transcripción involucrados en la respuesta inmune innata 

frente a infecciones virales 

 

Cuando los virus son reconocidos por los RRPs se disparan señales 

intracelulares que originan cambios en la expresión génica celular para 

aumentar la expresión de moléculas efectoras y de adhesión (Ghosh et al, 

1998; Zhang y Ghosh et al, 2001). Todos estos procesos dependen de la 

activación de varios factores de transcripción. Entre ellos, uno de los que 

reviste mayor importancia es el factor de translocación nuclear kappa B (NF-

B), que cumple un papel esencial en el desencadenamiento de la respuesta 

inmune innata (Baeuerle y Henkel et al, 1994; Ghosh y Karin et al, 2002; 

Pomerantz y Baltimore, 2002). Cuando las células efectoras de la respuesta 

inmune innata reconocen productos virales por medio de los RTLs, se induce la 

activación del NF- B que lleva a la producción de citoquinas proinflamatorias,  

y a la activación de las CPAs. Las citoquinas tales como el TNF- -6, 

liberadas luego de la inducción del NF- B, estimulan el reclutamiento de 

células inflamatorias en el sitio de la infección (Pomerantz y Baltimore, 2002). 

El NF- B no se encuentra sólo en las células inflamatorias, sino que además 

está presente en todos los tipos celulares. 

El NF- B está compuesto por homo y heterodímeros de cinco miembros 

de la familia Rel, NF- B 1 (p50), NF- B 2 (p52), RelA (p65), RelB y c-Rel, que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodenhuis-Zybert%20IA%22%5BAuthor%5D
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contienen dominios de unión al ADN y dominios de dimerización (Baeuerle y 

Henkel, 1994; Ghosh et al, 1998; Pomerantz y Baltimore, 2002). El NF- B se 

encuentra inactivo en el citoplasma celular, anclado a su inhibidor, el I B. La 

llegada de un estímulo a las células, como por ejemplo la infección con 

numerosos tipos de virus, produce la activación del complejo quinasas 

específicas de I B, IKK. Estas quinasas fosforilan al inhibidor I B, lo cual lleva 

a su ubiquitinación y degradación vía proteosoma. La fosforilación y 

degradación del I B permiten al NF- B liberarse y migrar al núcleo celular, 

donde se une a secuencias consenso del ADN e induce la expresión de 

diversos genes, que además de estar involucrados en la inflamación y en la 

respuesta inmune, también están vinculados con la proliferación celular, la 

apoptosis, y la progresión del ciclo celular  (Baeuerle y Henkel, 1994; Ghosh et 

al, 1998, 2002; Pomerantz y Baltimore, 2002; Yamamoto y Gaynor, 2004). La 

activación del NF- B ocurre muy rápidamente durante los primeros minutos de 

exposición al inductor y no requiere síntesis de novo de la proteína.  En el caso 

de muchas infecciones virales, resulta en una estimulación transcripcional 

potente de numerosos genes virales y celulares (Hiscott et al, 2001). Los virus 

han desarrollado diferentes estrategias de modulación de la vía de activación 

del NF- B, para aumentar así la replicación viral, la supervivencia de la célula 

infectada y la evasión de la respuesta inmune. Incluso algunos virus explotan 

las propiedades anti apoptóticas del NF- B para evadir los mecanismos de 

defensa que limitan la replicación viral produciendo la muerte de la célula 

infectada (Hiscott et al, 2001). Durante la infección con HSV-1, por ejemplo, la 

transcripción del gen viral ICP0 induce la apoptosis de la célula infectada 

(Aubert et al, 1999; Sanfilippo et al, 2004; Sanfilippo y Blaho, 2006). Sin 

embargo, entre las 3 y las 6 horas post infección (p.i.) existe una “ventana de 

prevención” de la apoptosis durante la cual las proteínas celulares y virales 

bloquean el proceso de muerte celular programada (Aubert et al ,1999). El NF-

B participa de este bloqueo de la apoptosis (Goodkin et al, 2003). 

Si bien el NF- B es un factor de transcripción clave en la producción de 

citoquinas proinflamatorias, otros factores de transcripción también están 

involucrados en el desencadenamiento de la respuesta inmune. Al interactuar 
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productos microbianos con los RTLs también se activan las quinasas activadas 

por mitógenos (MAPKs) que finalmente  inducen la translocación nuclear del 

factor de transcripción AP-1. Asimismo, los RTLs también pueden conducir a la 

activación de los factores de regulación del interferón (IRF). Todos estos 

factores de transcripción gatillan la producción de citoquinas proinflamatorias y 

de los IFN-I, el IFN-  y el IFN-  (Kumagai et al, 2008). En cuanto a los 

mecanismos intracelulares en la señalización de los RTLs se describió que 

tanto el IRF-3 como el IRF-7 se activan cuando las señales de los RTL se 

inician a nivel de los endosomas, mientras que la activación del NF- B o de las 

MAPK puede ser gatillada tanto en endosomas como en la membrana 

plasmática (Carty et al, 2010).  

Por otro lado, recientemente se propusieron regulaciones post-

transcripcionales como elementos claves en la regulación de las vías de 

señalización involucradas en la respuesta inmune, por ejemplo en la respuesta 

al TNF- . El comportamiento de los genes expresados por la estimulación con 

TNF-  no puede ser explicada solamente en función de la inducción de la 

transcripción génica, dado que los genes también son regulados por el 

silenciamiento secundario a la inducción transcripcional y por la estabilidad 

intrínseca de los ARNm. Estos tres parámetros interactúan influyendo en la 

expresión génica de la respuesta inflamatoria al TNF-  (Hao et al, 2009). 

Resulta importante continuar estudiando las regulaciones post-

transcripcionales para poder comprenderse la totalidad de la señalización 

intracelular implicada en la respuesta inmune (Kumagai et al, 2010). 

 

3. Inmunopatologías virales 

 

En muchas infecciones virales, el daño es una consecuencia de la 

respuesta immune, dando lugar a lo que se conoce como inmunopatología. 

Para muchos virus no citopáticos la respuesta immune es la principal causa de 

enfermedad (Abbas et al, 2007). 

Los mecanismos inmunológicos que conducen a la aparición de daño en 

los órganos y tejidos se denominan fenómenos de hipersensibilidad. En las 
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infecciones virales, la hipersensibilidad participa de manera visible en la 

producción del daño. Algunas veces representa el mecanismo principal, en 

tanto que en otras sólo juega un papel menor pero que contribuye a la 

aparición de las lesiones. Además, algunos virus pueden provocar 

modificaciones inmunológicas que pueden llevar a la aparación de fenómenos 

de autoinmunidad (Carballal y Oubiña, 1998). 

La infección del ratón causada por el virus de la coriomeningitis (VLCM) 

representa el prototipo de daño producido por mecanismos inmunológicos 

celulares. Su conocimiento es de interés, no solamente como modelo de 

inmunopatología, sino porque a la misma familia de virus pertenecen los virus 

Junín (JUNV), el Machupo (MACV), el Guanarito (GTOV), y el Sabia (SABV), 

agentes etiológico de fiebres hemorrágicas en Ámerica del Sur (Kunz, 2009). 

La infección de ratones inmunosuprimidos con el VLCM conduce a la 

persistencia viral, con replicación activa del virus sin producción de daño. Una 

situación completamente diferente ocurre cuando la infección con el VLCM se 

lleva a cabo en un animal inmunológicamente maduro y competente. En este 

caso, sobreviene una enfermedad letal, de corta duración, caracterizada por 

meningitis con encefalitis. Asimismo, la inmunosupresión inducida en un ratón 

adulto previene el daño celular pero no la infección. El mecanismo de daño se 

puede esquematizar de la siguiente manera: el virus infecta células meníngeas, 

pero no es citopático y no daña las células que infecta directamente. Pero el 

virus estimula el desarrollo de LTc específicos que matan las células 

meníngeas infectadas en un intento fisiológico por erradicar la infección. En los 

animales inmunocompetentes, se desarrolla una fuerte inmunidad celular a 

expensas de los LTc, que reconocen como extraños a los antígenos virales y 

destruyen las células infectadas por un mecanismo de citotoxicidad. Por otro 

lado, en este contexto, las células muertas, las células T CD8+ y las células 

inflamatorias (macrófagos) liberan citoquinas tales como el TNF- , la linfotoxina 

y el óxido nítrico (ON), que pueden provocar la muerte no específica de las 

células vecinas no infectadas (Fujinami et al, 2006; Oldstone, 2006). Esta 

observación parece contradictoria a la situación usual, en el que los individuos 
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inmunodeficientes son más susceptibles a las enfermedades infecciosas que 

los individuos inmunocompetentes.  

Las infecciones con el HBV y el HCV en humanos muestran algunas 

similitudes con la infección murina debida a VLCM. La replicación de los virus 

HBV y HCV no causa efecto citopático en los hepatocitos, siendo la respuesta 

inmune adaptativa la responsable de todos los daños hepáticos asociados a la 

hepatitis viral. Si bien la apoptosis es un proceso que permite la remoción de 

células sin causar inflamación, existen evidencias de que los hepatocitos 

apoptóticos secretan factores quimiotácticos que provocan el reclutamiento de 

leucocitos. Además, la fagocitosis de los hepatocitos apoptóticos por parte de 

las células de Kupffer, producen la estimulación de la secreción de citoquinas 

pro inflamatorias, y pro fibrogénicas que participan en el desarrollo de  la 

fibrosis hepática (Canbay et al, 2003; Duffield et al, 2005; Takehara et al, 2004; 

Azam y Koulaouzidis, 2008). Asimismo, la hepatitis crónica está caracterizada 

por una respuesta de LTc ineficiente, incapaz de eliminar completamente al 

virus del hígado, lo que lleva a continuos ciclos sostenidos de destrucción 

celular. El daño hepático mediado por la respuesta inmune recurrente 

contribuye al desarrollo de un proceso necroinflamatorio crónico, que resulta en 

fibrosis hepática, cirrosis y hepatocarcinoma (Cooper y Nemerow, 1984; Burton 

et al, 2000; Kakimi et al, 2001; Guidotti y Chisari, 2006). Además, las 

infecciones provocadas por HBV y HCV están asociadas a una gran variedad 

de desórdenes extrahepáticos que presentan causas inmunológicas. Entre los 

órganos y tejidos afectados podemos mencionar el riñón, la piel, vasos 

sanguíneos y las articulaciones. Estas manifestaciones clínicas extrahepáticas 

están principalmente relacionadas a la deposición de inmunocomplejos 

circulantes en estos órganos, que activan el sistema de complemento y la 

secreción de citoquinas por parte de LT activados y macrófagos (Guidotti y 

Chisari, 2006). 

El daño en el pulmón producido como consecuencia de la infección con 

el virus Influenza depende tanto del virus como de la respuesta immune. El 

virus lisa las células que infecta, y por otro lado, la function citotóxica de los LTc 

específicos para el virus es matar las células infectadas. Sin embargo, y como 
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consecuencia de la lisis celular producida tanto por el virus como por el sistema 

inmune, se liberan factores que atraen una mayor cantidad de LT al sitio de 

infección, contribuyendo a la enfermedad respiratoria. Estos factores disparan 

señales para atraer más neutrófilos y macrófagos, potenciando el daño 

pulmonar. Además, las citoquinas y quemoquinas liberadas juegan un rol 

importante en causar las manifestaciones sistémicas, dando lugar a lo que se 

conoce como “tormenta de citoquinas”. La “tormenta de citoquinas” se ha 

documentado tanto en animales experimentales infectados con los virus 

influenza 1918/1919 A H1N1 y  A H5N1 así como en humanos que fallecieron 

infectados con H5N1 (Marsolais et al, 2008).  

Por otra parte, existen proteínas virales que contienen secuencias 

aminoacídicas que también están presentes en proteínas del hospedador. 

Entonces se ha postulado, que como consecuencia del “mimetismo molecular”, 

la inmunidad antiviral puede desencadenar una respuesta inmune contra 

antígenos propios (Fujinami et al, 2006). 

Ejemplos de ello son la fosfoproteína del virus del sarampión y la 

proteína ICP6 fosforilada de HSV-1, que comparten epitopes con una proteína 

celular, la vimentina. La polimerasa del HBV comparte un epitope 

inmunogénico con la proteína básica de mielina (PBM). Se han propuesto 

numerosos virus tales como el parvovirus B19, HCMV, EBV y retrovirus como 

agentes o factores desencadenantes de enfermedades autoinmunes (Fujinami 

et al, 2006). Las infecciones por herpesvirus, en particular el EBV, se han 

relacionado con enfermedades autoinmunes tales como el lupus eritematoso 

sistémico, la esclerosis múltiple o la artritis reumatoidea, a través del fenómeno 

de mimetismo molecular (Posnett et al, 2008).  

La reactividad cruzada entre los virus y el hospedador es relativamente 

común. Sin embargo, la reactividad cruzada virus-hospedador debe ocurrir en 

un epitope “relacionado a enfermedad” para que una enfermedad autoinmune 

se establezca. Éstos son epitopes presentes en autoantígenos que pueden ser 

presentados en el CMH-II de las CPAs a las células Th autorreactivas. 

(Fujinami et al, 2006).  
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La activación no específica de células autorreactivas precebadas 

denominada “bystandard activation” es otro mecanismo que puede conducir a 

una enfermedad autoinmune. Las infecciones virales en un tejido determinado 

pueden llevar a la inducción de la inmunidad innata local que recluta leucocitos 

y resulta en la activación de las CPAs del tejido. Éstas, a su vez, expresan 

coestimuladores y secretan citoquinas que activan a los LT autorreactivos, que 

pueden desencadenar finalmente la enfermedad inmune.  

La diabetes tipo 1 (DT1) ha sido asociada con numerosas infecciones 

virales, tales como las infecciones con enterovirus, rubeola, paperas, rotavirus 

y HCMV (van der Werf et al, 2007; Hober y Sauter, 2010; Jaidane et al, 2010).  

La DT1 es una enfermedad autoinmune que resulta de la destrucción de las 

células  productoras de insulina del páncreas por parte de los LT. Los 

resultados que se obtuvieron mediante estudios clínicos epidemiológicos y 

experimentales utilizando modelos animales de la DT1, indican que estos virus 

son capaces de modular el desarrollo de la DT1 a través de diversos 

mecanismos, dependiendo del tipo de virus implicado. Entre los mecanismos 

propuestos se incluye la lisis por el efecto citopático viral de las células  

pancreáticas infectadas, la pérdida de tolerancia por alteración del balance de 

LT regulatorios y LT autorreactivos, el mimetismo molecular, y la activación no 

específica de LT autorreactivos precebados (van der Werf et al, 2007; Richer y 

Horwitz, 2009). A pesar de que muchos estudios epidemiológicos han 

demostrado una correlación entre la presentación clínica de la DT1 y la 

ocurrencia de una infección viral previa, la causalidad de la infección con la 

enfermedad no ha sido totalmente probada en humanos. Resulta difícil asociar 

la infección viral con el desarrollo de la DT1 dado que, probablemente, para 

precipitar la enfermedad en individuos genéticamente susceptibles tengan que 

ocurrir muchas infecciones con diferentes virus a lo largo de la vida. 

Actualmente, se está desarrollando un estudio multicéntrico prospectivo 

llamado TEDDY (The Environmental Determinants of Diabetes in the Young) 

con el objetivo de identificar los factores genéticos y ambientales (incluyendo 

los virus) que están asociados a la inducción de la DT1 en chicos. Este estudio 
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probablemte permita identificar los agentes virales causantes de la DT1 

humana (van der Werf et al, 2007) 

La infección ocular debida al HSV-1 es otro ejemplo de una infección 

viral que da lugar a una inmunopatología. A pesar de que el HSV-1 es un virus 

altamente citolítico, usualmente está ausente en el ojo durante el desarrollo de 

la enfermedad clínica. La enfermedad que se origina se denomina Queratitis 

Estromal Herpética (QH) y se produce como consecuencia de la respuesta 

inflamatoria a la infección viral. Esta respuesta que en principio se genera con 

el objeto de eliminar al virus del sitio de la infección, más tarde ocasiona serios 

daños en la córnea infectada provocando dificultades en la visión y hasta 

incluso ceguera (Biswas y Rouse, 2005).  

Habida cuenta de los ejemplos presentados en los cuales el virus no es 

el único factor que produce daño celular y dado que la respuesta inmune actúa 

en detrimento del hospedador, resulta de vital importancia el tratamiento no 

sólo de la infección viral, sino también de la patología inflamatoria o 

inmunopatología que ésta origina. 

 

4. Herpesvirus de relevancia para la salud humana. HSV-1 

 

Los herpesvirus humanos están extensamente distribuidos en la 

población y son una de las causas más frecuente de infecciones virales en el 

mundo. Hasta hoy se han aislado ocho herpesvirus humanos, que incluyen los 

virus HSV-1 y HSV-2, el virus varicela-zóster (VZV), HCMV, EBV y los 

herpesvirus humanos 6, 7 y 8 (HHV-6, 7 y 8). Una característica común a todos 

ellos es su capacidad para establecer infecciones latentes luego de la infección 

primaria, y de reactivarse intermitentemente, en particular en aquellos 

individuos que poseen el sistema inmune seriamente comprometido (Villarreal, 

2001; Rawls y Campione-Piccardo, 1981). 

Así como todos los demás herpesvirus, el HSV-1 está ampliamente 

diseminado en la población humana, y ésta es el único reservorio natural de 

dicho virus. Aproximadamente el 70-80% de la población humana adulta es 

seropositiva para HSV-1, por lo que se deduce que éste es un patógeno 
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exitoso (Looker et al, 2005; Dolar et al, 2006; Smith et al, 2006; 

Papadogeorgakis et al, 2008; Arama et al, 2010; Horowitz et al, 2010; Young et 

al, 2010).  

Al igual que en la mayoría de las infecciones con herpesvirus, el HSV-1 

no representa una complicación para los pacientes inmunocompetentes, dado 

que muchas de las infecciones con este virus son autolimitadas y las lesiones 

originadas por la infección se recuperan sin complicaciones (Biswas y Rouse, 

2005; Villarreal, 2001).Sin embargo, éste puede causar una gran variedad de 

desórdenes, como enfermedades gastrointestinales, esofágicas, y el 25% de 

todos los herpes genitales. Asimismo, el HSV-1 es el principal agente causante 

de encefalitis viral en los Estados Unidos en individuos inmunocompetentes ya 

que representa entre el 10-20% de todos los casos reportados, con 

aproximadamente 2000 nuevos casos por año. La encefalitis herpética se 

caracteriza por una severa destrucción de los lóbulos temporales y frontales 

debido a una necrosis celular y a un proceso inflamatorio provocado por la 

replicación del virus. La mortalidad alcanza al 70% de los casos sin terapia 

antiviral, mientras que con terapia antiviral el 20% de los pacientes mueren. El 

alto índice de mortalidad descripto en pacientes con terapia antiviral está 

vinculado a la reactivación del virus luego del tratamiento, lo que dificulta la 

terapéutica de esta enfermedad (Perng y Jones, 2009).  

En los individuos inmunosuprimidos infectados con HSV-1 se pueden 

desarrollar enfermedades severas que amenazan la vida, y por lo tanto 

requieren pronto tratamiento antiviral (De Clercq, 1997, 2010; Onunu y 

Uhunmwangho, 2004; Didkovskii et al, 2007).  

 

4.1. Patologías oculares debidas a la infección con HSV-1. Queratitis 

herpéticas  

 

Cuando el ojo se convierte en el sitio de infección del HSV-1 puede 

desencadenarse la inmunopatología de la QH, que provoca severas 

dificultades en la visión. La QH se desarrolla sólo en el 2% de las 

primoinfecciones con HSV-1, pero representa el 60% de los casos en los que 
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ocurren reactivaciones (Knickelbein et al, 2009). Debido a estos episodios de 

recurrencias,  la enfermedad conduce a la ceguera, siendo la principal causa 

de ceguera infecciosa en países desarrollados (Biswas y Rouse, 2005). Se ha 

estimado que en Estados Unidos 400.000 personas están afectadas y que 

ocurrem 50.000 casos nuevos de QH por año. (Knickelbein et al, 2009).  

Cuando el HSV-1 alcanza la superficie ocular queda inicialmente 

suspendido en la película lacrimal y se enfrenta tanto al continuo lavado de la 

superficie por las lágrimas como a un número de sustancias, principalmente 

proteicas, con actividad antiviral, tales como lisozima, inmunoglobulina A, 

complemento, lactato dehidrogenasa, amilasa y peroxidasa, entre otras. Los 

IFNs, particularmente  y , también se hallan en las lágrimas durante la 

infección viral. Si bien esta primera línea de defensa es efectiva, no constituye 

una barrera impenetrable (Carr et al, 2001).  

La capa más externa de la córnea está compuesta por células epiteliales 

terminales, sin capacidad de división, que están siendo constantemente 

eliminadas en las lágrimas y reemplazadas por células de capas inferiores a 

ellas. El epitelio intacto es una efectiva barrera física frente a la infección por 

virus. Por otro lado, debido a su alto grado de diferenciación y a su incapacidad 

de división, estas células son pobres hospedadores para la multiplicación viral, 

ya que el HSV-1 replica mejor en células metabólicamente activas (Klyce y 

Beuerman, 1998; Schang et al, 1998, 2000).  

Aún en presencia de un amplio espectro de defensas físicas, mecánicas 

y bioquímicas que limitarían la infección viral, el HSV-1 puede establecer una 

infección en la capa epitelial de la córnea, siempre y cuando el virus logre 

atravesar la barrera de las células más superficiales e infectar las células 

subyacentes que están metabólicamente activas (Carr et al, 2001, Deshpande 

et al, 2004).  

La infección aguda, en la que se produce el daño y destrucción epitelial, 

es autolimitada, y se resuelve dentro de los 7 a 10 días de iniciada la infección 

(Klyce y Beuerman, 1998). Durante esta infección inicial, el virus ingresa en la 

terminal nerviosa del epitelio de la córnea y es transportado vía retrógrada 

hacia el ganglio trigémino (TG) donde logra replicar y lisar las células 
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infectadas o bien entrar en latencia indefinidamente (Enquist et al, 1998, 

Shimeld et al, 2001, Wagner y Bloom, 1997).  

La latencia puede ser interrumpida en respuesta a una variedad de 

estímulos (stress, drogas inmunosupresoras, radiación UV), y cuando ésto 

ocurre, el virus reingresa en el ciclo productivo. La progenie viral es 

transportada vía anterógrada a través del nervio hacia el sitio inicial de 

infección, donde se produce la recurrencia de la lesión. Puede ocurrir que la 

puerta de entrada no sea el ojo, y luego se produzca el transporte del virus 

desde la neurona al ojo. Dicha recurrencia puede ser subclínica o clínica, y dar 

origen a lesiones secundarias en el epitelio ocular o causar una reacción 

inflamatoria crónica en el estroma subyacente (Biswas y Rouse, 2005).  

Las lesiones ulcerosas causadas por la replicación viral activa durante la 

infección aguda, ya sea primaria o recurrente, constituyen la queratitis epitelial 

herpética (Wickham y Carr, 2004). En cambio, cuando la enfermedad es la QH, 

se produce un síndrome inmunoinflamatorio crónico caracterizado por la 

ulceración, la aparición de un denso infiltrado inflamatorio y la necrosis en el 

estroma de la córnea, con o sin daño epitelial visible (Carr et al, 2001; Claoue 

et al, 1988; Streilein et al, 1997; Wickham y Carr, 2004).  

Se supone que los ciclos de reactivación de HSV-1 desde neuronas 

infectadas, acompañado por el transporte axonal a la córnea, conduce a 

infecciones recurrentes y al daño en la córnea. (Shimeld et al, 2001). Sin 

embargo, no necesariamente la recurrencia depende del transporte 

anterógrado desde células neuronales, sino que puede haber una recurrencia 

local desde las mismas células de la córnea. Hay evidencia sustancial que 

indica que el HSV-1 puede persistir tanto como virus infectivo como en un 

estado latente por largos períodos dentro de las células de córnea (Kaye et al, 

2006). En lágrimas humanas y en córneas removidas para transplante se 

encuentra ADN viral e infectividad. Además, el virus infeccioso puede causar 

daño a las córneas durante el almacenamiento o ser transmitido al que recibe 

el transplante. De forma similar, en ratones y conejos se detectó genoma de 

HSV en las córneas mucho tiempo después de ocurrida la infección aguda. 

Asimismo, se construyó un HSV US9- mutante que replica normalmente en las 
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células de córnea pero es incapaz de retornar a la córnea desde ganglios 

sensoriales, dado que la proteína US9 participa en el movimiento de las 

glicoproteínas virales en dirección al terminal axonal. Este HSV-1 mutante 

introducido en la córnea de ojos de ratón es capaz de causar QH. Por lo tanto, 

estos resultados demuestran que la QH puede ser provocada por HSV latente 

en la córnea (Polcicova et al, 2005; Kaye et al, 2006). 

 

4.2. Mecanismos patogénicos durante la QH  

 

La QH humana puede ser reproducida mediante el modelo de infección 

ocular con HSV-1 en ratones. En dicho modelo, la primoinfección de la córnea 

inicia una serie de eventos que culminan, al cabo de una o dos semanas, en 

una patología histológicamente similar a la QH humana (Liu et al, 1996). Más 

aún, el modelo semeja generalmente muchas características de la enfermedad 

recidivante en humanos, tanto en la duración de la diseminación viral como en 

los efectos de las drogas antivirales (Hendricks et al, 1997).  

Mediante el uso del modelo de infección ocular en el ratón se ha logrado 

avanzar en el estudio de los mecanismos patogénicos que se desarrollan en el 

curso de la enfermedad, así como también en los eventos tempranos previos al 

desarrollo de las lesiones, y que preparan el escenario para la patología 

subsecuente. Estos eventos incluyen la replicación viral, la producción de 

ciertas citoquinas y la neovascularización de la córnea, que facilita la llegada de 

las células inflamatorias responsables de la inmunopatología (Biswas y Rouse, 

2005).  

Así, se sabe que la infección de la córnea con HSV-1 induce la 

expresión de diferentes proteínas asociadas con la respuesta inflamatoria. En 

estas células se expresan constitutiva o induciblemente varios RTLs, como el 

RTL-2, 3, 4, 5, 7 y el 9, que interactúan con diversos PAMPs virales, tales como 

el ARNsc o los motivos CpG del ADN del HSV-1 (Kumar et al, 2006). La 

activación de estos receptores conduce a la producción de citoquinas 

proinflamatorias, siendo las predominantes la IL-1 , la IL-6 y los IFNs tipo I (  y 

) (Figura 1). La IL-1  inducida por HSV-1 estimula la producción local de IL-6 
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en las células de la córnea. La IL-6, a su vez, estimula la afluencia de células 

polimorfonucleares (PMN), más específicamente neutrófilos, hacia el tejido 

estromal, ya sea por sí sola o por inducción de la secreción de una 

quemoquina, la proteína inflamatoria de macrófagos-2 (MIP-2) (Figura 1). 

Todos estos sucesos le otorgan tanto a la IL-1 como a la IL-6 una función 

central en el desencadenamiento de la cascada inflamatoria (Staats y Lausch, 

1993; Yan et al, 1998; Fenton et al, 2002).  

El TNF-  es otra de las citoquinas que se inducen durante la infección 

ocular con el HSV-1. Su presencia está asociada con la eliminación de las 

partículas virales, pero también con la inducción de quemoquinas tales como la 

IL-8 (Minagawa et al, 2004, Wuest y Carr, 2008) (Figura 1). 

La IL-1 también estimula la producción de ciclooxigenasa-2 (COX-2) en 

el estroma de la córnea, un factor adicional que podría atraer a los PMNs 

(Figura 1).  

 

 

Figura 1 Representación esquemática de algunos eventos tempranos durante la patogénesis 
de la QH. Tomado de Biswas y Rouse, 2005, con modificaciones. 
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Las células epiteliales infectadas serían las posibles fuentes de 

quemoquinas, aunque las células de córnea residentes y las células 

inflamatorias expuestas a péptidos virales, expresados en las células 

infectadas con HSV-1, también podrían ser posibles fuentes de quemoquinas 

(Thomas et al, 1998; Biswas y Rouse, 2005). Si bien aún no se conoce el modo 

en que las células no infectadas son estimuladas para secretar quemoquinas y 

citoquinas, es posible que la inducción se produzca a través de la interacción 

de los RTL de dichas células con los PAMPs expresados en las células 

infectadas (Biswas y Rouse, 2005). 

Una característica notable de la inmunopatología inducida por HSV-1 es 

la neovascularización de la córnea, proceso necesario para la patogénesis de 

la QH. Mientras que la córnea normal es avascular, en la QH surgen nuevos 

vasos sanguíneos desde los vasos linfáticos en el día 1 p.i., llegando hasta el 

centro de la córnea alrededor del día 20 p.i.. Las células inflamatorias llegan 

hasta la córnea a través de estos neovasos altamente permeables, 

produciendo opacidad corneal y deterioro de la visión (Zheng et al, 2001a, 

2001b).  

Dado que la angiogénesis es necesaria para el ingreso de las células 

inflamatorias que van a desarrollar la QH, representa uno de los pasos más 

importantes en la patogénesis de la QH, y muchas moléculas están 

involucradas en este proceso. Aparentemente, el HSV-1 no codifica para 

proteínas que actuarían directamente como factores angiogénicos, por lo cual 

el fenómeno de angiogénesis que ocurre en la córnea infectada con HSV-1 

estaría asociado a una cascada de citoquinas o a otros procesos parácrinos 

(Biswas y Rouse, 2005). De hecho, la infección con HSV-1 es seguida por la 

expresión de diversos factores angiogénicos en la córnea, entre ellos, el factor 

de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), producido por los macrófagos y 

las células del epitelio de la córnea (Li et al, 2001; Zheng et al, 2001a; Lee et al, 

2002b) (Figura 1). 

Los transcriptos de VEGF se detectan en la córnea a partir de las 12 h 

p.i., y la proteína, a las 24 h p.i.. A medida que llegan las células inflamatorias a 

la zona afectada, éstas se convierten en una fuente de VEGF adicional, siendo 
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los macrófagos las principales células inflamatarias productoras de VEGF. Vale 

la pena destacar que la IL-6 es un potente estimulador de la producción del 

VEGF, así como también el ADN viral, rico en motivos CpG. Inmediatamente 

después de la infección, las células de la córnea no infectadas son las 

principales productoras de VEGF. La IL-6 producida por las células corneales 

infectadas estimulan a las células residentes corneales no infectadas y a los 

macrófagos a secretar VEGF en una forma parácrina. En consecuencia, la IL-6 

producida por las células infectadas es el inductor más importante de la 

producción del VEGF y de la neovascularización de la córnea en la QH (Biswas 

et al, 2006).  

Dentro de las 18 h p.i. comienza la invasión del tejido estromal 

subyacente al epitelio infectado, por parte de un prominente infiltrado, 

principalmente de PMNs, y también macrófagos, linfocitos y células NK, 

favorecida por la aparición de los neovasos (Figuras 1 y 2). La llegada del 

infiltrado celular presenta un máximo a las 48 h p.i., y declina entre el día 5 p.i. 

y 7 p.i. (Figura 2). Este evento tiene lugar de manera simultánea a la detección 

de partículas virales infectivas en el ojo (Babu et al, 1996; Tumpey et al, 1996; 

Kaufman et al, 1998; Thomas et al, 1998) (Figura 2).  

Si bien la reacción inflamatoria aparece una vez que se ha limitado la 

infección viral, es necesaria la replicación viral en la córnea, por lo menos 

durante 2 días, para inducir la QH. Aparentemente, el virus replicativo es 

necesario para disparar los sucesos tempranos que dejarán el estroma de la 

córnea en las condiciones que disparan la migración de las células 

inflamatorias hacia este tejido (Deshpande et al, 2001; Biswas y Rouse, 2005).  

Aún no se ha dilucidado la manera en la cual los PMNs que se localizan 

en el estroma de la córnea pueden eliminar el virus que se encuentra 

predominantemente en el epitelio. Una posibilidad sería que lo hicieran 

mediante la producción de TNF- , ON y metabolitos reactivos del oxígeno 

(Daheshia et al, 1998) (Figura 1).       
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Figura 2. Cronología de la evolución de los eventos durante la patogénesis de la QH. Tomada 
de Biswas y Rouse, 2005. 

 

Esta primera fase corresponde a la respuesta innata a la infección viral 

ya sea primaria o recurrente y, si bien es necesaria para la eliminación de las 

partículas virales infectivas, contribuye al posterior desarrollo de las lesiones en 

el estroma de la córnea. Los factores liberados durante la degranulación de los 

PMNs y macrófagos, entre ellos el ON, provocan una importante destrucción 

tisular, con el posible desenmascaramiento de autoantígenos de la córnea 

(Carr et al, 2001, Biswas y Rouse, 2005). Por otro lado, los PMNs contribuyen a 

la amplificación de la cascada inflamatoria con la secreción de las citoquinas 

proinflamatorias (TNF- , IL-8 e IL-12). La IL-12 estimula la producción de IFN-  

en las células NK, macrófagos y neutrófilos (Figura1) (Biswas y Rouse, 2005; 

Daheshia et al, 1998). El IFN- , a su vez, cumpliría un papel en el 

procesamiento de antígenos, estimulando la expresión de moléculas CMH-II en 

las CPA involucradas en la inducción de células Th específicas y, además, 

favorecería la llegada de PMNs al estroma de la córnea, induciendo la 

expresión de moléculas de citoadhesión endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1) en 

las células del endotelio vascular (Tang y Hendricks, 1996; Mester y Rouse, 
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1991) (Figura 1). Por otro lado, el IFN-  ayudaría a modular el desarrollo de la 

lesión ya que induce también quemoquinas angiostáticas como la IP-10 (Lee et 

al, 2002a).  

A partir del cuarto día p.i. también se observa un aumento de la IL-10. 

Esta citoquina posee propiedades antiinflamatorias y su presencia en la córnea 

se ha demostrado particularmente durante la resolución de la QH (Babu et al, 

1995; Stumpf et al, 2002).  

Luego de los procesos tempranos que llevan al bloqueo de la replicación 

viral y a la remoción de los antígenos virales del ojo, descriptos anteriormente, 

los linfocitos y otras células inflamatorias, incluidos los neutrófilos y los 

macrófagos, invaden el estroma de la córnea produciendo la QH clínicamente 

evidente. El proceso comienza entre los días 6 y 9 p.i. y alcanza un máximo de 

respuesta celular alrededor de las 2 a 3 semanas p.i. (Figura 2). Esta fase de la 

QH está dirigida por los LTh, y la función inflamatoria de estas células puede 

ser modulada por los LT regulatorios que ejercen funciones moduladoras a 

través de la supresión de la función de las células T proinflamatorias 

(Deshpande et al, 2002; Rouse et al, 2006; Suvas et al, 2004).  

Dado que la replicación viral ocurre en la córnea hasta alrededor del día 

4 p.i. (Figura 2), y que durante la progresión de las lesiones en la córnea no es 

posible detectar virus replicativo ni proteínas virales, es difícil asumir que la 

inducción de las células Th se deba a una activación específica contra el HSV-

1 (Babu et al, 1996, Thomas et al, 1997). Existen dos teorías acerca del 

desarrollo de la QH desencadenada por las células Th: la teoría del mimetismo 

molecular y la de la activación inespecífica de las células T (“bystander 

activation”).  

La primera teoría se basa en la existencia de una proteína viral, la UL6, 

que estaría siendo reconocida por un mismo clon de células T capaz de 

reconocer o reaccionar con un péptido de la córnea (Zhao et al, 1998). 

De acuerdo con la segunda teoría, las células Th que ingresan a la 

córnea favorecidas por la angiogénesis y en respuesta a la señal de 

quemoquinas, se activarían por la estimulación continua de las células por 

parte de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias liberadas durante la 
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primera etapa de la respuesta inflamatoria (Deshpande et al, 2001; Gangappa 

et al, 2000).  

Sin embargo, es posible que una baja cantidad de antígenos virales 

alcance el estroma desde el epitelio. En efecto, es posible detectar bajos 

niveles del genoma de HSV en el estroma murino. Sin embargo, la infección 

con HSV compromete la membrana basal de manera que los antígenos virales 

y la infección se diseminen hacia el estroma. Alternativamente, las CPA pueden 

adquirir antígenos virales en el epitelio,  trasladarlos al estroma y promover la 

inflamación allí (Polcicova et al, 2005) 

La QH es, entonces, una inmunopatología de origen viral en la cual las 

lesiones que se observan no son originadas por la multiplicación viral en sí, 

sino como consecuencia de la neovascularización y de la respuesta 

inflamatoria disparada por la replicación viral, y que se evidencia cuando ya el 

virus no está presente en el ojo. El lapso entre la infección viral y la QH reflejan 

el tiempo requerido para sobrepasar los mecanismos inmunitarios del 

hospedador en el estroma  (Polcicova et al, 2005). 

 

5. Antivirales  

 

Los antivirales son sustancias utilizadas para el tratamiento de las 

infecciones virales y actúan afectando alguna de las etapas del ciclo replicativo 

viral. 

 

5.1. Mecanismo de acción de los antivirales  

 

Con el objeto de asegurar selectividad y evitar toxicidad, la elección de 

los blancos moleculares para el desarrollo de antivirales se ha basado 

históricamente en la búsqueda de aquellos pasos o enzimas del ciclo de 

replicación viral específicos del virus, para que la droga actúe selectivamente 

sobre el ciclo de vida del agente infeccioso. Es decir, que los antivirales 

convencionales se han diseñado con blancos virales interfiriendo 

selectivamente en procesos virales. Estas drogas alteran pasos bioquímicos 
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esenciales para la replicación del virus desde la adsorción a receptores 

específicos hasta cualquiera de los eventos que culminan con la liberación de 

nuevos viriones. 

La casi totalidad de los antivirales actualmente aprobados por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) para su uso actúan sobre un blanco 

molecular viral, en su mayoría a nivel de la expresión génica o de la replicación 

del genoma viral (Müller y  Kräusslich, 2009). 

El número de los agentes antivirales autorizados por la OMS para su uso 

es bajo debido a diferentes razones. Una de ellas es que si bien los virus 

poseen enzimas que le son propias y diferentes de las celulares, al ser 

parásitos intracelulares obligados, invaden la célula y utilizan muchos de sus 

mecanismos bioquímicos para fabricar nuevo material genético y proteínas 

virales. De este modo, ofrecen menos características bioquímicas propias que 

puedan ser el blanco de drogas que actúen selectivamente sin afectar el 

metabolismo celular, evitando así efectos tóxicos no deseados. Por otro lado, 

algunos virus de importancia sanitaria son difíciles de cultivar en condiciones in 

vitro, e incluso, en la mayoría de los casos no se dispone de modelos animales 

que reproduzcan la enfermedad humana, dificultando la investigación y el 

desarrollo de compuestos antivirales contra estos virus.  

Asimismo, muchas de las infecciones causadas por virus son benignas, 

limitadas y de corta duración. Además, no siempre la sintomatología indica con 

certeza de qué virus se trata y teniendo en cuenta las diferencias en el modo 

de replicación, se debe identificar primero al virus para luego elegir el antiviral 

apropiado. En consecuencia, se requiere, por un lado, que el índice terapéutico 

(eficacia/toxicidad) sea extremadamente alto para que la terapia se justifique, y 

por el otro, se necesita un diagnóstico virológico rápido para que el antiviral se 

administre en el momento indicado y la terapia resulte efectiva. En muchas de 

las infecciones virales el pico de replicación viral precede a la sintomatología, 

por lo que cuando se diagnostica la infección viral, la aplicación de una terapia 

antiviral ya no tiene sentido clínico. 

Sin embargo, en las últimas décadas se ha producido un aumento en el 

número de pacientes inmunocomprometidos como resultado de la expansión 



Introducción 

 

27 

 

de los transplantes de órganos, los regímenes de quimioterapias más agresivos 

y la incidencia cada vez más alta de individuos con síndrome de la 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) causada por la infección con el VIH. Este 

incremento en el número de pacientes inmunocomprometidos ha llevado al 

aumento en la utilización de drogas antivirales con la consiguiente aparición de 

resistencia a la mayoría de las drogas en uso (Ziyaeyan et al, 2007; McMahon 

et al, 2008).  

Además, para algunas enfermedades virales el tratamiento antiviral 

disponible actualmente sólo es efectivo en una baja proporción de pacientes 

y/o presentan efectos adversos severos, tal como el tratamiento de la HCV que 

emplea interferones y la rivabirina (Gao et al, 2010).  

Se han desarrollado vacunas para la prevención de varias infecciones 

virales severas, tales como la poliomelitis, el sarampión, la parotiditis, la 

rubéola, la HBV, la HAV, la fiebre amarilla y la fiebre hemorrágica argentina, 

entre otras. Las vacunas que previenen estas infecciones están incluidas en el 

programa regular del calendario nacional de vacunación. Sin embargo, existe 

una gran dificultad para la obtención de vacunas efectivas contra virus tales 

como el VIH, HSV y HCV. 

En consecuencia, se hace necesaria una continua e intensa búsqueda 

de nuevas moléculas naturales y sintéticas con actividad antiviral. Y la 

estrategia más adecuada debería estar dirigida principalmente a la obtención 

de moléculas que ejerzan su efecto antiviral a través de la acción sobre blancos 

moleculares diferentes a los que están dirigidos las drogas actualmente en uso 

(Müller y Kräusslich, 2009). 

 

5.2. Proteínas celulares como blanco de los antivirales  

 

Si bien predomina la idea de dirigir el diseño de nuevos antivirales hacia 

blancos moleculares virales para asegurar la selectividad y también disminuir la 

toxicidad, hace años que se ha comenzado a considerar a las proteínas 

celulares esenciales para la replicación viral como nuevos blancos de ataque. 

Es sabido que los antivirales convencionales son activos contra un rango 
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estrecho de virus. Además, los genes virales que codifican para las proteínas 

blanco de estas drogas mutan espontáneamente, generando virus resistentes 

que emergen frente a la presión de selección ejercida por los mismos 

antivirales (Coen y Schaffer, 2003). En cambio, los antivirales dirigidos contra 

proteínas específicas celulares serían activos frente a un amplio rango de virus 

que requiriesen esas proteínas para replicar. Tampoco se seleccionarían 

mutantes resistentes a estas drogas, ya que los blancos serían productos 

génicos celulares. Más aún, estas drogas podrían ser activas contra las 

mutantes resistentes a los antivirales convencionales (Coen y Schaffer, 2003).  

Si bien se ha visto que a partir de la aplicación de muchas drogas que 

presentan como blanco un componente celular del hospedador no emergen 

mutantes resistentes, se han reportado excepciones, como por ejemplo para la 

droga Brefeldina A que bloquea una enzima celular inhibiendo la multiplicación 

de poliovirus (Crotty et al, 2004). 

El aspecto negativo de los antivirales con blancos celulares es que 

podrían resultar citotóxicos o exhibir otros efectos no deseados (Coen y 

Schaffer, 2003). Sin embargo, una plétora de compuestos comúnmente usados 

como drogas terapéuticas humanas presentan un blanco celular y no exhiben 

efectos tóxicos. 

Recientemente, la “Food and Drug Administration” (FDA) aprobó la 

droga Maraviroc, el primer antiretroviral que bloquea un correceptor celular 

(CCR5) que el virus VIH utiliza para su entrada a la célula (Kuritzkes et al, 

2009). Además, se están desarrollando antagonistas de otros correceptores del 

virus VIH, tal como el CXCR4, así como del receptor CD4 (Müller y Kräusslich, 

2009).  

Hay otros dos antivirales que actúan sobre blancos celulares aprobados: 

el INF para el tratamiento de la HBV y la HCV, y el imiquimod, para el 

tratamiento de los papilomavirus. EL INF induce la activación de proteínas de 

defensa celular promoviendo un “estado antiviral” e impidiendo la expresión y 

replicación del genoma viral. El imiquimod es un inmunomodulador que induce 

la síntesis de citoquinas celulares, tales como el TNF- , la IL-1, la IL-6 y los 
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INF, y se postula como estimulador del sistema inmune a través de la 

activación del RTL-7 (Zagon et al, 2008). 

Por otra parte, el Debio025, un inhibidor de la cliclofilina A con una 

potente actividad anti-HCV in vitro, está bajo evaluación clínica. Este  análogo 

sintético de ciclosporina sin capacidad inmunosupresora también presenta 

actividad anti-VIH (Coelmont et al, 2009). 

Recientemente se ha publicado la existencia de una pequeña molécula, 

llamada LJ001, que inhibe la infección de un amplio rango de virus envueltos 

que comprende filovirus, virus influenza A, arenavirus (Junín), bunyavirus, 

flavivirus, paramyxoviruses, retrovirus (VIH-1), rhabdovirus  y poxvirus. LJ001 

inhibe este amplio espectro de virus porque presenta como blanco un elemento 

común a todos: la envoltura viral. Este compuesto bloquea la infección 

insertándose en la membrana viral e inhibiendo la entrada a la célula (Wolf et 

al, 2010). LJ001 no es tóxico para las células: una explicación es que el 

compuesto daña tanto las membranas celulares como virales, pero la primera 

puede ser reparada, mientras que las virales son estáticas y el daño producido 

por el compuesto altera su correcta funcionalidad (Wolf et al, 2010). 

Aunque la mayoría de los virus utilizan la maquinaria de transcripción y 

traducción celular, su inhibición es, en teoría, dificultosa debido a los 

potenciales efectos adversos. Sin embargo, actualmente se utiliza la rivabirina 

como antiviral, que presenta como blanco de acción  la transcripción celular. Se 

supone que la actividad antiviral es, en parte, debida a la inhibición de la 

maquinaria celular de “capping” de ARNs y de la ARN polimerasa. Sin 

embargo, también se discuten otros mecanismos de acción para la ribavirina,   

como por ejemplo la inmunomodulación, la incorporación en el ácido nucleico 

viral provocando mutaciones y la reducción del GTP celular. Si bien es usada 

en infecciones severas causadas por el virus sincicial respiratorio y en terapias 

combinadas con IFN frente a infecciones de HCV dicha droga está asociada a 

una baja eficacia clínica y a numerosos efectos adversos.  

Por otro lado, muchas de las patologías inducidas por virus son 

provocadas por el sistema inmune del hospedador, por lo cual los factores 

celulares que intervienen colaborando con la inmunopatogénsesis viral 
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constituyen un blanco de acción atractivo y ofrecen la perspectiva de nuevas 

estrategias para combatir las infecciones virales. Por ejemplo, se ha propuesto 

el uso de un compuesto inmunomodulador análogo de esfingosina AAL-R para 

el tratamiento del virus Influenza. La administración local de AAL-R en el tracto 

respiratorio de ratones C57BL/6 infectados redujo la respuesta T anti-influenza 

mediante la inhibición de la secreción de citoquinas y quemoquinas, sin alterar 

el nivel de anticuerpos neutralizantes. El tratamiento con la droga limitó el daño 

pulmonar sin aumentar el título viral, modulando así la respuesta inmune 

desencadenada por el virus (Marsolais et al, 2008).  

El IFN exhibe propiedades inmunomoduladoras además de una 

actividad antiviral de amplio espectro. Dado que estimula el sistema inmune, la 

administración del IFN ha sido empleada en el tratamiento de diferentes 

inmunopatologías virales. Como se mencionó anteriormente, el IFN se utiliza 

actualmente en el tratamiento de las infecciones provocadas por los virus HCV 

y HBV. Además, durante el brote del “severe acute respiratory síndrome” 

(SARS) en el 2002-2003,  muchos de los pacientes se trataron con IFN aunque 

todavía no está claro si el tratamiento resultó en un beneficio clínico (Stockman 

et al, 2006). 

La interacción del virus con la célula suele provocar  la activación de vías 

de señalización intracelular involucradas en la respuesta antiviral y/o inmune 

del hospedador. Muchas de estas cascadas de señales son explotadas por los 

virus para favorecer su replicación, razón por la cual las moléculas involucradas 

pueden ser blancos potenciales de compuestos con actividad antiviral. La 

replicación del virus Influenza es afectada por la inhibición de la vía de 

señalización Raf/MEK/Erk, dado que tanto en células que expresan proteínas 

mutadas de Raf y Erk, como en células tratadas con un inhibidor de MEK, la 

droga U0126, el título viral se redujo significativamente (Ludwig et al, 2004, 

2006). El Resveratrol, un polifenol natural presente en uvas y nueces, con 

conocidos efectos antioxidantes, antiinflamatorios, quimiopreventivos en 

algunos modelos experimentales de cáncer, también inhibe la replicación de 

HSV-1 por un mecanismo diferente al de los antivirales convencionales. Si bien 

el resveratrol es considerado un antiviral, actúa bloqueando la activación del 
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NF- B (Faith et al, 2006; Pirola y Frojdo, 2008). Las drogas que actúen sobre 

blancos de estas características, además de inhibir la multiplicación de distintas 

familias de virus, también podrían modular la respuesta inmune que éstos 

desencadenan. 

 

5.3. Drogas antiherpéticas  

 

Ninguna vacuna para HSV-1 ha probado ser efectiva a pesar de la 

intensa investigación que se ha realizado en el tema. Un enfoque alternativo 

para el control de las infecciones herpéticas es el desarrollo de drogas con 

actividad antiherpética, y sobre todo, para aquéllas actualmente en uso en las 

que se ha observado el fenómeno de resistencia antiviral. 

Hay tres clases de drogas con licencias para el tratamiento de 

infecciones provocadas por el HSV-1, y todas presentan como blanco la 

replicación del ADN viral: 1) los análogos de guanosinas Aciclovir (ACV) (2-

amino-9-(2-hidroxietoximetil)-3H-purin-6-ona) y otros compuestos relacionados, 

como el penciclovir,  y sus prodrogas  (valacyclovir y famciclovir, 

respectivamente), 2) el análogo de nucleótidos cidofovir y 3) el análogo de 

pirofosfato foscarnet. A pesar de numerosos intentos de mejorar la capacidad 

antiviral del ACV, éste sigue siendo el “gold standard” para el tratamiento con 

HSV, después de 30 años de su descubrimiento (Greco et al, 2007). 

El ACV debe ser fosforilado tres veces antes de ser incorporado al ADN 

viral. Dado que la primera fosforilación es realizada por la Timidino quinasa 

(TQ) viral, el ACV es activo sólo en células infectadas. La segunda y tercer 

fosforilación son realizadas por las TQ celulares. El ACV trifosfato es un 

inhibidor competitivo de la ADN pol viral y es un finalizador de cadena de ADN; 

el penciclovir tiene un mecanismo de acción similar (Greco et al, 2007). 

Las cepas resistentes al ACV fueron reportadas por primera vez en 

1982, siendo la mayoría recuperadas a partir de pacientes inmunosuprimidos 

previamente tratados con ACV. La resistencia al ACV puede estar asociada a 

mutaciones en una o dos de sus enzimas virales que son blanco del ACV: la 

TQ o la ADN pol viral. La mayor parte de las mutaciones ocurren en el gen de 
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la TQ, mientras que las mutaciones en la ADN pol viral ocurren raramente 

(Greco et al, 2007; Griffiths, 2009). 

El ACV y el penciclovir tienen poca biodisponibilidad oral, y la síntesis de 

sus prodrogas valaciclovir y famciclovir, respectivamente, mejoraron ese 

parámetro. El ACV y el penciclovir presentan muy pocas reacciones adversas,   

pero los dos interactúan con los mismos sitios activos de la TQ viral o de la 

ADN pol viral. Por lo tanto, cuando surge una mutante viral resistente a una de 

las drogas, generalmente es resistente a ambas (Coen y Schaffer, 2003). 

Dado que el foscarnet y el cidofovir actúan directamente en la ADN pol 

viral sin la necesidad de ser activadas por la TQ viral, entonces ambos son 

activos frente a cepas ACV resistentes que presentan una mutación en la TQ.  

Sin embargo, en la práctica clínica estas drogas están asociadas a niveles 

significativos de toxicidad: ambas drogas son nefrotóxicas y  el cidofovir resulta 

muy tóxico en los ojos humanos (Epstein et al, 2006; Greco et al, 2007; Wilson 

et al, 2009). Asimismo, se han aislado mutantes resistentes al foscarnet a partir 

de pacientes con VIH y transplantados de médula ósea. El cidofovir ha sido 

usado cuando se hallaron mutantes resistentes al ACV y al foscarnet, sin 

haberse reportado aún la aparición de mutantes de HSV-1 resistentes a 

cidofovir (Greco et al, 2007).  

Estudios a gran escala demostraron que la resistencia al ACV en 

pacientes inmunocompetentes está por debajo del 1% (0,1-0,6%). En el caso 

de inmunosuprimidos, la prevalencia de resistencia al ACV es mucho mayor 

(4,3-14%) (Duan et al, 2008). En estos pacientes, la resistencia está asociada 

con una falla clínica después de 1 a 2 semanas de tratamiento. Estas 

infecciones son usualmente severas y pueden terminar siendo crónicas (Greco 

et al, 2007). 

En contraste con la gran cantidad de estudios realizados sobre la 

incidencia de resistencia al ACV en infecciones con herpes genital y herpes 

labial, pocos estudios han reportado la incidencia de resistencia al ACV en 

pacientes con QH. Recientemente se publicó un estudio basado en 173 

pacientes con QH en el “Hospital del Ojo de Rotterdam”, observándose 

resultados muy llamativos. Es el primer estudio en reportar una alta prevalencia 
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(6,4%) de resistencia al ACV en aislamientos de HSV-1 en pacientes 

inmunocompetentes, comparando con otras enfermedades provocadas por 

dicho virus. Los autores postulan que esta alta prevalencia de resistencia al 

ACV en pacientes inmunocompetentes que padecen QH podría deberse a que 

la córnea es un sitio inmunoprivilegiado, que difiere de otros sitios blanco de 

infección por parte del HSV-1. Los sitios inmunoprivilegiados son áreas del 

cuerpo con una respuesta inmune disminuida, como por ejemplo lo son el 

cerebro, los testículos, el útero y el ojo. Por lo cual, el ojo de un 

inmunocompetente podría comportarse inmunológicamente como cualquier 

sitio de un inmunosuprimido. Entonces, en la QH se agrava el problema de la 

resistencia al ACV dada la alta prevalencia de resistencia al antiviral en 

pacientes inmunocompetentes, además de la resistencia previamente 

reportada en pacientes inmunocomprometidos (Duan et al, 2008).  

El tratamiento standard actual para mitigar la QH incluye corticoides y 

antivirales tópicos. Los corticoides son usados para combatir el componente 

inmunopatológico de la enfermedad, y los antivirales funcionan para inactivar y 

prevenir futuras replicaciones virales debidas a la inmunosupresión provocada 

por estas drogas (Knickelbein et al, 2009). 

El régimen de tratamiento está basado en cuatro estudios clínicos 

randomizados, controlados con placebo, llamados “Herpetic Eye Disease 

Study” (HEDS) realizados por la National Eye Institute (NEI), en los cuales se 

vio que el uso tópico de corticoides además del antiviral tópico redujo 

siginificativamente la persistencia y la progresión de la QH, además de reducir 

la duración de la inflamación (Knickelbein et al, 2009). 

Aunque el tratamiento tópico de esteroides junto al ACV ha mostrado 

beneficios en la cura de la enfermedad, se ha observado un aumento de la 

recurrencia en aquellos pacientes que recibieron esteroides tópicos 

(Knickelbein et al, 2009). Además, no todos los estudios han mostrado un 

beneficio en el tratamiento de la QH con esteroides. Al finalizar el tratamiento, 

mientras se disminuye gradualmente la aplicación de esteroides, se ha visto un 

incremento del fenómeno de recurrencias. (Cunningham et al, 2000). 

Asimismo, muchas reacciones adversas están asociadas a su uso, tal como la 
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aparición de infecciones microbianas oportunistas y el desarrollo de glaucoma y 

cataratas. (Knickelbein et al, 2009).  

Dado que la búsqueda de compuestos que reemplacen a los esteroides 

resulta imperiosa, muchos trabajos proponen el uso de compuestos 

inmunomoduladores novedosos para el tratamiento de la QH (Yin et al, 2009; 

Sarangi et al, 2009; Sehrawat et al, 2010). Sehrawat et al (2010) estudió el 

tratamiento de la QH murina con Galectina-9 que mejoró notablemente la 

severidad de la enfermedad y la neovascularización. Este compuesto estimula 

la apoptosis de los LT efectores con una reducción de las citoquinas 

proinflamatorias, incrementa la población de LT regulatorios e inhibe la 

producción de moléculas involucradas en la neovascularización. Asimismo, 

también se propone el uso de la proteína de fusión CD200:Fc que reduce la 

severidad e incidencia de la QH murina. La interacción del compuesto con el 

receptor de CD200 en macrófagos, granulocitos y CD provoca una reducción 

de la síntesis de citoquinas responsables del daño en el tejido corneal. 

Además, el compuesto también incrementó la población de LT regulatorios 

(Sarangi et al, 2009). 

Es importante considerar que el HSV-1 daña la córnea progresivamente 

en cada recurrencia, por lo que resulta clave impedir que ocurran nuevas 

reactivaciones. Para ello, el HEDS propone la medicación con ACV dado que el 

tratamiento profiláctico a largo plazo con ACV oral previene la recurrencia de la 

QH en un 45% (Knickelbein et al, 2009). Sin embargo, este tratamiento actúa 

sólo una vez que el virus ha reactivado de la latencia sin la eliminación del 

reservorio, con lo cual el virus es capaz de reactivar más adelante. Además, el 

tratamiento incluye dos dosis diarias por al menos durante un año, hecho que 

pone de relieve la importancia de la adherencia del paciente al tratamiento. 

Otro aspecto a tener en cuenta es el riesgo de generar resistencia al ACV 

luego del tratamiento a lo largo de un año, tanto en pacientes 

inmunocomprometidos como inmunocompetentes (Kaye et al, 2006). 

En una muestra de 15 pacientes inmunocompetentes que padecieron 

QH recurrente, se ha observado un 50% de resistencia al ACV analizando las 

muestras de córnea en cada recurrencia. Llamativamente, encontraron que en 
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algunas recurrencias se repetían secuencias de virus resistentes al ACV, por lo 

cual suponen que el virus mutado puede hacer latencia y luego hacer una 

recurrencia (Duan et al, 2009). Si efectivamente el virus mutado puede 

reactivar de la latencia, el fenómeno de resistencia adquiere una relevancia 

mayor (Griffiths, 2009). 

Considerando los efectos adversos del tratamiento con corticoides y del 

fenómeno de resistencia asociado al uso del ACV, tanto en pacientes 

inmunocompetentes como inmunosuprimidos, se pone de relieve la necesidad 

de encontrar terapias novedosas y más eficaces para tratar y prevenir la QH, 

buscando nuevos blancos antiherpéticos y estrategias antivirales innovadoras 

(Knickelbein et al, 2009).   

 

5.4. Nuevas moléculas antiherpéticas  

 

En los últimos años se han estudiado nuevos compuestos dirigidos a 

diferentes blancos moleculares virales. Así, surgieron drogas como el 

docosanol y el fomivirsen aprobados por la FDA, y otros compuestos, aún en 

estudio, tales como los inhibidores no nucleosídicos de la ADN polimerasa, los 

inhibidores del complejo helicasa-primasa, que también afectan la replicación 

del ADN viral, o los inhibidores del ensamblaje de las partículas virales (Pope, 

1998; van Zeijl et al, 2000; Brideau et al, 2002; Kleymann et al, 2002; Oien et 

al, 2002; Thomsen et al, 2003). 

Asimismo, se han llevado a cabo muchos estudios de actividad anti 

HSV-1 de diferentes componentes del sistema de defensa innata del 

hospedador, como los péptidos catiónicos antimicrobianos. Estas moléculas 

generalmente anfipáticas descriptas en leucocitos y también secretadas por 

varios tipos celulares epiteliales, poseen un amplio espectro de actividad contra 

bacterias, hongos y virus. Las defensinas, la indolicidina, la brevinina, la 

magainina, la melittina, la tachyplesina, la dermaseptina y el complejo quelante 

de cobalto -96 (CTC-96) presentan actividad anti HSV-1. Pueden exhibir un 

efecto inactivante directo sobre la envoltura viral, actuar como bloqueantes de 

la adsorción y entrada viral a la célula o de la propagación célula-célula, y como 
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inhibidores de algún paso posterior en la replicación viral (Schwartz et al, 2001; 

Superti et al, 2008). Particularmente el CTC-96, presenta una demostrada 

actividad antiherpética inhibiendo la fusión de la envoltura viral y la membrana 

plasmática, impidiendo así la entrada de la partícula viral a la célula (Schwartz 

et al, 2001).  

La roscovitina (derivado purínico) y el flavopiridol (flavonoide 

semisintético) son dos ejemplos de inhibidores de quinasas dependientes de 

ciclinas (CDK) celulares, conocidos como inhibidores farmacológicos de CDK 

(PCIs), que resultaron activos contra diferentes herpesvirus y también contra 

VIH en condiciones in vitro (Bresnahan et al, 1997; Schang et al, 2002a; Diwan 

et al, 2004). La inhibición de la multiplicación de HSV-1 por parte de la 

roscovitina ocurre debido a la inhibición de factores celulares esenciales para la 

maquinaria de la multiplicación viral. La inhibición es reversible en las primeras 

24 horas p.i., con lo cual la droga no causa daño irreversible en la célula 

infectada (Schang et al, 1998). Aún no se conoce la identidad de las CDKs 

específicas requeridas para la replicación de HSV-1 y el papel que éstas 

cumplen en el ciclo viral (Coen y Schaffer, 2003). Recientemente, algunos 

trabajos postularon que la CDK2 y la CDK5 son importantes en la replicación 

de HSV-1, con lo cual podrían ser blancos de acción de estos inhibidores 

(Guan y Shorgen, 2008; Haenchen et al, 2010). Los PCIs mostraron ser activos 

contra cepas de HSV-1 resistentes a los antivirales convencionales, y hasta 

ahora no se han encontrado mutantes de HSV-1 resistentes a los PCIs. 

(Schang et al, 1998, 2002a). Los PCIs no sólo previenen la expresión de los 

genes de HSV-1, sino que también afectan la actividad y localización de dos 

proteínas regulatorias importantes de HSV-1, ICP0 e ICP4. Estas drogas 

también resultaron activas para inhibir la reactivación de HSV de la latencia 

(Advani et al, 2001; Schang et al, 2002b).  

Otros ejemplos de compuestos antiherpéticos con blancos celulares son 

los inhibidores de la enzima COX-2 celular, que bloquean la acumulación de la 

proteína inmediata temprana 2 (IE2) de HCMV (Coen y Schaffer, 2003), o las 

poliaminas bioactivas, que inhiben a las enzimas S-adenosil metionina 
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descarboxilasa y la ornitina descarbolxilasa, enzimas celulares que son 

importantes en la replicación de HSV-1(Greco et al, 2007). 

 

6. Plantas medicinales  

 

Las plantas son una fuente importante e inacabable de moléculas de 

diversa naturaleza química y usos medicinales. La diversidad química, la 

complejidad estructural, la ausencia de efectos tóxicos sustanciales, y el amplio 

espectro de acción de los productos naturales los convierte en candidatos 

ideales para nuevas terapias (Mukhtar et al, 2008). 

Desde la antigüedad, las plantas medicinales han sido usadas para el 

tratamiento de muchas enfermedades. A lo largo de la historia, el ser humano 

ha buscado empíricamente en la flora de su hábitat los remedios contra las 

enfermedades que lo afectaban de manera frecuente. Desde hace miles de 

años los chinos, griegos, árabes y diversas etnias americanas y africanas han 

aplicado tratamientos con plantas medicinales, acumulando conocimientos y 

experiencias al respecto (Mukhtar et al, 2008).  

Actualmente, se reconoce que las plantas medicinales son una valiosa 

fuente de medicamentos vegetales o materia prima para la industria 

farmacéutica. El 25% de las prescripciones medicamentosas en los países 

industrializados contienen ingredientes extraídos de plantas (Barquero, 2007).  

En países de Oriente existe un sistema de medicina tradicional basado 

en el uso de plantas medicinales, como por ejemplo en China, India, Japón, 

Pakistán, Sri Lanka y Tailandia. (Mukhtar et al, 2008). Los países occidentales 

están fomentando el uso de productos medicinales basados en plantas en sus 

sistemas de salud. La OMS ha estimado que alrededor del 80% de la población 

mundial recurre a la medicina tradicional herbolaria para su atención primaria. 

En este sentido y admitiendo esta realidad, la OMS ha promovido su uso 

desde 1976 y la ha reconocido como rama médica en 1978. En 1987, la 40ª 

Asamblea Mundial de la Salud reafirmó las principales resoluciones y las 

recomendaciones formuladas en 1978 en la Conferencia Internacional sobre 

Atención Primaria de Salud, instando a la identificación, cultivo y uso de plantas 
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medicinales. La OMS insiste en que es necesaria una investigación científica 

que dé información adicional sobre la eficacia y seguridad de estas medicinas 

para garantizar las condiciones de uso sin riesgos, sobre todo cuando se 

emplean estos remedios fuera de las regiones donde han demostrado su 

inocuidad durante siglos. Además, la organización sanitaria estableció una guía 

de controles análoga a la de referencia para el resto de los medicamentos 

convencionales (Barquero, 2007).  

Por otra parte, en la "Declaración de Lima" (diciembre de 2007) los 

países intervinientes de Latinoamérica, Europa y Asia, junto a autoridades de la 

OMS, establecieron la importancia y la necesidad de incorporar prácticas de la 

Medicina Tradicional en los sistemas de salud de los países, en consonancia 

con la primera declaración de Alma Ata de 1978. 

En estos momentos, 25 países occidentales tienen legislaciones 

específicas sobre hierbas medicinales, entre ellos Alemania, Francia, Suiza, 

Brasil, Chile, México, Perú y Canadá. En este último se promulgó en el 2004 la 

“Natural Health Product Regulations”, que estimula el uso de tecnología 

moderna y la búsqueda de evidencias científicas que apoyen la promoción de 

plantas medicinales y sus productos asociados (Siow et al, 2005). En Brasil, se 

ha institucionalizado el uso de plantas medicinales en centros de Atención 

Primaria de la Salud de todo el país. Asimismo, a instancias de la Portaria 971 

firmada por el presidente Lula Da Silva (mayo de 2006), se ha incorporado 

obligatoriamente la fitoterapia, la homeopatía, la acupuntura y el termalismo 

dentro del Sistema Único de Salud en todo el territorio nacional. 

Por su parte, la Argentina cuenta desde el año 1998 con una norma, la 

disposición 144/98 de la ANMAT, que reglamenta el uso de las plantas 

medicinales. Esta normativa establece las definiciones de lo que se consideran 

las "drogas vegetales" y los "medicamentos fitoterápicos". Luego, se 

instituyeron normas reglamentarias que contemplan la importación, 

elaboración, fraccionamiento, depósito, comercialización y publicidad de éstas 

y las personas físicas y jurídicas que intervienen en dichas actividades.  

Mediante estas normas se han establecido mecanismos eficaces para 
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garantizar la calidad con que acceden dichos productos elaborados e 

importados al mercado. 

Actualmente, hay un proyecto de ley (Ley de plantas medicinales, drogas 

vegetales, preparados de drogas vegetales y medicamentos fitoterápicos) que 

pretende impulsar una política pública que abarque la investigación, desarrollo 

y producción de fitoterápicos. De este modo, se intenta impulsar como política 

pública prioritaria garantizar a la población el acceso seguro a través del uso 

racional de las drogas vegetales, preparados de drogas vegetales, 

medicamentos fitoterápicos y plantas medicinales. 

 

6.1. Actividad antiviral de plantas medicinales 

 

Desde hace mucho tiempo las plantas medicinales han sido usadas para 

tratar infecciones virales, sin ninguna base científica que la avale. Actualmente, 

hay un creciente interés en determinar la evidencia científica y racionalizar el 

uso de preparaciones de plantas medicinales. El primer interés científico 

reconocido en el desarrollo de agentes antivirales a partir de plantas fue de la 

Boots Drug Company (Nottingham, England) para evaluar 288 plantas con el fin 

de hallar actividad anti-Influenza (Chantrill et al, 1952). Tiempo después, 

numerosos estudios han reportado efectos inhibitorios de extractos de plantas 

medicinales en la replicación del HSV-2, VIH, HBV, poxvirus y el virus SARS 

(Debiaggi et al, 1988;  Vermani y Garg, 2002; Asres y Bucar, 2005; Kotwal et al, 

2005; Kwon et al, 2005).  

Para la mayoría de estos estudios se han utilizado extractos acuosos u 

orgánicos de plantas medicinales, y los esfuerzos realizados para la 

identificación de principios activos naturales que exhiban actividades antivirales 

han sido limitados. El paso del extracto crudo al principio activo es un camino 

arduo que demanda mucho esfuerzo y dinero, no siempre con resultados 

positivos. Los compuestos presentes en los extractos son químicamente 

complejos, lo cual dificulta su aislamiento e identificación. Además, se debe 

tener en cuenta la factibilidad de obtener biomasa y los problemas relacionados 

con la posibilidad de proteger el conocimiento generado (Barquero, 2007).  
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La calanolida A es un antiviral derivado de una planta que se encuentra 

en estudios en fase II en humanos, producido por la empresa Sarawak 

MediChem Pharmaceuticals. Investigadores del Instituto Nacional del Cáncer 

aislaron el compuesto de extractos de látex producidos por un árbol llamado 

Calophyllum langerium, el cual es nativo de las selvas tropicales de Sarawek, 

Malasia. Como la fuente orgánica del extracto es relativamente escasa, se 

elaboró una versión química. La calanolida A es un nuevo inhibidor no 

nucleósido de la transcriptasa inversa (INNTI), eficaz contra varias cepas del 

virus VIH 1 pero no contra cepas del VIH tipo 2. Parece acoplarse de manera 

única con la enzima transcriptasa reversa a partir de un mecanismo de acción 

diferente al de los demás INNTI (Barquero, 2007). 

Los fitoquímicos pueden ser una alternativa considerando que las drogas 

usadas actualmente presentan muchos inconvenientes, como el fenómeno de 

la resistencia (Mukhtar et al, 2008).  En efecto, estudios recientes han mostrado 

actividad de extractos de plantas frente a cepas virales resistentes a los 

agentes antivirales convencionales. Por ejemplo,  la actividad de extractos de 

Carissa edulis frente a cepas resistentes de HSV-1 (Tolo et al, 2006), o la 

actividad de extractos de Thalictrum simplex L frente a cepas resistentes de 

influenza (Serkedjieva et al, 2003).  

Un gran número de estudios han explorado propiedades 

inmunomoduladoras de extractos de plantas que presentan actividad antiviral 

(Webster et al, 2006). Así se observó que los extractos de raíces de la planta 

medicinal Heracleum maximum Bartr. (Umbelliferae), la cual posee efectos 

antivirales además de actividades antibacteranas y antifúngicas, estimula la 

producción de IL-6 en macrófagos. Asimismo, los extractos de Plantago major y 

de P. asiática  (Plantaginaceae), comúnmente utilizados como medicina 

tradicional en Taiwán para el tratamiento de enfermedades infecciosas, 

estimulan la proliferación de linfocitos y la secreción de INF-  (Chiang et al, 

2003). Otro extracto que presenta actividad antiviral e inmunomoduladora es el 

obtenido de Capparis spinosa L., que estimula la expresión de citoquinas como 

IL-12, IFN-  y TNF- , además de su actividad anti-HSV-1 (Arena et al, 2008).  



Introducción 

 

41 

 

Además de los efectos inmnomoduladores, otro hallazgo interesante es 

el amplio espectro de acción antiviral de extractos de plantas (Pompei et al, 

1979). Esto puede estar asociado a un único fitoquímico, o a un número de 

diferentes constituyentes de plantas. Entre los primeros, encontramos el 

Pandanin, una lectina que fue aislada de extractos salinos de hojas de 

Pandanus amaryllifolius Roxb., y muestra actividad antiviral contra HSV-1 e 

Influenza H1N1 (Ooi et al, 2004). Entre los extractos de plantas con actividad 

antiviral de amplio espectro, se demostró que los extractos de Trifollium y de 

lúpulo exhibieron actividad antiviral contra un gran número de virus tales como 

Influenza, VIH, HBV, HCV y HSV (Kotwal et al, 2005; Buckwold et al, 2004). 

Las plantas medicinales han sido y son extensamente estudiadas como 

potenciales antivirales contra HSV (Superti et al, 2008). Son numerosos los 

estudios que han evaluado tanto extractos crudos como compuestos puros 

obtenidos de plantas medicinales. En la Tabla se muestran ejemplos de 

extractos de plantas a partir de los cuales se obtuvieron los compuestos puros 

responsables de la actividad anti-herpética. Mucho de ellos son terpenoides. 

Además, la mayoría de estos compuestos presentaron actividad frente cepas 

resistentes al ACV y al foscarnet, actividad antiviral de amplio espectro, y en 

algunos casos, también actividad inmunomoduladora (Superti et al, 2008).  
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     Extracto de planta          Compuesto    Estructura química 

Myrica rubra prodelfinidín B-2-3,3´-di-O-

galato 

polifenol 

Humulus Lupulus xanthohumol Polifenol 

Theobroma cacao L Procianidinas diméricas y 

otros polifenoles 

relacionados 

Polifenol 

Populus spp, Betula alba, 

Faguss sylvatica Aesculus 

hyppocastanum, Attus 

glutunosa. 

flavonoides Flavonoides polifenólicos 

Pathecellobium clypeana 7-o-galoiltricetiflavan Flavonoide polifenólico 

Melaleuca ericifolia Metil-legugenol monoterpeno 

Melaleuca armillaris 1,8-eineole y terpinen-4-ol monoterpeno 

Melaleuca leucadendron 1,8-eineole monoterpeno 

Salvia fruticosa isobomeole monoterpeno 

Euphorbia jolkini Bioss Putranjivain A diterpeno 

Rhus javanica Ácido morónico y ácido 

betulónico 

triterpenos 

Schefflera heptaphylla 

(L)Frodin 

triterpenoides triterpenos 

Ocimum basilicum Ácido ursólico triterpeno 

Euphorbia segetalis lupenone triterpeno 

 

Tabla. Extractos de plantas y sus compuestos puros que presentan actividad anti-

herpética. Tomado de Superti et al, 2008. 
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6.2. Meliáceas 

 

La familia Meliaceae está constituida principalmente por árboles y 

arbustos, que incluye unos 50 géneros y alrededor de 550 especies distribuidas 

principalmente en regiones tropicales y subtropicales. Es una familia de plantas 

con importancia económica, principalmente por la producción de madera 

(caobas). 

Una de las especies más representativas de la familia es Azadirachta 

indica, árbol conocido comúnmente como margosa o paraíso de la India en 

español y como neem en inglés. El término neem proviene del sánscrito Nimba 

y era conocido como Sarva Roga Nivarini o curador de todas las 

enfermedades. Nativa del sur de Asia, la margosa se planta y naturaliza 

extensamente en las áreas semiáridas de Asia y África, en donde se la cultiva 

para obtener combustible y numerosos productos no madereros que se 

obtienen de las hojas, la fruta y la corteza. Entre estos encontramos agentes 

medicinales e insecticidas. La margosa es uno de los árboles más conocidos y 

apreciados en el sur de Asia, en donde se lo considera como sagrado por los 

hindúes debido a sus propiedades para prevenir enfermedades. La margosa es 

una fuente importante para las preparaciones medicinales tradicionales. Se ha 

reportado que varias partes del árbol poseen efecto analgésico, antihelmíntico, 

antipirético, antiséptico, antisifílitico, astringente, demulcente, diurético, 

purgante, etc. Además, las preparaciones medicinales hechas con 

componentes procedentes de la margosa han sido usadas para tratar 

forúnculos, eczemsa, enfermedades oculares, dolores de cabeza, hepatitis, 

lepra, malaria, reumatismo y úlcera. Se ha demostrado que los extractos de la 

margosa poseen propiedades antibacterianas, antidiabéticas, antifúngicas y 

antivirales (Parrotta y Chaturverdi, 1994). 

Algunas de las especies de la familia Meliaceae presentes en la 

Argentina son: Cabralea oblongifoliola, Guarea phlii, Trichilia mollis, Trichilia 

glabra, Cedrela tubiflora, Melia azedarach L. y Azadirachta indica. 
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6.3. Melia azedarach L. 

 

Este árbol es oriundo de Asia, de la región del Himalaya y su 

denominación proviene de dos vocablos griegos: melia (cedro) y azedarach 

(árbol noble). En nuestro país es conocido vulgarmente como paraíso aunque 

su nombre en español es cinamomo. A mediados del siglo XIX se difundió 

como árbol ornamental en Sudamérica, donde se naturalizó con rapidez.  

Como vimos anteriormente para Azadarachta indica, a M. azedarach L. 

también se le atribuyen una gran variedad de acciones farmacológicas tales 

como: emético, antipirético, antihelmíntico, antiinflamatorio, astringente, 

antipiojicida y tónico amargo (Khan et al, 2001). 

Los extractos de frutos, semillas y hojas de M. azedarach L. se han 

utilizado para estudiar su potencial actividad antifúngica contra hongos 

fitopatogénicos. Tanto los extractos obtenidos con hexano o etanol 

demostraron tener actividad fungistática contra Aspergillus flavus, Fusarium 

solani, Sclerotinia sclerotiorum y otras especies (Carpinella et al, 2003). Por 

otro lado, los extractos clorofórmicos de las hojas muestran un marcado poder 

inhibitorio sobre el crecimiento de los epimastigotes de Tripanosoma cruzi 

(Yanes et al, 2004).  

Es sabido que los frutos del paraíso son venenosos, por ese motivo 

algunos investigadores han centrado sus investigaciones en ellos. Extractos y 

aceites obtenidos de los frutos fueron evaluados como pediculicidas y 

mostraron ser altamente mortales para las liendres adultas (Carpinella et al, 

2007). También parecen ser letales contra larvas de Aedes aegiptii, el mosquito 

vector del dengue, así como también tienen actividad antihelmíntica contra 

algunos gusanos como tenia, anquilostoma y lombrices (Wandscheer et al, 

2004; Szewczuk et al, 2006).  

 

6.4. Compuestos bioactivos aislados de Melia azedarach L. 

 

Cuando se comenzaron a aislar los compuestos responsables de 

algunas actividades biológicas encontradas en los extractos de M. azedarach 
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L., se encontró en distintos laboratorios del mundo, que se trataban de 

tetranortriterpenoides también llamados limonoides (Figura 3). Los limonoides 

son triterpenos alterados metabólicamente que tienen una estructura derivada 

de un esqueleto 4,4,8-trimetil-17-furanilesteroide como precursor (Ntalli et al, 

2010; Roy y Saraf, 2006).  

Hasta la fecha, se han encontrado aproximadamente 300 limonoides, de 

los cuales un tercio pertenece únicamente a las especies Azadirachta indica y 

Melia azedarach L., y también son conocidos como meliacinas (Roy y Saraf, 

2006). 

 

Figura 3. Estructura química de la limonina, el limonoide más abundante. 

 

La variedad de propiedades biológicas exhibidas por los limonoides es 

tal que ha llevado a los científicos a extender sus estudios en uso de los 

mismos contra el cáncer, bacterias, virus, helmintos, parásitos cuasantes de la 

malaria, hongos, insectos vectores de enfermedades e insectos domésticos 

(Tada et al, 1999; Carpinella et al, 2003, 2005; Abdelgaleil et al, 2004; Muregi 

et al, 2004; Sunthitikawinsakul et al, 2003; Zhang et al, 2005; Isman, 2006; 

Coria et al, 2008; Madibela y Kelemogile, 2008 et al; Khanavi et al, 2008; Wu et 

al, 2009) 

Uno de los compuestos aislados de los frutos de M. Azedarach L. es la 

28-diacetilsendanina que presenta actividad antiviral contra HSV-1 en cultivos 

de células Vero (Kim et al, 1999). Otros triterpenoides y limonoides aislados de 

M. azedarach L. han probado inhibir la multiplicación de HSV-1, VIH y RSV  

(Chen et al, 2007; Manners et al, 2007; Joycharat et al, 2008). 

Como resultado del muestreo de extractos de plantas utilizadas en 

medicina popular se encontró que un extracto de raíz de Melia azedarach L. 
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resultaba activo frente a un amplio espectro de virus con genoma ADN y ARN, 

entre ellos los virus HSV-1 y HSV-2, Junín, Tacaribe, Virus de la Estomatitis 

Vesicular (VSV), Polio y Sindbis. La actividad antiviral se demostró  tanto si se 

agregaba el extracto después de la adsorción del virus y permanecía hasta su 

cosecha, o tratando a las células con el extracto antes de la infección, es decir, 

por pretratamiento, para así desencadenar en las células un estado refractario 

a la infección (Wachsman et al, 1982). Estudios posteriores permitieron 

establecer que la actividad antiviral de amplio espectro también estaba 

presente en los extractos hidroalcohólicos de las hojas, lo que facilitaba la 

recolección de la materia prima (Wachsman et al, 1984). Asimismo, se 

demostró que los extractos de las hojas también poseían una actividad antiviral 

de amplio espectro para una serie de líneas celulares de diferente origen, tales 

como Vero, L929, MDCK y BHK-21 (Andrei et al, 1985). La purificación parcial 

de los extractos de M. azedarach L. permitió obtener una fracción 

semipurificada con actividad antiviral que se denominó meliacina (MA)  (Andrei 

et al, 1988).  

MA resultó ser un antiviral de amplio espectro, que inhibe la 

multiplicación de virus pertenecientes a distintas familias. En células BHK-21, 

MA inhibe la multiplicación de los virus Sindbis, Aftosa y Junín por 

pretratamiento (Wachsman et al, 1987; Castilla et al, 1998). Se demostró que 

MA induce un estado refractario a la infección al ser administrada antes de la 

infección viral de cultivos primarios de embriones de pollo y de líneas celulares 

(células Vero, BHK-21, Hep-2, HeLa, L929, RK-13) (Andrei et al, 1988). 

Una posible explicación de la acción de MA sobre virus que ingresan a la 

célula por endocitosis mediada por receptor tales como el virus Junín, Sindbis, 

Aftosa (FMDV) y VSV podría ser el hecho de que MA produce el incremento del 

pH de las vesículas ácidas intracelulares. Este efecto fue demostrado mediante 

la tinción con naranja de acridina, que tiñe de naranja los compartimentos 

ácidos (Wachsman et al, 1998). La alteración del pH endosomal no permitiría la 

fusión de la envoltura del virus con la membrana endosomal, y así inhibiría 

etapas tempranas de la infección con virus cuya entrada es dependiente del 

pH. (Barquero, 2001 tesis doctoral). Este efecto es similar al que produce el 
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cloruro de amonio o la cloroquina. Sin embargo, la acción del cloruro de amonio 

es reversible, mientras que una vez que MA produce un estado antiviral, éste 

permanece al menos durante 12 horas (Andrei et al, 1988). Llamativamente, se 

ha demostrado que la basificación de los endosomas persiste 

aproximadamente ese mismo tiempo, lo cual sugiere una correlación directa 

entre ambos eventos (Barquero, 2001 tesis doctoral).  

Durante el pretratamiento, MA interfiere en el desnudamiento de las 

partículas virales que ingresan por endocitosis mediada por receptor, sin 

afectar la adsorción y la penetración de los viriones en las vesículas 

endosomales (Castilla et al, 1998). Dado que el HSV-1 en las células Vero 

entra a través del mecanismo de fusión de membranas, MA no interfiere en 

dicha entrada (Villamil et al, 1995).  

Además de la actividad antiviral exhibida por MA luego del 

pretratamiento, también se observó la inhibición de la multiplicación del virus 

Junín y del HSV-1 cuando MA es agregado al cabo de la infección (Villamil et 

al, 1995; Castilla et al, 1998; Alché et al, 2002). Durante el post-tratamiento hay 

un bloqueo de la liberación de las partículas al medio extracelular, y una 

inhibición de la propagación viral (Villamil et al, 1995; Castilla et al, 1998; Alché 

et al, 2002). Los estudios ultraestructurales realizados revelaron que en las 

células infectadas y tratadas con MA se acumulan una gran proporción de 

nucleocápsides virales sin envoltura en el citoplasma y sólo una pequeña 

proporción de virus maduro se encuentra en las vesículas citoplasmáticas 

(Alché et al, 2002). 

Aparte de la actividad antiviral de amplio espectro presentada por MA, se 

realizaron experimentos dirigidos a investigar la acción de MA sobre 

parámetros de la respuesta inmune. 

En células L929 y en cultivos primarios de embrión de pollo infectados 

con el virus Newcastle, MA disminuye la síntesis de IFN como la de las 

enzimas involucradas en el sistema del IFN (Andrei et al, 1990). In vivo, la 

administración de MA por vía intraperitoneal disminuyó la cantidad de IFN  

circulante en el suero de ratones expuestos a distintos inductores (Andrei et al, 

1990). 
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MA mostró una fuerte actividad anti-complementaria principalmente de la 

vía clásica, pero no inhibió la fagocitosis de partículas de zimosán opsonizadas 

ni el estallido respiratorio en leucocitos polimorfonucleares (Benencia et al, 

1994). En cambio, MA inhibió la fagocitosis de eritrocitos de oveja opsonizados 

y el estallido respiratorio producido por un éster de forbol en monocitos 

humanos así como también la actividad fagocítica y el metabolismo oxidativo 

de exudados peritoneales de ratón (Courreges et al, 1994; Benencia et al, 

1997). 

Por otro lado, se observó una inhibición en la proliferación de LT 

aislados de bazo o ganglio de ratones cuando fueron estimulados con 

Concanavalina A o LPS y tratados con MA. El tratamiento de ratones con MA 

afectó ligeramente la producción de anticuerpos anti-glóbulos rojos e inhibió en 

forma dosis dependiente la reacción de rechazo de transplante de linfocitos así 

como también la reacción de hipersensibilidad retardada (Courreges et al, 

1998). 

En macrófagos peritoneales se observó que la administración simultánea 

de MA y LPS incrementó significativamente la producción de TNF-  con 

respecto a las células tratadas con LPS o MA solo. Por su lado, MA resultó ser 

un pobre inductor de la producción de TNF- Petrera y Coto, 2002  

Asimismo, se estudió el efecto de MA en el modelo de infección ocular 

con HSV-1 en ratones. Para ello, ratones Balb/c adultos fueron inoculados con 

HSV-1 en sus córneas y tratados con MA en forma tópica tres veces al día por 

3 días consecutivos, comenzando a las 24 y 96 h p.i. Los animales infectados y 

tratados o no con MA fueron monitoreados para analizar el desarrollo de la QH 

mediante un microscopio binocular durante 16 días. MA disminuyó 

significativamente la incidencia y severidad de la enfermedad, reduciendo la 

carga viral,  la inflamación ocular y la neovascularización con respecto a los 

ratones infectados y no tratados, independientemente del esquema de 

tratamiento utilizado (Pifarré et al, 2002). El análisis histológico de las córneas 

de los ratones infectados y tratados con MA no reveló daño del tejido, mientras 

que las muestras de las córneas de los ratones infectados mostraron 

inflamación, neovascularización y necrosis. El tratamiento con MA a las 24 h 
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p.i. redujo significativamente el título viral en el ojo en 1-1,5 órdenes de 

magnitud. Entonces, MA demostró ejercer una acción antiviral para impedir el 

desarrollo de la QH cuando fue agregado el primer día p.i. Sorpresivamente, el 

tratamiento con MA después de 96 h p.i., cuando ya no hay virus infectivo en la 

córnea, también previno la enfermedad ocular, con lo cual demuestra que MA 

ejerce una actividad inmunomoduladora in vivo. Al tratar con MA a las 24 h p.i., 

esta ejerció una actividad antiviral in vivo dada la disminución del título viral, 

aunque no se descarta una posible actividad inmunomoduladora también en 

este esquema de tratamiento (Alché et al, 2000; Pifarré et al, 2002).  

 

6.5. Principio activo de MA 

 

Con el objeto de identificar el principio antiviral presente en dichos 

extractos, el protocolo de purificación utilizado reveló la existencia de una 

familia de compuestos con actividad antiviral, entre los cuales el 1-cinamoil-

3,11-dihidroximeliacarpina (CDM) es el tetranortriterpenoide que apareció en 

mayor proporción (Figuras 4 y 5) (Alché et al, 2003).  

 

5,4 kg hojas

Extracción con buffer fosfato de potasio + KCl, centrifugación y 
liofilización de los sbs

Resuspensión del liofilizado en agua, centrifugación y  
extracción con EtOAc

Cromatografía en sílica gel. Obtención de una fracción con 
actividad antiviral (MAS)

TLC de MAS y obtención de dos bandas con actividad antiviral 
(MAB1 y MAB2)

HPLC (fase reversa) de MAB2 41,4 mg de CDM

Purificación del CDM

    

 

Figura 4. Protocolo de purificación de CDM 
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Figura 5. Estructura química de 1-cinamoil-3,11-dihidroximeliacarpina (CDM) 

 

CDM es capaz de inhibir la multiplicación del virus VSV y del virus HSV-

1 cuando se ensaya su actividad antiviral por postratamiento sin citotoxicidad 

para las células Vero (Alché et al, 2003). 

Al estudiar su mecanismo de acción  en el sistema VSV-células Vero, se 

pudo establecer que CDM induce un estado refractario a la infección viral 

cuando las células son tratadas con el compuesto durante dos horas antes de 

la adsorción viral. Dicho estado se correlacionó con la acción que CDM ejerce 

sobre el pH de los endosomas que, al basificarse, impiden que tenga lugar la 

fusión entre la membrana de las vesículas endocíticas y la envoltura viral 

imposibilitando la entrada del virus a la célula, tal como se había observado 

para MA. Asimismo, CDM afecta la exocitosis y/o la maduración de las 

glicoproteínas virales de diferentes virus, lo cual explicaría el amplio espectro 

de acción reportado para MA en el post-tratamiento. CDM bloquea el transporte 

intracelular de la glicoproteína G de VSV (Gvsv) y de las glicoproteínas gB, gC 

y gD del virus HSV-1 impidiendo su expresión a nivel de la membrana 

plasmática ya que resulta retenida en el aparato de Golgi de las células Vero. 

Esto último se demostró mediante estudios de co-localización realizados en 

células transfectadas con un plásmido que contiene el cADN de la galactosil 

transferasa 2 fusionada con la GFP (GalT2-GFP), el cual es un marcador del 

aparato de Golgi, y luego infectadas con VSV o HSV-1. Así se pudo establecer 
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que las glicoproteínas (detectada en dichas células por inmunofluorescencia) 

se acumulan en el aparato de Golgi de las células tratadas con CDM (Barquero 

et al, 2004; 2006) (Figura 6).  

 La acidificación de los compartimentos vacuolares juega un rol 

importante en una gran variedad de procesos celulares. La perturbación del pH 

ácido de las organelas intracelulares por agentes acidotrópicos, como las 

bases débiles o el cloruro de amonio, ionóforos como el monensin (MON) e 

inhibidores específicos de la ATPAsa vacuolar como la concanamicina (CON), 

afecta tanto la endocitosis como la exocitosis viral (Sidhu et al, 1999). CDM es 

el primer triterpenoide con actividad antiviral descripto responsable de la 

alcalinización de los compartimentos intracelulares (Barquero et al, 2004). 

 

 

 

Figura 6. Co-localización intracelular de glicoproteínas virales con un marcador de Golgi  
(GalT2-GFP) en células Vero post-tratadas con CDM. Tomado de Barquero et al , 2004 y 2006. 

 

Por otro lado, en una línea celular de conjuntiva humana (NHC) se 

observó que el CDM reduce en un 90% la replicación de HSV-1, en ausencia 

de citotoxicidad. Asimismo, CDM bloqueó el transporte de gD de HSV-1 a la 

membrana plasmática a nivel del aparato de Golgi, de manera análoga a lo 

observado en el sistema de infección en células Vero (Barquero et al, 2006).   
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En cuanto a su acción inmunomoduladora, CDM inhibe la translocación 

del factor NF-kB al núcleo celular inducida por la infección con HSV-1, tanto en 

células NHC como en células Vero (Barquero et al, 2006) (Figura 7).  

 

 

 

Figura 7. Efecto de CDM en la translocación nuclear de NF-kB en células NHC infectadas con 
HSV-1. Tomado de Barquero et al, 2006. (CC): Control célula. (HSV-1): células infectadas con 
HSV-1. (CDM): células infectadas con HSV-1 y tratadas con CDM. 

 
Por lo tanto, estos resultados permiten concluir que CDM presenta una 

probada actividad antiviral de amplio espectro, afectando virus con genoma 

ADN y ARN a través del mismo mecanismo de acción y una probable acción 

moduladora de la vía del NF- B (Barquero et al, 2004; 2006). 

Por eso, resulta de sumo interés avanzar en el conocimiento del 

mecanismo de acción de CDM a nivel molecular y celular desde un doble 

aspecto: por un lado, para contribuir a una comprensión más acabada de los 

factores que podrían participar en el desarrollo de la inmunopatología 

provocada por HSV-1 in vivo y, al mismo tiempo, para evaluar la factibilidad del 

uso del CDM como agente antiviral y antiinflamatorio.  
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Objetivo general 
 

Investigar el mecanismo de acción antiviral e inmunomodulador de CDM 
a nivel celular y molecular para comprender el efecto curativo de MA en la QH. 
 
Objetivos específicos 
 

Evaluar la actividad anti HSV-1 e inmunomoduladora de CDM in vitro, en 
células derivadas de tejidos oculares y en células inflamatorias. 
 

Profundizar los estudios del efecto de CDM sobre el procesamiento y el 
transporte intracelular de las glicoproteínas virales y celulares. 
 
 Estudiar si CDM presenta un efecto antiangiogénico sobre células 
endoteliales involucradas en el proceso de neovascularización corneal durante 
la progresión de la QH. 
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1. Células 

 

La línea celular continua IOBA-NHC (NHC), proveniente de conjuntiva 

humana (Diebold et al, 2003), fue cultivada a 37 °C, en una atmósfera con 4% 

de CO2, en una mezcla 1:1 de medios Eagle modificado de Dulbecco y mezcla 

de nutrientes F-12 (D-MEM/F12) (GIBCO), suplementada con 10% de suero 

fetal bovino (SFB) inactivado (Natocor), y 50 μg/ml gentamicina (Sigma-

Aldrich), y llevada a pH 7,4 con bicarbonato de sodio 7,5% (DMEM/F12 10%). 

Las monocapas fueron subcultivadas semanalmente y mantenidas a 33 °C en 

DMEM/F12 10%. Para los experimentos en microplacas, las células se 

incubaron en medio de mantenimiento (MM), DMEM/F12 sin suero.  

La línea celular continua HCLE, proveniente de epitelio limbal de córnea 

humano, y provista gentilmente por los Dres Ilene K. Gipson y Pablo Argüeso 

(The Schepens Eye Research Institute, Harvard Medical School, Boston, USA), 

fue cultivada a 37 °C, en una atmósfera con 4% de CO2, en medio de 

queratinocitos libre de suero (KSFM) (GIBCO), suplementado con 25 μg/ml de 

extracto de pituitaria bovina (BPE) (GIBCO), 0,2 ng/ml de factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) (GIBCO), y 0,4 mM CaCl2. Las células fueron subcultivadas 

semanalmente y mantenidas a 33 °C en mezcla DMEM/F12 sin suero, con baja 

concentración de calcio. 

Las líneas celulares continuas L929, proveniente de tejido conectivo 

subcutáneo de ratón, y Vero, proveniente de epitelio de riñón de mono verde 

africano Cercopithecus aethiops, fueron cultivadas a 37 °C en medio mínimo 

esencial de Eagle en solución salina de Earle (E-MEM) (GIBCO) suplementado 

con 5% SFB inactivado (MEM 5%), y 50 μg/ml gentamicina. Las células fueron 

subcultivadas semanalmente y mantenidas a 33 °C en MM, E-MEM 

suplementado con 1,5% SFB inactivado. Cuando los cultivos se incubaron en 

atmósfera con 4% de CO2, los medios se suplementaron con HEPES 20 μM 

(Sigma-Aldrich) y se llevaron a pH 7,4 con bicarbonato de sodio 7,5%.  

La línea celular continua J774A.1, proveniente de macrófagos de ratón, 

fue gentilmente provista por el Dr. Osvaldo Zabal (INTA-Castelar, Buenos 

Aires) y cultivada a 37 °C, en una atmósfera con 4% CO2, en medio RPMI 1640 
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suplementado con 10% SFB inactivado (RPMI 10%) y 50 μg/ml gentamicina, y 

llevada a pH 7,4 con bicarbonato de sodio 7,5%. Las células fueron 

subcultivadas semanalmente y mantenidas a 33 °C en MM, RPMI 

suplementado con 2% SFB inactivado. 

Las células HUVEC, provenientes del endotelio de la vena del cordón 

umbilical humano, fueron cultivadas a 37° C en medio 200 (Cascade biologics) 

suplementado con LSGS (Low Serum Growth Supplement) (Cascade 

Biologics). Las células fueron subcultivadas semanalmente, y se les cambió el 

medio cada 48 horas.   

 

2. Virus 

 

El virus recombinante HSV-1 YK608 fue gentilmente proporcionado por 

el Dr. Yasushi Kawaguchi (Instituto de Ciencias Médicas, Universidad de Tokio, 

Japón) (Sugimoto et al, 2008). El virus HSV-1 cepa KOS y el HSV-1 YK608 

fueron propagados en células Vero. Los stocks se prepararon infectando 

células con una multiplicidad de infección (m.i.) de 0,1 unidades formadoras de 

placas (UFP) por célula. Luego de 1 h de adsorción a 37 ºC, las células se 

cubrieron con MM y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Las células se 

sometieron a tres ciclos de congelado y descongelado, se centrifugaron 10 min 

a 2500 rpm en una centrífuga Beckam con rotor J14, y el sobrenadante se 

fraccionó en alícuotas que se conservaron a –70 °C hasta su uso.  

 

3. Protocolo de obtención de MA y de CDM 

 

Hojas verdes de Melia Azedarach L fueron lavadas con agua destilada y 

almacenadas a -20ºC. Luego de descongeladas, fueron licuadas en buffer 

fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7,2, conteniendo 0,35 M de KCL (1 g de hoja 

por mililitro). La preparación cruda fue filtrada y centrifugada a 10000 x g 

durante 45 min. Los sobrenadantes fueron liofilizados y extraídos con acetato 

de etilo. La fase orgánica fue sometida a una cromatografía sobre sílica gel. 

Dos fracciones de 20 ml cada una fueron eluídas primero con cloroformo y 
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luego con cloroformo/metanol. La actividad antiviral de todas las fracciones se 

siguió mediante la medición de su acción contra la multiplicación del VSV. Las 

fracciones bioactivas eluídas con cloroformo metanol 95:5, fueron reunidas, 

evaporadas y luego solubilizadas en PBS para obtener una concentración final 

de 1 mg/ml, y almacenadas a -20ºC. A estas fracciones obtenidas se las 

denomina MA. 

CDM  se purificó de hojas de Melia azedarach L., como fue previamente 

descripto (Alché et al, 2003). La fracción MA es sometida a una TLC, y luego 

mediante una HPLC en fase reversa se obtiene CDM. Se solubilizó en MM, 

para alcanzar una concentración final de trabajo de 1 mg/ml (1,5 mM). 

 

4. Reactivos 

 

LPS de Escherichia coli serotipo 055: B5, anticuerpo anti-TNF-  de ratón 

policlonal hecho en cabra, Monensin, y Concanamicina A fueron comprados en 

Sigma. El anticuerpo anti-IL-6 humano y la IL-6 recombinante humana fueron 

comprados en BD PharMingen, USA. El anticuerpo anti-gD de HSV-1 

monoclonal hecho en ratón y el anti-p65 policlonal hecho en conejo fueron 

comprados en Santa Cruz Biotechnology, USA. El anticuerpo monoclonal anti-

calnexina fue comprado en Chemicon. El anticuerpo anti-giantina humano 

policlonal hecho en conejo fue gentilmente provisto por la Dr. Graciela Bocaccio 

(Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina). El anticuerpo anti-actina fue 

comprado en Merck. EL secundario conjugado a peroxidasa anti-ratón y anti-

conejo fueron obtenidos de ICN Immunobiological. El secundario policlonal 

hecho en cabra anti-IgG de conejo FluoroLinkTM CyTM2 y el policlonal hecho en 

cabra anti-IgG de ratón  FluoroLinkTM CyTM3 fueron comprados a GE 

Healthcare Bio-Sciences,. El secundario anti-cabra FITC de Vector, fue 

gentilmente provisto por Dr. Dante Paz (FCEyN, UBA). El plásmido que codifica 

para el receptor de la transferrina fusionado a la proteína verde fluorescente 

(TfR-GFP) fue gentilmente provisto por el Dr. Alfredo Cáceres (Instituto 

Investigación Médica Mercedes y Martín Ferreyra, Córdoba, Argentina). La 

Transferrina-rodamina (Tf-Rodamina) fue gentilmente provista por la Dr. Elsa 
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Damonte (FCEyN, UBA). La Cicloheximida (CHX) fue gentilmente provista por 

la Dr. Susana Mersich (FCEyN, UBA). Los plásmidos de NF- B-Luciferasa, de 

VEGF-Luciferasa y de く-galactosidasa fueron gentilmente cedidos por 

integrantes del grupo de investigación del Dr. Artz (FCEyN, UBA, Argentina). 

 

5. Ensayo de citotoxicidad y antiproliferativo 

 

La viabilidad celular se determinó por medio del ensayo colorimétrico del 

MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich), 

descripto por Denizot y Lang (1986). Este compuesto es reducido 

oxidorreductasas y deshidrogenasas celulares dependientes del NAD(P)H para 

dar un producto azul (cristales de formazán). La cantidad de producto formado 

es proporcional al número de células viables presentes. Para estudiar la 

citotoxicidad de CDM, las células crecidas a confluencia en una microplaca de 

96 pocillos fueron tratadas con diluciones seriadas al medio de los mismos, en 

MM, durante 24 h a 37 °C, en atmósfera con 4% CO2, por triplicado. Para 

estudiar la actividad antiproliferativa de CDM, las células fueron crecidas en 

presencia de distintas concentraciones de CDM en una microplaca de 96 

pocillos, e incubadas durante 24 h a 37 °C.  

Al cabo de la incubación para ambos ensayos, se agregó 10 μl de una 

solución de 5 μg/ml de MTT a cada pocillo y se incubó durante 4 h a 37 °C. 

Finalmente, se descartaron los sobrenadantes, se disolvieron los cristales con 

200 μl de etanol, y la densidad óptica (DO) fue medida en un lector de 

microplacas (Eurogenetics MPR-A 4i) a 570 nm (longitud de onda de prueba) y 

a 630 nm (longitud de onda de referencia). 

Los resultados fueron expresados como porcentajes de viabilidad celular 

de las células tratadas con respecto a las células sin tratar. Se determinó para 

la actividad antiproliferativa la concentración inhibitoria 50 (CI50) y para la 

citotoxicidad la concentración citotóxica 50 (CC50), definida como la 

concentración de compuesto que causa un 50% de reducción de la viabilidad 

celular.  
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6. Inhibición del rendimiento viral 

 

Las células NHC, HCLE o J774A.1 crecidas a confluencia en placas de 

96 pocillos se infectaron con 650 UFP de HSV-1 en 25 l de MM, durante 1 h a 

37 °C. Luego de la adsorción, se descartó el inóculo viral y las células se 

incubaron con 0,1 ml de diferentes concentraciones de CDM en MM, durante 

24 h a 37 °C. Luego de tres ciclos de congelado y descongelado, se cosechó el 

virus intra y extracelular y se cuantificó el rendimiento viral por el método de 

formación de placas en medio semisólido. 

 

7. Titulación viral por plaqueo en medio semisólido 

 

Monocapas confluentes de las células Vero fueron infectadas con 0,1 ml 

de las diluciones seriadas al décimo de las muestras, en placas de 24 pocillos, 

y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Al cabo de la adsorción, se retiró el inóculo 

viral y las monocapas fueron cubiertas con 0,5 ml de medio de plaqueo (E-

MEM en doble concentración, 2X, suplementado con 2% de SFB inactivado, 

mezclado con volúmenes iguales de metilcelulosa 1,4% (Sigma-Aldrich)) e 

incubadas a 37 °C durante 72 h. Las células fueron fijadas con formol 10% y 

coloreadas con cristal violeta, y se contó el número de UFP por pocillo. Se 

determinaron los porcentajes de inhibición de la replicación viral en presencia 

de los compuestos con respecto a los controles sin tratar. Para los ensayos de 

inhibición del rendimiento viral, se determinó la CE50 (concentración efectiva 

50%), definida como la concentración de compuesto que reduce en un 50% el 

rendimiento viral.  

 

8. Tinción de naranja de acridina para células vivas 

 

Las células HCLE crecidas en cubreobjetos fueron tratadas con 40 M 

de CDM por 2 h a 37 ºC, y  luego teñidas con naranja de acridina (1mg/ml) por 

15 min a 37º C. Entonces, las células fueron lavadas dos veces con PBS frío y 
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montados en PBS, para ser visualizadas en un microscopio de epifluorescencia 

Olympus BX51. 

 

9. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

 

Las células crecidas en cubreobjetos fueron fijadas en metanol a -20 °C 

durante 10 min. Luego de tres lavados con PBS, los cubreobjetos fueron 

invertidos sobre una gota de una dilución del primer anticuerpo, e incubados 

durante 30 min a 37 °C, y sometidos a tres lavados adicionales con PBS. 

Luego, las improntas fueron incubadas con una dilución de los segundos 

anticuerpos, durante 30 min a 37 °C.  

Para realizar una tinción de membrana, las células crecidas en 

cubreobjetos fueron incubadas con el primer anticuerpo por 30 min a 4 °C. 

Luego, las células fueron sometidas a 3 lavados con PBS frío y fijadas con 

metanol a -20°C por 10 min. Entonces, las células fueron incubadas con el 

segundo anticuerpo por 30 min a 37 °C.  

Finalmente, los cubreobjetos fueron enjuagados primero con PBS y 

luego con agua destilada, montados con glicerina tamponada y observados en 

un microscopio Olympus BX51 con óptica epifluorescente o con un microscopio 

confocal Olympus FB300. 

 

10. Análisis cuantitativo de la fluorescencia 

 

Las imágenes obtenidas fueron importadas al programa NIH ImageJ 

1.34s (diseñado por Wayne Rasband, NIMH, Bethesda). Las imágenes de 

inmunofluorescencia fueron convertidas a una escala de grises de 8-bit desde 0 

(negro) a 255 (blanco). Se analizó la fluorescencia total y nuclear de cada 

célula individual y se obtuvo para cada una la densidad de fluorescencia media. 

Para comparar la distribución de la fluorescencia dentro de la célula, los 

resultados fueron analizados en una planilla de cálculo (Excel®). La intensidad 

de fluorescencia total o nuclear fue calculada como la densidad media total o 

nuclear por el área total o nuclear, respectivamente. Luego, se calcularon los 
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porcentajes de intensidad nuclear o los porcentajes de intensidad nuclear con 

respecto a la intensidad total, para cada célula. Las células no estimuladas 

fueron procesadas para establecer un valor basal de fluorescencia nuclear 

(valor de corte). 

 

11. Transfecciones  

 

Las células fueron transfectadas con los plásmidos en medio Opti-MEM 

sin suero y sin antibiótico, en presencia de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) 

como reactivo de transfección, de acuerdo a las instrucciones del  fabricante.  

Las células crecidas en cubreobjetos y transfectadas con el plásmido 

que codifica para el TfR-GFP, fueron fijadas con metanol por 10 min a -20ºC. 

Después de tres lavados con PBS, los cubreobjetos fueron procesados para 

una IFI o montados, y fotografiados en un microscopio Olympus BX51 con 

óptica epifluorescente o con un microscopio confocal Olympus FB300. 

Las células transfectadas con los plásmidos de NF- B-Luciferasa, de 

VEGF-Luciferasa y de く-galactosidasa, luego de 6 h de incubación a 37 °C, se 

les descartó el medio y se reemplazó por medio Opti-MEM fresco, con 10% de 

SFB, sin antibiótico, y se incubó a 37 °C durante 24 h. Luego, las células fueron 

estimuladas o infectadas y después de la incubación, se descartó el medio y 

las células se levantaron con 50 l por pocillo de buffer de lisis 1 X, raspando 

con rastrillo. Las muestras se guardaron a -70 °C hasta su procesamiento. Para 

medir la actividad de luciferasa en las muestras, se mezclaron 20 μl de muestra 

con 80 μl de sustrato para la luciferasa de luciérnaga y se midieron en un 

luminómetro. En las mismas muestras, se midió la actividad く-galactosidasa, en 

microplacas de 96 pocillos. Para ello, se mezclaron 20 μl de cada muestra con 

80 μl de sustrato para く-galactosidasa y se incubaron a 37 °C hasta que se 

desarrollara color (aproximadamente 6 h). La lectura de las absorbancias de las 

mezclas se realizó en un lector de ELISA, a 450 nm. Se determinó la expresión 

de luciferasa como reportero de la actividad promotora de NF- B o VEGF, 

normalizando los valores obtenidos con las lecturas de la actividad de く-

galactosidasa para cada muestra. 
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12. Incorporación de transferrina 

 

Las células crecidas en cubreobjetos fueron transfectadas con el 

plásmido que codifica para el TfR-GFP. Después de los tratamientos, las 

células fueron lavadas con PBS, incubadas con Transferrina-Rodamina (Tf-

Rodamina) (15 g/ml) durante 30 min a 37ºC y luego fijadas con metanol. 

Finalmente, los cubreobjetos fueron lavados, montados y fotografiados con un 

microscopio confocal Olympus FB300. 

 

13. Western blot (WB) 

 

Los extractos de células crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

cargados en geles de 10% de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-

PAGE), y luego de la corrida electroforética fueron transferidos a membranas 

de polyvinylidenefluoride (PVDF) por 60 min a 75mA. Luego, las membranas 

fueron bloqueadas en PBS con 5% de leche descremada a 4 ºC ON. Después, 

se incubaron las membranas con un anticuerpo primario por 2 h a 37ºC, se 

lavaron, y fueron incubadas con un anticuerpo secundario conjugado a 

peroxidasa por 1,5 h a 37ºC. Las bandas inmunorreactivas fueron visualizadas 

utilizando un sistema de quimioluminiscencia (ECL, Perkin Elmer). Calnexina y 

actina fueron utilizados como controles de carga. 

 

14. Cuantificación de citoquinas 

 

Los sobrenadantes de cultivo fueron cosechados, centrifugados por 10 

min a 1000 rpm en una centrífuga Beckam con rotor J14, y guardados a –70 °C 

hasta su uso. Los niveles de TNF-α e IL-6 humanas y de TNF-α e IL-6 de ratón, 

se midieron por medio de inmunoensayos enzimáticos (ELISAs) comerciales 

(BD OptEIATM, Becton Dickinson, USA). Alternativamente, el TNF-α de ratón 

también se cuantificó por medio de un ensayo biológico, midiendo la 

citotoxicidad de dicha citoquina en las células L929, según describen Decker et 

al (1987), con pequeñas modificaciones. Las monocapas de células L929 
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cultivadas en microplacas de 96 pocillos (2 x 104 células/pocillo) durante 24 h a 

37 °C, se incubaron con diluciones seriadas al medio de las muestras 

estudiadas, en medio sin suero, durante 22 h, a 38,5 °C, con 5 μg/ml de 

Actinomicina D (AcD) (Sidus). Las células fueron fijadas con formol 10% y 

coloreadas con cristal violeta 0,05% (en H2O:etanol, 9:1). El colorante se 

solubilizó en una solución de ácido acético glacial 0,01% en una mezcla de 

etanol:H2O (1:1), y la DO fue medida a una longitud de onda de 580 nm, en un 

lector de microplacas (Eurogenetics MPR-A 4i). Las lecturas obtenidas fueron 

comparadas a las de una curva patrón de TNF-α recombinante de ratón 

(Sigma-Aldrich), para establecer los niveles de citoquina en cada muestra. El 

bioensayo fue específico para TNF-α ya que la actividad fue neutralizada por un 

anticuerpo anti-TNF-α. Se utilizó el test de Student para el análisis estadístico 

de los datos. 

 

15. Ensayo de migración cellular en Transwell 

 

En la cámara inferior del Transwell (Costar) se colocaron 600 μl de 

medio que contiene distintos estímulos. En la cámara superior se sembraron 

100μl de medio con las células (4x104 células/ pocillo) en presencia o ausencia 

de CDM en las concentraciones indicadas. A las 24 h las células que migraron 

fueron teñidas con cristal violeta, fotografiadas y contabilizadas. El porcentaje 

de migración celular fue determinado según lo cuantificado en las células sin 

tratar. Se utilizó el test de Student para el análisis estadístico de los datos. 

 

16. Ensayo de formación de tubos capilares en Matrigel 

 

Los pocillos de microplacas de 24 pocillos fueron cubiertos con 90 l de 

Matrigel (BD Biosciences), e incubados a 37ºC por 30 min. Las células HUVEC 

(8x104 células) fueron sembradas en el pocillo recubierto en matrigel, en 

presencia o no de distintas concentraciones de reactivos. Luego de incubar las 

células por 24 h a 37ºC, las células fueron  fotografiadas y se contaron los 

tubos capilares formados, o se incubaron por otras 24 h en presencia de 
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reactivos o no, para luego contabilizar el número de tubos formados. Las 

estructuras tubulares fueron cuantificadas por conteo manual de un mínimo de 

3 campos, y el porcentaje de inhibición fue expresado considerando los pocillos 

sin tratar como el 100%. Se utilizó el test de Student para el análisis estadístico 

de los datos. 

 

17. Ensayo de inflamación cutánea inducida por radiación ultravioleta 

(UV) en ratones. 

 

Se utilizaron ratones machos y hembras alopécicos Crl:SKH-1-hrBR de 

ocho semanas de edad, comprados en Charles River Laboratories (Boston, 

MA, USA). Los ratones fueron anestesiados con ketamina (Ketalar, Parke-

Davis, Morris Plains, NJ) y xylazina (Rompun, Mobay, Shanee, KA) por vía 

intraperitoneal, e irradiados con  200 mJ/cm2 de radiación UVB (280–320 nm), 

usando una lámpara 8 W UVM-28 Mid-Range Wave (Ultraviolet Products), que 

emite la mayor parte de su energía en el rango UVB (espectro de emisión 280-

370 nm), con un pico de emisión a 302 nm. El tratamiento consistió en la 

administración tópica de una solución de MA en la espalda de los ratones, 1 

vez por día durante 3 días consecutivos luego de la irradiación. Al cabo de este 

lapso, los animales fueron sacrificados y se obtuvieron muestras de epidermis y 

dermis que fueron homogeneizadas en buffer Tris-ClH 50 mM pH 8 con 0,05% 

de Tritón X-100. Las muestras obtenidas fueron congeladas a -70 °C hasta su 

procesamiento. La cuantificación de las citoquinas TNF-  e IL-6 en las 

muestras se realizó mediante ELISA, mientras que la concentración de proteína 

se determinó con la técnica de Bradford (Sigma), de manera que los valores de 

concentración de las citoquinas se relativizaron con la concentración de 

proteínas de cada extracto. Se realizó un ANOVA seguido del test de 

Newman–Keuls para el análisis estadístico de los datos. Los animales fueron 

manejados de acuerdo a las guía para el cuidado de los animales del National 

Institute of Health (EEUU).  
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1.1 Evaluación de la actividad antiviral de CDM en células epiteliales e 

inmunes 

La QH es una enfermedad que se produce por una respuesta 

inflamatoria que ocurre en el ojo humano como secuela de la infección causada 

por el HSV-1. Se trata, entonces, de una inmunopatología originada por la 

infección con HSV-1 que reúne componentes virales e inflamatorios. 

La superficie ocular está constituida por el epitelio de la córnea y de la 

conjuntiva que presentan una estrecha continuidad histológica y están ligados 

funcionalmente (Gipson et al, 1997). Las células de córnea constituyen el 

principal blanco de multiplicación del virus y la conjuntiva permite la 

diseminación viral (Biswas et al, 2006; Akhtar et al, 2008).  

Si bien las células epiteliales constituyen la primera línea de defensa 

frente a la infección ocular con HSV-1, los macrófagos también cumplen un rol 

crucial al ser una de las células dominantes en la infiltración de la córnea 

infectada (Mott et al, 2007). Durante la infección con HSV-1, los macrófagos 

producen diversas moléculas con potencial actividad antiviral, como por 

ejemplo las sustancias reactivas del oxígeno, IFN / , TNF-α e IL-6, siendo de 

vital importancia para la eliminación del virus (Ellerman-Eriksen et al, 2005). 

Aún más, se ha demostrado que la supresión selectiva de los macrófagos 

subconjuntivales lograda con el tratamiento tópico en el ojo con difosfonato de 

diclorometileno antes de la infección con HSV-1, incrementa notablemente el 

título viral y  retarda la eliminación del virus del ojo infectado, indicando que su 

participación en los primeros días post-infección es crítica (Cheng et al, 2000; 

Biswas et al, 2006). 

El principio activo parcialmente purificado MA disminuye la carga viral en 

el modelo murino de la QH, reduciendo significativamente la incidencia y la 

severidad de la enfermedad (Pifarré et al, 2002). Considerando el papel de las 

células epiteliales y de los macrófagos durante la infección, resulta de interés 

evaluar si el compuesto puro (CDM) presenta un efecto antiviral en las células 

de córnea humana (HCLE), de conjuntiva humana (NHC) y en los macrófagos 

murinos (J774A.1) infectados con HSV-1.  
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Dado que en células epiteliales del tejido ocular (HCLE y NHC) HSV-1 

provoca infecciones productivas (Michelini, 2009 tesis doctoral), decidimos 

investigar la suceptibilidad de células inmunes como los macrófagos (J774A.1) 

a la infección con HSV-1. 

Para ello, células J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

infectadas con una multiplicidad de infección (m.i.) de 0,1 y otra de 1 de la cepa 

KOS de HSV-1. A distintos tiempos p.i., se cosechó el virus intra y extracelular 

y se tituló la infectividad viral por el método de formación de placas en células 

Vero. 

En esta línea celular no se observó la formación de focos de acción 

citopática característicos de HSV-1, sino que el efecto viral se evidenció a 

través del desprendimiento de las células de su soporte. 

A las 12 h p.i., se detecta virus infectivo luego de la infección con ambas 

multiplicidades, siendo significativamente mayor el título con la m.i. de 1 en 

comparación con la m.i. de 0,1. A las 18 y 24 h p.i. el título viral aumenta 

significativamente con ambas m.i., mientras que a las 48 h p.i. se alcanza el 

máximo título viral sin diferencias significativas entre ambas m.i. (Figura 1).  
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Figura 1. Curva de crecimiento de HSV-1 en las células J774A.1. Células J774A.1 fueron 
infectadas con una m.i. de 0,1 (▲)  y 1 (●) e incubadas a 37 oC.  A diferentes tiempos p.i. se 
consechó el virus intra y extracelular y se determinaron los títulos virales mediante el ensayo 
de formación de placas.   

 

Por lo tanto, las células J774A.1 resultaron ser un sustrato adecuado 

para la multiplicación de HSV-1, dado que se obtuvieron altos títulos con 

ambas multiplicidades de infección (Figura 1). Entonces, considerando que las 
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tres líneas celulares son susceptibles a la infección con HSV-1, se procedió a 

investigar la citotoxicidad y el efecto antiviral de CDM. 

Los resultados obtenidos demuestran que CDM no presentó 

citotoxicidad en las células HCLE, J774A.1 y NHC y en las mismas 

concentraciones ensayadas para determinar la actividad antiviral, por el método 

de MTT. La CC50 resultó mayor a 100 M en los tres tipos celulares. 

Previamente se había reportado que 75 M de CDM inhibe en un 90% la 

replicación de HSV-1 en las células NHC, en ausencia de citotoxicidad 

(Barquero et al, 2006).  

Con el objeto de establecer la CE50 de CDM en las tres líneas celulares, 

se procedió a realizar una curva dosis-respuesta. Para ello, se llevó a cabo un 

ensayo de inhibición del rendimiento de HSV-1. Las células crecidas en 

microplacas de 24 pocillos fueron infectadas con una m.i. de 0,067 de la cepa 

KOS de HSV-1 y, luego de la infección, se incubaron durante 24 h con 

diferentes concentraciones de CDM. Se cosechó el virus intra y extracelular y 

se tituló el rendimiento viral mediante el método de formación de placas en 

células Vero. 

Se observa que cuando las células HCLE, J774A.1 y NHC infectadas 

con HSV-1 fueron tratadas con distintas concentraciones de CDM, ocurrió una 

inhibición de la multiplicación viral dependiente de la concentración, siendo las 

CE50 de 0,78, 4,6 y 5,8 μM para las células HCLE, J774A.1, y NHC,  

respectivamente (Figura 2).  

El epitelio de la córnea es el principal sustrato para la replicación de 

HSV-1 y es justamente donde CDM exhibió la mayor CE50. Esta inhibición de la 

multiplicación de HSV-1 por CDM podría explicar la reducción de la carga viral 

en los ojos de los ratones infectados y tratados con MA (Pifarré et al, 2002). 

Por otra parte, se demostró que CDM ejerce su efecto antiviral afectando 

el tráfico intracelular de gB, gC y gD de HSV-1 en células Vero y NHC cuando 

se agrega luego de la infección (Barquero et al, 2004 y 2006). Con el objeto de 

estudiar el efecto de CDM en el transporte de glicoproteínas virales en las 

células HCLE, estas células fueron infectadas con HSV-1 (m.i.=2) y tratadas 

con 40 M de CDM. Mediante una inmunofluorescencia (IFI) con anticuerpos 

específicos anti-gD se encontró que la gD de HSV-1 presentó una localización 
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perinuclear, análoga a la reportada previamente (Barquero et al, 2004 y 2006) 

(Figura 3). 

 

A)     HCLE           B)         J774A.1 

                                

         

       C)         NHC       

           
Figura 2. Curva dosis-respuesta para la determinación de la citotoxicidad y la actividad anti-

HSV-1 de CDM en células A)HCLE, B) J774A.1 y C) NHC. La citotoxicidad fue determinada por 
medio del ensayo colorimétrico del MTT, y se graficó el porcentaje de viabilidad en función de 
la concentración (▲). Para la determinación de la actividad antiviral, células A) HCLE, B) 
J774A.1 y C) NHC infectadas con HSV-1 fueron incubadas con distintas concentraciones de 
CDM y, luego de 24 h de incubación a 37oC, se determinó el rendimiento viral mediante el 
ensayo de formación de placas. Se graficaron los porcentajes de inhibición del rendimiento 
viral en función de la concentración (●). 
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Figura 3. Efecto de CDM sobre la localización intracelular de gD en células HCLE. Células HCLE 

infectadas con HSV-1 fueron tratadas con 40 M de CDM (B) o no (A) y luego de 13 h p.i. la 
localización intracelular de gD fue visualizada por IFI. Aumento 400x. 

 

La inhibición del transporte de glicoproteínas puede estar asociada a la 

perturbación del pH ácido intracelular de las organelas (Sidhu et al, 1999). 

Aunque el mecanismo por el cual CDM afecta la vía exocítica no se ha 

resuelto, está descripto que provoca la basificación del pH endosomal en 

células Vero y NHC (Barquero et al, 2004 y 2006). 

Con el objeto de determinar si CDM también afecta el pH endosomal en 

las células HCLE, se realizó una tinción con naranja de acridina. Para ello, 

células HCLE crecidas en cubreobjetos en microplacas de 24 pocillos, fueron 

tratadas o no con 40 M de CDM por 2 h, y luego teñidas con el colorante. La 

fluorescencia vital de naranja de acridina reveló que las células sin tratar 

exhibieron un patrón puntillado naranja concentrado en las vesículas ácidas. 

Por el contrario, el pH ácido de las vesículas intracelulares fue marcadamente 

afectado en las células tratadas con CDM, ya que no se observó la 

fluorescencia granular naranja característica de las vesículas ácidas (Figura 4).  

En consecuencia, CDM también modificó el pH de las vesículas 

citoplasmáticas afectando el transporte intracelular de la gD de HSV-1 en las 

células HCLE. Por lo tanto, CDM exhibió actividad antiviral en las células HCLE 

ejerciendo un efecto análogo al observado en las células NHC y Vero 

(Barquero et al, 2004 y 2006). 
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Figura 4. Efecto de CDM sobre el pH endodomal en células HCLE. Células HCLE fueron 

tratadas con 40 M de CDM (B) o no (A) y luego de 2 h p.t. las células fueron teñidas y 
visualizadas en un microscopio de epifluorescencia. Aumento 400x. 
     

1.2. Evaluación de la actividad inmunomoduladora de CDM en células 

epiteliales e inmunes 

 

MA inhibe el desarrollo de la QH en ratones cuando es suministrado en 

forma tópica antes, inmediatamente después o hasta 96 h después de la 

infección con HSV-1. Esto sugiere que actúa como antiviral cuando es 

administrado antes o inmediatamente después de la inoculación, y ejercería un 

efecto antiinflamatorio cuando se aplica a partir del día 4 p.i., ya que, para 

entonces, no se detecta HSV-1 infectivo en los ojos de los ratones (Pifarré et al, 

2002).  

A lo largo del progreso de la QH, las células epiteliales de la córnea y de 

la conjuntiva están involucradas en la respuesta inmune innata al constituir la 

primera barrera de defensa contra el HSV-1 (Gamache et al, 1997; Li et al, 

2006). Las células de córnea secretan citoquinas proinflamatorias tales como el 

TNF-α y la IL-6 en respuesta a la infección, y las células de conjuntiva 

intervienen amplificando el proceso inflamatorio (Biswas et al, 2006; 

Deshpande et al, 2004; Kase et al, 2004). En el desarrollo de la 

inmunopatología, dichas citoquinas participan y modulan la evolución de la 

enfermedad (Biswas et al, 2006; Li et al, 2006; Wuest y Carr, 2008). 

Si bien las células epiteliales tienen un papel importante en la respuesta 

inmune innata, los macrófagos también contribuyen en dicha respuesta siendo 

de vital importancia para la eliminación del virus en el ojo infectado (Cheng et 

al, 2000; Biswas et al, 2006). Por otro lado, los macrófagos son importantes en 



Resultados Capítulo 1 

74 

 

el procesamiento y en la presentación antigénica a LT, por lo que exhiben un 

rol fundamental no sólo en la regulación de la respuesta inmune innata, sino 

también en la adaptativa. La eliminación de macrófagos conjuntivales provoca 

una disminución de la secreción de citoquinas y de la presentación antigénica a 

LT, reduciendo la incidencia y la severidad de la enfermedad. En consecuencia, 

los macrófagos son importantes en la inmunopatología de la QH, ya que no 

sólo participan en la eliminación del virus, sino también en el desarrollo de la 

enfermedad, como una fuente de citoquinas y factores angiogénicos (Bauer et 

al, 2002; Biswas et al, 2006).    

En el proceso de amplificación de la respuesta inflamatoria, el NF- B es 

un factor de transcripción involucrado frente a una amplia variedad de 

estímulos, incluidas las infecciones virales (Ghosh et al, 1998). La infección con 

HSV-1 produce la activación del NF- B, induciendo una translocación nuclear 

persistente de dicho factor. El NF- B está involucrado en la expresión de genes 

virales de HSV-1, en el bloqueo de la muerte por apoptosis de las células 

infectadas, y en la producción de citoquinas proinflamatorias (Goodkin et al, 

2003; Pahl et al, 1999; Ghosh et al, 1998). 

En vista de la estrecha relación que existe entre la infección con HSV-1 y 

la activación de NF- B, y de la importancia de este factor de transcripción en la 

respuesta inmune, resultó interesante estudiar el efecto de CDM sobre la 

activación de NF- B inducida por HSV-1 y sobre la producción de citoquinas 

proinflamatorias desencadenadas por este factor de transcripción en células 

epiteliales y macrófagos. 

 

1.2.1. ¿CDM ejerce algún efecto en la activación de NF- B en células 

epiteliales e inmunes infectadas con HSV-1? 

 

La translocación de NF- B al núcleo celular inducida por HSV-1 es 

precedida por la degradación proteolítica de su inhibidor en el citoplasma, I Bα. 

En consecuencia, se analizó inicialmente el efecto de CDM sobre la 

degradación de su inhibidor en células infectadas con HSV-1. 
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Para ello, células NHC, HCLE y J774A.1 crecidas en microplacas de 24 

pocillos fueron infectadas con HSV-1 (m.i.=1) y fueron tratadas o no con 40 M 

de CDM. A las 24 h p.i., fueron lisadas y sometidas a un SDS-PAGE y luego a 

un inmunoblotting con anticuerpos anti-I Bα.  En la Figura 5 observamos que el 

inhibidor fue completamente degradado después de la infección con HSV-1 en 

las tres líneas celulares (Figura 5; calles 2, 6 y 10), mientras que CDM inhibió la 

degradación inducida por HSV-1 (Figura 5; calles 4, 8 y 12). Por otro lado, CDM 

no indujo por sí mismo la degradación de I Bα en las células sin infectar 

(Figura 5; calles 3, 7 y 11).  

 

Figura 5. Efecto de CDM en la degradación de I Bα inducida por HSV-1 en células NHC, HCLE 

y J774A.1. Células NHC, HCLE y J774A.1  fueron infectadas con HSV-1 y tratadas con CDM (40 

M), y a las 24 h p.i. fueron lisadas y procesadas para ser sometidas a un Western Blot con 

anticuerpos anti-I Bα, y anti-calnexina para las células NHC y HCLE, y anti-actina para las 
células J774A.1. 

 

Previamente, se había observado que CDM inhibe la translocación al 

núcleo de NF- B en células NHC infectadas con HSV-1 (Barquero et al, 2006). 

Con este antecedente, se evaluó si CDM inhibe la translocación nuclear del 

NF- B en las células HCLE y J774A.1 infectadas.  

Para ello las células HCLE y J774A.1, crecidas en cubreobjetos dentro 

de microplacas de 24 pocillos, fueron infectadas con una m.i. de 1 de la cepa 

KOS de HSV-1 y tratadas o no con 40 M CDM luego de la infección. Al cabo 

de 24 h p.i., se fijaron las células y se estudió la ubicación intracelular de la 

subunidad p65 del NF- B mediante una IFI con anticuerpos específicos anti-

p65.  

Las células tratadas con CDM no exhibieron translocación al núcleo de 

NF- B en ambas líneas celulares, mientras que la mayoría de las células 
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presentó translocación del factor cuando fueron infectadas con HSV-1 (Figura 

6). Por otro lado, se observó una reducción en el número de células con 

fluorescencia nuclear correspondiente a la subunidad p65 en las células 

infectadas y tratadas con CDM, con respecto al control infectado sin tratar 

(Figura 6). Para corroborar las observaciones cualitativas realizadas, se llevó a 

cabo un análisis semicuantitativo en las imágenes obtenidas. A partir de las 

imágenes de las células sin infectar se estableció un valor de fluorescencia 

nuclear basal por encima del cual se consideraría a las células positivas para la 

translocación nuclear de p65. Los controles de las células no infectadas 

presentaron un valor basal de fluorescencia positiva de p65 en el núcleo de 

19,7  8,3% y 15,4   5,6% para las células HCLE y J774A.1, respectivamente. 

Por lo tanto, toda célula que exhibiese un porcentaje de fluorescencia nuclear 

de p65 mayor a 28% y a 21% fue considerada positiva para la translocación de 

NF- B al núcleo de las células HCLE y J774A.1, respectivamente. En cada 

caso, se analizaron tres campos de entre 100 y 130 células. 

La mayoría de las células HCLE y J774A.1 infectadas con HSV-1 

mostraron fluorescencia nuclear de p65 (92% y 82% para las células HCLE y 

J774A.1, respectivamente), mientras que CDM inhibió la translocación, ya que 

sólo el 20% de las células HCLE y el 17% de las células J774A.1 infectadas y 

tratadas presentaron fluorescencia de p65 en el núcleo. 

Frente a estos resultados, fue necesario establecer si el efecto inhibitorio 

de CDM sobre la translocación de NF- B  se debía a su acción antiviral 

previamente descripta o a un efecto biológico diferente. Para tal fin, se realizó 

una marcación doble usando la técnica de IFI con el objeto de visualizar la gD 

de HSV-1 de manera simultánea a la detección de NF- B en las células HCLE. 

En la Figura 7 se observa que la fluorescencia de p65 en el núcleo de las 

células infectadas se encontró asociado a la expresión de gD. Cuando las 

células HCLE fueron infectadas y tratadas con CDM, tanto p65 como gD fueron 

visualizados coincidentemente en unos pequeños focos de efecto citopático 

(Figura 7). Es decir, aquellas células que estaban infectadas y por lo tanto 

expresaban gD, también presentaron translocación nuclear de p65. 
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Figura 6. Efecto de CDM sobre la translocación de NF- B en células HCLE y J774A.1 infectadas 

con HSV-1.  Células HCLE y J774A.1 fueron infectadas con una m.i. de 1 y tratadas con CDM (40 

M). Luego de 24 h de incubación a 37oC, se detectó la localización intracelular de p65 por 
medio de una IFI, utilizando anticuerpos específicos. Las fotografías fueron obtenidas en un 
microscopio confocal. Aumento 400x para las células J774A.1, y 600x para las células HCLE. 

De acuerdo a estas observaciones, el efecto inhibitorio de CDM sobre la 

translocación de NF- B sería consecuencia de su efecto antiviral y no de un 

efecto directo sobre el NF- B. 

 Dado que CDM  impidió la translocación de p65 al núcleo de las células 

infectadas, entonces se decidió verificar que también inhibía la activación 

transcripcional del NF- B. Para ello se transfectaron células HCLE con un 

plásmido reportero de la actividad de NF- B que expresa luciferasa (NF- B-

LUC). Además, las células fueron co-transfectadas con un plásmido que 

expresa la enzima く-galactosidasa como manera de normalizar la transfección 

con sus valores de actividad, expresando entonces los resultados en unidades 

relativas de luciferasa (URL). 
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Figura 7. Efecto de CDM sobre la translocación de NF- B y la expresión de gD viral en células 

HCLE infectadas con HSV-1. Células HCLE fueron infectadas con una m.i. de 1 y tratadas con 

CDM (40 M) o no (CV). Luego de 24 h de incubación a 37oC, se detectó la localización 
intracelular de p65 y gD por medio de una IFI doble, utilizando anticuerpos específicos. Las 
fotografías fueron obtenidas en un microscopio confocal. Aumento 600x.  

La activación transcripcional del NF- B en células infectadas con HSV-1 

ha sido reportada mediante varias técnicas, pero no está descripta mediante 

plásmidos reporteros (Melchjorsen, et al 2006; Amici et al, 2006). Entonces, 

dado que está descripta una fase de activación del NF- B  a partir de las 4-6 h, 

permaneciendo en estado activo durante al menos 24 h en células epiteliales y 

macrófagos infectados con HSV-1, se evaluó la activación del NF- B en células 

NHC, HCLE y J774A.1 a las 8 y 16 h p.i. (Melchjorsen, et al 2006; Amici et al, 

2006).  

Para ello, las células HCLE, NHC y J774A.1 fueron crecidas en 

microplacas de 24 pocillos y transfectadas con plásmidos reporteros de NF- B-

LUC y de く-galactosidasa. A las 24 h post-transfección, las células fueron 

infectadas con una m.i. de 1 de la cepa KOS de HSV-1 e incubadas durante 8 y 

16 h. Luego, las células fueron procesadas y se determinó la expresión de 
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luciferasa como reportero de la actividad de NF- B normalizando los valores 

obtenidos con los correspondientes a la actividad de く-galactosidasa.  

En el Cuadro 1 se muestran los valores de expresión de luciferasa 

obtenidas en cada condición de infección. En las células NHC y J774A.1 no se 

observaron diferencias significativas en ninguno de los dos tiempos ensayados, 

mientras que en las células HCLE se observaron diferencias significativas 

respecto del control sin infectar a las 16 p.i. (p<0,05) (Cuadro 1).  

 

Cuadro 1. Expresión del NF- B en células infectadas 
 

  Línea celular  

 J774A.1 HCLE NHC 

 URL  (Unidades relativas de luciferasa)  

CC 11029 ± 1225 1427 ± 192 408417 ± 5509 

HSV-1 8 h 13265 ± 987 3456 ± 238 567890 ± 2123 

HSV-1 16 h 12534 ± 1296 7934 ± 1025 * 513045 ± 1176 

Células J774A.1, HCLE y NHC fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC 
y con un plásmido control de く-galactosidasa. A las 24 h p.t. fueron infectadas  con HSV-1 
(m.i.=1) durante 8 y 16 h. A los extractos celulares se les determinó la actividad de luciferasa y 
los valores fueron normalizados con la actividad de く –galactosidasa (URL). Los resultados son 
el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar. * indica diferencias 
significativas respecto al CC  (p<0,05). 

 

En consecuencia, se evaluó la actividad del NF- B en las células HCLE 

infectadas con HSV-1 y tratadas con CDM durante 16 h. Para ello, las células 

HCLE crecidas en microplacas de 24 pocillos, fueron transfectadas con un 

plásmido reportero de NF- B-LUC y uno de く-galactosidasa. A las 24 h post-

transfección, las células fueron infectadas con HSV-1 (m.i.=1), y tratadas o no 

con 40 M de CDM. A las 16 h p.i. se midió la actividad de NF- B y se 

normalizó con los valores de actividad de く-galactosidasa. 

CDM no provocó la activación de NF- B per se, ya que no se detectaron 

diferencias significativas entre el valor basal de activación del NF- B y el 

obtenido en presencia de CDM (Figura 8). 
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Cuando las células fueron infectadas con HSV-1 durante 16 h, la 

activación del NF- B se incrementó significativamente (p<0,05), mientras que 

CDM produjo una reducción significativa de los valores de dicha actividad 

(p<0,05) (Figura 8).   

 

     

Figura 8. Efecto de CDM en la activación transcripcional de NF- B en células HCLE infectadas 

con HSV-1.  Células HCLE fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC y 
con un plásmido control de く-galactosidasa. A las 24 h p.t. fueron tratadas con CDM (4ヰ μM) e 
infectadas con HSV-1 durante 16 h. A los extractos celulares se les determinó la actividad de 
luciferasa y los valores fueron normalizados con la actividad de く –galactosidasa (URL).  Los 
resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar. # y * 
indican diferencias significativas respecto al CC y a la infección, respectivamente (p<0,05). 

 

Por lo tanto, CDM redujo la activación transcripcional del NF- B en las 

células infectadas con HSV-1 como consecuencia de la inhibición de la 

degradación proteolítica de I B  y de la translocación al núcleo del NF- B, 

probablemente como consecuencia de su actividad antiviral. 

 

1.2.2. ¿CDM afecta la producción de citoquinas en células epiteliales y 

macrófagos infectados con HSV-1? 

La inhibición de la activación del NF- B en las células infectadas con 

HSV-1 por parte de CDM podría tener efectos inhibitorios sobre la liberación de 

las citoquinas reguladas por este factor de transcripción.  

* 

# 
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HSV-1 es capaz de activar el factor NF- B en una línea celular de 

córnea humana y de inducir la producción de IL-6 y TNF-α entre otras 

citoquinas (Li et al, 2006). Sin embargo, aunque las células NHC y HCLE 

producen IL-6 luego de la infección con HSV-1, no producen TNF-  (Michelini 

et al, 2007). Por otro lado, la infección con HSV-1 desencadena la producción 

de citoquinas proinflamatorias como la IL-6 y el TNF-  en los macrófagos 

(Biswas y Rouse, 2005; Melchjorsen et al, 2006).  

Entonces, considerando estos antecedentes, se estudió el efecto de 

CDM sobre la producción de IL-6 en las células NHC y HCLE infectadas con 

HSV-1, y sobre la producción de IL-6 y TNF-  en las células J774A.1 

infectadas.  

Para ello, las células NHC, HCLE y J774A.1 crecidas en microplacas de 

24 pocillos fueron infectadas con una m.i. de 1 de la cepa KOS de HSV-1, y 

luego de la infección, se trataron con 40 M de CDM. Al cabo de 24 h, se 

cosecharon los sobrenadantes y se cuantificó la IL-6 mediante un ELISA. En 

los macrófagos se determinó la producción de TNF-  mediante un ensayo 

biológico de toxicidad en células L929 (Ver Materiales y Métodos).  

No se detectaron diferencias significativas entre la IL-6 producida en 

células NHC y HCLE sin tratar y las células tratadas con CDM, mientras que en 

las células J774A.1 la concentración de IL-6 disminuyó significativamente en 

las células tratadas con CDM con respecto a las células sin tratar (p<0,01) 

(Figura 9). 

Cuando los tres tipos celulares fueron infectados con HSV-1, la 

producción de IL-6 fue significativamente mayor en relación a las células sin 

infectar (p<0,01). Este incremento se redujo significativamente cuando CDM 

fue agregado a las células infectadas con HSV-1 (p<0,005). 
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A)     HCLE      B)           NHC 

      

    C)          J774A.1          

                                     

Figura  9.  Efecto de CDM sobre la producción de IL-6 inducida por HSV-1 en células NHC, 

HCLE y J774A.1. Células NHC, HCLE y J774A.1 fueron infectadas con HSV-1 y tratadas con CDM 

(40 M). A las 24 h p.i. la IL-6  se cuantificó por un ELISA. Los resultados son el promedio de 
tres experimentos independientes ± el desvío estándar. # y * indican diferencias significativas 
respecto al control de células y a la infección, respectivamente (Los valores de p figuran en el 
texto). 

         

Figura  10.  Efecto de CDM sobre la producción de TNF-α inducida por HSV-1 en células 

J774A.1. Células J774A.1 fueron infectadas con HSV-1 y tratadas con CDM (40 M). A las 24 h 
p.i. el TNF-α se deteヴﾏiﾐó por un ensayo biológico. Los resultados son el promedio de tres 
experimentos independientes ± el desvío estándar. # y * indican diferencias significativas 
respecto al control de células y a la infección, respectivamente (Los valores de p figuran en el 
texto). 

 

* * 

# # 

# 

# 

# 

# 

* 

* 
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En cuanto a la determinación de TNF-  en las células J774A.1, se 

observa que, en respuesta a la infección con HSV-1, aumentó la secreción de 

TNF-  significativamente con respecto a los controles sin infectar (p<0,05). En 

las células tratadas con CDM, se observó un incremento significativo en los 

niveles de esta citoquina con respecto a las células controles sin tratar 

(p<0,05), mientras que los macrófagos infectados y tratados con CDM 

respondieron con una elevada producción de TNF-  con respecto a los 

controles infectados (p<0,05) (Figura 10). 

Estos resultados sugieren que la disminución de IL-6 observada tanto en 

las células epiteliales como en los macrófagos infectados y tratados con CDM 

podría ser consecuencia de la inhibición de la activación de NF- B. Por otra 

parte, CDM solo modula la producción de IL-6 y TNF-  en las células J774A.1 

no infectadas, disminuyendo la secreción de IL-6 y aumentando la de TNF-  

respecto del control sin tratar. Análogamente ocurre cuando se trata de 

macrófagos infectados y tratados con CDM. 

 

1.2.3. Efecto de CDM sobre la activación de NF- B en las células NHC, 

HCLE y J774A.1 estimuladas con inductores no virales 

El principio antiviral parcialmente purificado MA impide la progresión de 

la QH cuando ya no hay virus presente en el ojo y exhibe una actividad 

inmunomoduladora independientemente de su actividad antiviral. Con el objeto 

de poder discriminar entre ambas actividades biológicas, se utilizó un inductor 

no viral de la respuesta inmune en presencia y ausencia de CDM.  

El inductor no viral de elección resultó ser el TNF-α porque es una de las 

citoquinas proinflamatorias que se libera durante la infección ocular con el 

HSV-1. Su presencia está asociada con la eliminación de las partículas virales 

de la córnea infectada y también con la estimulación de la secreción de otras 

citoquinas proinflamatorias que contribuyen al desarrollo de la inmunopatología 

en la QH (Mingawa et al, 2004; Wuest y Carr, 2008). Además, el TNF-α está 

descripto como un potente inductor de NF- B y de la síntesis de citoquinas in 

vitro, por lo cual constituye un estímulo adecuado para evaluar un efecto 
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inmunomodulador de CDM en las células NHC y HCLE (Hohmann et al, 1991; 

Osborn et al, 1989). Asimismo, trabajos realizados en nuestro laboratorio 

demostraron que el TNF-α es capaz de inducir la translocación al núcleo del 

NF- B en las células NHC y HCLE (Michelini et al, 2009 Tesis Doctoral). En 

consecuencia, se evaluó si el TNF-  es capaz de inducir la activación del NF-

B mediante un plásmido reportero de NF- B-LUC. 

Se ha descripto que el NF- B se activa en células epiteliales estimuladas 

con TNF-  entre las 6 y 24 h. Dicha activación se evidenció con el uso de 

plásmidos reporteros (Nair et al, 2006; Sethi et al, 2006; Carbia-Nagashima, et 

al 2007). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evaluó la activación del 

NF- B en células NHC y HCLE estimuladas con TNF-  a las 8 y 16 h.  

Las células NHC y HCLE crecidas en microplacas de 24 pocillos, fueron 

transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC y uno de く-

galactosidasa. A las 24 h post-transfección, las células fueron estimuladas con 

10 ng/ml de TNF-α durante 8 h y 16 h, y luego se determinó la actividad del NF-

B. En la Cuadro 2 figuran los valores de expresión de luciferasa obtenidos en 

cada condición de tratamiento. Estos resultados mostraron diferencias 

significativas entre los valores de expresión de luciferasa en células 

estimuladas con TNF-α durante 8 h y las células sin estimular (p<0,05), 

mientras que los correspondientes al tiempo de 16 h se comportaron como el 

control de células. Por esta razón se eligió el tiempo de 8 h para analizar el 

efecto de CDM sobre la actividad del NF- B. 

Células NHC y HCLE crecidas en microplacas de 24 pocillos 

transfectadas con el plásmido reportero de NF- B-LUC y el plásmido de く-

galactosidasa fueron estimuladas con TNF-α y tratadas o no con 40 M de 

CDM durante 8 h.  

Las lecturas de la actividad del NF- B revelaron que CDM no indujo por 

sí mismo la activación del NF- B ya que no se observaron diferencias 

significativas entre la activación del NF- B correspondiente al control de células 

y a las células tratadas con CDM (Figura 11). Ademas, CDM no modificó 

aquellas obtenidas con el agregado del TNF-  como estímulo, con lo cual se 
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concluye que CDM no inhibió la activación del NF- B en células epiteliales 

tratadas con TNF- . (Figura 11). 

 

Cuadro 2. Expresión del NF- B en células estimuladas con TNF-   

 Línea celular  

 HCLE NHC 

                                  URL (Unidades relativas de luciferasa) 

CC 1427 ± 192 408417 ± 5509 

TNF-  8 h 21915 ± 3290 * 876326 ± 4060 * 

TNF-  16 h 4421 ± 393 412430 ± 7301 

Células HCLE y NHC fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC y con un 
plásﾏido Ioﾐtヴol de β -galactosidasa. A las 24 h p.t. fueron estimuladas con TNF-α ヱヰ ﾐg/ﾏl 
durante 8 y 16h. A los extractos celulares se les determinó la actividad de luciferasa y los 
valores fueron normalizados Ioﾐ la aIti┗idad de β–galactosidasa (URL). Los resultados son el 
promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar. * indica diferencias 
significativas respecto al control (p<0,05). 

 

   A)        HCLE          B)             NHC 

             

Figura 11. Efecto de CDM en la activación transcripcional de NF- B en células HCLE y NHC 

estimuladas con TNF-α.  Células A) HCLE y B) NHC fueron cotransfectadas con un plásmido 

reportero de NF- B-LUC y con un plásmido control de β -galactosidasa. A las 24 h p.t. fueron 

tratadas con CDM (40 M) y estimuladas con TNF-α (10 ng/ml) durante 8h. A los extractos 
celulares se les determinó la actividad de luciferasa y los valores fueron normalizados con la 
actividad de β–galactosidasa (URL). Los resultados son el promedio de tres experimentos 
independientes ± el desvío estándar. # indica diferencias significativas respecto al control 
(p<0,05). 

# # 



Resultados Capítulo 1 

86 

 

Así como el TNF-  fue empleado como inductor no viral en células 

epiteliales y con el antecedente de que MA sinergiza la producción de TNF-  

cuando es agregado con el LPS a macrófagos peritoneales murinos (Petrera y 

Coto, 2003), se empleó el LPS como estímulo para evaluar un efecto 

inmunomodulador independiente de la actividad antiviral de CDM en las células 

J774A.1. 

En primer lugar, se evaluó el efecto del LPS en la translocación de NF-

B al núcleo de las células J774A.1. Para ello, las células crecidas sobre 

cubreobjetos colocadas en microplacas de 24 pocillos fueron estimuladas con 

100 ng/ml de LPS durante 15, 30, 60 y 120 min. Al cabo de dichos lapsos, las 

células fueron procesadas para detectar la subunidad p65 del NF- B a través 

de la técnica de IFI. El análisis semicuantitativo de las imágenes determinó que 

el 100% de las células presentó fluorescencia nuclear de p65 superior al valor 

basal luego de 30 min de inducción con LPS (Figura 12). A los 60 min de 

incubación con LPS, se siguió detectando p65 en el núcleo de las células, 

aunque el porcentaje de células positivas para la translocación (58,8%) era 

menor en comparación con los valores obtenidos a los 30 min (Figura 12). A los 

15 y 120 min la subunidad p65 estaba localizada casi exclusivamente en el 

citoplasma de las células (Figura 12). 

Considerando que el máximo de translocación se observó luego de 30 

min de estimulación con LPS, las células J774A.1 crecidas en cubreobjetos en 

microplacas de 24 pocillos fueron estimuladas con LPS (100 ng/ml) en 

presencia o ausencia de CDM (40 M) durante 30 min. Luego se realizó una 

tinción para detectar p65 a través de la técnica de IFI. CDM por sí mismo no 

afectó la translocación del NF- B, ya que la fluorescencia correspondiente a 

p65 permaneció en el citoplasma al igual que en el control de células (Figura 

13A). Por el contrario, el agregado del LPS activó la migración del NF-kB al 

núcleo celular, mientras que CDM no revirtió dicha activación (Figura 13A).  

Dado que la translocación al núcleo de NF- B es precedida por la 

degradación proteolítica de su inhibidor I Bα en el citoplasma, se analizó el 

efecto de CDM sobre la degradación de I Bα en células estimuladas con LPS. 
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Para ello, células J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

estimuladas con 100 ng/ml de LPS y tratadas o no con 40 M de CDM. A los 

15, 30, 60 y 120 min,  las células fueron lisadas y sometidas a un Western Blot 

con anticuerpos anti-I Bα. Se observa que el inhibidor fue completamente 

degradado después del tratamiento con LPS a partir de los 15 min, 

reapareciendo la proteína a los 120 min (Figura 13B). CDM no afectó la 

estabilidad de I Bα ni la cinética de degradación de I Bα inducida por LPS 

(Figura 13B).  

 

  Control 

              

         15 min           30 min 

  

        60 min         120 min 

        

       
Figura 12. Translocación del NF- B en células J774A.1 estimuladas con LPS.  Células J774A.1 
crecidas en cubreobjetos en microplacas de 24 pocillos fueron incubadas a 37oC en presencia 
de 100 ng/ml de LPS. Luego fueron fijadas a los 15, 30, 60 y 120 min de estimulación y 
procesadas para detectar p65 por IFI.  Aumento 400x. 
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Figura 13. Efecto de CDM en la translocación nuclear de NF- B y la degradación de I B en 

células J774A.1 estimuladas con LPS. A) Células J774A.1 fueron estimulados con LPS (100 

ng/ml) y tratadas con CDM (40 M). A los 30 min se detectó la localización intracelular de p65 
por medio de la técnica de IFI. Aumento 400x. B) Células J774A.1 estimuladas con LPS y 

tratadas con CDM (40 M) fueron lisadas a los 15, 30, 60 y 120 min de estimulación y 

procesadas para ser sometidas a un Western Blot con anticuerpos anti I B y actina. (CC) 
control de células sin estimular; (CDM) células sin estimular y tratadas con CDM; (LPS) células 
estimuladas con LPS; (LPS + CDM) células estimuladas con LPS y tratadas con CDM. 
 

Si bien CDM no inhibió la degradación de I Bα ni la translocación al 

núcleo de NF- B inducida por LPS, podría estar afectando la interacción del 

factor de transcripción NF- B con el ADN. Para estudiar si CDM impide la 

activación transcripcional del NF- B en células estimuladas con LPS, las 

células fueron transfectadas con un plásmido reportero de NF- B- LUC.  

Se ha descripto que el NF- B se activa en macrófagos estimulados con 

LPS entre las 8 y 24 h (Lee et al, 2007; Nicholas et al, 2007; Kim et al, 2008). 

Dicha activación se evidenció con el uso de plásmidos reporteros. Teniendo en 



Resultados Capítulo 1 

89 

 

cuenta estos antecedentes, se evaluó la activación del NF- B en células 

J774A.1 estimuladas con LPS a las 8 y 16 h.  

Las células J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC y uno de く-

galactosidasa. A las 24 h post-transfección, las células fueron estimuladas con 

100 ng/ml de LPS durante 8 h y 16 h. En el Cuadro 3 se muestran los valores 

de expresión de luciferasa obtenidos en cada condición de tratamiento.  

 

Cuadro 3. Expresión del NF- B en células estimuladas con LPS 

 Línea celular 

 J774A.1 

URL (Unidades relativas de Luciferasa) 

CC 11029 ± 1225 

LPS 8 h 39752 ± 5743 * 

LPS 16 h 23982 ± 3421 

Células J774A.1 fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC y con un 
plásmido control de く-galactosidasa. A las 24 h p.t. fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS 
durante 8 y 16 h. A los extractos celulares se les determinó la actividad de luciferasa y los 
valores fueron normalizados con la actividad de く -galactosidasa (URL). Los resultados son el 
promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar. # indica diferencias 
significativas respecto al control (p<0,05). 

 

Estos resultados mostraron diferencias significativas entre los valores de 

expresión de luciferasa en macrófagos estimuladas con LPS durante 8 h y las 

células sin estimular (p<0,05), mientras que los correspondientes al tiempo de 

16 h se comportaron como el control de células (Cuadro 3). Por esta razón se 

eligió el tiempo de 8 h para analizar el efecto de CDM sobre la actividad del NF-

B. 

Por lo tanto, las células J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos 

fueron transfectadas con un plásmido reportero de NF- B-LUC y uno de く-

galactosidasa. A las 24 h post-transfección, las células fueron estimuladas con 

100 ng/ml de LPS durante 8 h en presencia y ausencia de CDM.  
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Las lecturas de la actividad del NF- B revelaron que CDM no indujo por 

sí mismo la activación del NF- B, ya que no se observaron diferencias 

significativas entre la activación del NF- B correspondiente a las células control 

y a las células tratadas con CDM (Figura 14). Ademas, CDM no modificó 

aquellas obtenidas con el agregado del LPS como estímulo (Figura 14). 

Entonces, CDM no inhibió la translocación al núcleo ni la activación del 

NF- B en macrófagos estimulados con LPS. 

 

CC

CDM

LPS

LPS + CDM

0 15000 30000 45000

NFkB-LUC (URL)
 

Figura 14. Efecto de CDM en la activación transcripcional del NF- B en células J774A.1 

estimuladas con LPS y tratadas con CDM. Células J774A.1 fueron co-transfectadas con un 

plásmido reportero de NF- B-LUC y con un plásmido control de く-galactosidasa. A las 24 h p.t. 

fueron tratadas con CDM (40 M) y estimuladas con LPS (100 ng/ml) durante 8h. A los 
extractos celulares se les determinó la actividad de luciferasa y los valores fueron normalizados 
con la actividad de く -galactosidasa (URL). Los resultados son el promedio de tres 
experimentos independientes ± el desvío estándar. # indica diferencias significativas respecto 
al control (p<0,05). 

 

1.2.4. Efecto de CDM sobre la producción de citoquinas en células NHC, 

HCLE y J774A.1 estimuladas con inductores no virales 

Si bien CDM no afectó la activación de NF- B en las células epiteliales 

estimuladas con TNF- y en los macrófagos estimulados con LPS, podría 

exhibir un efecto inmunomodulador de la secreción de citoquinas frente a estos 

estímulos independientemente de la activación del NF- B, dado que CDM 

podría afectar otras vías de transducción de señales que afecten la producción 

de dichas citoquinas. Entonces, se estudió el efecto de CDM sobre la 

 

# 
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producción de citoquinas en las células epiteliales estimuladas con TNF- y en 

los macrófagos estimulados con LPS. 

Previamente se ha reportado que las células NHC y HCLE estimuladas 

con TNF-α producen un máximo de IL-6 a las 24 h p.t. (Michelini 2009, Tesis 

doctoral). Entonces se estudió la producción de IL-6 en células NHC y HCLE 

estimuladas con TNF-α y tratadas con CDM luego de 24 h de tratamiento. 

Las células NHC y HCLE crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

estimuladas con 10 ng/ml de TNF-α durante 24 h, en ausencia o en presencia 

de 40 M de CDM. Los sobrenadantes fueron cosechados y se determinó la 

producción de IL-6 por medio de un ELISA.  

 

A)       HCLE       B)              NHC 

         

Figura 15. Efecto de CDM sobre la secreción de IL-6 en las células NHC y HCLE estimuladas 

con TNF-α. Las células A) HCLE y B) NHC) fueron estimuladas con TNF-α (10 ng/ml) en 

presencia o ausencia de CDM (40 M). Luego de 24 h de incubación a 37oC, se cuantificó IL-6 
en los sobrenadantes por medio de un ELISA. Los resultados son el promedio de dos 
experimentos independientes ± el desvío estándar. # indica diferencias significativas respecto 
al control (p<0,05).  

En las células NHC y HCLE tratadas con CDM no se detectaron 

diferencias significativas en la secreción de IL-6 con respecto a los controles 

sin tratar. Además, CDM no exhibió un efecto inhibitorio en la secreción de IL-6 

en ambas líneas celulares estimuladas con TNF-α (Figura 15). 

Por lo tanto, CDM no afectó la síntesis de citoquinas en las células 

epiteliales estimuladas con TNF-α. 

El máximo de producción de TNF-α y de IL-6 en macrófagos se detecta 

luego de las 8 h de estimulación con LPS (Conboy et al, 1999; Michelini, 2009 

# # 
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Tesis doctoral). Entonces, las células J774A.1 crecidas en microplacas de 24 

pocillos, fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS y tratadas o no con 40 M 

de CDM durante 8 h y se determinaron los niveles de IL-6 y de TNF-α, por 

ELISA y por un ensayo biológico, respectivamente. Los resultados obtenidos 

demuestran que las células estimuladas con LPS presentaron una producción 

de IL-6 y de TNF-α mayor con respecto a las células control sin estimular 

(p<0,001 y p<0,01, respectivamente) (Figura 16). En las células tratadas con 

LPS y CDM, se redujo la síntesis de IL-6 (p<0,001) y aumentó la de TNF-α 

(p<0,01) con respecto a las células tratadas sólo con LPS (Figura 16). 

Asimismo, en las células sin estimular con LPS, CDM también redujo la síntesis 

de IL-6 (p<0,01) y aumentó la producción de TNF-  (p<0,05) con respecto a las 

células sin tratar (Figura 16).  

 

       

Figura 16. Efecto de CDM sobre la secreción de IL-6 y TNF-  en las células J774A.1 

estimuladas con LPS.  Las células fueron estimuladas con LPS (100 ng/ml) y tratadas con CDM 

(40 M). A las 8 h p.t. IL-6 se cuantificó por un ELISA, y TNF-α se determinó por un ensayo 
biológico. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío 
estándar. # y * indican diferencias significativas respecto al control y al tratamiento, 
respectivamente (los valores de p figuran en el texto). 

 

Por lo tanto, CDM exhibió propiedades inmunomoduladoras asociadas a 

la síntesis de citoquinas independientemente de la vía de NF- B y del estímulo 

empleado en los macrófagos, ya que alteró la producción de IL-6 y TNF-  en 

células estimuladas con LPS o infectadas con HSV-1. En cambio, en las 

células epiteliales, CDM sólo moduló la síntesis de citoquinas frente a un 

estímulo viral, probablemente como consecuencia de su actividad antiviral. 

 

# # 

* * 

# # 
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1.2.5. Efecto inmunomodulador de MA en un modelo murino de 

inflamación cutánea inducida por radiación ultravioleta (UV) 

MA inhibe el desarrollo de la QH en ratones cuando es suministrada en 

forma tópica antes, inmediatamente después o hasta 96 h después de la 

infección con HSV-1. Esto sugiere que ejercería un efecto antiinflamatorio 

cuando se aplica a partir del cuarto día p.i., momento a partir del cual se 

despierta la respuesta inflamatoria responsable de las lesiones observadas 

desde el día 7 p.i. en el modelo experimental murino de QH. Asimismo, es 

importante destacar que, para entonces, ya no se detecta HSV-1 infectivo en 

los ojos (Pifarré et al, 2002). Por otro lado, si bien CDM modula la producción 

de citoquinas en células infectadas probablemente como consecuencia de su 

actividad antiviral, también modula la secreción de citoquinas en macrófagos 

estimulados con LPS in vitro (Figuras 9, 10, 16). Entonces, se planteó el 

interrogante acerca de si CDM presentaba un efecto inmunomodulador 

independiente de su actividad antiviral en un modelo de inflamación in vivo en 

ausencia de infección. Dado que no se disponía de suficiente masa de CDM 

para realizar el ensayo in vivo, se realizaron los experimentos con la fracción 

parcialmente purificada MA.  

La piel es el órgano con mayor exposición a las agresiones ambientales, 

por lo cual es uno de los más susceptibles a los efectos nocivos de la radiación 

UV. Aunque la radiación UVB (290–320 nm) sólo representa el 4% del total de 

la radiación UV que alcanza la superficie terrestre, es la responsable del 

desarrollo del cáncer de piel en humanos, siendo el principal agente 

carcinógeno ambiental. El daño progresivo de los queratinocitos conduce al 

desarrollo de tumores  de piel de tipo no-melanoma, con una gran incidencia en 

humanos (Armstrong y Kricker, 2001). 

Al cabo de algunas horas, la exposición a la radiación UVB produce una 

respuesta inflamatoria local caracterizada por la formación de edema y eritema. 

Algunas de las moléculas involucradas en este proceso son la prostanglandina 

E2, el óxido nítrico y citoquinas tales como el TNF- , la IL-6 y la IL-1. Los 

ratones alopécicos que han recibido una alta dosis de radiación UVB presentan 

un incremento de los niveles de estos mediadores en la  piel (Paz et al, 2008). 
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Por este motivo, se evaluó si MA es capaz de modular la producción de 

TNF-  e IL-6 en las células epidérmicas y dérmicas luego de la exposición a la 

radiación UVB. Para ello, se irradiaron ratones alopécicos Crl:SKH-1-hrBR  

siguiendo el protocolo de inflamación desarrollado por González Maglio et al 

(2005). Para la aplicación tópica de MA,  el vehículo empleado fue la acetona, 

debido a su utilización en ensayos similares con la misma cepa de animales 

(Wilgus et al, 2000). 

Los ratones Crl:SKH-1-hrBR hembras y machos alopécicos de 8 

semanas de edad fueron irradiados con  200 mJ/cm2 de radiación UVB (280–

320 nm), y fueron distribuidos en tres grupos de 4 animales cada uno: 1 grupo 

control sin irradiar (Normal), otro grupo control irradiado y tratado con acetona 

(Vehículo), y un grupo tratado (MA). El tratamiento consistió en la 

administración tópica de una solución de MA (2 mg/ml) en la espalda de los 

ratones, 1 vez por día durante 3 días consecutivos luego de la irradiación. Al 

cabo de este lapso, los animales fueron sacrificados y se obtuvieron muestras 

de epidermis y dermis.  

Mediante un ELISA se encontró que los extractos epidérmicos 

provenientes de animales irradiados con UVB (grupo vehículo) produjeron 

niveles de TNF-  significativamente mayores a los sintetizados por la epidermis 

de los ratones sin irradiar (Normal) (p<0,001) (Figura 17). En el caso de los 

ratones irradiados y tratados con MA, la producción de TNF-  fue similar a la 

obtenida a partir de los extractos de epidermis de animales irradiados. Por otra 

parte, no se observaron  diferencias en la secreción de TNF-  en los extractos 

dérmicos de los tres grupos de ratones (Figura 17).  

Cuando se analizó el perfil de IL-6, se encontró que la epidermis y la 

dermis de los ratones expuestos produjeron niveles de esta citoquina 

significativamente mayores a los sintetizados por el control sin irradiar 

(p<0,001) (Figura 17). Sin embargo, la producción de IL-6 se vio disminuida 

tanto en las muestras de epidermis como de la dermis  de los ratones tratados 

con MA (p<0,001 y p<0,05, respectivamente)  (Figura 17).  

Por lo tanto, MA exhibió propiedades moduladoras de la producción de 

IL-6 en los ratones irradiados con UVB, ya que redujo la secreción de la misma 

tanto en extractos dérmicos como epidérmicos. En cambio, no afectó la 
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secreción de TNF-  en ambos tipos celulares provenientes de ratones 

expuestos al UVB. 

 

 

Figura 17. Efecto de MA en la secreción de citoquinas en los extractos dérmicos y 

epidérmicos de los ratones irradiados con UVB. Los ratones Crl:SKH-1-hrBR fueron irradiados 
con 200 mJ/cm2  de UVB. Luego, los ratones fueron tratados con MA una vez por día por tres 

días post-exposición, y se cuantificó IL-6 y TNF-  en los extractos dérmicos y epidérmicos. Los 
valores de concentración de las citoquinas se relativizaron con la concentración de proteínas 
de cada extracto, expresándose como el promedio ± el desvío estándar. # y * indican 
diferencias significativas respecto al grupo normal y al vehículo, respectivamente (los valores 
de p figuran en el texto).  
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La acidificación de los compartimentos vacuolares presenta un papel 

importante en una gran variedad de procesos celulares, como por ejemplo en 

las vías endocíticas y exocíticas (Dinter et al, 1998). Dado que CDM provoca la 

alcalinización de los compartimentos intracelulares, éste bloquea el transporte 

de las gB, gC y gD de HSV-1 a nivel del aparato de Golgi cuando es agregado 

luego de la infección en células Vero y NHC (Barquero et al,  2006).   

Considerando que la síntesis de glicoproteínas virales es totalmente 

dependiente del tráfico celular, el bloqueo del transporte de glicoproteínas 

virales ejercido por CDM sugiere que probablemente también interfiera en el 

transporte de glicoproteínas celulares. Las citoquinas, como el TNF-α y la IL-6 

estudiadas, son glicoproteínas, y en el capítulo anterior quedó demostrado que  

CDM inhibe la producción de la IL-6 pero incrementa la síntesis del TNF-α en 

macrófagos estimulados con LPS o infectados con HSV-1 (Figuras 9C, 10 y 

16). Si bien CDM podría estar inhibiendo una vía de señalización diferente a la 

del NF- B involucrada en la producción de la IL-6 (Figuras 13A, 14), también 

podría estar afectando el transporte de la glicoproteína sintetizada a través de 

la vía secretoria, como ya fuera descripto para las glicoproteínas virales 

(Barquero et al,  2006). Entonces, la disminución de los niveles de IL-6 

observados podría explicarse a través de un eventual bloqueo del transporte de 

glicoproteínas. Sin embargo, el aumento del TNF-α no se explica en este 

contexto. Por lo tanto, teniendo en cuenta que la secreción de ambos tipos de 

citoquinas se vio afectada de manera diferencial en las células tratadas con 

CDM, se planteó el interrogante acerca de cuál podría ser el efecto de CDM 

sobre el tráfico de las glicoproteínas celulares. 

 

2.1. Efecto de CDM en la localización intracelular del TfR-GFP 

 

Con el objeto de analizar el tránsito de glicoproteínas celulares, se 

analizó la localización intracelular del receptor de la Transferrina (TfR) en 

presencia de CDM. Dado que el efecto de CDM sobre el transporte de las 

glicoproteínas virales se analizó en las células Vero y NHC (Barquero et al, 

2006), se investigó su efecto sobre el TfR en los mismos sustratos celulares.  
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Para ello, células Vero y NHC crecidas en microplacas de 24 pocillos, 

fueron transfectadas con un plásmido que codifica para el TfR conjugado a la 

green fluorescent protein (TfR-GFP). A las 6 h post-transfección, las células 

transfectadas fueron tratadas o no con 40 M de CDM. Luego de 18 h p.t., las 

células fueron fijadas y visualizadas en un microscopio de epifluorescencia. 

En el control de células se observó un patrón de TfR puntillado 

distribuido en el citoplasma, mientras que en las células tratadas con CDM la 

fluorescencia se concentró principalmente en una región adyacente al núcleo 

(Figura 18A). La acumulación de fluorescencia en ese sitio indica la posibilidad 

de que se localice a nivel del aparato de Golgi. Para confirmar esto, se realizó 

una IFI utilizando anticuerpos anti-giantina, el cual es un marcador del aparato 

de Golgi.  

Células NHC crecidas en una microplaca de 24 pocillos fueron 

transfectadas con el plásmido que codifica para TfR-GFP y, a las 6 h post-

transfección, fueron tratadas con 40 M de CDM. Transcurridas 18 h más, se 

fijaron las células y se realizó una IFI con anticuerpos anti-giantina. 

Las imágenes obtenidas en el microscopio confocal evidenciaron que el 

TfR co-localiza con la giantina en las células NHC tratadas con CDM (Figura 

18B). Por lo tanto, el TfR es confinado en el aparato de Golgi de manera similar 

a lo que ocurre en el caso de la VSV-G y de las glicoproteínas de HSV-1. Por lo 

tanto, CDM pareciera ejercer un efecto análogo independientemente de si se 

trata de glicoproteínas virales o celulares. 

Con el objeto de investigar la localización simultánea de glicoproteínas 

virales y del TfR en el aparato de Golgi, células NHC crecidas en microplacas 

de 24 pocillos fueron transfectadas con el plásmido que codifica el TfR-GFP. A 

las 6 h post-transfección fueron infectadas con HSV-1 (m.i.=1) y tratadas o no 

con 40 M de CDM. A las 24 h post-transfección, las células fueron fijadas y se 

realizó una IFI usando un anticuerpo anti-gD. 

 

 

 



Resultados Capítulo 2 

99 

 

A 

 

 

 

B 

 

Figura 18. Distribución intracellular del TfR en células tratadas con CDM. A) Células NHC y 
Vero fueron transfectadas con el plásmido que codifica para TfR-GFP y tratadas con CDM (40 
µM). Después de 24 h post-transfección, las células fueron fotografiadas en un microscopio de 
epifluorescencia. Aumento  400x. B) Células NHC fueron transfectadas con TFR-GFP y tratadas 
con CDM (40 µM). A las 24 h, las células fueron fijadas  y y procesadas para detectar giantina 
por IFI. Las fotografías fueron obtenidas en un microscopio confocal. Aumento 600x.  
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Si bien la fluorescencia correspondiente a la gD fue detectada en un 

dominio perinuclear de las células tratadas con CDM, el patrón de fluorescencia 

de TfR-GFP fue puntillado y no co-localizó con la proteína gD. (Figura 19).  

En consecuencia,  la gD de HSV-1 no se acumuló junto al TfR-GFP en el 

complejo de Golgi en las células tratadas con CDM, a las 24 h post-

transfección. 

 

 
Figura 19. Distribución intracelular del TfR en células infectadas y tratadas con CDM. Células 
NHC fueron transfectadas con TfR-GFP y a las 6 h post-transfección fueron infectadas con HSV-

1 (m.i.=1) y tratadas con CDM (40 M). A las 18 h p.i., las células NHC fueron fijadas y se realizó 
una IFI con anticuerpos anti-gD. Las fotografías fueron obtenidas en un microscopio confocal. 
Aumento 600x.  

 

Este patrón de fluorescencia de la glicoproteína TfR observado en las 

células infectadas y tratadas con CDM sugiere que no hay un bloqueo 

permanente en el aparato de Golgi. Para investigarlo, la cicloheximida (CHX) 

(100 µg/ml) fue agregada a los cultivos celulares transfectados con el plásmido 

que codifica el TfR-GFP desde las 6 hasta las 24 h post-transfección para 

impedir nueva síntesis proteica. A las 6 h post-transfección, se visualizó el 

típico patrón puntillado de TfR en las células sin tratar y su localización a nivel 

del aparato de Golgi en las células tratadas con CDM (Figura 20). A las 24 h 

post-transfección, en el control de células el patrón de fluorescencia de TfR no 

se modificó cuando las células fueron tratadas con CHX, mientras que el patrón 

de fluorescencia perinuclear se convirtió en un patrón puntillado en las células 

tratadas con CDM y CHX (Figura 20). Cuando CDM es quitado o agregado a 
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las 6 h post-transfección, el patrón de fluorescencia perinuclear de TfR se 

convierte en un patrón puntillado con el tratamiento con CHX (Figura 20). 

Por lo tanto, se observa una movilización eficiente de la proteína TfR 

desde el aparato de Golgi a los endosomas de reciclaje (ER) en las células 

tratadas con CDM sólo cuando se agrega CHX. Estos resultados sugirien que 

CDM promueve un bloqueo transitorio en el transporte de TfR, a diferencia de 

lo reportado para las glicoproteínas virales (Barquero et al, 2004, 2006). 

 

 

 

Figura 20. Distribución intracelular del TfR en células tratadas con CDM y CHX. Células NHC 
fueron transfectadas con TfR-GFP, y tratadas o no con CDM (4ヰ μM)  y/o CHX (ヱヰヰ μg/ﾏl), a 
diferentes tiempos. Luego, las células fueron fijadas y fotografiadas con un microscopio de 
epifluorescencia. Aumento 400x. (OPTI= OPTIMEM) medio de cultivo en ausencia de CDM y 
CHX; (CDM) células tratadas con CDM; (CHX) células tratadas con CHX; (CDM + CHX) células 
tratadas con CDM y CHX. 
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Dado que se ha demostrado que CDM induce un incremento en el pH de 

los compartimentos ácidos intracelulares en diferentes sistemas celulares, 

decidimos comparar el efecto de CDM en el transporte de TfR con el de otros 

agentes acidotrópicos: un inhibidor de la V- ATPasa, la Concanamicina A 

(CON) y un ionóforo, el Monensín (MON). (Dinter et al, 1998; Barquero et al, 

2004 y 2006).  

Tanto la CON como el MON afectan el transporte del TfR-GFP dado que 

se visualizó la acumulación de fluorescencia perinuclear en las células NHC 

transfectadas con el plásmido que codifica para el TfR-GFP a las 6 y 24 h post-

transfección (Figura 21). Cuando se agregó la CHX a las 6 h post-transfección, 

se observó un patrón de fluoresencia análogo al observado sin CHX en las 

células tratadas con CON y MON  (Figura 21). Por lo tanto, CON y MON 

provocan un bloqueo permanente en contraste con el retraso en el transporte 

del TfR observado en las células tratadas con CDM. 

 

 
Figura 21. Distribución intracelular del TfR en células tratadas con CON o MON y CHX Células 

NHC fueron transfectadas con TfR-GFP, y tratadas con CON (50 nM) o MON (20 M),   y/o CHX 
(ヱヰヰ μg/ﾏl), a diferentes tiempos. Células fueron fijadas y fotografiadas con un microscopio de 
epifluorescencia. Aumento 400x. 

 

Considerando que la glicoproteína TfR llega a los ER después de su 

acumulación en el aparato de Golgi de las células tratadas con CDM, 
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evaluamos su capacidad de unirse a su ligando, la transferrina, mediante el 

ensayo de incorporación de transferrina. 

Para ello, las células NHC crecidas sobre cubreobjetos colocadas en 

microplacas de 24 pocillos, fueron transfectadas con el plásmido que codifica 

para el TfR-GFP, en presencia o ausencia de 40 M de CDM. A las 6 h post-

transfección se retiró el medio de cultivo, y las células fueron tratadas con 100 

µg/ml de CHX. Luego de 18 h, se realizó la incorporación de transferrina 

conjugada con Rodamina (Tf-Rodamina) (15 µg/ml) durante 30 min, a 37oC. 

Finalmente los cultivos fueron fijados y observados en el microscopio confocal.  

 

 

 

Figura 22. Bioactividad del TfR en células tratadas con CDM y CHX. Células NHC fueron 

transfectadas con TfR-GFP en presencia o ausencia de CDM (40 M). A las 6 h post-

transfección se retiró el medio de cultivo, y las células fueron tratadas con CHX (100 g/ml). 
Luego de 18 h,  se realizó el ensayo de incorporación de transferrina conjugada a rodamina (Tf-

rodamina). Las células fueron fotografiadas en un microscopio confocal. Aumento 600x. 
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Tanto en el control de células como en las células tratadas con CDM se 

observó la co-localización del TfR y de la Tf en los ER (Figura 22). En 

consecuencia, CDM no afectó la capacidad del TfR de unirse a la Tf cuando 

alcanza su localización final. 

 

2.2. Efecto de CDM y agentes acidotrópicos sobre el transporte del TNF-α 

 

Considerando que CDM incrementa la secreción del TNF-α en las 

células J774A.1 estimuladas con LPS (Figura 16), y que el TNF-  es una 

glicoproteína, se planteó el interrogante acerca de si el TNF-  se comporta 

como el TfR en las células tratadas con CDM. Para ello, examinamos el 

transporte del TNF-α en células J774A.1 tratadas con LPS y CDM. 

Células J774A.1 crecidas sobre cubreobjetos colocadas en microplacas 

de 24 pocillos fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS durante 6 y 24 h, en 

presencia o ausencia de 40 M de CDM. Al cabo de esta incubación, se fijaron 

las células y se procesaron mediante una IFI para detectar el TNF-α. 

Tal como describió Manderson et al (2007), el TNF-α recién sintetizado 

se localizó en el aparato de Golgi después de 6 h de tratamiento con LPS, para 

luego ser transportado a la membrana plasmática (Figura 23A). En cambio, si 

bien no detectamos TNF-α en las células tratadas con CDM durante 6h, se 

observó un pequeño incremento en la síntesis de TNF-α luego de 24 h de 

tratamiento con el compuesto (Figura 23A). Cuando los macrófagos fueron 

tratados con LPS y CDM se detectó una fluorescencia correspondiente al TNF-

 más intensa que la observada luego de la estimulación con LPS solo (Figura 

23A). La imagen revela que el TNF-  se localizó en el aparato de Golgi luego 

de 6 h del agregado de LPS y CDM, mientras que, al cabo de 24 h, la 

fluorescencia se dispersó en la membrana plasmática (Figura 23A). 

A diferencia de lo observado para las glicoproteínas virales (Barquero et 

al, 2004, 2006), CDM no impidió el transporte de TNF-α activo a la membrana 

plasmática, permitiendo su secreción a partir de macrófagos estimulados con 

LPS. 

Si bien está ampliamente descripto que el MON bloquea el transporte del 

TNF-  en el aparato de Golgi en macrófagos estimulados con LPS, el efecto de 
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la CON sobre el TNF-  no está reportado (Lichtman et al, 1998; Weber et al, 

2000; Bueno et al, 2001; Schuerwegh et al, 2001). No obstante, está descripta 

la acción de la Bafilomicina A, un compuesto estructural y funcionalmente 

relacionado con la CON. El efecto de la Bafilomicina A sobre el transporte del 

TNF-  en macrófagos estimulados con LPS es controversial, dado que algunos 

autores plantean que reduce su secreción, mientras que otros observan que la 

incrementa (Bidani et al, 1995; Lichtman et al, 1998). Entonces, se comparó el 

efecto de CDM en el transporte del TNF-  con el de MON y CON en nuestro 

sistema. 

Para ello, las células J774A.1 crecidas sobre cubreobjetos colocadas en 

microplacas de 24 pocillos fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS durante 6 

y 24 h, en presencia o ausencia de 50 nM de CON y 20 M de MON. Al cabo 

de esta incubación, se fijaron las células y se procesaron mediante una IFI para 

detectar TNF-α. 

En los macrófagos tratados con LPS y en presencia de CON y MON se 

detecta una fluorescencia de TNF-α más intensa en el aparato de Golgi que la 

observada luego de la estimulación con LPS solo. Dicho patrón de 

fluorescencia es detectado aún a las 24 h p.t  (Figura 23A). En consecuencia, 

tanto la CON como el MON parecieran bloquear el transporte del TNF-  en el 

aparato de Golgi de los macrófagos estimulados con LPS. Entonces, se evaluó 

si también afectan la secreción de la proteína mediante un ELISA. Dado que el 

efecto del CDM sobre la producción del TNF-  en macrófagos estimulados con 

LPS fue realizado mediante un bioensayo (Figura 16), también se incluyó el 

tratamiento con CDM en este experimento. 

Células J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

estimuladas con 100 ng/ml de LPS y tratadas o no con 50 nM de CON, 20 M 

de MON y 40 M de CDM, durante 8 h. Posteriormente, se determinaron los 

niveles de TNF-α en los sobrenadantes de los cultivos mediante un ELISA. La 

producción de TNF-α en células tratadas con LPS fue significativamente mayor 

que en los controles sin tratar (p<0,01) (Figura 23B). Este incremento fue 

significativamente reducido por MON y CON (p<0,01) en contraste con el fuerte 
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incremento inducido por CDM (p<0,05) (Figura 23B) que resultó similar al 

observado mediante el bioensayo (Figura 16). 

 

A 
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 B  

 

        

Figura 23. Efecto de CDM, CON y MON en el transporte de TNF-α en células J774A.1 

estimuladas con LPS. Células J774A.1 fueron tratadas con CDM (40 M), CON (50 nM) o MON 

(20 M) en presencia o no de LPS (100 ng/ml). A) Después de 6 y 24 h de tratamiento, las 
células fueron fijadas y la localización intracelular de TNF-α se ┗isualizó poヴ la téIﾐiIa de IFI. Bぶ 
Después de 8 h de tratamiento, el nivel de TNF-α se IuaﾐtifiIó eﾐ los soHヴeﾐadaﾐtes de Iulti┗o 
por ELISA. Los resultados son el promedio de dos experimentos independientes ± el desvío 
estándar. # y * indican diferencias significativas respecto al control y al tratamiento, 
respectivamente (los valores de p figuran en el texto). 

 
Estos resultados demuestran que otros agentes acidotrópicos como la 

CON y el MON detienen el tráfico intracelular del TNF-α a nivel del aparato de 

Golgi e inhiben su secreción, mientras que CDM sólo ejerece un efecto 

transitorio en su transporte e incrementa su producción. 

 

2.3. Efecto de CDM en las proteínas virales de HSV-1 

 

Teniendo en cuenta que CDM afectó el transporte de una glicoporteína 

celular de manera transitoria, nos propusimos investigar si también provoca un 

bloqueo temporario en el transporte de una glicoproteína viral como la gD de 

HSV-1. 

Para ello, células NHC crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron 

infectadas con HSV-1 (m.i.=1) y tratadas o no con 40 M de CDM y luego de 

12 h de infección, se les agregó o no 100 µg/ml de CHX. Al cabo de 24 h de 

infección, las células fueron fijadas para llevar a cabo una IFI usando un Ac 

anti-gD.  

# 

* 

* 

* 
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La fluorescencia correspondiente a gD se localizó en la región 

perinuclear de la mayoría de las células infectadas y tratadas con CDM, a las 

24 h p.i. (Figura 24).  Cuando se agregó la CHX a las células tratadas con 

CDM, la gD marcada se distribuyó en el citoplasma y en la membrana 

plasmática, visualizándose de manera análoga a lo observado en las células 

infectadas sin tratar con CDM (Figura 24). 

Con el objeto de visualizar la localización de gD en la membrana 

plasmática, se realizó una IFI de membrana de la gD de HSV-1. Para ello, 

células NHC crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron infectadas con 

HSV-1 (m.i.=1) y tratadas o no con 40 M de CDM. A las 12 y a las 24 h p.i., 

las células fueron incubadas con un anticuerpo anti-gD por 30 min a 4oC. 

Luego de fijarlas, se incubaron con el Ac anti-IgG de ratón conjugado con Cy-3 

por 30 min a 37oC, y se fotografió en un microscopio de epifluorescencia. 

Además, se fotografió en campo claro para visualizar el número de células 

totales por campo. 

Para determinar el porcentaje de células que exhibían fluorescencia de 

membrana se contó el número de células totales y fluorescentes en 3 campos 

diferentes para cada preparado.  

En las células tratadas con CDM, el porcentaje de células fluorescentes 

que expresó gD con respecto a las células infectadas sin tratar fue del 62% a 

las 12 h p.i. Sin embargo, esta inhibición no fue observada cuando el 

tratamiento con CDM se extendió hasta las 24 h p.i. 

Estos resultados sugieren que CDM provoca un retraso en el transporte 

de las glicoproteínas virales en lugar de un bloqueo permanente tal como fuera 

reportado por Barquero et al (2004, 2006). 

Cuando evaluamos el efecto de CON y MON en el transporte de la gD 

en células infectadas con HSV-1 mediante una IFI de membrana, observamos 

que, a las 12 h p.i., ambos compuestos inhibieron el transporte de gD a la 

membrana. En efecto, se encontró una inhibición del 57% y del 70% en el 

número de células fluorescentes con respecto a las células infectadas sin 

tratar, respectivamente. Estos porcentajes de inhibición fueron observados 

hasta 24 h p.i. 
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En consecuencia, la CON y el MON provocaron un bloqueo permanente 

en el transporte de las glicoproteínas virales, al igual que el observado frente a 

las glicoproteínas celulares. 

 
Figura 24. Efecto de CDM en la distribución intracelular de la gD de HSV-1. Células NHC 
fueron infectadas con HSV-1 (m.i.=1) y tratadas o no (CV) con CDM (40 mM) y a las 12 h p.i. se 

agregó o no CHX (100 g/ml). A las 24 h p.i., las células fueron fijadas y se realizó una IFI con 
anticuerpos anti gD.  Aumento 400x. 

 

Hasta el presente, sólo se ha investigado el efecto de CDM en la 

localización intracelular de las glicoproteínas virales, sin haber analizado el 

resto de las proteínas estructurales de la partícula viral. Entonces, se monitoreó 

la acción de CDM en el transporte intracelular de proteínas de la cápside, 

tegumento y  envoltura, simultáneamente, en las mismas células infectadas con 

HSV-1.  

Para ello, células Vero crecidas en microplacas de 24 pocillos, fueron 

infectadas con el virus HSV-1 recombinante YK608 que expresa la proteína de 

la cápside VP26, la proteína del tegumento VP22, y la de envoltura gB 

fusionadas a las proteínas fluorescentes YFP (amarilla), RFP (roja) y CFP 
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(cian), respectivamente. Luego, dichos cultivos celulares fueron tratados o no 

con 40 M de CDM y a las 20 h p.i. fueron fijados y visualizados en un 

microscopio confocal espectral. Dado que la descripción de la multiplicación y 

del transporte de las proteínas estructurales del virus HSV-1 YK608 está 

analizada en células Vero, se estudió el efecto de CDM sobre la localización de 

sus proteínas en estas células (Sugimoto et al, 2008). 

En las células infectadas con el HSV-1 YK608, la VP26 se acumuló en el 

citoplasma y en estructuras granulares en el núcleo, la gB se acumuló en el 

citoplasma y en la membrana plasmática, y la VP22 se distribuyó 

principalmente en el citoplasma (Figura 25). Cuando se analizó el patrón de 

localización de las proteínas en las células infectadas y tratadas con CDM, se 

encontró que se modificó su distribución de la siguiente manera: en el caso de 

la gB, su localización fue principalmente adyacente al núcleo, coincidente con 

los resultados previos obtenidos mediante IFI con un Ac anti-gD, en las células 

infectadas con el virus HSV-1 KOS y tratadas con CDM (Barquero et al, 2006) 

(Figuras 3, 24). La proteína VP22 fue encontrada predominantemente en la 

región perinuclear co-localizando con la gB (Figura 25). Además, la VP22 

aparece distribuida difusamente en el núcleo de las células tratadas (Figura 

25). En el caso de la proteína VP26, se detectó en el citoplasma y además co-

localizando con gB y VP22 en la región perinuclear (Figura 25). Asimismo, el 

patrón de fluorescencia puntillado observado en el núcleo de las células 

control, no se detectó en la mayoría de las células tratadas (Figura 25).  

Cabe aclarar que la localización de dichas proteínas virales no es 

exclusiva de las células Vero infectadas y tratadas con CDM, ya que en las 

células NHC sometidas a las mismas condiciones, la distribución de las 

proteínas virales resultó similar (resultados no mostrados). 

Por lo tanto, CDM en su acción antiviral no altera exclusivamente el 

transporte de gB, sino que además perturba la localización intracelular de otros 

componentes estructurales de la partícula viral, como la VP26 y la VP22.  
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Figura 25. Efecto de CDM en la localización intracelular de las proteínas estructurales de 

HSV-1. Células Vero crecidas sobre cubreobjetos en una microplaca de 24 pocillos fueron 
infectadas con el virus tricolor YK608, que corresponde a una cepa de HSV-1 que expresa  una 
proteína de la envoltura (gB), una de la cápside (VP26) y una del tegumento (VP22) fusionadas 
a proteínas fluorescentes cian, verde y rojo, respectivamente. Luego de la adsorción, las 

células fueron tratadas con CDM (40 M) y a las 20 h post-infección se observaron en un 
microscopio confocal espectral. Aumento 600x. 
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EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIANGIOGÉNICA DE CDM 
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Una de las características más importantes de la enfermedad ocular 

inducida por HSV-1 es la neovascularización de la córnea, un evento que es 

necesario para la patogénesis de la QH. Mientras que la córnea normal es 

avascular, en la QH surgen nuevos vasos sanguíneos que le permiten a las 

células inflamatorias llegar hasta la córnea, produciendo opacidad corneal y 

deterioro de la visión (Zheng et al, 2001a, 2001b; Biswas y Rouse, 2005). En 

este proceso están implicadas muchas moléculas, y la más importante es el 

VEGF (Biswas y Rouse, 2005). Las moléculas de VEGF junto con otros 

miembros de la familia de angiopoitinas son los factores responsables de la 

vasculogénesis y la remodelación angiogénica en procesos fisiológicos como el 

crecimiento de los órganos y la reparación de tejidos  (Yancopoulos et al, 2000; 

Carmeliet et al, 2005). Pero en ciertas ocasiones, el VEGF puede convertirse 

en un importante mediador de procesos angiogénicos patológicos, como por 

ejemplo en la artritis reumatoidea, en la psoriasis, en la retinopatía diabética, en 

la degeneración macular relacionada con la edad (AMD) y en el crecimiento de 

tumores y la metástasis (Carmeliet et al, 2001; Carmeliet et al, 2005; Ferrara et 

al, 2005; Folkman, 2007).  

Actualmente hay drogas con actividades antiangiogénicas aprobadas 

para el tratamiento del cáncer, entre las que se incluyen el uso de anticuerpos 

monoclonales anti-VEGF (Bevacizumab, Cetuximab y Ranibizumab), 

inhibidores de la Tirosin Quinasa (Erlotinib, Sorafenib, Sunitinib), inhibidores de 

la vía mTOR (Temsirolimus y Everolimus,) y compuestos inmunomoduladores 

(Lenalidomide, Thalidomide e Imiquimod) (Li et al, 2008; Cook y Figg, 2010; 

Urruticoechea et al, 2010).  

En el caso de la infección ocular inducida por HSV-1 en el ratón se ha 

demostrado que las córneas tratadas con antagonistas de VEGF presentan una 

reducción parcial pero significativa de la angiogénesis, así como también de la 

incidencia y de la severidad de las lesiones de la queratitis (Zheng et al, 

2001b). Asimismo, en un modelo de QH en conejos se observó que la 

inyección subconjuntival de bevacizumab disminuye la neovascularización y la 

inflamación  (Saravia et al, 2009). Si bien no se han realizado estudios clínicos 

examinando el tratamiento con drogas antiangiogénicas en pacientes con QH, 

se ha propuesto el uso de bevacizumab junto a los antiinflamatorios 
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actualmente aprobados para el tratamiento de la QH (Hosseinir y Khalili, 2007). 

A favor de esta hipótesis, se ha reportado el beneficio del bevacizumab en 

pacientes con neovascularización corneal en la QH y en otras patologías 

oculares (Erdurmus y Totan, 2007; Carrasco et al, 2008; Doctor et al, 2008; 

Vassileva y Hergeldzhieva, 2009).   

Durante el desarrollo de la QH murina, las fuentes celulares de VEGF 

resultan ser de dos tipos: las células epiteliales corneales y los macrófagos. 

Asimismo, las citoquinas inducidas como consecuencia de la replicación viral 

en ambos tipos celulares juegan un rol esencial en la inducción de VEGF, 

siendo la IL-6 la más importante. Las células infectadas con el virus producen 

IL-6 que estimula a las células no infectadas para secretar VEGF de una forma 

parácrina (Biswas y Rouse, 2005, Biswas et al, 2006; Terasaka et al, 2010). 

Por el contrario, otras citoquinas juegan un rol diferente en la angiogénesis 

corneal, tal como el TNF-α, que contrarresta el efecto de VEGF en las células 

endoteliales bloqueando la neovascularización (Fujita et al, 2007; Hashizume et 

al, 2009).  

Dado que se ha demostrado que MA disminuye la incidencia y la 

severidad de la neovascularización en los ratones infectados y que CDM 

modula la producción de IL-6 y de TNF-α en células corneales y macrófagos in 

vitro, consideramos necesario evaluar una posible actividad antiangiogénica de 

CDM. 

 

3.1. Efecto de CDM sobre la expresión de VEGF 

 

Ha quedado demostrado que CDM es capaz de reducir la producción de 

IL-6 en macrófagos infectados con HSV-1 o estimulados con LPS (Figuras 9 y 

16), y alternativamente en células corneales infectadas con HSV-1 (Figura 9). 

Dado que la IL-6 estimula la secreción del VEGF, se investigó si CDM afecta la 

expresión de este potente agente angiogénico (Biswas y Rouse, 2005, Biswas 

et al, 2006; Teresaka et al, 2010). En consecuencia, se estudió el efecto de 

CDM sobre la expresión de VEGF en células J774A.1 y HCLE infectadas y en 

células J774A.1 estimuladas con LPS. 
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Se ha descripto que el VEGF se expresa en macrófagos y células 

epiteliales inducidas con diversos estímulos entre las 4 y 24 h. Dicha expresión 

se evidenció con el uso de plásmidos reporteros (Du et al, 2006; Carbia-

Nagashima et al, 2007; Ramanathan et al, 2007). Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, se evaluó la activación transcripcional del VEGF con estímulos 

virales y no virales a las 8 y 16 h.  

Entonces, las células HCLE y J774A.1 crecidas en microplacas de 24 

pocillos, fueron transfectadas con un plásmido reportero de la actividad 

transcripcional de VEGF que expresa luciferasa (VEGF-LUC)  y un plásmido de 

く-galactosidasa para normalizar la transfección. A las 24 h post-transfección, 

las células HCLE y J774A.1 fueron infectadas con HSV-1 (m.i.=1) y las células 

J774A.1 fueron estimuladas con 100 ng/ml de LPS. Luego de 8 y 16 h de 

estimulación, se procesaron las células y se midió la expresión de VEGF y de 

く-galactosidasa en las muestras colectadas. Se determinó la expresión de 

luciferasa como reportero de la actividad promotora de VEGF y los valores se 

normalizaron con respecto a la actividad de く-galactosidasa. En el Cuadro 4 se 

muestran los valores de expresión de luciferasa obtenidas en cada condición 

de tratamiento.  

Los mayores niveles de expresión de VEGF se detectaron luego de las 8 

h de infección con HSV-1 y de estimulación con LPS, por lo cual se utilizaron 

estas condiciones de trabajo para estudiar el efecto de CDM sobre la expresión 

de VEGF (Cuadro 4). 

Las células HCLE y J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos 

fueron transfectadas con los plásmidos de VEGF-LUC y く-galactosidasa. A las 

24 h post-transfección, ambos tipos celulares fueron infectados con HSV-1 

(m.i.=1) y tratados o no con 40 M de CDM durante 8 h. Las células J774A.1 

transfectadas en iguales condiciones, fueron estimuladas con 100 ng/ml de 

LPS en ausencia o presencia de 40 M de CDM, e incubadas durante 8 h. 

CDM no indujo por sí mismo la expresión de VEGF en ambos tipos 

celulares, ya que no se observaron diferencias significativas entre el valor basal 

de expresión de VEGF y el obtenido en presencia de CDM (Figura 26). Cuando 

las células fueron infectadas con HSV-1, la expresión de VEGF se elevó 

significativamente con respecto a los controles sin infectar (p<0,01 en células 
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HCLE y J774A.1) (Figura 26). En las células infectadas y tratadas con CDM se 

produjo una reducción significativa de los valores de expresión de VEGF 

respecto del control de virus (p  < 0,05 en células HCLE; p<0.01 en células 

J774A.1) (Figura 26). 

Por lo cual, en ambos tipos celulares la infección con HSV-1 indujo un 

incremento en la expresión de VEGF que fue reducido por CDM. 

 
Cuadro 4. Expresión del VEGF en células infectadas con HSV-1 y 
estimuladas con LPS 
 

                Línea celular  

 J774A.1 HCLE 

                                 URL (Unidades relativas de luciferasa) 

CC 16373 ± 370 80957 ± 7427 

HSV-1 8 h 44377 ± 3178 * 245379 ± 15771 * 

HSV-1 16 h 23562 ± 5267  127321 ± 8976  

LPS 8 h 93201 ± 11770 *  

LPS 16 h 51294 ± 7649  

Células J774A.1 y  HCLE fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de VEGF-LUC y con 
un plásmido control de く -galactosidasa. A las 24 h post-transfección fueron estimuladas con 
HSV-1 (m.i.=1) o con LPS (100 ng/ml) durante 8 y 16 h. A los extractos celulares se les 
determinó la actividad de luciferasa y los valores fueron normalizados con la actividad de く –
galactosidasa (URL). Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± el 
desvío estándar. * indican diferencias significativas respecto al control (p<0,01). 

 
Por otro lado, las células J774A.1 estimuladas con LPS durante 8 h 

presentaron un incremento significativo en la expresión de VEGF respecto del 

control sin estimular (p< 0,01). Cuando las células fueron estimuladas con LPS 

y tratadas con CDM, se redujo significativamente la expresión de VEGF 

respecto del control estimulado con LPS (p<0,05) (Figura 26A).  
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   A)       J774A.1      B)          HCLE 

  

           

Figura 26. Efecto de CDM en la transcripción de VEGF en células HCLE y J774A.1 infectadas 

con HSV-1 o estimuladas con LPS. Células A) J774A.1 y B) HCLE fueron transfectadas con un 
plásmido reportero de VEGF-LUC y con un plásmido control de く -galactosidasa. A las 24 h 

post-transfección fueron tratadas con CDM (40 M) y estimuladas con HSV-1 (m. i.=1) o con 
LPS (100 ng/ml) durante 8 h. A los extractos celulares se les determinó la actividad de 
luciferasa y los valores fueron normalizados con la actividad de く –galactosidasa (URL). Los 
resultados son el promedio de dos experimentos independientes ± el desvío estándar. # y * 
indican diferencias significativas respecto al control y al tratamiento, respectivamente ( los 
valores de p figuran en el texto). 
 

En consecuencia,  el aumento de la expresión de VEGF se condice con 

el incremento de IL-6 detectado en las mismas células frente a los mismos 

estímulos. Asimismo, el tratamiento con CDM disminuyó la expresión de VEGF 

en las células estimuladas con LPS e infectadas con HSV-1, coincidentemente 

con la disminución de IL-6 observada frente a estos estímulos. Por lo tanto, la 

disminución de VEGF observada en las células tratadas con CDM podría ser 

consecuencia de la disminución de IL-6, o bien CDM podría presentar un efecto 

inhibitorio directo sobre la inducción de IL-6 en la expresión de VEGF. Para 

investigar esta posibilidad, ambos tipos celulares fueron estimulados con IL-6.

 Las células HCLE y J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos 

fueron transfectadas con los plásmidos de VEGF-LUC y de く-galactosidasa. A 

las 24 h post-transfección, las células fueron estimuladas con 100 ng/ml de IL-6 

durante 8 y 16 h. En el Cuadro 5 se muestran los valores de expresión de 

luciferasa obtenidas en cada condición de tratamiento.  

Luego de la estimulación con IL-6 durante 16 h se obtuvieron los 

mayores niveles de expresión de VEGF en ambos tipos celulares, por lo cual 

# 

# 

# 

* * 

* 
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se eligieron estas condiciones para analizar si CDM afecta la expresión de 

VEGF frente a este estímulo. 

 

Cuadro 5. Expresión del VEGF en células estimuladas con IL-6 

 Línea celular  

 J774A.1 HCLE 

                                  URL (Unidades relativas de luciferasa) 

CC 16373 ± 370 80957 ± 7427 

IL-6  8 h 23649 ± 539 103429 ± 9361 

IL-6 16 h 33785,5 ± 885 * 142186 ± 13156 * 

Células J774A.1 y  HCLE fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de VEGF-LUC y con 
un plásmido control de く -galactosidasa. A las 24 h post-transfección fueron estimuladas con 
IL-6 (100 ng/ml) durante 8 y 16 h. A los extractos celulares se les determinó la actividad de 
luciferasa y los valores fueron normalizados con la actividad de く –galactosidasa (URL). Los 
resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar. * 
indican diferencias significativas respecto al control (p<0,05). 

 

Las células HCLE y J774A.1 crecidas en microplacas de 24 pocillos 

fueron transfectadas con los plásmidos de VEGF-LUC y de く-galactosidasa. A 

las 24 h post-transfección, las células HCLE y J774A.1 fueron estimuladas con 

100 ng/ml de IL-6 y tratadas o no con 40 M de CDM durante 16 h. 

La expresión de VEGF se elevó significativamente con respecto a los 

controles sin estimular (p<0,05 en células HCLE y J774A.1) cuando la IL-6 está 

presente durante 16 h (Figura 27). Si embargo, el agregado de CDM a las 

células no produjo cambios significativos en la expresión de VEGF con 

respecto a las células estimuladas con IL-6 (Figura 27).  

Por lo tanto, ambos tipos celulares responden al estímulo con IL-6 y se 

incrementa la transcripción de VEGF. Por otro lado, CDM no fue capaz de 

reducir la expresión de VEGF frente a la estimulación con IL-6 en ambos tipos 

celulares. Entonces, la inhibición de la expresión de VEGF estaría relacionada 

con la capacidad de CDM de reducir los niveles de IL-6 antes demostrada,  

pero no a un efecto directo sobre dicha citoquina. 

 



Resultados Capítulo 3 

119 

 

  A)       J774A.1      B)           HCLE   

    

                 
Figura 27. Efecto de CDM en la transcripción de VEGF en células HCLE y J774A.1 estimuladas 

con IL-6. Células A) J774A.1 y B) HCLE fueron co-transfectadas con un plásmido reportero de 
VEGF-LUC y con un plásmido control de く -galactosidasa. A las 24 h post-transfección fueron 

tratadas con CDM (40 M) y estimuladas con IL-6 (100 ng/ml) durante 16 h. A los extractos 
celulares se les determinó la actividad de luciferasa y los valores fueron normalizados con la 
actividad de く –galactosidasa (URL). Los resultados son el promedio de tres experimentos 
independientes ± el desvío estándar. # indican diferencias significativas respecto al control 
(p<0,05). 

 
 

3.2. Efecto de CDM sobre la supervivencia y migración de las células 

endoteliales y la formación de los tubos capilares 

 

Dado que CDM fue capaz de modular la transcripción del potente factor 

angiogénico VEGF frente a estímulos virales (HSV-1) y no virales (LPS) 

independientemente del tipo celular (J774A.1 y HCLE) (Figura 26), resultó 

interesante evaluar si CDM es capaz de afectar pasos cruciales del proceso 

angiogénico, tales como la supervivencia y migración de las células 

endoteliales y la formación de los tubos capilares a partir de dichas células. 

Aunque la angiogénesis es un proceso complejo en el que intervienen distintos 

tipos celulares, la formación de los tubos capilares por parte de las células 

endoteliales es un paso clave en la formación de nuevos vasos (Patan et al, 

2004).  

Las células endoteliales de la vena de cordón umbilical humano 

(HUVEC) son células ampliamente utilizadas como modelo in vitro de 

formación de neovasos, por lo cual se investigó la actividad antiangiogénica de 

CDM en estas células (Dredge et al, 2002; Lin et al, 2006; Chen et al, 2007; 

# # 
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Mangiameli et al, 2007; Yi et al, 2008; Carneiro et al, 2009; De Luisi et al, 2009; 

Lopes et al, 2009; Chintalapati et al, 2009; Hou et al, 2009).  

En primer lugar se evaluó si CDM presenta efectos tóxicos y/o 

antiproliferativos sobre las células HUVEC. Para determinar la citotoxicidad, las 

células HUVEC fueron crecidas en microplacas de 96 pocillos durante 24 h, y 

luego  incubadas otras 24 h en presencia de distintas concentraciones de CDM. 

Para determinar la actividad antiproliferativa, las células se cultivaron en 

presencia de distintas concentraciones de CDM en microplacas de 96 pocillos, 

durante 24 h. Al cabo de las incubaciones, se determinó la citotoxicidad y la 

actividad antiproliferativa de CDM en células HUVEC por medio del método 

colorimétrico del MTT.  

Los resultados obtenidos demuestran que CDM no presentó 

citotoxicidad ni actividad antiproliferativa en las células HUVEC, dado que la 

CC50 y la CI50 de CDM en este tipo celular fueron mayores a 100 M.  

Teniendo en cuenta que la migración celular es un paso fundamental en 

el proceso angiogénico, se realizó un ensayo de Transwell para evaluar la 

habilidad de las células HUVEC para cruzar una membrana porosa en 

presencia de CDM. En la Figura 28 se visualiza un dibujo del Transwell 

empleado. 

 
Figura 28. Dibujo del Transwell utilizado.  

 

En la cámara inferior del Transwell se coloca el medio de cultivo con los 

agentes quimiotácticos. En la cámara superior se siembran las células en 

presencia o ausencia del compuesto en cuestión. Luego, las células HUVEC 
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migran a través de la membrana porosa para llegar al compartimento inferior, 

donde se pueden visualizar y contabilizar mediante técnicas microscópicas. 

En primer lugar se estudiaron distintas condiciones que estimulan la 

migración de las células HUVEC en el Transwell (Lin et al, 2006; Yi et al, 2008; 

Lopes et al, 2009). Para ello, las células HUVEC fueron sembradas en el 

compartimento superior del Transwell, e incubadas en presencia de 20% de 

SFB, 100 ng/ml de IL-6, o 100 ng/ml de LPS en el medio de cultivo del 

compartimento inferior por 24 h. Si bien se detectó migración celular con LPS y 

SFB, el mejor agente estimulador fue la IL-6, por lo cual se eligió trabajar con 

dicha citoquina para activar la migración celular. 

Con el objeto de analizar el efecto de CDM sobre la migración celular 

inducida con IL-6, las células HUVEC fueron sembradas en el compartimento 

superior del Transwell en ausencia o presencia de distintas concentraciones de 

CDM. En el compartimento inferior se colocaron 100 ng/ml de IL-6, y se incubó 

durante 24 h. 

La migración de las células HUVEC estimulada con IL-6 fue inhibida 

significativamente con 40 M de CDM (p<0,05) (Figura 29). En consecuencia, 

CDM es capaz de inhibir la migración de las células HUVEC inducida con IL-6.  

Las células HUVEC presentan la particularidad de diferenciarse en una 

extensiva y completa red de estructuras tipo capilares cuando se las hace 

crecer sobre pocillos de microplacas con matrigel. Este último le proporciona 

los factores y nutrientes necesarios para poder diferenciarse. Teniendo en 

cuenta esta propiedad, las células HUVEC se sembraron en microplacas de 24 

pocillos cubiertos con matrigel. A las 4 h de sembrar las células se comenzó a 

visualizar la formación de estas estructuras para terminar formando una 

extensa red a las 24 h de incubación (Figura 30) (Chintalapati et al 2009;  

Carneiro et al, 2009). 

Entonces, se analizó si CDM es capaz de inhibir la formación de estas 

estructuras tipo capilares. Para ello, las células HUVEC fueron sembradas en 

presencia de 40 M de CDM en microplacas de 24 pocillos cubiertos por 

matrigel. CDM inhibió significativamente la formación de los tubos capilares 

tanto a las 4 como a las 24 h, dado que luego del tratamiento las ramificaciones 
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desaparecieron, y sólo se observaron células redondeadas sin diferenciación 

(Figura 30).  

 

 
Figura 29. Efecto de CDM en la migración de células HUVEC inducida por IL-6 en Transwell. En 
la Iáﾏaヴa iﾐfeヴioヴ del Tヴaﾐs┘ell se IoloIaヴoﾐ 6ヰヰμl de ﾏedio ケue Ioﾐtieﾐe o ﾐo IL-6 (100 
ng/ml). En la cámara superior se seﾏHヴaヴoﾐ ヱヰヰμl de ﾏedio Ioﾐ las Iélulas ふ4×ヱヰ4 células/ 
pocillo) en presencia o ausencia de CDM en las concentraciones indicadas. A las 24 h las células 
que migraron fueron teñidas con cristal violeta, fotografiadas y contadas. El porcentaje de 
migración fue expresado considerando los pocillos sin tratar como el 100% . Los resultados son 
el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar. # indica diferencias 
significativas respecto al control (p<0,05). 

 

Con el objeto de determinar la mínima concentración de CDM que ejerce 

un efecto inhibitorio en la formación de tubos, se llevó a cabo una curva dosis-

respuesta. Para ello, las células HUVEC fueron sembradas en presencia de 

distintas concentraciones de CDM en microplacas de 24 pocillos cubiertos por 

matrigel durante 24 h (Ensayo A). Luego se fotografiaron en un microscopio 

invertido y las estructuras tubulares fueron cuantificadas por conteo manual. 

Los resultados obtenidos muestran que una concentración de 1,25 M de CDM 

resultó suficiente para inhibir significativamente la formación de los tubos 

capilares (p<0,05), siendo mayor la inhibición a medida que aumentó la 

concentración de CDM (Figura 31). 
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Figura 30. Efecto de CDM en la formación de los tubos capilares. Las células HUVEC fueron 

crecidas en presencia de CDM (40 M) en pocillos con matrigel durante 4 y 24 h. Las 
fotografías son representativas de todo el cultivo. 

 

 
Figura 31. Efecto de CDM en la formación de los tubos capilares. Células HUVEC fueron 
crecidas en matrigel en presencia de distintas concentraciones de CDM. A las 24 h fueron 
fotografiadas en un microscopio invertido y se evaluó la formación de tubos capilares. Las 
estructuras tubulares fueron cuantificadas por conteo manual de un mínimo de 3 campos, y el 
porcentaje de inhibición fue expresado considerando los pocillos sin tratar como el 100% . Los 
resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío estándar.  # 
indica diferencias significativas respecto al control sin tratar (p<0,05) 

# 
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Figura 32. Efecto de CDM sobre tubos capilares formados. Células HUVEC fueron crecidas en 
matrigel durante 24 h, y al cabo de dicha incubación, las células fueron tratadas con distintas 
concentraciones de CDM. A las 24 h p.t., las células fueron fotografiadas en un microscopio 
invertido y se evaluó la formación de tubos capilares. Las estructuras tubulares fueron 
cuantificadas por conteo manual de un mínimo de 3 campos, y el porcentaje de inhibición fue 
expresado considerando los pocillos sin tratar como el 100% . Los resultados son el promedio 
de tres experimentos independientes ± el desvío estándar.  # indica diferencias significativas 
respecto al control sin tratar (p<0,05).  
 

Además de inhibir la formación de nuevos capilares, se quiso establecer 

si CDM afecta a los capilares ya formados. Para visualizar la red de capilares, 

las células HUVEC fueron crecidas en microplacas de 24 pocillos con matrigel. 

Al cabo de 24 h, se agregaron distintas concentraciones de CDM (Ensayo B).  

Se necesitan altas concentraciones de CDM para afectar a los capilares 

previamente formados, ya que se requirió de una concentración de 80 M de 

CDM para desorganizar los tubos capilares (p<0,05) (Figura 32).  

De estos resultados se concluye que CDM presentó una potente 

actividad antiangiogénica in vitro inhibiendo la formación de los tubos capilares 

de células HUVEC. Asimismo, CDM inhibe tanto la formación de nuevos 

capilares como los cordones que ya están establecidos in vitro. Vale destacar 

que para desorganizar los capilares se requieren de concentraciones de CDM 

mayores (80 M) que aquellas necesarias para inhibir la formación de nuevos 

capilares (1,25 M). 

# 
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3.3. Efecto de CDM sobre la producción de citoquinas en cultivos de 

células HUVEC crecidas en matrigel 

 

Estudios previos realizados mediante el co-cultivo de fibroblastos y  

células HUVEC demostraron el rol estimulador de la IL-6 en la formación de los 

tubos capilares a partir de las células HUVEC mediante la inducción de la 

expresión de VEGF (Hashizume et al, 2009). Entonces, inicialmente nos 

propusimos verificar si la IL-6 presenta el mismo efecto en el modelo de 

angiogénesis de células HUVEC cultivadas en matrigel.  

Para ello, las células HUVEC fueron cultivadas en microplacas de 24 

pocillos cubiertos con matrigel en presencia de 1 g/ml de un anticuerpo 

específico anti-IL-6 durante 24 h. Se observó una reducción significativa en la 

formación de los tubos capilares en presencia del anticuerpo anti-IL-6 dado que 

sólo se detectaron un 5% de cordones respecto del control sin anticuerpo, de la 

misma manera que al utilizar fibroblastos en lugar de matrigel (Hashizume et al, 

2009). 

Dado que la IL-6 resulta importante en el desarrollo de los tubos 

capilares en el modelo de HUVEC crecidas en matrigel, y que CDM es capaz 

de reducir la producción de IL-6 en distintas líneas celulares frente a estímulos 

virales y no virales, nos planteamos si el mecanismo por el cual CDM está 

ejerciendo su efecto inhibidor de la formación de los tubos capilares es a través 

de una disminución en la síntesis de IL-6. 

Para ello, las células HUVEC fueron sembradas en microplacas de 24 

pocillos cubiertos con matrigel en presencia de distintas concentraciones de 

CDM y, al cabo de 24 h (Ensayo A), se cosecharon los sobrenadantes de 

cultivo para medir la secreción de IL-6 mediante un ELISA. 

Se observa que una concentración de 1,25 M de CDM redujo 

significativamente en un 33% la producción de IL-6 secretada por las células 

HUVEC crecidas en matrigel, mientras que con 10 M de CDM se obtuvo un 

87% (Figura 33A). 

Además de inhibir la síntesis de IL-6 producida por los capilares que se 

encuentran en formación, CDM podría afectar la IL-6 secretada por aquellos 

capilares que ya están formados. Para ello, se agregaron distintas 
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concentraciones de CDM en células HUVEC crecidas en microplacas de 24 

pocillos con matrigel e incubadas por 24 h, en las que ya se visualiza la red de 

capilares (Ensayo B), y se cuantificó la producción de IL-6 en los 

sobrenadantes de cultivo mediante un ELISA. 

El tratamiento con 80 M de CDM redujo la síntesis de IL-6 

significativamente respecto del control sin tratar (p<0,05), mientras que con 40 

M no se observaron diferencias significativas (Figura 33B). 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con ambos tipos de 

ensayos (A y B) se concluye que CDM disminuyó la producción de IL-6 en los 

cultivos de células HUVEC crecidas en matrigel en el mismo rango de 

concentraciones en el cual inhibe la formación de los tubos capilares. Por otro 

lado, en la concentración en la que no se afectan los tubos por la presencia de 

CDM (Ensayo A: 0,6 M; Ensayo B: 40 M) no se redujo la producción de IL-6.  

Considerando que la reducción de IL-6 puede ser el mecanismo por el 

cual CDM inhibe la formación de los tubos capilares, se analizó si el agregado 

de IL-6 exógena revierte el efecto inhibidor de CDM. 

Para ello, las células HUVEC fueron sembradas en presencia o no de 40 

M de CDM y de 100 ng/ml de IL-6 en microplacas de 24 pocillos cubiertos con 

matrigel, durante 24 h. Cuando se realizó el recuento de nuevos vasos 

formados no se detectaron variaciones significativas en el número de tubos 

capilares constituidos luego de la estimulación con IL-6 respecto del control sin 

estimular (Figura 34). Como era de esperar, una concentración de 40 M de 

CDM produjo una reducción significativa en el número de cordones (p<0,01) 

(Figura 34). Asimismo, se observa que el agregado de IL-6 revirtió sólo 

parcialmente la inhibición de la formación de tubos capilares ejercida por CDM, 

ya que el número de tubos capilares continúa siendo significativamente menor 

respecto del control sin tratar (p<0,01) (Figura 34). En consecuencia, además 

de reducir la producción de IL-6, CDM debe estar ejerciendo otro efecto sobre 

las células HUVEC para inhibir la formación de los tubos capilares. 
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A 

  

B 

 
Figura 33. Efecto de CDM sobre la secreción de IL-6 en las células HUVEC crecidas en 

matrigel.  A) Las células fueron crecidas en presencia o no de distintas concentraciones de 
CDM. A las 24 h se cosecharon los sobrenadantes y se cuantificó IL-6 por ELISA. B) Las células 
fueron crecidas durante 24 h, y al cabo de dicha incubación,  fueron tratadas o no con distintas 
concentraciones de CDM. A las 24 h p.t. se cosecharon los sobrenadantes y se cuantificó IL-6 
por ELISA. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes ± el desvío 
estándar. # indica diferencias significativas respecto al control de células sin tratar (p<0,05) 

 

# 
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Figura 34. Efecto de CDM en la formación de los tubos capilares en presencia de IL-6.  Células 

HUVEC crecidas en matrigel en presencia de CDM (40 M) e IL-6 (100 ng/ml). A las 24 h fueron 
fotografiadas en un microscopio invertido y se evaluó la formación de tubos capilares. Las 
estructuras tubulares fueron cuantificadas por conteo manual de un mínimo de 3 campos, y el 
porcentaje de inhibición fue expresado considerando los pocillos sin tratar como el 100% . # 
indica diferencias significativas respecto al control sin tratar (p<0,01) 

 

Otra citoquina que presenta un rol importante en la angiogénesis es el 

TNF-  dado que estudios previos realizados mediante el co-cultivo de 

fibroblastos y células HUVEC demostraron un papel inhibidor del TNF-  en la 

formación de tubos capilares, antagonizando el efecto del VEGF (Hashizume et 

al, 2009; Fujita et al, 2007). Entonces, inicialmente nos propusimos verificar si 

el TNF-  presenta los mismos efectos en el modelo de angiogénesis de células 

HUVEC cultivadas en matrigel. 

Para ello, las células HUVEC fueron cultivadas en microplacas de 24 

pocillos cubiertos con matrigel en presencia de distintas concentraciones de 

TNF-  durante 24 h. Se observó una inhibición de la formación de cordones 

dependiente de la concentración de TNF-  y se encontraron diferencias 

significativas desde los 0,5 pg/ml de TNF-  respecto del control sin tratar 

(p<0,05) (Figura 35). En consecuencia, en las células HUVEC crecidas en 

matrigel también observamos un efecto inhibitorio del TNF- en la formación de 

cordones, de la misma manera que al utilizar fibroblastos en lugar de matrigel 

(Hashizume et al, 2009).  

Teniendo en cuenta que CDM es capaz de aumentar la producción de 

TNF-  en distintas líneas celulares frente a estímulos virales y no virales, se 

# 
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consideró que además de inhibir la producción de IL-6, CDM podría 

incrementar la producción de TNF- .

   
 

Figura 35. Efecto de TNF-  en la formación de los tubos capilares. Células HUVEC fueron 

crecidas en matrigel en presencia de distintas concentraciones de TNF- . A las 24 h fueron 
fotografiadas en un microscopio invertido y se evaluó la formación de tubos capilares. Las 
estructuras tubulares fueron cuantificadas por conteo manual de un mínimo de 3 campos, y el 
porcentaje de inhibición fue expresado considerando los pocillos sin tratar como el 100% . # 
indica diferencias significativas respecto al control sin tratar (p<0,05) 

 

Para ello, las células HUVEC fueron sembradas en presencia de 

distintas concentraciones de CDM en microplacas de 24 pocillos cubiertos con 

matrigel por 24 h, y se cosecharon los sobrenadantes de cultivo para medir los 

niveles de TNF-  mediante un ELISA. 

No se detectó producción de TNF-  tanto en las células control como en 

las células tratadas con CDM. Dado que los niveles de TNF-  fueron 

cuantificados a través de un ELISA, es posible que dicho ensayo no fuera lo 

suficientemente sensible como para detectar concentraciones de TNF-  muy 

bajas, pero que fueran suficientes como para inhibir la formación de neovasos.  

Entonces, se trató de establecer si un exceso de anticuerpos anti-TNF-  

es capaz de neutralizar la inhibición ejercida por CDM en la formación de los 

tubos capilares. 

 Para ello,  las células HUVEC fueron cultivadas en presencia o no de 40 

M de CDM y de 1 g/ml de un anticuerpo específico anti-TNF-  en 

microplacas de 24 pocillos cubiertos con matrigel, durante 24 h. No se 
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detectaron variaciones significativas en el número de tubos capilares formados 

en las células tratadas con el anticuerpo anti-TNF-  respecto del control sin 

tratar (Figura 36). Por otro lado, se observa que el agregado del anticuerpo 

revirtió sólo parcialmente la inhibición de la formación de tubos capilares 

ejercida por CDM, ya que el número de tubos capilares continúa siendo 

significativamente menor respecto del control sin tratar (p<0,01) (Figura 36). 

Dado que el agregado de IL-6 y del anticuerpo anti-TNF-  por separado 

redujeron sólo parcialmente la inhibición de CDM en la formación de los tubos 

capilares (Figuras 34 y 36), se determinó si el agregado de ambos en forma 

simultánea lograba revertir el efecto inhibitorio del CDM sobre la formación de 

cordones. 

 

 
Figura 36. Efecto de CDM en la formación de los tubos capilares en presencia de IL-6 y de un 

anticuerpo anti-TNF- .  Células HUVEC fueron crecidas en matrigel en presencia de CDM (40 

M), IL-6 (100 ng/ml), y de un anticuerpo anti-TNF-  (1 g/ml). A las 24 h fueron fotografiadas 
en un microscopio invertido y se evaluó la formación de tubos capilares. Las estructuras 
tubulares fueron cuantificadas por conteo manual de un mínimo de 3 campos, y el porcentaje 
de inhibición fue expresado considerando los pocillos sin tratar como el 100% . # indica 
diferencias significativas respecto al control sin tratar (p<0,01). 

 

Las células HUVEC fueron cultivadas en microplacas de 24 pocillos 

cubiertos con matrigel durante 24 h, en presencia de CDM (40 M), de IL-6 

(100 ng/ml) y de un anticuerpo específico anti-TNF-  (1 g/ml). La IL-6 junto 

con el anticuerpo anti-TNF- revirtieron el efecto inhibitorio ejercido por CDM 

en la formación de tubos capilares, dado que no existen diferencias 
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significativas respecto de los tubos formados en el control sin tratar (Figura 36). 

Sin embargo, resulta importante destacar que los cordones no presentaron el 

mismo aspecto bajo observación en microscopio, ya que los mismos son más 

delgados y cortos respecto del control sin tratar (Figura 37).  

A partir de estas observaciones, se deduce que CDM reduce el número 

de tubos capilares formados porque inhibe la producción de IL-6 y aumenta la 

del TNF- Por otro lado, los resultados también sugieren que CDM 

posiblemente medie otros mecanismos que afecten cualitativamente el 

desarrollo de los tubos capilares. 

       

 

Figura 37. Efecto de CDM, IL-6 y un anticuerpo anti-TNF-  en la formación de cordones en las 

células HUVEC. Células HUVEC fueron crecidas en matrigel en presencia de CDM (40 M), IL-6 

(100 ng/ml) y un anticuerpo anti-TNF-  (1 g/ml) y a las 24 h fueron fotografiadas en un 
microscopio invertido. Las fotografías son representativas de todo el cultivo. 
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La mayoría de las patologías inducidas por virus son provocadas por el 

sistema inmune del hospedador. Algunos ejemplos de virus que inducen 

inmunopatologías relevantes para la salud humana son el VIH, el CMV, HSV, el 

virus dengue y el HBV. (Davis et al, 2007; French et al, 2007; Fujinami et al, 

2006; Guidotti y Chisari, 2006; King et al, 2007; Posnett et al, 2008; Randone et 

al, 2008). Actualmente, los antivirales de uso clínico son relativamente exitosos 

en frenar la diseminación viral, pero no impiden la inmunopatogénesis mediada 

por el virus. Entonces, el tratamiento de estas inmunopatologías suele 

realizarse a través de la administración al paciente de inmunosupresores tales 

como los corticosteroides. Sin embargo, estos tratamientos pueden resultar en 

la prolongación de la enfermedad debido a la reactivación de los virus que 

persisten en las células hospedadoras, tal como ocurre en el caso de la QH. Se 

supone que esto se debe a que el virus latente está en reactivación 

permanente, pero es inhibido por el sistema inmune que reconoce el antígeno 

viral (Khanna et al, 2003; Fujinami et al, 2006). Se ha descripto una respuesta 

inmune persistente durante la latencia caracterizada por infiltrados de LTc y 

producción de citoquinas responsable de una inmunovigilancia, que tiene como 

consecuencia impedir que el virus pueda reactivar de la latencia. De allí que 

aquellos estímulos que afectan la funcionalidad de los LTc (stress, drogas 

inmunosupresoras tales como los corticosteroides, radiación UV) permiten una 

reactivación del HSV-1. (Khanna et al, 2003; Ramachandran et al, 2010).   

En el caso particular del tratamiento de la QH en el hombre, se 

recomienda administrar un antiviral junto con los corticoesteroides de manera 

tal que mitigue la eventual reactivación viral debida a la inmunosupresión 

provocada por las drogas antiinflamatorias (Knickelbein et al, 2009). Sin 

embargo, la disponibilidad de drogas antiherpéticas es escasa, y el empleo de 

los antivirales de uso habitual contra HSV-1 está condicionado por la aparición 

de mutantes virales resistentes a dichas drogas, tanto en pacientes 

inmunosuprimidos como en inmunocompetentes (Duan et al, 2008). Este 

hecho, sumado a la inexistencia de una vacuna profiláctica para el HSV-1 

plantea la necesidad de la búsqueda de nuevas drogas efectivas contra este 

virus. 
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En la actualidad la búsqueda está orientada no sólo a obtener antivirales 

que interfieran específicamente en alguna etapa del ciclo de multiplicación viral 

sino que también contempla el hecho de que la droga en cuestión afecte 

alguna señal celular que participe en la inmunopatogénesis viral. Así se obtiene 

un efecto final doble: antiviral e inmunomodulador. La obtención de compuestos 

que presenten en la misma molécula las actividades antiviral e 

inmunomoduladora permitiría el tratamiento de las inmunopatologías de origen 

viral como la QH mediante la administración de una única droga, facilitando su 

uso por parte del paciente, abaratando los costos del tratamiento, y evitando 

los efectos adversos de los corticosteroides.  

En este sentido, en varios trabajos se ha propuesto el uso de inhibidores 

de la COX para el tratamiento de la QH, dado que presentan tanto actividades 

antivirales como antiinflamatorias en ratones infectados con HSV-1 (Gebhardt 

et al, 2004, 2005; Biswas et al, 2006; Higaki et al, 2009; Yin et al, 2009). 

Asimismo, la corporación farmacéutica Redox patentó el complejo quelante de 

cobalto CTC-96, designándolo como Doxovir™. El CTC-96 presenta actividad 

antiherpética in vitro y propiedades antiinflamatorias en un modelo de artritis 

murina (Schwartz et al, 2001; Woolley et al, 1992). Estudios preclínicos 

realizados con Doxovir™ demostraron una excelente eficacia contra 

infecciones oculares provocadas por la infección con HSV-1, presentando 

actividades antiviral y antiinflamatoria. El componente antiinflamatorio de 

Doxovir™ no es esteroide, por lo cual no presenta las complicaciones 

asociadas a la terapia esteroidal. Los estudios clínicos de Fase I finalizaron 

exitosamente mientras que están siendo desarrollados actualmente los 

estudios de Fase II (Redox Pharmaceutical, 2010). 

En nuestro laboratorio, hemos demostrado que la fracción parcialmente 

purificada MA exhibe ambas propiedades, inmunomoduladora y antiviral, en el 

modelo de la QH murina, reduciendo la carga viral,  la inflamación ocular y la 

neovascularización (Pifarré et al, 2002). En 2003, se purificó y describió la 

estructura química del principio activo CDM, que, además de su efecto antiviral, 

ejerce una acción citoprotectora sin citotoxicidad (Alché et al, 2003; Barquero et 

al, 2004, 2006).  



Discusión 

135 

 

Tanto Biswas y Rouse (2005) como Deshpande (2001) describen que la 

replicación de HSV-1 en la córnea es necesaria y responsable del 

desencadenamiento de la respuesta inflamatoria que origina la 

inmunopatología de la QH. Además, el blanco de localización y replicación del 

HSV-1 es el epitelio de la córnea (Carr et al, 2001, Biswas y Rouse, 2005). En 

las células de córnea (HCLE), CDM presentó una actividad antiviral más 

efectiva a la observada en células J774A.1, NHC y Vero (Figura 2) (Barquero et 

al, 2004). En cuanto a su mecanismo de acción antiviral, al igual que se 

describió en las células Vero y NHC, se demostró que basifica el pH de los 

endosomas y afecta el transporte de, al menos, la gD de HSV-1 en las células 

HCLE (Figura 3,4), (Barquero et al, 2004 y 2006). Asimismo, se observó que no 

sólo afecta el transporte de la gD, sino que además CDM altera 

dramáticamente el patrón de localización de distintas proteínas estructurales 

del virus YK608 en células Vero infectadas (Figura 25). En la etapa del 

ensamblado de la partícula viral, se concentran proteínas de la envoltura, la 

cápside y el tegumento en el aparato de Golgi (Turcotte et al, 2005; Sugimoto 

et al, 2008; Desai et al, 2008). Entonces, la alteración de CDM en el transporte 

de las glicoproteínas virales a través del aparato de Golgi podría estar 

afectando la localización de las proteínas de la cápside y el tegumento. De 

todas formas, no podemos descartar un efecto directo sobre la localización de 

estas proteínas.  

De acuerdo a estos resultados, la reducción de la carga viral en los ojos 

de los ratones infectados y tratados con MA podría atribuirse al efecto antiviral 

de CDM observado in vitro (Pifarré et al, 2002). 

Por otra parte, la IL-6 y el TNF-  son algunas de las numerosas 

citoquinas producidas luego de la infección ocular con HSV-1, involucradas en 

el desarrollo de la inmunopatología (Biswas y Rouse, 2005). La modulación de 

la producción de citoquinas observada en macrófagos estimulados con LPS e 

infectados con HSV-1 tratados con CDM in vitro (Figuras 9, 10, 16), indican que 

CDM exhibe propiedades inmunomoduladoras independientemente de su 

actividad antiviral. 

Dado que se observa una disminución en la secreción de IL-6 en los 

ratones tratados con MA en un modelo de inflamación murino inducido por UVB 
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(Figura 17), se confirma in vivo que MA reduce la producción de IL-6,  

independientemente de la actividad antiviral. Sin embargo, la producción del 

TNF-   no se vio afectada en los ratones irradiados y tratados con MA (Figura 

17). La discrepancia en el efecto sobre el TNF-  observado in vitro e in vivo 

probablemente se deba a que los estímulos de inducción de la inflamación 

fueron diferentes. Además, en el proceso inflamatorio se conjuga la interacción 

de muchos tipos celulares, que pueden ser afectados o no por MA, y el 

resultado global de la producción de TNF-  no sea afectado. 

Las citoquinas TNF- e IL-6 son producidas luego de la infección con 

HSV-1 como consecuencia de la activación del factor de transcripción NF- B 

(Matsusaka et al, 1993; Paludan y Mogensen, 2001). En las células HCLE, 

J774A.1 y NHC infectadas con HSV-1, CDM reduce significativamente el 

porcentaje de células translocadas, a las 24 h p.i. (Barquero et al, 2006) (Figura 

6). Este hecho sería consecuencia de la actividad inhibitoria de CDM sobre la 

propagación de HSV-1 in vitro dado que CDM no inhibió de forma directa la 

translocación del NF- B, sino que redujo la multiplicación viral, y con ella, el 

número de células infectadas en las cuales se produjo la translocación del NF-

B al núcleo celular (Figura 7). Este hallazgo se corrobora con la inhibición de 

la expresión del gen que codifica para la luciferasa como reportero de la 

actividad de NF- B en las células de córnea infectadas (Figura 8).  

Por lo tanto, la reducción significativa en la secreción de IL-6 en los 

macrófagos y en las células epiteliales infectadas y tratadas con CDM podría 

ser consecuencia de la inhibición de la translocación nuclear de NF- B (Figura 

9). Por el contrario, el incremento en la secreción de TNF-  en los macrófagos 

infectados y tratados con CDM observado en ausencia de activación de NF- B 

(Figura 10) sugiere que podría estar involucrada una vía de señalización 

intracelular alternativa a la del NF- B. Esta posibilidad es apoyada por el hecho 

que en los macrófagos estimulados con LPS el tratamiento con CDM 

incrementó la producción de TNF-  y redujo la secreción de IL-6 sin impedir ni 

la translocación ni la activación del NF- B (Figuras 13, 14 y 16).  

Dado que se han descripto otras vías de señalización que regulan la 

producción de citoquinas en macrófagos estimulados con LPS o infectados con 
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HSV-1, se investigó también la vía de p38 MAPK (Diao et al, 2005; Zachos et 

al, 1999). CDM no afectó la activación de p38 MAPK en células J774A.1 

estimuladas con LPS, dado que la densitometría de la banda correspondiente a 

la forma activa de p38 no presentó diferencias entre las células tratadas con 

CDM y el control de estimulación con LPS, mediante un Western Blot utilizando 

anticuerpos específicos para la forma fosforilada de p38 MAPK (datos no 

presentados). Si bien la síntesis de muchas citoquinas tales como el TNF-  y la 

IL-6 están reguladas fundamentalmente por el NF- B y p38 MAPK, la 

producción de dichas citoquinas en las células tratadas con CDM podría estar 

modulada por otras vías de señalización intracelular, tales como la c-Jun N-

terminal kinase (JNK), también perteneciente a la familia de las MAPK. 

Asimismo, las MAPK activan otras quinasas, tales como las quinasas de 

interacción con MAPK (MNK), que también regulan la producción de citoquinas 

y son blanco de acción de compuestos antiinflamatorios (Rowlett et al, 2008). 

Las MAPK, finalmente, inducen la translocación nuclear del factor de 

transcripción AP-1, promoviendo la expresión génica del TNF-  y de la IL-6 

(Kumagai et al, 2008). Por lo tanto, además de las MAPK, AP-1 también podría 

constituir un blanco de acción de CDM.  

El aumento de la intensidad de fluorescencia correspondiente al TNF-  

observado en las células tratadas con CDM y LPS respecto del control con LPS 

a las 6 h p.t., indicaría un aumento de la transcripción y síntesis de la proteína 

(Figura 23A). Además, se observó un incremento del ARNm del TNF-  

correspondiente al tratamiento con LPS y CDM respecto al tratamiento con LPS 

solo en las células J774A.1, mediante una RT-PCR cualitativa (datos no 

mostrados), pero estos resultados preliminares obtenidos mediante un ensayo 

cualitativo deben ser confirmados mediante una RT-PCR cuantitativa. Por lo 

tanto, el incremento de la producción del TNF-  observado en macrófagos 

tratados con CDM frente a estímulos virales y no virales (Figuras 10, 16) 

sugiere que CDM debe activar transcripcionalmente la expresión de esta 

citoquina por una vía de señalización independiente a la del NF- B y p38 

MAPK.  
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Sin embargo, en el caso de la IL-6, el cuadro es diferente, dado que si 

bien CDM podría estar inhibiendo una vía de señalización diferente a la del NF-

B y p38 MAPK involucrada en la producción de la IL-6 (Figuras 9 y 16), 

también podría estar afectando el transporte de la misma a través de la vía 

secretoria, como ya fuera descripto para las glicoproteínas virales (Barquero et 

al,  2004, 2006). Además, CDM no afectó la expresión del ARNm de la IL-6 en 

macrófagos estimulados con LPS detectado mediante una RT-PCR cualitativa 

(datos no mostrados), y tampoco modificó los niveles de la IL-6 en células 

epiteliales estimuladas con TNF- (Figura 15). En consecuencia, la disminución 

de IL-6 en los macrófagos estimulados con LPS podría ser consecuencia de un 

efecto post-transcripcional de CDM (Figura 16). A favor de esta presunción, 

demostramos que CDM no sólo afecta el transporte de las glicoproteínas 

virales sino que también afecta el transporte de las glicoproteínas celulares, tal 

como el del TfR-GFP (Figura 18, 24). El bloqueo transiente del transporte de 

las glicoproteínas celulares y virales (Figura 18, 24) se hace evidente cuando 

se inhibe la síntesis de las proteínas, ya sea por el “shut off” inducido por HSV-

1 en las células infectadas, o por el tratamiento con CHX (Figura 19, 20, 24). 

En las células J774A.1 tratadas con CDM y LPS, el TNF-  llega a la 

membrana plasmática para su secreción luego de 24h, de manera similar a lo 

observado para el TfR-GFP (Figura 23). En este caso, no es necesario agregar 

CHX para observar su localización final, porque la expresión de TNF-  es 

rápidamente activada luego del tratamiento con LPS y declina después de 4-6 

h (Figura 23) (Manderson et al, 2007).  

Entonces, si bien a los tiempos medidos detectamos una reducción en la 

producción de la IL-6 en los macrófagos tratadas con CDM (Figuras 9 y 16), la 

misma podría ser una disminución transitoria debida al retraso en el tráfico 

intracelular de las glicoproteínas, y no verse afectada en tiempos más tardíos. 

Probablemente, de allí que CDM no haya modificado los niveles de la IL-6 en 

células epiteliales estimuladas con TNF- Figura 15 .  

Si bien el efecto de CDM sobre el TNF-  puede ser a nivel 

transcripcional o post-transcripcional, vale la pena destacar que no afecta su 

actividad citotóxica (Figuras 10 y 16). Asimismo, CDM tampoco afecta la 
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capacidad del TfR de interaccionar con su ligando (Figura 22), razón por lo cual 

CDM tampoco afecta la funcionalidad biológica de las glicoproteínas celulares.  

Los compuestos acidotrópicos, tales como la CON y el MON, bloquean 

irreversiblemente el transporte de las glicoproteínas, y resultan ser tóxicos para 

las células e inducen apoptosis (Ohkuma et al 1993; Yoshimoto et al, 2002; 

Shaik et al, 2004; Souza et al, 2005; Singh et al, 2006; Gao et al, 2010). Dado 

que CDM sólo retrasa el transporte de las glicoproteínas sin alterar su 

funcionalidad biológica, esto podría justificar la ausencia de citotoxicidad en 

todos los cultivos celulares en los que fueron ensayados tanto la fracción 

semipurificada MA como el compuesto puro CDM, aún cuando ejerce una 

acción a nivel celular (Figura 2) (Wachsman, 1982, 1984, 1987, 1998; Andrei et 

al, 1985, 1988, 1990; Villamil et al, 1995; Castilla et al, 1998; Alché et al, 2002, 

2003; Barquero et al, 2004; 2006). 

Aunque la CON, el MON y el CDM inducen la alcalinización de los 

compartimentos intracelulares, afectan diferencialmente el tráfico de las 

glicoproteínas (Figuras 20, 21). Esto indica que los cambios en el pH no serían 

la única causa responsable del bloqueo transiente en el transporte de las 

glicoproteínas provocado por CDM.  Se ha descripto una familia de GTPasas 

llamadas Rabs que están vinculadas a la organización de las vías endocíticas y 

exocíticas, por lo cual podrían ser el blanco de acción de CDM y de otros 

compuestos que afectan el tránsito intracelular (Seaman, 2008). 

Tanto la IL-6 como el TNF-  están asociados al proceso inflamatorio y a 

la cascada de eventos que resultan en las lesiones estromales características 

de la QH murina. Uno de los eventos necesarios para la patogénesis de la QH 

es la neovascularización de la córnea avascular. Durante la QH, es sabido que 

la neovascularización es inducida fundamentalmente por el VEGF, el cual es 

sintetizado por las células de córnea y los macrófagos estimulados por la IL-6, 

secretadas, a su vez, por las células infectadas (Biswas y Rouse, 2005; Biswas 

et al, 2006).  

Las células endoteliales estimuladas por el VEGF migran y forman los 

neovasos, hechos necesarios para el desarrollo de la vasculatura y propuestos 

como blancos de numerosos compuestos antiangiogénicos (Dredge et al, 2004; 

De Luisi et al, 2009; Cook y Figg, 2010). Asimismo, el TNF-  bloquea el efecto 
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angiogénico del VEGF en las células endoteliales (Fujita et al, 2007; 

Hashizume et al, 2009) 

Si bien la neovascularización es un elemento clave en la patogénesis de 

muchas enfermedades oculares, sólo en la AMD está aprobado el tratamiento 

con inhibidores de la angiogénesis, como los Ac monoclonales anti-VEGF 

(Bevacizumab y Ranibizumab) y un aptámero inhibidor de VEGF (Pegaptanib) 

(Carneiro et al, 2009; Cook y Figg, 2010). Muchos proponen el tratamiento de 

la QH con compuestos antiangiogénicos, considerando la importancia de este 

evento en la patología (Hosseini et al, 2007; Carrasco, 2008; Saravia et al, 

2009). 

Se han investigado propiedades antiangiogénicas de diversos 

compuestos obtenidos de plantas medicinales, tales como el isoliquiritigenin 

aislado de la Glycyrrhiza glabra L, el epigalocatequin galato (EGCG) de la 

Camellia sinensis L. (té verde), el alcaloide pterogynidine obtenido a partir de 

Alchornea glandulosa, el resveratrol de la uva, el ácido gambónico del 

Gamboge Hanburyi,  la Wogonina, un flavonoide obtenido de la Scutellaria 

baicalensis, la curcumina obtenido de la Curcuma longa L., y los terpenoides 

triptolide y celastrol, de la Tripterygium wilfordii (Albini et al, 2005; Lin et al, 

2006; Yi et al, 2008; Lopes et al, 2009; He et al, 2009; Cao et al, 2010)  

El EGCG, el resveratrol, la wogonina y los terpenoides triptolide y 

celastrol exhiben propiedades inmunomoduladoras, siendo discutida su acción 

antiangiogénica como consecuencia de su acción moduladora de la respuesta 

inmune (Albini et al, 2005; He et al, 2009). Asimismo, el resveratrol, además de 

las actividades inmunomoduladoras y antiangiogénicas, presenta actividad anti-

HSV-1 (Faith et al, 2006).  

Se postula la investigación de compuestos inmunomoduladores en la 

búsqueda de agentes antiangiogénicos, dado que muchos mediadores 

involucrados en la respuesta inmune, como las citoquinas IL-1 , IL-6 y diversas 

quemoquinas como la IL-8, también están vinculados al proceso angiogénico. 

Por lo tanto, la modulación de la respuesta inmune podría afectar la 

angiogénesis (Albini et al, 2005; He et al, 2009; Cook y Figg, 2010). Por 

ejemplo, el compuesto inmunomodulador wogonina posee propiedades 
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antiangiogénicas in vitro e in vivo a través de la inhibición de la IL-6 (Lin et al, 

2006).  

Asimismo, hay una fuerte relación entre las células de la inmunidad 

innata y las células endoteliales, dado que comparten un origen embrionario, y 

las células endoteliales median el reclutamiento de los leucocitos a los tejidos. 

De hecho, factores angiogénicos como el VEGF están vinculados en el proceso 

inflamatorio, pues interviene en la activación de las células endoteliales 

favoreciendo la adherencia de los leucocitos y su reclutamiento a los tejidos 

(Scaldaferri et al, 2009). Además, los leucocitos producen un gran número de 

factores que afectan la activación y migración de las células endoteliales, tales 

como el VEGF y la IL-6 (Albini et al, 2005).  

Se han explorado propiedades antiangiogénicas de otros compuestos 

inmunomoduladores tales como los antiinflamatorios no esteroides, que 

actuarían a través de la inhibición de la COX, reduciendo la producción 

mediadores angiogénicos como el VEGF y las prostanglandinas. También se 

ha desarrolado un derivado del TNF- el NGR-TNF, que presenta la 

particularidad de interaccionar con receptores expresados mayoritariamente en 

la vasculatura tumoral, favoreciendo su acción antiangiogénica sobre los 

neovasos tumorales y reduciendo sus efectos adversos sobre el resto de los 

vasos (Albini et al, 2005; Corti et al, 2010; Cook y Figg, 2010). 

En este sentido, hallamos que CDM inhibe la transcripción de VEGF 

como consecuencia de la reducción de la producción de la IL-6 en células de 

córnea y macrófagos frente a estímulos virales (HSV-1) y no virales (LPS) 

(Figura 26). Por otra parte, está descripto que las citoquinas proinflamatorias 

como el TNF- y la IL-1  inhiben la señalización inducida por la IL-6 a través de 

diversos mecanismos en células epiteliales y macrófagos, tales como la 

internalización y degradación del receptor de la IL-6 (Bode et al, 1999; Bode et 

al, 2003; Radtke et al, 2010). A pesar de ello, en los macrófagos tratados con 

CDM en los que se detecta un incremento del TNF- , no se observaron efectos 

sobre la activación transcripcional del VEGF inducida por la IL-6 (Figura 27). De 

todas formas, no podemos descartar que, en otras condiciones, el TNF-  

secretado en las células tratadas con CDM (Figuras 10, 16) pueda influir 
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negativamente en la señalización de la IL-6, tal como la inhibición de la 

migración de las células HUVEC inducida por la IL-6 (Figura 29).  

Asimismo, CDM inhibe la formación de los tubos capilares en las células 

HUVEC crecidas en matrigel como consecuencia de la reducción de la síntesis 

de la IL-6 y el aumento del TNF-  (Figuras 30, 31, 33A, 34, 36, 37). Teniendo 

en cuenta que se necesitan concentraciones menores de CDM para impedir la 

formación de los nuevos capilares que aquéllas necesarias para desorganizar 

los tubos previamente constituidos (Figuras 32, 33B), resultaría interesante 

como antiangiogénico in vivo, de manera de reducir potenciales efectos 

adversos sobre el resto de los vasos.  

Si comparamos el efecto de CDM sobre las células HUVEC y el de otros 

compuestos antiangiogénicos utilizados actualmente en la clínica, encontramos 

que, al igual que el CDM, el lenalidomide no exhibe citotoxicidad o efectos 

antiproliferativos en estas células, e inhibe la formación de los tubos capilares 

en iguales condiciones a las ensayadas con CDM (Dredge et al, 2002; Carneiro 

et al, 2009). Llamativamente, el lenalidomide y el CDM presentan las mismas 

actividades sobre las células HUVEC y en concentraciones similares, dado que 

con una concentración de 38,61 M, el lenalidomide inhibe la migración de 

estas células y con 3,86 M afecta la formación de los tubos capilares (Dredge 

et al, 2002; Mangiameli et al, 2007). Por otra parte, el bevacizumab y el 

ranibizumab presentan una actividad antiproliferativa e inhiben la formación de 

los cordones, y no son citotóxicos (Carneiro et al, 2009). En cambio, el 

compuesto pegaptanib no presenta citotoxicidad ni actividad antiproliferativa, 

no inhibe la migración y tampoco afecta la formación de los tubos capilares 

(Carneiro et al, 2009). Actualmente, los supuestos beneficios clínicos del 

pagaptanib están en discusión, lo cual es concordante con su inactividad sobre 

las células HUVEC (Carneiro et al, 2009). 

 Actualmente, están aprobados por la FDA para el tratamiento del cáncer 

los compuestos inmunomoduladores y antiangiogénicos lenalidomide e 

imiquimod. El imiquimod se utiliza para el tratamiento del carcinoma de células 

basales y del sarcoma de Kaposi, entre otros.  Éste es un agonista del RTL-7, y 

se supone que actúa como antiangiogénico por distintos mecanismos, entre 

ellos la inducción de la expresión de citoquinas antiangiogénicas, como el TNF-
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 (Gupta et al, 2004; Li et al, 2005). Por otro lado, el lenalidomide se utiliza en 

el tratamiento del mieloma múltiple. Entre los mecanismos propuestos por el 

cual exhibe sus propiedades antiangiogénicas se encuentra la reducción de la 

expresión de citoquinas proangiogénicas, tales como la IL-6, la IL-8 y el VEGF 

(Corti et al, 2010). La similitud entre el efecto de CDM y del lenalidomide sobre 

las células HUVEC antes mencionada, podría deberse a que ambos exhiben su 

efecto antiangiogénico como consecuencia de un efecto inmunomodulador. 

Además, CDM inhibe la expresión de una citoquina proangiogénica como la IL-

6, al igual que el lenalidomide, e induce la expresión de otra antiangiogénica 

como el TNF- al igual que el imiquimod, por lo cual CDM combina efectos 

inmunomoduladores de ambos compuestos a favor de una actividad 

antiangiogénica. 

Por todo lo expuesto, proponemos un modelo para explicar el modo de 

acción de CDM, y la posible razón por la cual MA resultó efectiva para reducir 

los signos de enfermedad de la QH (Figura 38). La infección de las células 

epiteliales de la córnea produce un aumento en los niveles de citoquinas 

proinflamatorias tales como la IL-6, que actuaría como un estimulante de la 

secreción de factores angiogénicos, permitiendo la incipiente formación de 

neovasos a través de los cuales se produciría la llegada de macrófagos y 

neutrófilos al sitio de infección. Las mismas citoquinas y quemoquinas liberadas 

por las células epiteliales actuarían como quimioatractantes de las células 

inflamatorias. Una vez en la córnea, macrófagos y neutrófilos serían los 

responsables de la eliminación del virus replicativo, pero también son 

responsables del desarrollo de la inmunopatología, siendo una fuente 

importante de VEGF y de IL-6 adicional. Entonces, el tratamiento de la córnea 

infectada con CDM reduciría la multiplicación del virus, la activación del NF- B 

y la producción de IL-6 y de VEGF, inhibiendo la llegada de células 

inflamatorias al sitito de infección. De todas formas, los macrófagos que logren 

alcanzar la córnea serían estimulados por CDM a aumentar su secreción de 

TNF- por una vía de señalización independiente a la del NF- B y p38 MAPK. 

Por un lado, esta citoquina va a favorecer la eliminación del virus, y por otro, va 

a contribuir en la inhibición del proceso angiogénico. Además, CDM reduciría la 

secreción de IL-6 en los macrófagos, probablemente como consecuencia de un 
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efecto post-transcripcional de CDM. La IL-6 es una citoquina clave requerida 

particularmente para la inducción de la segunda ola de invasión de las células 

inflamatorias a la córnea, a través del VEGF. Por lo cual, el VEGF también 

sería inhibido por CDM como consecuencia de la reducción de la IL-6. El VEGF 

ocasiona el crecimiento y expansión de los vasos sanguíneos y favorece la 

llegada de un infiltrado persistente de células inflamatorias. Esta segunda ola 

de infiltrado inflamatorio está particularmente asociada a la inmunopatología de 

la QH. En consecuencia, tanto el incremento del TNF-  como la reducción de 

IL-6 en los macrófagos tratados con CDM contribuirían a una inhibición 

indirecta del proceso angiogénico. No obstante, CDM también exhibiría un 

efecto antiangiogénico directo en las células endoteliales, inhibiendo su 

migración y la formación de tubos capilares a partir de estas células. Asimismo, 

CDM reduciría la producción de IL-6 e incrementaría la de TNF-  en las células 

endoteliales, dando lugar a la inhibición de  la formación de vasos. 

Con todos estos resultados, postulamos que la mejoría de la QH en los 

ratones tratados con MA puede ser consecuencia de su efecto 

inmunomodulador observado in vivo, y del efecto antiviral, inmunomodulador y 

antiangiogénico de CDM observado in vitro. 

Las actividades antiviral, inmunomoduladora y antiangiogénica de CDM 

en ausencia de toxicidad, sugieren que el blanco de acción de CDM podría ser 

una o más funciones celulares no esenciales para la sobrevida de la célula, 

pero involucradas en el transporte de las glicoproteínas y la modulación de 

citoquinas.  
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Figura 38. Modelo de acción de CDM propuesto para explicar la mejoría de la QH murina.  
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