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⏐  Resumen 
______________________________________________________________________________________________ 

 
 

ESTRATEGIAS ANTIVIRALES PARA LA PREVENCIÓN Y TRATAMIENTO DE 
INFECCIONES CON ARENAVIRUS: ACTIVIDAD INHIBITORIA CONTRA VIRUS 

JUNÍN DE DISULFUROS Y ACRIDONAS 
 
 

En el presente trabajo se realizó la evaluación de la actividad biológica de 

diversos compuestos que incluyeron disulfuros aromáticos, disulfuros de tiuramo, 

tiosulfonas y acridonas, encontrándose compuestos con una muy selectiva actividad 

antiviral y potente efecto virucida contra varios miembros de la familia Arenaviridae. El 

disulfuro aromático NSC4492 mostró el efecto virucida más potente, y los más 

efectivos agentes antivirales resultaron el disulfuro de tiuramo NSC14560 y la 

acridona 3f, las tiosulfonas fueron totalmente inactivas. Los compuestos antivirales 

NSC14560 y 3f resultaron igualmente efectivos en distintos tipos celulares. Estudios 

mecanísticos de la actividad antiviral indicaron que la acción de estos compuestos 

parecería afectar pasos tempranos e intermedios de la infección viral, sin bloquear la 

entrada del virus a la célula. La síntesis del RNA viral se vio inhibida con ambos 

compuestos, y, para el caso de 3f, fue posible recuperar parcialmente la infectividad y 

los niveles de RNA por el agregado de guanosina exógena. Los compuestos 

inactivantes mostraron ser efectivos también contra varios arenavirus, con una 

cinética de inactivación rápida y dependiente de la temperatura. El tratamiento con 

NSC4492 no mostró efectos sobre el autoensamblaje y la brotación de partículas tipo 

virales (VLPs) pero sí una alteración en el patrón electroforético de la proteína Z y una 

fuerte inhibición en la síntesis del RNA viral. En conclusión, se han detectado nuevos 

compuestos con potente y selectiva acción antiviral contra los arenavirus que parecen 

interferir con procesos relacionados a la síntesis de RNA viral así como agentes con 

fuerte capacidad inactivante de los viriones que alteran irreversiblemente proteínas 

virales de JUN lo que conduciría a la pérdida de la infectividad viral.  

 

Palabras clave: Virus Junín; Arenavirus; Actividad antiviral; Actividad virucida; 

Compuestos disulfuros; Acridonas N-sustituidas; Síntesis de RNA viral; Zinc-finger 

 



⏐  Abstract 
______________________________________________________________________________________________ 

 
 

ANTIVIRAL STRATEGIES FOR THE PR EVENTION AND TREATMENT OF 
INFECTIONS WITH ARENAVIRUS: INHIBITORIY ACTIVITY OF DISULFIDES AND 

ACRIDONES AGAINST JUNIN VIRUS  
 

In the present study we evaluated the biological activity of various compounds 

including aromatic disulfides, thiuram disulfide, thiosulfones and acridones finding 

compounds with highly selective antiviral activity and potent virucidal effect against 

several members of the family Arenaviridae. The aromatic disulfide NSC4492 showed 

the most potent virucidal effect, and the most effective antiviral agents were thiuram 

disulfide NSC14560 and acridone 3f, the thiosulfones were totally inactive. Antiviral 

compounds NSC14560 and 3f were equally effective in different cell types. 

Mechanistic studies of antiviral activity indicated that these compounds affect early and 

intermediate steps of viral infection, without blocking viral entry into cells. Viral RNA 

synthesis was inhibited with both compounds and, in the case of 3f, it was possible to 

partially restore the infectivity and RNA levels by adding of exogenous guanosine. 

Inactivating compounds shown to be effective also against several arenavirus, with 

fast inactivation kinetics and temperature dependent. NSC4492 treatment showed no 

effect on the self-assembly and budding of virus-like particles (VLPs) but an alteration 

in the electrophoretic pattern of protein Z and a strong inhibition of viral RNA synthesis 

were evidenced. In conclusion, we have identified new compounds with potent and 

selective antiviral action against arenavirus that seem to interfere with processes 

related to the synthesis of viral RNA as well as inactivating agents with strong capacity 

of virions that alter JUNV viral proteins and lead to the loss of viral infectivity. 

 

Keywords: Junín virus; Arenavirus; antiviral activity, virucidal activity, disulfide 

compounds, N-substituted acridones, viral RNA synthesis, Zinc-finger 
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Abreviaturas 

 

α-DG: α-distroglicano 

ALLV: virus Allpahuayo 

AMAV: virus Amaparí 

BCNV: virus Bear Canyon 

BSA: albúmina sérica bovina 

C: residuo cisteína 

CC: control celular 

CC50: concentración citotóxica 50% 

CE50: concentración efectiva 50% 

CHPV: virus Chapare 

CI50: concentración inactivante 50% 

CPXV: virus Cupixi 

C-terminal: extremo carboxilo terminal 

CV: control viral 

DABCO: 1,4-diazabiciclo octano 

DENV: virus dengue 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

dNTP: desoxinucleótidos trifosfato 

ECL: enhanced chemiluminescence 

eIF4E: factor de iniciación de la traducción en eucariotas 4E 

FH: fiebre hemorrágica 

FITC: isotiocianato de fluoresceína 

FLEV: virus Flexal 

G: residuo glicina 

GP: complejo viral de glicoproteínas 

GP1: glicoproteína viral 1 

GP2: glicoproteína viral 2 

GPC: precursor de las glicoproteínas (antes del clivaje) 

GTOV: virus Guanarito 

h: hora 

H: residuo histidina 



⏐  Abreviaturas 
___________________________________________________________________________________________________ 

5 
 

HCV: virus de la hepatitis C 

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana 

HSV: virus herpes simplex 

HTS: high-throughput screening  

ICTV: Comité Internacional de Taxonomía de Virus  

IPPYV: virus Ippy 

IS: índice de selectividad 

JUNV: virus Junín 

kDa: kiloDalton 

L: RNA-polimerasa viral dependiente de RNA 

LASV: virus Lassa 

LATV: virus Latino 

LCMV: virus de la coriomeningitis linfocitaria 

LD: dominios tardíos 

m.i.: multiplicidad de infección 

mAc: anticuerpo monoclonal 

MACV: virus Machupo 

MEM: medio mínimo esencial Eagle 

min: minutos 

MM: medio de mantenimiento 

MOBV: virus Mobala 

MOPV: virus Mopeia 

MP: medio de plaqueo 

MPA: ácido micofenólico 

MTT: 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil bromuro de tetrazolio 

MV: virus Sarampión 

NCI: National Cancer Institute 

NM: Nuevo Mundo 

NP: nucleoproteína viral 

N-terminal: extremo amino terminal 

OLVV: virus Oliveros 

p.i.: post-infección 

P: residuo prolina 

PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida 
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PARV: virus Paraná 

PBS: buffer fosfato salino 

PICV: virus Pichindé 

PIRV: virus Pirital 

PM: peso molecular 

PML: proteína oncogénica de leucemia promielocítica 

PMSF: fenilmetanosulfonil fluoruro 

PPO: 2.5-difeniloxazol 

PRH: proteína de homeodominios ricos en prolina 

PV: virus Polio 

PVDF: fluoruro de polivinilideno 

RIB: ribavirina 

RIG-1: proteína del gen inducible por ácido retinoico 

RIPA: ensayo de radioinmunoprecipitación 

RNA: ácido ribonucleico 

RNP: ribonucleoproteína 

SABV: virus Sabiá 

SDS: dodecil sulfato de sodio 

seg: segundo 

SFB: suero fetal bovino 

SSP: péptido señal estable 

ST: suero de ternera 

TAMV: virus Tamiami 

TCRV: virus Tacaribe 

TfR1: receptor 1 de transferrina 

UFP: unidades formadoras de placa 

VLP: partícula tipo viral o similar a virus 

VM: Viejo Mundo 

VSV: virus de la estomatitis vesicular bovina 

WWAV: virus Whitewater Arroyo 

Z: proteína viral de matriz 
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I 1. Las fiebres hemorrágicas y los arenavirus 

 

Las fiebres hemorrágicas virales (FH) son zoonosis capaces de causar brotes 

locales dramáticos y devastadores en el hombre. Los agentes etiológicos son cuatro 

tipos de virus con genoma de RNA muy diferentes clasificados en las familias 

Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae y Flaviviridae. Estos virus pueden, a menudo, 

producir una infección subclínica o un leve síndrome febril, pero las formas más 

severas de enfermedades hemorrágicas están asociadas con morbilidad y mortalidad 

extremadamente altas. 

A pesar de esta amenaza para la salud humana y aunque distintos tipos de 

compuestos se evaluaron para la inhibición de agentes causantes de FH (Sidwell & 

Smee, 2003; Damonte et al., 2004; Tseng 2005, Leyssen et al., 2008), no se dispone 

actualmente de una quimioterapia específica y segura. 

Arenaviridae es la familia que contiene el mayor número de virus que causan 

FH. Los arenavirus Lassa (LASV), Junín (JUNV), Machupo (MACV), Guanarito 

(GTOV) y Sabiá (SABV), son los agentes mejor conocidos causantes de FH en África 

Occidental, Argentina, Bolivia, Venezuela y Brasil, respectivamente, mientras que 

Chapare (CHPV) (Delgado et al., 2008) y el virus Lujo (Briese et al., 2009) son 

recientes aislamientos de casos graves en Bolivia y Sudáfrica, respectivamente, de los 

cuales CHPV fue clasificado por el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) 

como una nueva especie de la familia (Salvato et al., 2010). El patógeno más 

importante de los arenavirus es LASV que infecta a más de 300.000 personas por año 

en áreas endémicas provocando la muerte de varios miles (McCormick & Fisher-Hoch, 

2002). 

 

I 2. El impacto de los arenavirus como agentes emergentes 

 

Los arenavirus están incluidos en un género único, Arenavirus, integrado 

actualmente por 23 especies reconocidas por el ICTV que se clasifican en dos grupos 

distintos: el Nuevo Mundo (NM) o complejo Tacaribe, que comprende dieciocho 

especies de virus nativos de América, y el Viejo Mundo (VM) o complejo Lassa-

coriomeningitis linfocítica, que incluye cuatro virus de África y el virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV) de distribución mundial (Salvato et al., 2010) (Figura 

I 1). Esta clasificación se basó inicialmente en la región geográfica de aislamiento y la 

reactividad cruzada serológica entre especies de virus (Howard, 1993).  
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Con la única excepción del virus Tacaribe (TCRV) que infecta a los 

murciélagos, un reducido número de especies estrechamente relacionadas de 

roedores son los hospedadores naturales de cada arenavirus, estableciéndose una 

infección persistente sin enfermedad manifiesta en su hospedador (Salazar-Bravo  et 

al., 2002). Consecuentemente, la distribución regional de los virus se limita a las zonas 

que están pobladas por sus reservorios. LCMV, la especie prototipo de la familia, es el 

único con amplio rango geográfico ya que el hospedador natural es el ratón doméstico 

Mus musculus/Mus domesticus, distribuido en los cinco continentes (Figura I 1). 

 

 
Figura I 1:  Distribución geográfica de los arenavirus.  Los puntos indican la localización geográfica de cada 
virus, excepto para LCMV (con distribución mundial) y para el virus Dandenong, cuyo reservorio y origen 
geográfico permanecen desconocidos (?).● arenavirus del Viejo Mundo; ● arenavirus del Nuevo Mundo; ● 
nuevas especies tentativas; los nombres de los virus causantes de FH están en violeta. Acrónimos de especies 
reconocidas por el ICTV al presente: ALLV: virus Allpahuayo; AMAV: virus Amaparí; BCNV: virus Bear Canyon; 
CHPV: virus Chapare; CPXV: virus Cupixi, FLEV: virus Flexal; GTOV: virus Guanarito; IPPYV: virus Ippy; JUNV: 
virus Junín; LASV: virus Lassa; LATV: virus Latino; MACV: virus Machupo; MOBV: virus Mobala; MOPV: virus 
Mopeia; OLVV: virus Oliveros; PARV: virus Paraná; PICV: virus Pichindé; PIRV: virus Pirital; SABV: virus Sabiá; 
TAMV: virus Tamiami; TCRV: virus Tacaribe; WWAV: virus Whitewater Arroyo. (García et al., 2011). 

 

Los análisis filogenéticos más recientes de datos de secuencias de genomas 

apoyaron la división VM-NM y también permitieron la clasificación de ambos conjuntos 

en linajes o clados. El complejo VM consiste en un linaje único formado por LCMV y 

los virus africanos LASV, Mopeia (MOPV), Mobala (MOBV) e Ippy (IPPYV).  En el 

complejo NM, quince virus sudamericanos fueron agrupados en tres linajes 

designados como A, B y C (Bowen et al., 1996; Charrel et al., 2008; Salvato et al., 

2010).  Los arenavirus causantes de FH en Sudamérica JUNV, MACV, GTOV, SABV y 
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CHPV están incluidos en el linaje B junto con los no patogénicos TCRV, Amapari 

(AMAV) y Cupixi (CPXV). El linaje A contiene los virus Allpahuayo (ALLV), Flexal 

(FLEV), Paraná (PARV), Pichindé (PICV) y Pirital (PIRV) y el clado C está formado por 

Latino (LATV) y Oliveros (OLVV). Finalmente, los arenavirus norteamericanos Bear 

Canyon (BCNV), Tamiami (TAMV) y Whitewater Arroyo (WWAV) están distinguidos de 

los arenavirus sudamericanos en un linaje separado incluido en el clado A, llamado 

A/Rec, debido a la naturaleza del segmento S del genoma de RNA de estos virus, el 

cual aparentemente, derivó de una recombinación intrasegmental (Charrel et al., 2002; 

Archer & Rico-Hesse, 2002). 

Debido a su capacidad de establecer infecciones virémicas crónicas en 

determinados roedores hospedadores, los arenavirus son agentes típicos de 

enfermedades endémicas emergentes. De hecho, ha ocurrido un aumento de la 

emergencia de nuevos arenavirus en los últimos años, ya sea porque los seres 

humanos se infectan accidentalmente causando una enfermedad alarmante o como 

resultado de un estudio sistemático de la presencia del virus, del genoma del virus o 

de anticuerpos en roedores nativos. Así, se propusieron once nuevos aislamientos a 

partir de humanos y roedores en América, África y Australia para ser considerados 

como integrantes de la familia (Figura I 1) (Lecompte et al., 2007; Vieth et al., 2007; 

Cajimat et al., 2007, 2008; Milazzo et al., 2008; Palacios et al., 2008, 2010; Briese et 

al., 2009; Günther et al., 2009; Charrel & de Lamballerie, 2010).  El virus Lujo produjo 

FH severa (Briese et al., 2009) en tanto el virus Dandenong resultó letal para pacientes 

inmunocomprometidos (Palacios et al., 2008; Charrel & de Lamballerie, 2010). Aunque 

el estado taxonómico preciso de estos virus todavía debe ser abordado, es esperable 

que el número de miembros de Arenaviridae crezca en la medida que se produzcan 

nuevos contactos humanos con los reservorios, se produzcan mejoras en los estudios 

epidemiológicos o se desarrollen nuevas herramientas para el descubrimiento de 

patógenos.  Sobre la base de aparición de nuevas especies, se estima que un nuevo 

arenavirus podría emerger cada tres años en promedio, una predicción que parecería 

ser superada en los últimos años. 

Además del alto riesgo para el humano de adquirir una infección severa por 

arenavirus en las regiones endémicas, el aumento de los viajes aéreos internacionales 

ha contribuido al transporte de LASV desde su nicho en África occidental a otras áreas 

geográficas, generando un peligro para la población local. Hasta el momento, 27 casos 

importados de fiebre de Lassa se registraron en Europa, Estados Unidos, Israel y 
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Japón (Drosten et al., 2003; Macher & Wolfe, 2006; Kitching et al., 2009; Atkin et al., 

2009). 

 

I 3. Importancia clínica de los arenavirus 

 

Desde que se reconocieron como arenavirus causantes de FH en humanos, 

SABV, MACV y GTOV produjeron casos muy esporádicos en sus regiones endémicas, 

a diferencia de JUNV y LASV que generan periódicos brotes anuales de la 

enfermedad y representan la principal amenaza para la salud. 

La fiebre de Lassa es una amenaza siempre presente y cada vez más probable 

para grandes comunidades de África, representando una de las enfermedades 

tropicales más postergadas y dañinas. La mayor incidencia se reporta en Sierra 

Leona, Guinea, Liberia y Nigeria, debido a la presencia del reservorio, la rata 

Mastomys natalensis (Lecompte et al., 2006), con reportes de 20-30% de la población 

adulta infectada con LASV (Richmond & Baglole, 2003). La ruta más importante de 

transmisión humana es a través del contacto con excreciones de roedores infectados, 

pero además LASV es el único arenavirus para el que se ha reportado transmisión de 

persona a persona intrafamiliar o intrahospitalaria frecuente (McCormick et al., 2002; 

Kernéis et al., 2009). Alrededor del 80% de las infecciones humanas son 

asintomáticas, los casos clínicos de fiebre de Lassa son difíciles de diagnosticar 

porque los síntomas y signos son indistinguibles de los de otras enfermedades 

febriles. El período de incubación es de 7-21 días, seguido de fiebre, malestar general, 

dolor de garganta, dolores musculares, y progresando a las manifestaciones 

gastrointestinales, conjuntivitis, dolor fuerte en el pecho y dolor abdominal (McCormick 

et al., 2002; Richmond & Baglole, 2003). Los pacientes con un desenlace fatal tienen 

carga viral muy alta desde las etapas iniciales de la enfermedad y no pueden limitar la 

propagación del virus, debido a una marcada inmunosupresión y a la falta de una 

respuesta inmune adaptativa, manteniendo una viremia alta no controlada a través de 

todo el período de la enfermedad. La tasa de letalidad es del 1%, pero se estima en 

20-30% de los pacientes hospitalizados, y la sordera neurosensorial es la secuela 

crónica mayor en los pacientes recuperados (Cummins et al., 1990). 

JUNV es el agente causante de la FH argentina en la región agrícola de la 

pampa húmeda. La exposición de los humanos ocurre a través de lesiones en la piel o 

por inhalación de aerosoles contaminados con secreciones de su principal reservorio, 

el roedor Calomys musculinus, en coincidencia con el momento de las cosechas (abril 
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a julio), típicamente como una enfermedad estacional y ocupacional. En general, la 

incidencia y severidad de las infecciones humanas con JUNV son significativamente 

menores en comparación con LASV, con 100-1000 casos notificados por año y una 

tasa de caso-fatalidad de alrededor del 15% en ausencia de tratamiento (Enría et al., 

2008). Luego de 1-2 semanas de incubación, se manifiestan síntomas iniciales 

inespecíficos, con fiebre, dolor muscular, astenia, inflamación de ganglios linfáticos, 

petequias cutáneas y dolor retroocular. Más del 80% de los pacientes mejora durante 

la segunda semana de la enfermedad, manteniendo una respuesta inmune humoral 

detectable con eliminación viral, mientras que el resto son propensos a empeorar 

presentando graves manifestaciones hemorrágicas o neurológicas, shock e 

infecciones bacterianas (Enría et al., 2008). 

Además de los virus causantes de FH, el arenavirus prototipo LCMV también 

puede infectar a los humanos, resultando generalmente en una forma asintomática o 

una enfermedad transitoria suave. Sin embargo, LCMV también ha sido involucrado 

como agente etiológico de meningitis aséptica en humanos.  En particular, la infección 

humana por LCMV es de considerable interés en pediatría en los casos de infección 

congénita, cuando la transmisión vertical de humano a humano puede causar la 

muerte o secuelas neurológicas y retraso mental (Barton & Mets,  2001; Jameison et 

al., 2006).  La infección horizontal de humano a humano sólo se ha documentado en 

algunas circunstancias excepcionales en las que LCMV fue adquirido a través del 

trasplante de tejidos infectados con resultados fatales, lo que representa un nuevo 

riesgo potencial para los pacientes inmunocomprometidos (Fisher et al., 2006). 

 

I 4. Control de la enfermedad: prevención y tratamiento 

 

Como en la mayoría de las infecciones virales, la vacunación es el método de 

elección para la prevención de las FH por arenavirus. El desarrollo de vacunas contra 

LASV y JUNV se intentó durante los últimos 40 años empleando diversos enfoques. 

Se ha logrado una vacuna viva atenuada efectiva contra JUNV llamada Candid 1, a 

través de un esfuerzo de cooperación internacional. La vacunación de la población de 

riesgo con Candid 1, que se inició en Argentina en 1991, mostró una eficacia 

protectora superior o igual a 84% y ha dado lugar a una reducción constante de la FH 

argentina en los últimos años (Maiztegui et al., 1998; Enría & Barrera Oro, 2002). Para 

LASV, la situación parece ser más compleja, quizá debido a la diferente contribución 

en la respuesta de anticuerpos y de células T para controlar la infección por arenavirus 
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de NM y VM. Los proyectos en curso más recientes incluyen vacunas recombinantes 

competentes en replicación que expresan las glicoproteínas de LASV basadas en 

diferentes vectores virales como el virus de la estomatitis vesicular (Geisbert et al., 

2005), MOPV (Lukashevich et al., 2008) y la cepa 17D de fiebre amarilla (Bredenbeeck 

et al., 2006). Estas tres vacunas recombinantes produjeron respuesta protectora en 

modelos animales, pero hasta la fecha no ha tenido lugar ningún ensayo en seres 

humanos. 

La terapia actual contra las infecciones de arenavirus incluye el tratamiento con 

ribavirina (RIB), un análogo de guanosina que afecta la síntesis de RNA y presenta 

amplio espectro de actividad antiviral contra virus con genoma de RNA, y la 

administración pasiva de suero de convaleciente con alto título de anticuerpos 

específicos. Para LASV, el tratamiento recomendado es la administración intravenosa 

de RIB en los primeros 6 días de la enfermedad (McCormick et al., 1986). Sin 

embargo, el medicamento no es eficaz para el tratamiento de infecciones avanzadas 

de LASV y también pierde eficacia si se administra por vía oral; también se 

recomienda como agente profiláctico en casos de posible exposición a LASV, pero su 

utilidad no ha sido sistemáticamente estudiada (Crowcroft et al., 2002; Haas et al., 

2003; Bossi et al., 2004). Además, el tratamiento con RIB puede producir reacciones 

secundarias indeseables como la trombocitosis y anemia hemolítica y su uso está 

restringido en mujeres embarazadas debido a la sospecha de su potencial 

teratogénico (McCormick et al., 1986; Fisher-Hoch et al., 1992; Enría & Maiztegui, 

1994).  

La evaluación clínica de RIB en pacientes con FH argentina demostró que la 

droga posee efecto antiviral pero no mostró eficacia en la disminución de la mortalidad 

(Enría & Maiztegui, 1994). La transfusión de plasma inmune de convaleciente con 

dosis definidas de anticuerpos neutralizantes contra JUNV es la intervención 

terapéutica actual contra esta FH, eficaz para atenuar la enfermedad y reducir la 

mortalidad a menos del 1% (Enría et al., 2008). Sin embargo, muchas consideraciones 

argumentan la necesidad de tratamientos alternativos: i) la terapia de plasma no es tan 

eficiente cuando se inicia después de 8 días de la enfermedad, ii) se desarrolla un 

síndrome neurológico tardío en un 10% de los pacientes tratados con plasma, iii) 

problemas en el mantenimiento de existencias suficientes de plasma; iv) el riesgo de 

enfermedades transmitidas por transfusión. Por el contrario, el plasma inmune no 

mejoró la recuperación de la fiebre de Lassa (McCormick et al., 1986). Los bajos 

títulos de anticuerpos neutralizantes en el plasma de convaleciente humano en la 
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fiebre de Lassa pueden ser responsables del fracaso de la terapia con plasma inmune 

contra este virus. 

Ante este cuadro de situación, resulta evidente que el hallazgo de drogas 

antivirales efectivas para el tratamiento de la infección por arenavirus continúa siendo 

una demanda en la actualidad. 

 

I 5. El virión y el ciclo de multiplicación viral 

 

El conocimiento de la estructura del virión y del ciclo de multiplicación viral es 

esencial para elucidar blancos potenciales para la terapia antiviral. 

Los viriones son partículas pleomórficas con un diámetro promedio de 90-110 

nm, compuestos por dos nucleocápsides helicoidales dentro de una envoltura lipídica. 

Un número variable de ribosomas celulares, que no se requieren para la multiplicación 

del virus, también se encuentran en el interior de la partícula y a partir de esta peculiar 

estructura granular se originó el nombre de la familia (arenosus, del latín arena) 

(Figura I 2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura I 2:  Izquierda: Representación de la estructura de una partícula viral.  (Rodas, J., & Salvato, M. 2006). 
Derecha: Microscopía electrónica de una partícula viral del virus Lassa  (Morrison et al., 1991) 

 

El genoma se compone de dos moléculas de cadena simple de RNA 

denominadas L, del inglés large (grande, promedio de 7,1 kb) y S, del inglés small 

(pequeño, promedio de 3,4 kb), ambas con una estrategia de codificación ambisentido 

que consiste en dos genes de polaridad opuesta, separados por una región intergénica 

(IGR)  no codificante en forma de horquilla (Figura I 3).  
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Figura I 3:  Organización genómica de los fragmentos  L y S  del RNA de los arenavirus ( de la Torre, 2009).  

 

La relación entre los segmentos S y L encontrada en las partículas virales no 

es equimolecular, ya que el segmento S se encuentra en mayor proporción que L 

(Romanowski & Bishop, 1983, Southern et al., 1987). El segmento S codifica para la 

proteína de la nucleocápside (NP) en el extremo 3´ en sentido complementario al 

genoma y el precursor de las glicoproteínas (GPC) en el extremo 5´ en el sentido del 

genoma. GPC sufre un clivaje después de la traducción para generar los componentes 

del complejo de glicoproteínas (GP) en la envoltura: un péptido señal estable (SSP), la 

glicoproteína externa GP1 y la GP2 de transmembrana. Del mismo modo, el segmento 

L codifica para la RNA polimerasa dependiente de RNA (L) en el sentido del genoma 

complementario, y una pequeña proteína de matriz con un motivo zinc-finger  (Z) en 

sentido contrario. 

En la Figura I 4 se muestra un esquema general del ciclo de multiplicación de 

los arenavirus. GP1 es la proteína de unión del virus que media la interacción con los 

receptores de la célula hospedadora para la adsorción inicial. Dentro de Arenaviridae 

el α-distroglicano (α-DG) es el receptor celular para los virus del VM LCMV, LASV, 

MOPV y MOBV, así como para los del clado C del NM LATV y OLVV (Cao et al., 1998; 

Spiropoulou et al., 2002; Kunz et al., 2005). Otra molécula, el receptor 1 de transferrina 

(TfR1), fue identificada recientemente como el receptor para los virus causantes de FH 

del clado B del NM JUNV, MACV, GTOV y SABV (Radoshitzky et al., 2007; Abraham 

et al., 2010). Por el contrario, los virus no patogénicos del clado B AMPV y TCRV 

pueden entrar en las células de una manera independiente de TfR1 y su receptor aún 

no ha sido identificado (Flanagan et al., 2008). El arenavirus de América del Norte 

WWAV infecta células también de forma independiente a α-DG y TfR1 (Reignier et al., 

2008), revelando un complejo patrón de uso del receptor dentro del complejo NM con 

una posible relación entre el uso de los receptores y la capacidad patogénica (Rojek & 

Kunz, 2008). 

GPC 
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Luego de la unión a las células, los arenavirus son internalizados por 

endocitosis en las vesículas de bajo pH, donde se desencadena la fusión entre la 

envoltura viral y la membrana del endosoma después de una alteración 

conformacional que expone un péptido fusogénico presente en la GP2 (Castilla et al., 

1994; Di Simone et al., 1994; York & Nunberg, 2006). Como ocurrió con el uso de los 

receptores, los arenavirus del VM y NM también difieren en la vía endocítica de 

penetración: JUNV entraría por una endocitosis clásica mediada por clatrina y 

dependiente de una red de actina intacta, mientras que LCMV y LASV entrarían en las 

células predominantemente a través de una ruta inusual independiente de clatrina, 

caveolina, dinamina o actina (Martínez et al., 2007, 2008; Rojek et al., 2008a, 2008b, 

Rojek & Kunz, 2008; Quirin et al., 2008). 

 

 
 

Figura I 4:  Esquema del ciclo de multiplicación de los arenavirus  (García et al., 2011). 

 

Luego de la fusión, las ribonucleoproteínas (RNP) son liberadas en el 

citoplasma y la polimerasa L asociada a RNA comienza la biosíntesis de 

macromoléculas.  La transcripción de los mRNA para NP y L a partir de los segmentos 

S y L, respectivamente, ocurre en el citoplasma celular y es el primer evento de 

síntesis (Figura I 4). Estos RNA mensajeros contienen cap pero no son poliadenilados 

(Singh et al., 1987; Southern et al., 1987). La región intergénica no codificante posee 

la capacidad de formar un plegamiento estable en forma de horquilla debido a la 

presencia de secuencias complementarias conservadas a través de la evolución de 

esta familia, sirviendo las mismas como señal de terminación de la transcripción o, 
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como se sugirió por algunos autores, en la encapsidación del genoma viral (Auperin et 

al., 1984, Tortorici et al., 2001a; López & Franze-Fernández, 2007, Pinschewer et al., 

2003a, 2005). Luego de que se ha producido la síntesis de NP, podría producirse la                            

replicación con la síntesis de la cadena completa del RNA antigenómico. Este 

antigenoma sirve tanto como intermediario de replicación en la síntesis del genoma de 

RNA completo y como molde para la transcripción de los mRNAs subgenómicos de S 

y L, correspondientes a GPC y Z, respectivamente. Aunque los dos fragmentos del 

genoma contienen secuencias en sentido positivo en sus regiones 5', aún no existen 

evidencias de que puedan ser directamente traducidas a GPC y Z respectivamente (de 

la Torre, 2005) y, por tanto, los arenavirus se comportan en este punto como un 

verdadero virus de cadena negativa con la transcripción como el primer evento de 

biosíntesis luego del desnudamiento. 

Los arenavirus poseen una secuencia nucleotídica conservada en los extremos 

3´ de los segmentos genómicos L y S y sus secuencias inversas complementarias se 

encuentran en los extremos 5´ de ambos segmentos genómicos produciendo 

estructuras secundarias de dúplex intra o inter segmentos con circularización del 

genoma, observadas por microscopía electrónica (Young & Howard, 1983; Meyer et 

al., 2002). 

Finalmente, la formación y liberación de los viriones de la progenie involucra el 

transporte intracelular y el ensamblaje de las RNP con el complejo glicoproteico (GP) 

inserto en la superficie celular. Este proceso morfogenético requiere del correcto 

procesamiento de GPC para generar viriones infectivos (Beyer et al., 2003; Kunz et al., 

2003; York et al., 2004) y la participación de Z como proteína de matriz que interactúa 

con proteínas virales y proteínas celulares específicas para promover la brotación del 

virus a través de la membrana plasmática (Strecker et al., 2003; Urata et al., 2006; 

Capul et al., 2007). 

 

I 6. Las proteínas virales 

 

Las glicoproteínas de los arenavirus son sintetizadas como un precursor GPC 

(75 kDa) que es procesado postraduccionalmente para generar los tres componentes 

que, asociados de manera no covalente, forman el complejo GP maduro: un péptido 

señal (SSP, 58 aminoácidos), GP1 (40-46 kDa) y GP2 (35 kDa) (Buchmeier et al., 

2002, 2007) (Figura I 5). El SSP de los arenavirus es el único que permanece 

establemente asociado con el complejo GP luego del clivaje por la peptidasa y juega 
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un rol crucial para el tráfico de complejo GP a través de la vía secretoria (Eichler et al., 

2003, 2004a; York et al., 2004, Agnihothram et al., 2006). GP2 comparte 

características comunes con otras proteínas de fusión de transmembrana de varias 

familias de virus. Sus dominios ricos en residuos hidrofóbicos y polares (conocidos 

como repeticiones “hepad” cuando se configuran en α-hélices) en los extremos amino 

y carboxi-terminal serían los responsables de mediar el evento de fusión dependiente 

de pH (Gallaher et al., 2001, York et al., 2005) (Figura I 5). Además, esta proteína 

presenta un dominio zinc-finger conformado por una serie de siete residuos de 

cisteínas y una histidina (CCCHCCC) en su dominio citoplasmático, que es esencial 

para la incorporación del SSP en el complejo GP formando una “inter-subunidad” zinc-

finger al incorporar una cisteína presente en el SSP (York et al., 2007; Briknarová et 

al., 2011). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I 5:  Derecha: Esquema del complejo GP tripartito ; ecto: ectodominio, cyto: dominio citoplasmático.
(York et al., 2007). Izquierda: Representación esquemática de GP de JUNV. Se muestran las regiones con 
repeticiones “hepad” en gris. Los aminoácidos son numerados desde la metionina inicial, y se muestran los 
potenciales sitios de glicosilación (Y) y los residuos de cisteína (I). Se indican el sitio de procesamiento por la 
enzima SKI-1/S1P y las resultantes subunidades SSP, GP1 y GP2. N: extremo amino terminal, C: extremo 
carboxi terminal, TM: transmembrana, cyto: citoplásmico (York et al., 2005).  

 

El procesamiento de GPC ocurre tardíamente en la vía secretora y requiere de 

previa glicosilación y de la integridad del dominio citoplasmático de GP2 (Kunz et al., 

2003, Burns & Buchmeier, 1993). La proteasa responsable del primer evento de 

procesamiento aún no ha sido identificada. El segundo evento ocurre mediante el 

reconocimiento de la secuencia consenso R-(R/K/H)-L-(A/L/S/T/F)265 por una proteasa 

subtilasa celular SKI-1/S1P. Esta observación se determinó primeramente para los 

arenavirus del VM LCMV y LASV (Beyer et al., 2003; Kunz et al., 2003; Pinschewer et 

al., 2003b) y luego se extendió a los arenavirus del NM causantes de FH GTOV, 

MACV y JUNV (Rojek et al., 2008c). Se demostró que el procesamiento no es 

requerido para la expresión de las glicoproteínas en la membrana celular pero es 

esencial para la incorporación de las mismas a los viriones y la producción de 

partículas virales infectivas (Kunz et al., 2003). Tanto la presencia del SSP como el 
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procesamiento, son necesarios para la fusión de la envoltura viral y membrana 

endosomal mediada por GP2 (York et al., 2004). 

La nucleoproteína NP (60-68 kDa) es la proteína estructural más abundante de 

los arenavirus en las partículas virales y en las células infectadas. Se encuentra 

asociada al RNA del virión y junto con L forman la nucleocápside o ribonucleoproteína 

viral. Posee alto grado de conservación tanto de secuencias como de motivos 

estructurales y su función principal sería la protección del RNA dentro de la célula 

infectada además de participar de manera esencial en la transcripción y replicación del 

genoma junto con la polimerasa viral (Lee et al., 2000; Buchmeier et al., 2007). 

Mediante el análisis bioinformático de las secuencias aminoacídicas de NP de 

diferentes arenavirus y mediante ensayos de unión a metales, se ha determinado la 

presencia de un dominio de unión a zinc, ubicado en su extremo carboxi-terminal del 

tipo CHCC, el cual estaría involucrado en su unión al RNA viral (Parisi et al., 1996, 

Tortorici et al., 2001b) (Figura I 6). En las células infectadas, NP se localiza 

exclusivamente en el citoplasma, pero se han evidenciado acumulaciones de un 

fragmento de degradación de 28 kDa en el núcleo de células infectadas con PICV 

(Young et al., 1987).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I 6:  Representación esquemática de la secuencia de la NP de JUNV. Los aminoácidos son numerados 
desde la metionina inicial. Los residuos de cisteína (C) e histidina (H) forman el dominio zinc-finger (Tortoricci et 
al., 2001b). 

 

La proteína L (180-250 kDa) es una RNA polimerasa dependiente de RNA 

(Salvato et al., 1989; Lukashevich et al., 1997). Posee motivos conservados en todas 

las polimerasas de otros virus con genoma de RNA de polaridad negativa (dominio III, 

motivos B y E), así como regiones conservadas (dominios I y II) que han sido 

encontradas sólo en las polimerasas de los arenavirus y los bunyavirus (Poch et al., 

1989; Tordo et al., 1992). Se ha identificado una región adicional conservada 

solamente entre las proteínas L de los arenavirus (dominio IV) (Vieth et al., 2004). A 

excepción del dominio III, la probable RNA polimerasa, el análisis de las secuencias no 

sugiere ninguna función biológica para los otros dominios conservados (Figura I 7).  

1 

Dominio zinc- finger 

564 1 
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Figura I 7:  Representación esquemática de la secuencia de la proteína L de TCRV. Se indican los dominios 
conservados I a IV y los motivos B y E dentro del dominio III. (Wilda et al., 2008). 

 

La proteína Z es una pequeña proteína estructural del virión (11 kDa) (Salvato 

et al., 1992) (Figura I 8), que contiene un importante motivo RING-finger del tipo 

CCCHCCCC, altamente conservado en los arenavirus. La coordinación de zinc entre 

los residuos de cisteína e histidina es necesaria para mediar la asociación de Z con 

otras proteínas (Djavani et al., 1997). Z ha sido intensamente estudiada en el último 

tiempo debido a sus múltiples roles en el ciclo de multiplicación del virus, es 

actualmente considerada la contraparte funcional de las proteínas de matriz 

encontradas en otros virus envueltos con genoma de RNA de polaridad negativa 

(Perez et al., 2003). Las evidencias de esta función estructural fueron provistas en 

estudios que muestran que la proteína Z de LCMV y LASV está fuertemente asociada 

a la membrana y es suficiente, en ausencia de otras proteínas virales, para liberar 

partículas envueltas tipo virales o similares a virus (VLPs) (Perez et al., 2003; Strecker 

et al., 2003; Urata et al., 2006; Casabona et al, 2009; Schlie et al., 2010; Loureiro et 

al., 2011).  Así, se asume que Z es responsable de dirigir la brotación de los 

arenavirus a través del reclutamiento de la NP a los parches en las membranas 

celulares enriquecidos en GPs donde se lleva a cabo el ensamblaje del virus (Eichler 

et al., 2004b;  Shtanko et al., 2010). Z posee un sitio de miristilación conservado (G2) 

el cual sería necesario para su localización en la superficie interna de la membrana 

celular y la posterior brotación viral (Perez et al., 2004, Strecker et al., 2006) (Figura I 

8). Además, la proteína Z de los diferentes arenavirus posee en su extremo C-terminal 

motivos conservados de prolinas (PPxY y P(T/S)AP, donde x es cualquier aminoácido) 

denominados dominios tardíos (LD). Los LD encontrados en otras proteínas de matriz 

de virus con genoma de RNA de polaridad negativa y en la proteína Gag de los 

retrovirus son esenciales en el proceso de brotación del virus (Freed, 2002). Estos LD 

son altamente conservados y median la interacción con proteínas de la célula 

hospedadora, en particular, con miembros del sistema de transporte vacuolar secretor 

como Tumor susceptibility gene 101 (Tsg101) (Bieniasz et al., 2006; Urata et al., 

2006).  
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Figura I 8:  Representación esquemática de la secuencia de la proteína Z de LASV.  Los aminoácidos son 
numerados desde la metionina inicial. El residuo de glicina miristilado se resalta en la posición 2. Los residuos de 
cisteína (C) e histidina (H) forman el dominio RING-finger. N: amino terminal, C: carboxi terminal. (Strecker et al., 
2006). 

 

Por otra parte, estudios realizados con sistemas de genética reversa han 

mostrado que Z ejerce un efecto inhibitorio en manera dosis dependiente tanto sobre 

la transcripción como en la replicación del RNA viral (Cornu & de la Torre, 2001, 2002; 

López et al., 2001; Jácamo et al., 2003). A través de esta actividad inhibitoria, Z podría 

contribuir a la conocida capacidad limitada de replicación y las propiedades no 

citopáticas de muchos arenavirus. Otra característica sobresaliente de Z es su 

capacidad para interactuar con varias proteínas celulares, como la proteína 

oncogénica de leucemia promielocítica (PML), la proteína ribosomal P0, el factor de 

iniciación de la traducción en eucariotas 4E (eIF4E), la proteína de homeodominios 

ricos en prolina (PRH) (Borden et al., 1998a, 1998b; Campbell Dwyer et al., 2000; 

Djavani et al., 2005) y la proteína del gen inducible por ácido retinoico (RIG-I) (Fan et 

al., 2010). Debido a la interacción con eIF4E, se propuso que Z inhibiría la traducción 

dependiente de cap (Campbell Dwyer et al., 2000, Kentsis et al., 2001).  

 

I 7. Estrategias antivirales 

 

Como se ilustró anteriormente, la incidencia, la amenaza para la salud humana, 

el aumento de emergencia y la falta de control efectivo de la enfermedad por 

arenavirus revela la necesidad de agentes antivirales eficaces. Esta búsqueda se 

centra en enfoques basados en el ataque de blancos virales o celulares. 

 

I 7.1. Inhibidores dirigidos a blancos virales 

Glicoproteínas de la envoltura 

En los últimos años, varios proyectos han sido desarrollados para el hallazgo 

de nuevos agentes anti-arenavirus que tienen como blanco potencial a las GPs virales 

(Tabla I 2). GP1 y GP2 están involucradas en la entrada viral, que es el primer paso de 

Sitio de miristilación RING-finger Motivos tardíos
1 

40 

76 

80-83 93-96 
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la infección y un determinante crucial para el tropismo celular, rango de hospedadores 

y la patogénesis del virus. La entrada se ha convertido en un blanco antiviral muy 

atractivo para diferentes virus humanos, ya que representa una barrera para suprimir 

el principio de la infección.  

A través de ensayos de alto rendimiento (high-throughput screening, HTS), 

donde se probaron cientos de miles de moléculas, utilizando viriones infecciosos o 

pseudotipos lentivirales que expresaban GPs de arenavirus, se identificaron dos 

compuestos inhibidores denominados ST-193 y ST-294. ST-193, un derivado de 

benzimidazol, mostró potente actividad antiviral contra LASV in vitro y en modelos 

animales (Larson et al., 2008; Cashman et al., 2011) en tanto que ST-294 resultó un 

potente inhibidor in vitro de TCRV y los arenavirus del NM causantes de FH JUNV, 

MACV y GTOV y mostró también eficacia protectora contra TCRV en un modelo de 

infección en ratón lactante (Bolken et al., 2006). Estudios mecanísticos determinaron 

que tanto ST-294 como ST-193 interfirieron específicamente con la fusión de 

membranas mediante el bloqueo de la interacción de GP2 con SSP y por 

estabilización del complejo GP de prefusión en el ambiente ácido del endosoma (York 

et al., 2008). En otro HTS realizado con una colección de diversos compuestos 

heterocíclicos y péptido-miméticos combinados con ácido iminodiacético y pirrolidina 

frente a pseudotipos retrovirales que expresan las GPs de LASV, JUNV, GTOV y 

MACV se identificaron las moléculas designadas 8C1, 16G8 y 17C8 con potente 

actividad inhibitoria (Lee et al., 2008a; Whitby et al., 2009). La caracterización del 

mecanismo de acción reveló que 16G8 bloqueó eficazmente la fusión de membranas 

dependiente de pH mediada por GP2 sin afectar significativamente la expresión de los 

receptores en la superficie celular.  

Otro enfoque para bloquear la entrada viral consistió en la utilización de 

oligonucleótidos que obstruyan la unión de GP1 al receptor, debido a su carácter de 

molécula polianiónica. En este contexto, los polímeros anfipáticos de DNA (PAs) 

fueron evaluados in vitro con una serie de aislamientos de LCMV, demostrando ser 

potentes inhibidores en forma dependiente del tamaño e hidrofobicidad (Lee et al., 

2008a; Whitby et al., 2009).  Los PAs perturbaron la interacción entre la GP1 de LCMV 

y su receptor celular, el α-distroglicano, bloqueando la entrada y la propagación célula-

célula del virus. Sin embargo, por su gran peso molecular sólo podrían utilizarse como 

agentes profilácticos para prevenir la infección. 

Finalmente, un estudio reciente demostró la actividad de un anticuerpo 

monoclonal contra JUNV denominado F100G5 que se une al péptido de fusión 
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presente en GP2 cuando el complejo glicoproteico se encuentra alterado 

conformacionalmente por efecto del pH ácido y, a través de esta unión anticuerpo-

GP2, se impide la fusión de membranas viral y endosomal interfiriendo con la 

penetración (York et al., 2010). Aunque F100G5 no es un candidato inmediato para su 

uso terapéutico, las estructuras identificadas por el anticuerpo en el péptido de fusión 

de GP2 podrían servir también como blancos estratégicos para el desarrollo de 

pequeñas moléculas inhibidoras de la entrada del virus.  

 

La proteína Z 

Otro blanco antiviral estudiado en arenavirus es la proteína Z. Dado que la 

integridad de motivos conservados en Z mencionados anteriormente, como el sitio de 

miristilación, el dominio RING-finger y los LD, es necesaria para las funciones 

reguladoras y estructurales mediadas por Z (Strecker et al., 2003; Perez et al., 2003; 

Casabona et al., 2009; Volpon et al., 2010), esta proteína resulta un blanco muy 

promisorio para la quimioterapia contra los arenavirus. 

En la búsqueda de agentes dirigidos a la proteína Z, se evaluaron in vitro 

contra varios arenavirus una serie de compuestos con diversa estructura química, 

tales como compuestos azoicos, derivados de hidrazidas y disulfuros aromáticos y 

alifáticos. Estos compuestos habían sido reportados previamente como agentes 

antiretrovirales por su reactividad con los motivos zinc-finger de la proteína de la 

nucleocápside NCp7 del virus de inmunodeficiencia humana (HIV), causando la 

expulsión de zinc a partir de la proteína y la consecuente inhibición viral por la carencia 

de funcionalidad biológica de la proteína (Rice et al., 1996, 1997; Tummino et al., 

1997). Dentro de esta clase de compuestos analizados, el disulfuro aromático 

NSC20625 fue uno de los más activos inhibidores de los arenavirus, presentando una 

potente acción virucida que bloqueó la infectividad viral (García et al., 2000, 2002). 

Estudios posteriores mostraron que las partículas de LCMV y JUNV inactivadas por 

NSC20625 retenían las funciones biológicas de las GPs en cuanto a la unión y entrada 

del virus a la célula pero estaba impedido el desnudamiento viral, permaneciendo los 

viriones dentro de las vesículas endosomales (García et al., 2009). El perfil 

electroforético de Z en estas partículas inactivadas se vio alterado bajo condiciones no 

reductoras y el compuesto fue capaz de inducir la eyección del ión metálico a partir de 

una preparación purificada de la proteína Z recombinante de LCMV, con la 

consecuente pérdida de su estructura nativa y estabilidad, produciendo su 

oligomerización y dando como resultado agregados de alto peso molecular (García et 
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al., 2006). Además de NSC20625 y otros disulfuros, ciertos compuestos azoicos como 

la azodicarbonamida también mostraron acción inhibitoria contra JUNV aunque con 

menor efectividad (García et al., 2003a). 

Tabla I 1. Inhibidores dirigidos a componentes virales de arenavirus 
Blanco Agente Virus Referencia 

Glicoproteínas 
de la 
envoltura 

ST-193, ST-194 TCRV, JUNV, 
MACV, GTOV, 
LASV 

Bolken et al., 2006; 
Larson et al., 2008; 
Cashman et al., 2011; 
York et al., 2008 

Péptido-miméticos basados en 
pirrolidina y ácido iminodiacético 

LASV, JUNV, 
GTOV, MACV 

Lee et al., 2008a; Whitby 
et al., 2009 

Compuestos heterocíclicos LASV, JUNV, 
GTOV, MACV 

Lee et al., 2008a; Whitby 
et al., 2009 

Polímeros anfipáticos de DNA 
(PAs) 

LCMV Lee et al., 2008b 

mAb JUNV York et al., 2010 

Proteína Z Compuestos azoicos, derivados 
de hidrazida, disulfuros  

JUNV, TCRV, 
LCMV 

García et al., 2000, 
2002, 2003a,2006, 2009 

 siRNAs JUNV Artuso et al., 2009 

 ODN antisentido JUNV, PICV, 
TCRV, LCMV 

Neuman et al., 2011 

Otros blancos Dehidroepiandrosterona, 
epiandrosterona 

JUNV Acosta et al., 2008 

Brasinoesteroides JUNV Wachman et al., 2000; 
Castilla et al., 2005 

Azoles JUNV, TCRV Barradas et al., 2008 

Favipiravir JUNV, PICV, 
TCRV 

Gowen et al., 2007, 
2008; Mendenhall et al., 
2010, 2011 

Tiosemicarbazonas JUNV, TCRV García et al., 2003b 

siRNAs LASV Müller & Günther, 2007 

 

Otro abordaje experimental dirigido a la proteína Z consistió en el uso de 

pequeños RNA interferentes (siRNAs) para bloquear la expresión génica, lográndose 

una inhibición efectiva de la infección viral con un siRNA cuyo blanco fue la región 

abarcada por los nucleótidos 179-197 del gen z de JUNV (Artuso et al., 2009). Se ha 

ensayado también esta metodología probando secuencias conservadas de otros 

dominios del genoma de LASV, LCMV y MOPV (Müller & Günther, 2007), pero se 

requieren más estudios para determinar las perspectivas terapéuticas de la 

interferencia por RNA. Dentro de esta misma línea de inhibición de la expresión 

génica, recientemente se han desarrollado oligonucleótidos antisentido dirigidos contra 

distintas regiones del RNA viral, que incluyeron los extremos terminales y secuencias 

de los cuatro genes virales, con resultados promisorios aunque aún preliminares en 

cuanto a su actividad contra JUNV y LCMV (Neuman et al., 2011).  
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Otras drogas y estrategias 

Para la mayoría de los virus con genoma de RNA, la RNA polimerasa ha 

representado uno de los blancos preponderantes para la acción antiviral. En 

Arenaviridae la atención ha sido también enfocada en el bloqueo de la síntesis de RNA 

desde hace ya varios años, pero preferentemente se han ensayado agentes que 

actúan a través de la inhibición de enzimas o factores celulares requeridos para la 

síntesis de RNA en vez de atacar en forma específica a la enzima viral (ver más 

adelante) (Andrei & De Clercq, 1990, 1993). En la búsqueda de compuestos con un 

efecto más directo sobre la RNA polimerasa viral se han obtenido resultados muy 

interesantes con ciertos derivados de pirazina (Gowen et al., 2007). Entre estos 

agentes, el derivado llamado T-705, (6-fluoro-3-hidroxi-2-pyrazincarboxamida), 

conocido inicialmente por su acción inhibitoria in vitro e in vivo contra el virus influenza 

(Furuta et al., 2002; Takahashi et al., 2003; Sidwell et al., 2007), mostró actividad 

antiviral muy potente in vitro frente a JUNV, PICV y TCRV en ensayos de reducción 

del rendimiento viral (Gowen et al., 2007), así como efectividad in vivo contra la 

infección de hámsters con PICV (Gowen et al., 2008). Estudios sobre el mecanismo de 

acción de T-705, también conocido como favipiravir, mostraron que este compuesto es 

convertido a ribofuranosil-trifosfato por enzimas celulares, y este metabolito inhibe 

selectivamente a la RNA polimerasa dependiente de RNA de influenza sin provocar 

toxicidad a las células de mamífero ni inhibir la síntesis de DNA o RNA celular (Furuta 

et al., 2009). En forma similar, se demostró la inhibición específica de la 

replicación/transcripción viral por T-705 usando un sistema replicon de LCMV, 

sugiriendo que T-705 actuaría directamente sobre la RNA polimerasa dependiente de 

RNA (Mendenhall et al., 2010, 2011).  

Además de las estrategias que se centraron en GP, Z y el RNA viral, en los 

últimos años diferentes clases de agentes fueron evaluados por sus efectos 

inhibitorios sobre la replicación in vitro de arenavirus, mostrando efectos moderados y 

sin, al presente, una completa identificación del blanco antiviral (Tabla I 1). Las drogas 

estudiadas comprenden: brasinoesteroides sintéticos que afectaron la replicación del 

RNA viral y también mostraron actividad antiviral sobre eventos tardíos del ciclo 

replicativo de JUNV (Wachman et al., 2000; Castilla et al., 2005); 

dehidroepiandrosterona y epiandrosterona,  con acción inhibitoria parcial sobre la 

expresión de GP1 en la superficie de las células infectadas, efecto probablemente 

relacionado a la capacidad de las hormonas esteroideas de alterar la fluidez y la 

inserción de las glicoproteínas virales en la membrana celular (Acosta et al., 2008); 
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azoles obtenidos a partir de carbohidratos (Barradas et al., 2008), tiosemicarbazonas 

sintetizadas a partir de cetonas y terpenonas que afectan etapas tardías del ciclo viral 

(García et al., 2003b). 

 

I 7.2. Inhibidores dirigidos a blancos celulares 

 

Como una alternativa al enfoque tradicional para el desarrollo de agentes 

quimioterapéuticos, en los últimos años ha comenzado a surgir con fuerza la idea de 

utilizar factores celulares que participan en la infección viral como potenciales blancos 

antivirales. Las ventajas de este abordaje se basan fundamentalmente en la 

factibilidad de obtener drogas de amplio espectro activas contra distintos virus 

patógenos así como la posibilidad de evitar la aparición de la resistencia antiviral, uno 

de los problemas clave de la quimioterapia en la actualidad. En contraposición, esta 

estrategia antiviral puede resultar en mayor citotoxicidad respecto del uso de blancos 

específicos virales, pero a su vez permite el uso de drogas ya utilizadas con otros fines 

terapéuticos y de las que se conoce su perfil de seguridad.  

En distintos procesos de la infección con arenavirus, desde la adsorción y 

entrada hasta el ensamblaje y liberación de nuevas partículas virales, participan 

numerosos componentes celulares que representan nuevos puntos posibles de ataque 

para bloquear la infección viral, algunos de los cuales se detallan a continuación 

(Tabla I 2). 

Metabolismo de nucleósidos 

En el contexto de blancos celulares, uno de los aspectos más explorados hasta 

el presente está representado por las enzimas celulares que intervienen en los 

distintos caminos metabólicos relacionados a la síntesis del RNA celular. 

Precisamente la RIB (1-β-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida), el único antiviral 

en uso clínico para las FH arenavirales, es un ejemplo prototípico de esta clase de 

agentes. A pesar de que han sido propuestos múltiples mecanismos de acción para la 

acción antiviral de RIB contra distintos virus con genoma de RNA (Graci & Cameron, 

2006; Leyssen et al., 2008), el blanco principal que se propone sería la inhibición 

competitiva de inosina monofosfato deshidrogenada (IMPDH), enzima celular que 

convierte IMP a xantosina monofosfato, precursor en el camino biosintético de 

nucleótidos de guanosina (Streeter et al., 1973; Leyssen et al., 2005). El bloqueo de 

IMPDH por RIB-5’-monofosfato disminuiría el nivel de reserva intracelular de 

guanosina trifosfato (GTP) con la consiguiente reducción de la síntesis del RNA viral y 
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el rendimiento del virus, un efecto revertido por la adición exógena de guanosina. En el 

caso particular de los arenavirus está actualmente en discusión cúal es el real modo 

de acción de RIB, proponiéndose que además de inhibir la IMPDH podría actuar 

también sobre la polimerasa viral o por mutagénesis letal (Ruiz-Jarabo et al, 2003; 

Moreno et al., 2011; Ölschläger et al., 2011). Otros conocidos inhibidores de la IMPDH 

como el 5-etinil-1-β-D-ribofuranosilimidazol-4-carboxamida (EICAR) y el ácido 

micofenólico (MPA) fueron ensayados como antivirales en infecciones con arenavirus. 

EICAR mostró una potencia antiviral in vitro 10 a 100 veces mayor que RIB contra 

JUNV y TCRV (De Clerq et al., 1991) y fue capaz de inhibir la replicación de LASV in 

vitro al igual que el MPA (Ölschläger et al., 2011).  

Para superar los inconvenientes registrados por el tratamiento de humanos con 

RIB, se evaluaron contra diferentes arenavirus otros análogos relacionados inhibidores 

de la IMPDH como la ribamidina, tiazofurina y selenazofurina (Andrei & De Clercq, 

1990, 1993; Smee et al., 1993).  También se han evaluado análogos de citidina, 

dirigidos a la citosina trifofato sintetasa (CTP sintetasa); análogos de carbanucleósidos 

inhibidores de la orotidilico-monofosfato (OMP) descarboxilasa, que convierte OMP a 

UMP (uridina monofosfato), y análogos de adenosina, la mayoría de ellos actuando 

como inhibidores de S-adenosilhomocisteína (SAH) hidrolasa, enzima clave en la 

transmetilación para obtener el 5’ cap del mRNA (Andrei & De Clercq, 1990; Smee et 

al., 1992; Guillerm et al., 2003; Gowen et al., 2010). Estos inhibidores se han 

ensayado in vitro o in vivo, algunos de ellos, pero sin mostrar mayor efectividad que 

RIB.  

Maduración de proteínas 

Entre los eventos de maduración post-traduccional de proteínas virales 

llevados a cabo por componentes celulares y considerados como blancos antivirales, 

se destacan los estudios sobre potenciales inhibidores del clivaje proteolítico del 

precursor GPC efectuado por la proteasa celular S1P/SK1-1, ya sea a través de 

variantes de antitripsina recombinantes que portan los motivos reactivos con S1P/SK1-

1 (Maisa et al., 2009) o con péptido-miméticos del mismo motivo de reconocimiento  

(Rojek et al., 2010) que fueron efectivos frente a LASV y LCMV, respectivamente. Otro 

punto de ataque analizado ha sido la inhibición de la enzima celular N-

miristiltransferasa mediante inhibidores competitivos y no competitivos. Tanto el 

complejo GP como Z requieren miristilación para su funcionalidad biológica, por lo que 

los inhibidores enzimáticos afectaron la multiplicación de JUNV en condiciones no 

citotóxicas (Cordo et al., 1999).  
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Alteraciones en lípidos de membrana 

La composición lipídica de las membranas celulares, determinante de la fluidez 

y permeabilidad de las mismas, es otro factor celular influyente en la infección viral. 

Entre los agentes que alteran la bicapa lipídica y han sido probados como inhibidores 

virales cabe mencionar: ácidos grasos de cierta longitud de cadena carbonada (C10-

C18) que afectan las etapas tardías del ciclo de JUNV, resultando el ácido láurico 

(C12) el inhibidor más activo (Bartolotta et al., 2001); el anticuerpo monoclonal 

quimérico bavituximab reactivo con fosfolípidos aniónicos expuestos en células 

infectadas y viriones (Soares et al., 2008); y finalmente, un derivado de rodamina 

denominado LJ001 que se inserta en la membrana lipídica viral impidiendo la entrada 

y propagación infecciosa de una amplia variedad de virus con envoltura, incluído JUNV 

(Wolf et al., 2010). 

Tabla I 2. Inhibidores dirigidos a blancos celulares  
Blanco Agente Virus Referencia 

Metabolismo 
de 
nucleótidos 

RIB JUNV, LASV, 
LCMV , TCRV 

Andrei & De Clercq, 
1990; Ruiz-Jarabo et al, 
2003; Moreno et al., 
2011; Ölschläger et al., 
2011 

EICAR, MPA JUNV, LASV, 
TCRV 

De Clerq et al., 1991; 
Ölschläger et al., 2011 

Ribamidina, tiazofurina y 
selenazofurina 

JUNV, PICV, 
TCRV 

Andrei & De Clercq, 
1990, 1993; Smee et al., 
1993 

Inhibidores de OMP 
descarboxilasa y SAH hidrolasa  

JUNV, LCMV, 
PICV, TCRV 

Andrei & De Clercq, 
1990; Smee et al., 1992; 
Guillerm et al., 2003; 
Gowen et al., 2010 

Maduración 
de proteínas 

Variantes de α-1-antitripsina 
adaptadas a S1P/SK1-1 

LASV Maisa et al., 2009 

dec-RRLL-CMK LCMV Rojek et al., 2010 

Ácido DL-2-hidroximirístico y 
ácido 13-oxamirístico 

JUNV Cordo et al., 1999 

Alteraciones 
en lípidos de 
membrana 

Ácido láurico JUNV Bartolotta et al., 2001 

Bavituximab PICV Soares et al., 2008 

LJ001 JUNV Wolf et al., 2010 

Sistemas de 
transporte y 
señalización 
celular 

siRNAs contra Tsg101 LASV, LCMV  Perez et al., 2003; Urata 
et al., 2006 

Teterina LASV Sakuma et al., 2009; 
Radoshitzky et al., 2010 

Agentes que producen 
fosforilación / desfosforilación de 
proteínas celulares 

JUNV, PICV Bowick et al., 2007; Vela 
et al., 2008; Linero et al., 
2009 
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Sistemas de transporte y señalización celular 

El proceso de brotación viral utiliza numerosas proteínas celulares implicadas 

en el sistema de translocación vacuolar (Welsch et al., 2007). La proteína Tsg101 es 

un componente de la maquinaria celular de transporte vacuolar clase E de proteínas 

involucrado en la ruta de reciclaje y degradación de proteínas celulares. Se ha 

identificado a Tsg101 como necesaria para la brotación de los arenavirus mediante su 

silenciamiento empleando siRNAs (Perez et al., 2003, Urata et al., 2006). También se 

han identificado otros factores celulares que inhiben la replicación viral a través de 

interacciones con componentes virales, tal es el caso de la teterina (también conocida 

como BST2, CD317 o HM1.24), una proteína asociada a la membrana celular que se 

expresa constitutivamente o se induce por interferon, dependiendo del tipo celular. La 

sobreexpresión o el silenciamiento de teterina influyó en la liberación de VLPs 

inducidas por Z y de partículas infectivas de LASV (Sakuma et al., 2009; Radoshitzky 

et al., 2010). Varios virus tienen la propiedad de controlar distintas vías de señalización 

celular para afectar procesos celulares en beneficio de su propia multiplicación. En 

ensayos con PICV y JUNV se han podido determinar varios procesos de activación y 

estabilización de diferentes proteínas celulares mediante fosforilación (Bowick et al., 

2007; Vela et al., 2008; Linero et al., 2009). 

 

I 8. Las acridonas como antivirales 

 

Las acridonas son compuestos heterocíclicos que han concitado atención en 

los últimos años por sus propiedades biológicas antiproliferativas/anticancerígenas, 

antiparasitarias, antivirales y antimicóticas (Hedge et al., 2004; Belmont et al., 2007; 

Vispé et al., 2007; Kelly et al., 2007, 2009; Singh et al., 2009), en particular, las 

acridonas sintéticas no relacionadas a las naturales extraídas de plantas emergieron 

recientemente como compuestos bioactivos promisorios.  

En cuanto a las propiedades antivirales de esta clase de compuestos, varios 

estudios, algunos recientes, han mostrado la acción inhibitoria de derivados de 

acridonas tanto contra virus con genoma de DNA tales como virus herpes simplex y 

citomegalovirus (Lowden et al., 2003; Goodell et al., 2006), virus Epstein-Barr 

(Itoigawa et al., 2003) y adenovirus (Zarubaev et al., 2003), así como con virus con 

genoma de RNA, que incluyen HIV (Turpin et al., 1998; Fujiwara et al., 1999), virus de 

diarrea viral bovina (Tabarrini et al., 2006) y hepatitis C (HCV) (Manfroni et al., 2009; 

Stankiewicz-Drogon, 2010).  
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El blanco preciso y modo de acción antiviral de las acridonas no está 

claramente determinado al presente, aunque su acción predominante parece estar 

centrada alrededor de la síntesis de ácidos nucleicos. Se ha identificado en diversos 

derivados una actividad inhibitoria específica contra enzimas celulares, como la DNA 

topoisomerasa II (Goodell et al., 2006; Vispé et al., 2007) y la IMPDH (Watterson et al., 

2007), y enzimas virales, como la RNA helicasa y la RNA polimerasa (Stankiewicz-

Drogon, 2010), así como la capacidad de intercalarse en las moléculas de ácido 

nucleico, bloqueando el reconocimiento o asociación de enzimas con la molécula 

modificada (Adams, 2002). Por lo tanto, cabe la posibilidad de un efecto múltiple sobre 

varios blancos que posibilitarían una potente eficiencia en la inhibición viral, con menor 

factibilidad de generación de resistencia.  
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Objetivos generales 

 

Los objetivos generales de este trabajo están dirigidos a contribuir en el desarrollo de una 

terapia antiviral contra las fiebres hemorrágicas causadas por los arenavirus, mediante la 

identificación de un blanco de ataque común para todos los miembros de la familia. 

 

Objetivos específicos 

 

Los objetivos específicos de este trabajo se centran en el estudio de dos clases de 

inhibidores en la infección de arenavirus: I) tiosulfonas, disulfuros aromáticos y de tiuramo y 

II) acridonas N-alil sustituídas.  

 

I) En base a nuestra experiencia sobre la actividad antiviral de ciertos disulfuros como 

inhibidores de los arenavirus JUNV y LCMV debido a su reactividad con la proteína 

Z, nos propusimos extender el estudio a una nueva serie de disulfuros aromáticos y 

disulfuros de tiuramo con el fin de encontrar compuestos anti-arenavirus con mayor 

efectividad antiviral y/o virucida y analizar su modo de acción inhibitoria. 

II) En base a los estudios antivirales reportados para otros virus, nos propusimos 

caracterizar la acción antiviral contra arenavirus de nuevos derivados de acridonas 

N-alil sustituidas como potenciales inhibidores de la síntesis de RNA viral y su 

reactividad con blancos celulares y/o virales. 
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MM 1. Líneas celulares 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares: Vero, proveniente de riñón de 

mono verde africano adulto Cercopithecus aethiops (ATCC CCL 81); BHK-21, 

proveniente de riñón de hámster neonato (ATCC CRL8544); A549, proveniente de 

carcinoma pulmonar humano (ATCC CCL-185); C6/36, derivada de larvas del 

mosquito  Aedes albopictus, adaptada a crecer a 33 ºC (Instituto Nacional de 

Enfermedades Virales Humanas Dr. Julio Maiztegui, Pergamino, Argentina).  

Las células fueron subcultivadas semanalmente.  En el caso de Vero, las 

células fueron crecidas y mantenidas en botellas cerradas a 37 °C en estufa,  

utilizando medio mínimo esencial  Eagle (MEM) (Gibco BRL – Life Technologies, 

EE.UU.) suplementado con 5 % de suero de ternera (ST) (Gibco BRL – Life 

Technologies, EE.UU.) inactivado (56 ºC durante 30 min) y 50 µg/ml de gentamicina 

(Sigma-Aldrich, EE.UU.). Para el medio de mantenimiento (MM) la concentración de 

suero fue reducida a 1,5 %. Las células BHK-21 y A549 fueron crecidas en MEM, 

suplementado con 10% de ST, 50 µg/ml de gentamicina y 1,5 g/l de bicarbonato de 

sodio. Para el MM la concentración de suero fue reducida al 5 %. Las células C6/36 se 

crecieron en medio L-15 (Leibovitz) (Gibco BRL – Life Technologies, EE.UU.) 

suplementado con 0,3 % de caldo triptosa fosfato, 0,02 % de glutamina, 1 % de 

solución de aminoácidos no esenciales MEM (Gibco BRL – Life Technologies, 

EE.UU.), 5 % de suero fetal bovino (SFB) inactivado y 50 μg/ml de gentamicina, 

reduciendo la concentración de suero a 2% en el MM. 

Cuando los cultivos se realizaron en microplaca se crecieron y mantuvieron a 

37º C en estufa con 4% de CO2 y se suplementaron con 20 µM de buffer HEPES 

(Sigma-Aldrich, EE.UU.). 

El medio de plaqueo (MP) consistió en MEM en doble concentración 

suplementado con 4% de ST y 100 µg/ml de gentamicina, mezclado con volúmenes 

iguales de metilcelulosa 1,4 % (Sigma-Aldrich, EE.UU.).  

Para los experimentos con el minigenoma pS-CAT se utilizaron células CV1, de 

riñón de mono verde africano adulto (ATCC CCL 70), y BSR, un clon de BHK-21, las 

cuales fueron crecidas en medio mínimo esencial Dulbecco (D-MEM, Invitrogen – Life 

Technologies, EE.UU.) y medio mínimo esencial Glasgow (G-MEM, Invitrogen – Life 

Technologies, EE.UU.), respectivamente, suplementado con glutamina 2 mM, 10% 

SFB y penicilina 100 U/ml-estreptomicina 100 µg/ml (Invitrogen – Life Technologies, 

EE.UU.). 
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MM 2. Virus 

Se utilizaron las cepas de JUNV IV4454, naturalmente atenuada, (Contigiani et 

al., 1977) y XJCl3, derivada de la cepa patógena prototipo XJ (de Guerrero et al., 

1969; Ruggiero et al., 1969). 

Otros arenavirus ensayados fueron TCRV, cepa TRLV 11573 (Downs et al., 

1963) y LCMV, cepas WE y Armstrong (ARM).  

También se emplearon como controles no relacionados los virus herpes 

simplex tipo 1 (HSV-1) cepa KOS, Polio tipo 3 (PV) cepa Sabin, dengue serotipo 2 

(DENV-2) cepa NGC, Sarampión (MV) cepa vacunal y el virus de la estomatitis 

vesicular (VSV) cepa Indiana. 

Los stocks de trabajo de los arenavirus se prepararon en células Vero con una 

multiplicidad de infección (m.i) de 0,1 UFP/cél., a excepción de LCMV, que se propagó 

en células BHK-21. Se dejó adsorber el inóculo durante 1 h a 37 °C, luego se lo retiró y 

se cubrieron las células con MM. El sobrenadante de células infectadas con LCMV se 

cosechó al segundo y tercer día post infección (p.i.); para el resto de los arenavirus, el 

sobrenadante se cosechó al cuarto y quinto día p.i. Todos los stocks fueron 

almacenados a -70 ºC hasta su uso. El título de los stocks se determinó por formación 

de placas en células Vero y en todos los casos estuvo en el orden 106 -107 UFP/ml.  

Para HSV-1, PV, MV y VSV, los stocks se prepararon en células Vero, en tanto 

que DENV-2 se propagó en células C6/36, con una m.i que varió entre 0,1 y 0,01 

UFP/cél., y el tiempo elegido para recoger los sobrenadantes y/o el medio intracelular 

fue variable de acuerdo a las características de crecimiento de cada virus. Todos los 

virus se titularon por UFP en células Vero. 

  

MM 3. Compuestos 

Se utilizaron dos grupos de compuestos: 1) disulfuros y tiosulfonas conocidos 

por su reactividad contra motivos zinc-finger de la proteína de nucleocápside de HIV 

p7 (Figura MM 1); 2) derivados de acridonas N-sustituídas (Figura MM 2). 
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Disulfuros de tiuramo 
    

NSC1339 NSC5239 NSC14560 NSC27320 
    

NSC93057 NSC93058 NSC317926 NSC402561 

Disulfuros aromáticos carboxil/carboxamida-derivados 
   

 

NSC211 NSC4492 NSC38069  

Disulfuros aromáticos sulfonio-derivados 
   

 

NSC58950 NSC83217 NSC255289  

Disulfuros aromáticos sustituidos con grupos halógenos 
   

 

NSC238936 NSC314354   

Disulfuros aromáticos misceláneos 
   

 

NSC35825 NSC71033 NSC327174  
 

Tiosulfonas    
   

 

NSC76302 NSC112801 NSC342015  
 
 
Figura MM 1:  Estructura química de los disulfuros y tios ulfonas, reactivos con motivos Zn- fingers.  
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MM 3.1. Disulfuros y tiosulfonas 

Los compuestos fueron provistos por el National Cancer Institute (NCI), 

Frederick, MD, Estados Unidos, a través de un Acuerdo de Transferencia Tecnológica 

y se nombran de acuerdo al número de identificación del NCI. Comprenden tres 

estructuras básicas generales, disulfuros aromáticos, disulfuros de tiuramo y 

tiosulfonas, con diversos grupos sustituyentes (Figura MM 1). 

 

MM 3.2. Derivados de acridonas N-sustituídas 

Se ensayaron 4 series de derivados de acridonas N-sustituídas con diferentes 

grupos químicos, provistos por la Dra. Norma D’Accorso (CIHIDECAR-CONICET, 

Dpto. Química Orgánica, FCEN, UBA). Los compuestos se designaron con un número 

(correspondiente a cada serie) y una letra de acuerdo al tipo de sustituyente (Figura 

MM 2). 

 

 
 
Figura MM 2:  Estructura química de las acridonas.  

 

Se prepararon soluciones madres 100 mM de todos los compuestos de los 

grupos en dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y luego se  guardaron a -

70ºC hasta su uso. 

Se ensayaron también la ribavirina (RIB) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) como 

compuesto de referencia anti-arenavirus y el ácido micofenólico (MPA) (Sigma-Aldrich, 

EE.UU.) como control de inhibidor de IMPDH. 
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MM 4. Ensayo de citotoxicidad 

MM 4.1. Método del MTT 

Se utilizó el ensayo colorimétrico o técnica del MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-

difenil bromuro de tetrazolio) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) (Mosmann, 1983). Este 

compuesto es procesado por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa 

formando cristales de formazán (producto coloreado), en cantidad proporcional al 

número de células viables presentes en el cultivo. Para estudiar el efecto de los 

compuestos sobre células confluentes, las monocapas de células crecidas en 

microplacas de 96 cavidades (90% de confluencia) fueron tratadas con diluciones 

seriadas al medio de los compuestos, por triplicado durante 48 h a 37 ºC. Para evaluar 

el efecto de los compuestos sobre células en crecimiento, se sembraron las células en 

microplacas de 96 pocillos y se las incubó durante 2,5 h a 37 °C para permitir la 

adhesión de las mismas a la superficie y posteriormente se agregaron diluciones 

seriadas al medio de los compuestos, por triplicado y se incubaron durante 48 h a 37 

ºC. Transcurrido este tiempo, se agregaron 10 µl de una solución de MTT (5 mg/ml) en 

cada cavidad y se incubó a 37 ºC durante 2 h. Seguidamente, se descartaron los 

sobrenadantes y los cristales de formazán fueron disueltos en 200 µl de etanol 96°. Se 

determinó la densidad óptica, utilizando un lector de microplacas a una longitud de 

onda de prueba de 492 nm y una longitud de referencia de 690 nm. Se calculó la CC50, 

concentración citotóxica del compuesto que reduce el 50% de la viabilidad celular, con 

el promedio de absorbancia, tomando como control monocapas tratadas sólo con el 

disolvente del compuesto (DMSO). 

 

MM 4.2. Síntesis de proteínas celulares 

Monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades, fueron 

incubadas en ausencia o presencia de compuesto durante 24 h a 37 ºC. Luego, se 

descartó el medio, se lavaron las células tres veces con PBS y se agregó medio sin 

metionina ni cisteína (Gibco BRL – Life Technologies, EE.UU.) en ausencia o 

presencia de compuesto. Luego de 1,5 h de ayuno a 37° C se incorporó la marca 

radiactiva (Expre35S35S, 50 μCi/ml, NEN Dupont), y se incubaron las células durante 3 

h a 37 °C. Concluido el período de marcación, las células se lavaron tres veces con 

PBS y se lisaron con 75 μl de buffer RIPA (NaCl 0,15 M, SDS 0,1%, Tritón X-100 1%, 

deoxicolato de sodio 1%, Tris-HCl 0,01 M pH 7,4) en presencia de inhibidores de 
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proteasas fenilmetanosulfonil fluoruro (PMSF) 0,4 mM (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y 

aprotinina 10 μg/ml (Sigma-Aldrich, EE.UU.). 

Los lisados celulares se centrifugaron a baja velocidad 4000 x g 10 min a 4 ºC, 

los sobrenadantes se diluyeron al medio con buffer de muestra SDS-PAGE reductor 

(Tris-HCl 0,06 M pH 6,8, SDS 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,005%, ß-

mercaptoetanol 2%) y se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% 

(SDS-PAGE) (Tris-ClH 0,2M pH 8,8 con SDS 0,1%) a 150 V en buffer de corrida (Tris-

ClH 0,025M pH 8,3, glicina 0,192M y SDS 0,1%). El gel se sometió a fluorografía, 

realizando tres lavados de 1 h cada uno con concentraciones crecientes de DMSO, 

luego se incubó en una solución de PPO (2,5-difeniloxazol, Sigma-Aldrich, EE.UU.) al 

15% en DMSO durante 3 h, se secó y se expuso con una película radiográfica (AGFA 

Curix RPI) a -70°C durante el tiempo adecuado para revelar las bandas. 

 

MM 5. Determinación de la actividad antiviral  

La actividad antiviral de los compuestos se determinó mediante un ensayo de 

inhibición del rendimiento viral. Monocapas de células crecidas en microplacas de 24 

cavidades, fueron infectadas con 0,1 ml de suspensiones virales a una m.i de 0,1 

UFP/cél. Luego de una hora de adsorción a 37 ºC, se retiró el inóculo y las células 

fueron cubiertas con MM, conteniendo diluciones seriadas al medio del compuesto en 

estudio. Las microplacas fueron mantenidas durante 48 h a 37 ºC en estufa de CO2 

hasta la cosecha de los sobrenadantes; éstos fueron titulados por el método de UFP 

en células Vero.  Se inoculó con distintas diluciones del virus, se dejó adsorber durante 

1 h a 37 ºC y luego se cubrió la monocapa con 1 ml de MP. Las células fueron fijadas 

con formol y teñidas con cristal violeta para el recuento de placas de lisis a los 7 días 

p.i. 

Para los restantes virus se siguió el mismo procedimiento experimental, 

variando el tiempo de cosecha de los sobrenadantes y revelado de las placas de lisis 

de acuerdo a las características de cada virus. 

En todos los casos el porcentaje de inhibición se calculó con respecto a los 

controles infectados y sin tratar (control viral) como: 

 

% de inhibición = 100 – título de la muestra x 100 
                                        título del control 
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A partir de los datos anteriores se calcularon la CE50 y la CE90 como la 

concentración efectiva del compuesto que reduce la infectividad viral en un 50% y 

90%, respectivamente. 

A fin de caracterizar la actividad antiviral de los compuestos contra JUNV, se 

realizaron ensayos de actividad antiviral por inhibición del rendimiento variando 

distintas condiciones experimentales, como: m.i., tiempo de tratamiento con el 

compuesto, frecuencia de cambio del MM y tipo de célula. 

 

MM 6. Efecto del pretratamiento de las células con los compuestos sobre la 

actividad antiviral 

Monocapas de células Vero en microplacas de 24 cavidades fueron pre-

incubadas durante 2 h a 37 °C con MM conteniendo diluciones seriadas al medio de 

los compuestos, luego éstos fueron removidos y las células lavadas dos veces con 

PBS e infectadas a una m.i. de 0,1 UFP/cél en ausencia de compuesto. A las 48 h p.i. 

se cosecharon los sobrenadantes y se tituló la producción viral mediante UFP. 

 

MM 7. Reversibilidad de la acción antiviral  

Se evaluó la reversibilidad de la actividad antiviral mediante la remoción del 

compuesto a las 24 h p.i. Las células fueron infectadas (m.i. 0,1), luego de 1 h de 

adsorción se removió el inóculo y se agregó MM con o sin compuesto. A las 24 h p.i. 

se siguieron distintos tratamientos: 

T1: Agregado de medio fresco con compuesto. 

T2: Agregado de medio fresco sin compuesto. 

Los controles virales no fueron tratados con compuesto, a las 24 h a uno de 

ellos se le realizó el cambio de medio y el otro permaneció con el mismo medio. A las 

48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló el rendimiento viral por plaqueo. 

 

MM 8. Efecto de la adición del compuesto a distintos tiempos 

Para el ensayo de adición, monocapas de células Vero crecidas en 

microplacas de 24 cavidades fueron infectadas a una m.i de 0,1 UFP/cél. Luego de 1 h 

de adsorción a 4 ºC (considerada hora 0 p.i), se cubrieron las células con MM. A 



                                                                                                                                                        ⏐ Materiales y Métodos     
_______________________________________________________________________________________________ 
 

38 
 

distintas horas p.i. se agregó a los cultivos una concentración del compuesto que 

inhibiera el rendimiento en un 90% de acuerdo al ensayo de actividad antiviral (MM 

5.), excepto a los controles no tratados con compuestos. Los sobrenadantes de 

células infectadas se cosecharon en todos los casos a las 24 h p.i. para su posterior 

titulación por el método de UFP. 

 

MM 9. Determinación de la actividad virucida  

MM 9.1. En función de la concentración de compuesto 

Volúmenes iguales de suspensión viral conteniendo aproximadamente 1x106 

UFP de virus y varias concentraciones de compuestos en MM fueron mezclados e 

incubados en baño a 37 ºC durante 90 min. Como control se incubó en las mismas 

condiciones la suspensión viral con igual volumen de MM. Luego se realizaron 

diluciones de las distintas mezclas y se titularon por UFP en células Vero, teniendo en 

cuenta que en las diluciones ensayadas sobre las células los compuestos no 

ejercieran efecto antiviral. Se calculó para cada compuesto el porcentaje de 

infectividad remanente respecto del control, y a partir de esos datos, se determinó la 

concentración inactivante 50% (CI50), como la concentración de compuesto que 

inactiva el 50% de la infectividad de la suspensión viral respecto del control.  

 

MM 9.2. En función del tiempo de incubación 

Las incubaciones de las muestras conteniendo 1×106 UFP de virus con la 

dilución de compuesto 10 µM, se realizaron durante 0, 15, 30, 60 y 90 min, 

respectivamente. Para el tiempo 0, se colocó la mezcla en hielo una vez finalizada su 

preparación. A los tiempos indicados, las muestras se titularon por UFP.  

 

MM 9.3. En función de la temperatura de incubación 

Las incubaciones de las muestras conteniendo 1×106 UFP de virus con la 

dilución de compuesto 10 µM, se realizaron a 4, 20 y 37 ºC, respectivamente. Luego 

de 90 min de incubación, las muestras se titularon por el método de UFP. 
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MM 10. RT-PCR en tiempo real 

El RNA total se extrajo a partir de células sin infectar e infectadas con JUNV 

(m.i. 0,1 UFP/cél) utilizando el reactivo comercial TRIzol (Gibco BRL – Life 

Technologies, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del proveedor. La muestra final se 

resuspendió en 20 μl de agua bidestilada estéril libre de enzimas degradadoras de 

RNA y se almacenó a –20 °C. La cuantificación del RNA obtenido se realizó con el 

fluorómetro Nanodrop (Thermo Scientific Inc., EE.UU.). 

El RNA extraído se utilizó como molde para la síntesis de cDNA. Para ello, se 

tomaron 5 μg del RNA y se llevó a 9,5 µl de volumen final con agua bidestilada libre de 

nucleasas. Se agregaron 0,5 µl de oligonucleótidos específicos o aleatorios 

(Biodynamics, Argentina) (Tabla MM 1), según el caso, en una concentración 10 µM y 

se dejó incubar durante 5 min a 65 ºC, luego a cada muestra se le agregó la mezcla 

de reacción conteniendo: 1 μl de transcriptasa reversa murina M-MLV (100 U/μl, 

Promega, EE.UU.), 4 μl de buffer 5X, 4 μl de una mezcla conteniendo los cuatro 

deoxinucleótidos (dNTPs) 10 mM y 4 µl de agua bidestilada libre de nucleasas. El 

volumen final fue de 20 μl y la reacción se llevó a cabo a 42 °C durante 2 h.  

 

Tabla MM 1:  Oligonucleótidos utilizados para la síntesis de cDNA 
Nombre del oligonucleótido  Secuencia 
186  
Complementario a las secuencias ubicadas 
en los extremos 5´ del mRNA de NP. 

5´-GGCATCCTTCAGAACATC-3´ 

GPC1 (87) 
Complementario a la secuencia ubicada en el 
extremo 3´del RNA S genómico 
complementario de JUNV. 

5´-ATGGGGCAGTTCATCAG-3´ 

Oligonucleótidos aleatorios 
Oligonucleótidos aleatorios (Biodynamics, 
Argentina) 

Aleatoria 

Actina1 
Complementario a la secuencia de actina 

5´-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3´ 

 

El cDNA sintetizado se empleó como molde en la reacción de una PCR en 

tiempo real. El volumen final de reacción fue de 25 µl. Las amplificaciones fueron 

llevadas a cabo con 2 µl de cDNA en presencia de buffer completo de reacción 

“Mezcla real” (Biodynamics, Argentina) y 0,4 µl de cada oligonucleótido  50 µM (Tabla 

MM 2) siguiendo las siguientes condiciones: una incubación a 95 ºC durante 5 min, 45 

ciclos de 30 seg a 95 ºC, 45 seg a 60 ºC y 30 seg a 72 ºC, finalmente 1 ciclo de 5 min 

a 72 ºC. Al término de la reacción, todas las muestras fueron sometidas a distintas 

temperaturas (55-95 °C) para calcular las curvas de disociación. 
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Tabla MM 2:  Oligonucleótidos utilizados para PCR en tiempo real 
Nombre del oligonucleótido  Secuencia 
Arena   
Complementario a las secuencias ubicadas 
en los extremos 3´ del RNA S genómico y 3´ 
del RNA S genómico complementario de la 
mayoría de los arenavirus. 

5´-CGCACAGTGGATCCTAGGC-3´ 

NP  
Complementario a las secuencias ubicadas 
en los extremos 5´ del mRNA de NP. 

5´-GGCATCCTTCAGAACATC-3´ 

GPC1 (87) 
Complementario a la secuencia ubicada en el 
extremo 3´del RNA S genómico 
complementario de JUNV. 

5´-ATGGGGCAGTTCATCAG-3´ 

GPC2 
Complementario a la secuencia ubicada en el 
extremo 5´ de la secuencia de GPC en el 
RNA S genómico de JUNV. 

5´-CCCCTTAATGTAAAGATGGC-3´ 
 

ZF 
Complementario a la secuencia ubicada en el 
extremo 3´ del RNA L genómico 
complementario de JUNV. 

5´-ATGGGCAACTGCAACGGGGCATC-3´ 

ZR  
Complementario a la secuencia ubicada en el 
extremo 5´ del RNA L genómico de JUNV. 

5´-CTATGGTTGGTGGTGCTGTTGGCT -3´ 

GAPDH-F151 (Invitrogen – Life Technologies, 
EE.UU.) 

5´-GTTGCCATCAATGACCCCTTCA-3´ 

GAPDH-R339 (Invitrogen – Life 
Technologies, EE.UU.)  

5´-CAGCCTTCTCCATGGTGGTG-3´ 

Actina1 5´-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3´ 
Actina2  5´-GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3´ 

 

Los gráficos de las amplificaciones obtenidas fueron expresados como 

cantidades relativas (QR), calculadas con los valores de CT analizados con el software 

iQ5 2.1.97.1001 (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.), donde CT es una medida del 

software para cada muestra y corresponde al ciclo en el cual la fluorescencia alcanza 

un umbral arbitrario en la parte lineal de la curva de la reacción, las muestras más 

diluidas se cruzan en valores más altos de CT. Los valores de CT fueron normalizados 

usando la amplificación de genes celulares gapdh o actina (Tabla MM 2) como control 

interno. A partir de los datos numéricos obtenidos con el software se llevó a cabo una 

cuantificación de los mismos con el fin de traducirlos a porcentajes de inhibición. Los 

cálculos fueron: 

CT: número de ciclos para el umbral de fluorescencia seleccionado. 

ΔCT: diferencia entre el promedio de los valores de CT de las muestras 

utilizando oligonucleótidos virales y los valores de CT de las muestras utilizando 

oligonucleótidos celulares.  
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                               ΔCT = CT viral – CT celular 

ΔΔCT: diferencia entre el ΔCT en la condición control y el ΔCT en la condición 

tratada (células infectadas y tratadas).  

                ΔΔCT = ΔCT (células no tratadas) - ΔCT (células tratadas) 

QR (cantidad relativa): 2ΔΔCT
. Si QR=1, no hay diferencia entre el control y las 

células tratadas; QR > 1 indica el número de veces que aumenta la expresión del gen; 

y QR < 1 representa el número de veces que dicha expresión se encuentra inhibida 

respecto de la condición control. 

 

MM 11. Acción de los compuestos sobre la adsorción de los viriones 

MM 11.1. Ensayo de adsorción de JUNV por infectividad 

Para determinar el efecto de los compuestos sobre la adsorción viral, cultivos 

de células Vero se infectaron con JUNV (m.i. 1 UFP/cél) en cuatro condiciones de 

tratamiento. Compuesto durante la adsorción: las células se infectaron en MM 

conteniendo compuesto y luego de 1 h de adsorción a 4 ºC se descartó el inóculo, se 

lavaron las células con PBS y se agregó MM libre de compuesto; compuesto después 

de la adsorción: el virus se adsorbió 1 h a 4  ºC en ausencia de compuesto y luego de 

remover el virus no adsorbido por lavado se agregó MM con compuesto; control de 

compuesto: la droga estuvo siempre presente durante y después de la adsorción; 

control viral: las células se infectaron y se mantuvieron siempre en MM sin compuesto. 

Para todos los tratamientos, los títulos virales extracelulares se determinaron a las 48 

h p.i. 

También se midió el efecto sobre la cinética de adsorción. Para ello, células 

Vero se infectaron con JUNV a una m.i. de 1 UFP/cél. Se dejó adsorber el inóculo por 

distintos tiempos a 4 ºC en presencia o en ausencia de compuesto, al cabo de los 

cuales se descartó el medio y se lavaron las células con PBS frío para remover el 

virus no adsorbido. Se agregó 100 μl de PBS frío por cavidad y las células se 

rompieron por 3 ciclos de congelado/descongelado. Los restos celulares se separaron 

por centrifugación (10 min a 3000 x g) y se cuantificó el virus infeccioso en el 

sobrenadante mediante UFP. 
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MM 11.2. Ensayo de adsorción de JUNV por RT-PCR en tiempo real 

Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 6 cavidades se 

infectaron con viriones de JUNV previamente inactivados con el compuesto durante 

1,5 h a 37 °C y se procesaron como en MM 11.1, excepto que luego de los lavados 

con PBS frío se lisaron las células con 500 µl de TRizolTM procediéndose de acuerdo a 

lo detallado en MM 10.  

 

MM 12. Acción de los compuestos sobre la internalización de los viriones 

Monocapas de células Vero en microplacas de 6 cavidades fueron infectadas 

con JUNV a una m.i. de 1 o 0,0001 UFP/cél. En ambos casos, luego de 1 h de 

adsorción a 4 °C en ausencia de compuesto, las células fueron lavadas tres veces con 

PBS frío y cubiertas con MM con o sin compuesto e incubadas a 37 °C durante 1 h. 

Luego se retiró el medio, se lavó con PBS y se colocó 100 μl de buffer citrato (ácido 

cítrico 40 mM, KCl 10 mM, NaCl 135 mM, pH 3) por cavidad durante 1 min para 

inactivar el virus no internalizado. Se realizaron tres lavados con PBS. Luego se 

determinó la cantidad de virus internalizado midiendo la infectividad viral por: a) 

plaqueo directo (infección a m.i. 0,0001): las células se cubrieron directamente con MP 

y luego de 7 días de incubación a 37 ºC se reveló el número de placas de lisis; b) 

centros infecciosos (infección a m.i. 1): las células se trataron con tripsina, se 

realizaron tres lavados con MM centrifugando durante 1 min a 2000 x g, y finalmente 

se resuspendieron en 400 µl de MM. Se realizaron diluciones seriadas al décimo de 

las suspensiones celulares y se inocularon sobre monocapas confluentes de células 

Vero. Después de 1,5 h de incubación a 37 °C se cubrieron las monocapas con MP y 

luego de 7 días de incubación a 37 ºC se reveló el número de placas de lisis, 

expresando los resultados como centros infecciosos (CI)/ml. 

 

MM 13. Efecto de los inhibidores sobre el desnudamiento de JUNV  

Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades  fueron 

infectadas con JUNV a una m.i. de 1.  Luego de 1 h de adsorción a 4 °C en ausencia 

de compuesto, las células fueron lavadas dos veces con PBS frío y cubiertas con MM 

con o sin compuesto o concanamicina A (50 nM) e incubadas a 37 °C.  A diferentes 

tiempos p.i., el virus no internalizado fue eliminado con proteinasa K (Invitrogen – Life 

Technologies, EE.UU.) durante 45 min a 4 °C, luego se agregó PMSF 2 mM en PBS 

para bloquear la actividad enzimática. Se lavaron las células tres veces por 
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centrifugación durante 10 min a 3000 x g, se resuspendieron en PBS y se realizaron 

tres ciclos de congelamiento y descongelamiento para lisar las células. Los restos 

celulares se separaron por centrifugación (10 min a 3000 x g) y se cuantificó el virus 

infeccioso en el sobrenadante por UFP, cuyo valor está directamente relacionado con 

el grado de desnudamiento viral en función del tiempo. 

 

MM 14. Efecto de los inhibidores sobre la expresión de antígenos virales. 

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta 

Monocapas de células Vero crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 

cavidades fueron infectadas con JUNV e incubadas con MM conteniendo o no 

compuesto. A las 16 ó 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes para su titulación por 

UFP y se lavaron las monocapas 3 veces con PBS.  

Para realizar la inmunofluorescencia total se fijaron las células con metanol por 

10 min a -20 ºC. Luego de tres lavados con PBS se realizó la tinción indirecta usando 

el anticuerpo monoclonal (mAc) SA02-BG12 1/300 reactivo contra NP, en PBS y el 

mAc QC03-BF11 1/300 reactivo contra GP1 y su precursor GPC, en PBS (Sánchez et 

al., 1989) durante 1 h a 37 °C. Seguidamente, se incubó con suero anti-IgG de ratón 

conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) por 30 min a 

37 ºC. Antes del lavado final con agua, las células fueron teñidas con azul de Evans y 

luego fueron montadas en una solución tamponada de glicerol conteniendo 2,5 % de 

1,4-diazabiciclo octano (DABCO).  

Para la inmunofluorescencia de membrana las células fueron fijadas con 

formaldehído 4% y luego incubadas con mAc QC03-BF11 seguido por FITC-anti-IgG 

de ratón. 

El porcentaje de células fluorescentes en cada preparación fue calculado a 

partir de 20 campos ópticos seleccionados al azar, tomando como control las 

monocapas infectadas y sin tratar. 

 

MM 15. Efecto de los inhibidores sobre las proteínas recombinantes de JUNV 

expresadas en células Vero 

Monocapas de células Vero fueron crecidas en microplacas de 24 cavidades 

hasta 80% de confluencia.  Para  cada muestra se prepararon mezclas separadas de 
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1 μg de DNA, 25 μl de OptiMEM (Invitrogen – Life  Technologies, EE.UU.) sin suero y 

3 μl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen – Life Technologies, EE.UU.) en 25 μl del 

mismo medio. Se utilizaron los plásmidos pcDNA-3.1/JUNV Z-FLAG, pcDNA-

3.1/JUNV NP y pcDNA-3.1/JUNV GPC (gentileza Dra. Ellenberg, Dr. Scolaro). Luego 

de 5 min, se combinaron las soluciones de Lipofectamina  2000 y DNA, y se incubaron 

por 1 h a temperatura ambiente para permitir la formación de los complejos. 

Posteriormente, se agregaron los 50 μl de la mezcla a cada una de las cavidades de la 

microplaca más 200 µl de OptiMEM, se centrifugaron las microplacas durante 30 min a 

3000 rpm incubándose luego en estufa de CO2 durante 5 h. Transcurrido dicho tiempo, 

se reemplazó el medio con la mezcla de transfección por OptiMEM 2% SFB con o sin 

compuesto y se incubaron las células.  

A las 48 h post-transfección se procedió a revelar la expresión de las proteínas 

recombinantes mediante inmunofluorescencia indirecta. Para las proteínas NP y 

GPC/GP1 se siguió el mismo procedimiento que se detalla en MM 14 para 

inmunofluorescencia total. Para el caso de la proteína Z, se fijaron las células a 

temperatura ambiente con paraformaldehído 4% por 15 min, luego se colocó cloruro 

de amonio 20 mM 15 min y por último PBS-0,2% Triton X-100 15 min. Se hicieron 

lavados con PBS y se realizó la tinción indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal 

anti-FLAG (DYKDDDDK Tag Antibody) (Cell Signaling Technology, EE.UU.) 1/400 en 

PBS-0,2% Tritón X-100 durante 1 h a 37 °C. Pasado ese tiempo se lavó con PBS y se 

incubó con suero anti-IgG de conejo conjugado a FITC durante 30 min a 37 °C.  

El porcentaje de células fluorescentes en cada preparación fue calculado a 

partir de 20 campos ópticos seleccionados al azar, tomando como control las 

monocapas transfectadas con el plásmido pcDNA-3.1 vacío, tratadas y sin tratar. 

 

MM 16. Ensayos de formación de VLPs y medición de la actividad del 

minigenoma pS-CAT 

MM 16.1. Plásmidos 

Los plásmidos fueron gentilmente cedidos por la Dra. Nora López del  Centro 

de Virología Animal (CEVAN), Instituto de Ciencia y Tecnología "Dr. Cesar Milstein", 

(CONICET). El plásmido pS-CAT expresa el minigenoma de TCRV con el gen 

reportero cat (Figura MM 3). Los plásmidos pJUNV Z-HA y pTCRV FLAG-NP 

expresan, respectivamente, la proteína Z de JUNV unida en su extremo carboxi-

terminal a la secuencia correspondiente al epítope de la hemaglutinina de influenza 
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(HA) (GSYPYDVPDYA) y la proteína NP de TCRV marcada en su extremo amino-

terminal con el epítope FLAG. Los plásmidos pTCRV L, y pJUNV GPC  expresan la 

polimerasa viral L de TCRV y el precursor glicoproteico GPC de JUNV, 

respectivamente. El plásmido pCMV-T7pol expresa la RNA polimerasa del 

bacteriofago T7 bajo el control del promotor de citomegalovirus (Radecke et al., 1995). 

Para desarrollar un sistema que reproduzca el ciclo de replicación completo del virus, 

los genes que codifican para las proteínas de TCRV y JUNV se clonaron bajo el 

promotor de la RNA polimerasa de T7 y del IRES (sitio interno de entrada al ribosoma) 

del virus de encefalomiocarditis (EMCV), en el vector de expresión cap-independiente 

pTM1 (Moss et al., 1990). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura MM 3: Esquema del minigenoma con el gen reportero CAT . El transcripto pGenCAT (842 

nucleótidos) contiene (en sentido 5´- 3´) la secuencia entera del extremo 5´de la región no codificante del 

segmento S de TCRV (68 nucleótidos), un segmento corto (16 nucleótidos) incluyendo un sitio SnaBI, una 

secuencia corta (nucleótidos 1614 al 1633) de la región intergénica no involucrada en la estructura del hairpin, el 

marco abierto de lectura para el gen de la proteína cloranfenicol acetil-transferasa (CAT) en orientación 

antisentido (660 nucleótidos) y la secuencia entera del extremo 3´de la región no codificante del fragmento S de 

TCRV (76 nucleótidos) (López et al., 2001).  

 

 

MM 16.2 Efecto de NSC4492 sobre la generación de VLPs producidas por la 

expresión de únicamente la proteína Z (Z-VLPs) 

Células BSR crecidas en microplacas de 12 cavidades fueron transfectadas en 

G-MEM conteniendo Lipofectamina 2000, con los siguientes plásmidos: 2 μg de  

pCMV-T7pol y 2 μg de pJUNV Z-HA, por cavidad. El medio de transfección fue 

removido luego de 4 h de incubación a 37 °C, se lavaron las células dos veces con 

PBS, se agregó G-MEM suplementado con 2% SFB conteniendo o no 25 µM de 

NSC4492 y se continuó la incubación a 37 °C. Después de 48 h, se cosecharon los 

sobrenadantes de las células transfectadas para purificar las VLPs y las células se 

lisaron con buffer de muestra SDS-PAGE no reductor (Invitrogen – Life  Technologies, 
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EE.UU.). Para purificar las VLPs, los sobrenadantes se clarificaron por centrifugación 

a 400 x g 10 min, y se concentraron sobre un colchón de sacarosa 20% en buffer TEN 

(50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) por centrifugación a 34000 rpm, 

2h en rotor Beckman SW 50.1. El sedimento de VLPs fue resuspendido en buffer de 

muestra SDS-PAGE en condiciones no reductoras (Invitrogen – Life  Technologies, 

EE.UU).  

Ambas muestras, lisados celulares y VLPs se analizaron por Western-blot.  

Para ello, alicuotas de extractos celulares y VLPs purificadas fueron calentadas en 

buffer muestra SDS-PAGE no reductor luego de la adición o no de 0,1 % DTT. Luego, 

las proteínas fueron resueltas por SDS-PAGE 14% y transferidas a membranas de 

nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia, EE.UU.). Luego de bloquear toda 

la noche a 4 °C en PBS con 0,1% de Tween-20 y 5% de leche descremada, las 

membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-HA 

(Santa Cruz Biotechnology, EE.UU.) por 2 h a 37 °C. Seguidamente se realizó la 

incubación con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa 

(Jackson Inmuno Research, EE.UU.) y se realizó la detección con el sustrato 

quimioluminiscente (SuperSignal West Pico, Thermo Scientific), de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. 

Finalmente, las membranas fueron expuestas a placas radiográficas y las 

bandas correspondientes a las proteínas fueron cuantificadas por densitometría. A 

partir de dichos valores se calculó la liberación (%) como la relación entre la proteína Z 

detectada en las VLPs y el total de proteína Z (VLPs + lisados celulares) considerando 

100% a la liberación en ausencia de compuesto.  

 

MM 16.3 Efecto de NSC4492 sobre la expresión del minigenoma pS-CAT y la 

infectividad de VLPs completas 

Para obtener VLPs completas con capacidad infecciosa se transfectaron 

células BSR crecidas en microplacas de 12 cavidades en G-MEM con  3 µg del 

plásmido que expresa el minigenoma pS-CAT, 1 μg de  pCMV-T7pol y los plásmidos 

que expresan las proteínas virales: 3 μg de pTCRV FLAG-NP, 1 μg de pTCRV L, 

0,15μg de pJUNV Z-HA y 2 μg de pJUNV GPC por cavidad, utilizando Lipofectamina 

2000. A las 4 h post-transfección se removieron los sobrenadantes, se lavaron las 

células dos veces con PBS, se agregó G-MEM suplementado con 2% SFB 

conteniendo o no 25 µM de NSC4492 y se continuó la incubación a 37 °C.  A las 72 h 



                                                                                                                                                        ⏐ Materiales y Métodos     
_______________________________________________________________________________________________ 
 

47 
 

post-transfección se cosecharon los sobrenadantes para purificar las VLPs por 

centrifugación como se describe en MM 16.2 y las células se procesaron para medir la 

expresión del gen reportero cat. El ensayo de infectividad de las VLPs se realizó 

inoculando células CV1 crecidas en microplacas de 12 cavidades con la suspensión 

de VLPs. Luego de 2 h de adsorción a 37 °C se removió el inóculo, se lavaron las 

células y se las transfectó con 0,5 μg de cada uno de los plásmidos pCMV-T7pol, 

pTCRV FLAG-NP y pTCRV L, por cavidad, en D-MEM utilizando Lipofectamina 2000. 

El medio de transfección fue reemplazado por D-MEM 2% SFB a las 4 h post-

transfección y luego de 48 h se analizaron las células por su actividad CAT. 

La actividad CAT fue ensayada en los extractos de las células BSR 

transfectadas o de las células CV1 infectadas con las VLPs.  Las células fueron 

lavadas con PBS en hielo, luego con buffer TEN y cosechadas por raspado en TEN 

seguido de centrifugación. Las células fueron lisadas por tres ciclos de congelado y 

descongelado en 250 mM Tris-HCl (pH 7,4). El lisado celular fue clarificado por 

centrifugación (13000 x g, 5 min a 4 °C) y se inactivó la actividad CAT endógena por 

calentamiento 10 min a 65 °C. Luego, 5µl de los extractos celulares se mezclaron con 

0,2 µCi de [14C]-cloranfenicol (57 mCi/mmol; New England Nuclear, EE.UU.), 15 µl de 

4mM acetil-coenzima A (Amersham Pharmacia, Inglaterra) ajustado a 250 mM de Tris-

HCl (pH 7,4) en un volumen total de 130 µl, e incubado durante 1 h a 37 °C. Los 

productos del ensayo CAT se analizaron por cromatografía ascendente en capa 

delgada (TLC) realizada con una mezcla  19:1 cloroformo:metanol, seguida por 

autorradiografía. La cantidad de extracto celular ensayado se determinó de modo que 

el ensayo fuera en el rango lineal de la actividad de la enzima (conversión de 

cloranfenicol no acetilado a monoacetilado menor al 30%). La actividad CAT fue 

determinada calculando el porcentaje de radiactividad correspondiente a cloranfenicol 

monoacetilado relativo a la radiactividad total (López et al., 2001). 
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Capítulo I. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS COMPUESTOS: 

CITOTOXICIDAD, ACTIVIDAD ANTIVIRAL Y ACTIVIDAD VIRUCIDA 

  

Inicialmente se realizó la evaluación de las actividades biológicas de las dos 

series de compuestos mencionados en MM 3: 1) veintidós compuestos provistos por 

el National Cancer Institute, Frederick, MD, USA, a través de un Acuerdo de 

Transferencia de Materiales, que de acuerdo a sus estructuras químicas (Figura 

MM.1) fueron agrupados en tres categorías principales: disulfuros aromáticos, 

disulfuros de tiuramo y tiosulfonas; 2) trece derivados de acridonas N-sustituídas con 

diferentes grupos químicos, provistos por la Dra. Norma D’Accorso (CIHIDECAR-

CONICET, Dpto. Química Orgánica, FCEN, UBA) (Figura MM 2). Simultáneamente se 

determinó la actividad de RIB como compuesto de referencia anti-arenavirus. 

 

R I 1. Evaluación de la citotoxicidad y actividad inhibitoria contra JUNV  

Cada categoría de compuestos fue primero evaluada por su citotoxicidad en 

células Vero por el método de MTT, determinándose la CC50. A continuación, se 

ensayó la actividad antiviral por el ensayo de inhibición del rendimiento viral a las 48 h 

p.i. en rangos de concentraciones menores a las correspondientes CC50, usando 

como modelo el virus JUNV cepa IV4454. Finalmente, cada compuesto fue también 

evaluado como agente virucida contra esta cepa de virus, mediante un ensayo de 

inactivación de viriones. En las Tablas R I 1 y R I 2 se presentan los resultados 

obtenidos para disulfuros de tiuramo y tiosulfonas y para disulfuros aromáticos, 

respectivamente, en tanto que la Tabla R I 3 muestra la evaluación de los derivados 

de acridona. 

Los disulfuros de tiuramo, tiosulfonas y disulfuros aromáticos mostraron bajos 

niveles de citotoxicidad, con valores de CC50 superiores a 100 µM para la mayoría de 

ellos, con la excepción de dos disulfuros sulfonil-derivados, NSC58950 y NSC83217, 

cuyas CC50 fueron <50 y 51,2 µM, respectivamente (Tablas R I 1 y R I 2).  
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Tabla R I 1: Citotoxicidad, actividad antiviral y actividad virucida de disulfuros de 
tiuramo y tiosulfonas 

Compuesto CC 50 [µM] a CE50 [µM] b CI50 [µM] c 

Disulfuros de tiuramo 

NSC1339 >1000 >200 70,1 ± 1,4 

NSC5239 400,0 ± 0,2 18,5 ± 1,0 12,2 ± 0,4 

NSC14560 475,2 ± 0,2 8,5 ± 0,2 27,6 ± 0,8 

NSC27320 407,2 ± 0,3 >200 38,0 ± 0,9 

NSC93057 761,0 ± 0,4 >200 127,7 ± 2,4 

NSC93058 >1000 >200 121,1 ± 2,0 

NSC317926 528,4 ± 0,1 >200 101,9 ± 2,4 

NSC402561 989,2 ± 0,7 >200 17,9 ± 0,4 

Tiosulfonas 

NSC76302 >1000 181,5 ± 4,6 >100 

NSC112801 297,0 ± 0,1 >200 >100 

NSC342015 >1000 >200 15,3 ± 0,5 

RIB >400 18,5 ± 1,7 >100 

 
CC50: concentración citotóxica 50%, determinada en células Vero, luego de 48 h de incubación con cada 
compuesto, mediante el método del MTT. CE50: concentración efectiva 50%, determinada  mediante el ensayo 
de inhibición del rendimiento viral de JUNV, en células Vero a las 48 h de infección. CI50: concentración 
inactivante 50%, determinada  mediante inactivación de una suspensión de JUNV a 37 °C durante 1,5 h. Los 
valores corresponden a la media de dos determinaciones independientes ± DE. 

 

La mayoría de los disulfuros derivados de tiuramo, seis compuestos de un total 

de ocho, fueron inactivos en el ensayo de actividad antiviral hasta 200 µM y exhibieron 

un reducido o moderado efecto inactivante (CI50 en el rango de 17,9-127,7 µM) (Tabla 

R I 1). Solamente dos compuestos de tiuramo mostraron actividad antiviral 

significativa, NSC14560 y NSC5239 con  valores de CE50 de 8,5 y 18,5 µM, 

respectivamente. Estos dos compuestos también mostraron propiedades inactivantes, 

pero con diferente eficacia. Para NSC5239, los valores de CE50 y CI50 fueron del 

mismo orden, 18,5 y 12,2 µM, respectivamente, sugiriendo que la acción antiviral 

observada en células Vero podría ser debido a la inactivación directa del virus 

liberado.  Por el contrario, el valor de CI50 de NSC14560 excedió más de tres veces el 

de CE50 (27,6 µM vs. 8,5 µM, respectivamente), permitiendo concluir que este 

disulfuro puede ser considerado un auténtico agente antiviral con habilidad para 

interferir con algún evento intracelular en el ciclo de multiplicación de JUNV en células 
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Vero. Por otra parte, es notable que la eficacia antiviral y la selectividad de NSC14560 

contra JUNV en células Vero fuera mayor que RIB, compuesto de referencia por ser el 

único en uso clínico para arenavirus (Tabla R I 1). El índice de selectividad (IS), 

calculado como la relación entre la citotoxicidad (CC50) y actividad antiviral (CE50), fue 

55,9 para NSC14560 mientras que el IS de RIB fue 21,6. Incluso la concentración 

efectiva 90% (CE90, concentración requerida para reducir el rendimiento de JUNV en 

un 90%) fue 23,02 µM, un valor veinte veces menor que la CC50 de NSC14560 y 

cuatro veces menor que la CE90 correspondiente a RIB (96,7 µM). 

En cuanto a las tiosulfonas, los derivados NSC76302 y NSC112801 fueron  

inactivos o mostraron actividad inhibitoria muy reducida en ambos ensayos antiviral y 

virucida (Tabla R I 1). La tiosulfona aromática NSC342015 también careció de 

actividad antiviral pero exhibió un moderado efecto inactivante contra los viriones de 

JUNV, con una CI50 de 15,3 µM. 

Por otro lado, el grupo de disulfuros aromáticos estudiados incluyó derivados 

con sustituyentes diversos y presentó los inhibidores más eficaces de la infectividad 

de JUNV. De un total de once disulfuros aromáticos, solamente tres compuestos 

(NSC38069, NSC238936 y NSC35825) fueron totalmente inactivos careciendo de 

propiedades antivirales o inactivantes (Tabla R I 2). Seis compuestos exhibieron 

simultáneamente una moderada actividad antiviral y virucida. Finalmente, dos 

compuestos, el disulfuro carboxamida-derivado NSC4492 y el animo-nitro-derivado 

NSC71033 mostraron una moderada actividad antiviral,  con valores de CE50 en el 

rango de 27,7-32,4 µM, pero un muy potente efecto virucida, con valores de CI50 de 

0,2 y 0,5 µM para NSC4492 y NSC71033, respectivamente.  

A partir de los datos presentados en la Tabla R I 2, puede verse que la relación 

entre CE50/CI50, es decir, la relación entre la actividad antiviral y la virucida, para 

ambos compuestos NSC71033 y NSC4492 es de 55,4 y 162,0, respectivamente,  

valores excepcionalmente altos que son indicativos de la eficacia de ambas 

sustancias para inactivar la infectividad de los viriones de JUNV en comparación con 

sus efectos en la multiplicación intracelular del virus. Las propiedades inactivantes de 

ambas drogas contra JUNV no se debieron a efectos citotóxicos, ya que la relación 

CC50/CI50 fue 320 y 740 para NSC71033 y NSC4492, respectivamente. 
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Tabla R I 2: Citotoxicidad, actividad antiviral y actividad virucida de disulfuros 
aromáticos 

Compuesto CC 50 [µM] CE 50 [µM] CI 50 [µM] 

Disulfuros aromáticos carboxil/carboxamida-derivados 

NSC211 >1000 103,4 ± 3,8 22,7 ± 0,5 

NSC4492 148,0 ± 0,1 32,4 ± 0,9 0,2 ± 0,006 

NSC38069 >1000 >250 >100 

Disulfuros aromáticos sulfonio-derivados 

NSC58950 <50 10,9 ± 0,3 21,0 ± 0,4 

NSC83217 51,2 ± 0,0 20,2 ± 0,5 16,2 ± 0,4 

NSC255089 >1000 133,4 ± 3,7 17,7 ± 0,3 

Disulfuros aromáticos sustituídos con grupos halogenados 

NSC238936 387,6 ± 0,3 >200 >100 

NSC314654 400,0 ± 0,4 41,3 ± 1,2 9,4 ± 0,3 

Disulfuros aromáticos misceláneos 

NSC35825 172,0 ± 0,2 >100 >100 

NSC71033 160,2 ± 0,2 27,7 ± 1,0 0,5 ± 0,02 

NSC327174 966,0 ± 0,1 89,7 ± 2,3 24,6 ± 0,6 

 
CC50: concentración citotóxica 50%, determinada en células Vero, luego de 48 h de incubación con cada 
compuesto, mediante el método del MTT. CE50: concentración efectiva 50%, determinada  mediante el ensayo 
de inhibición del rendimiento viral de JUNV, en células Vero a las 48 h de infección. CI50: concentración 
inactivante 50%, determinada  mediante inactivación de una suspensión de JUNV a 37 °C durante 1,5 h. Los 
valores corresponden a la media de tres determinaciones independientes ± DE. 

 

Por su parte, las acridonas N-sustituidas presentaron un espectro muy amplio 

de capacidad citotóxica, con valores de CC50 entre 74,0 y > 1000 µM (Tabla R I 3). 

Ninguno de estos compuestos mostró actividad inactivante contra JUNV hasta la 

máxima concentración ensayada, de acuerdo a los valores de CC50, en tanto que su 

actividad antiviral determinada por inhibición del rendimiento fue variable como se 

observa en la Tabla R I 3. 

El grupo de 10-alil-9(10H)-acridonas (3a-3g) incluyó a los compuestos con 

acción antiviral más efectivos y selectivos contra JUNV.  Cinco de estos derivados no 

ejercieron ningún efecto citotóxico sobre las células Vero hasta la máxima 

concentración ensayada (1000 µM). Por otro lado, los compuestos 3f y 3c exhibieron 

el mayor efecto inhibitorio contra JUNV con valores de CE50 de 4,7 y 5,5 µM, 

respectivamente, y, como ambas acridonas carecieron de toxicidad en células no 
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infectadas, el IS fue >212,8 y >181,8, respectivamente. Más aún, tanto 3f como 3c 

mostraron mayor actividad y selectividad que el compuesto de referencia RIB (Tabla R 

I 3). El compuesto 3e también mostró un interesante nivel de actividad contra JUNV, 

exhibiendo una CE50 de 7,3 µM, sin embargo, debido a su mayor toxicidad, el IS fue 

solamente 14,9. El resto de las 10-alil-9(10H)-acridonas, 3a, 3b y 3d, fueron inactivas 

o mostraron muy poco efecto inhibitorio contra JUNV. Las acridonas con otras N-

sustituciones (compuestos 4, 5 y 6) mostraron un gran nivel de toxicidad para las 

células Vero junto con una débil o nula actividad anti-JUNV. 

 

Tabla R I 3: Citotoxicidad y actividad antiviral de derivados de acridona 

Compuesto CC 50 [µM] CE 50 [µM] IS 

3a 112,4 ± 2,2 34,2 ± 1,9 3,3 

3b > 1000 > 100 I 

3c > 1000 5,5 ± 0,5 > 181,8 

3d > 1000 44,2 ± 0,9 > 22,7 

3e 109,0 ± 5,3 7,3 ± 0,2 14,9 

3f > 1000 4,7 ± 0,2 > 212,8 

3g > 1000 > 100 I 

4a 87,6 ± 0,8 33,4 ± 2,9 2,6 

5c 541,6 ± 7,0 > 100 I 

6a 165,5 ± 2,7 43,1 ± 3,5  3,8 

6c 70,2 ± 4,8 > 50 I 

6e 276,2 ± 6,8 53,3 ± 0,6 5,2 

6f  74,0 ± 0,9 > 50 I 

RIB >400 18,5 ± 1,7 >21,6 

 
CC50: concentración citotóxica 50%, determinada en células Vero, luego de 48 h de incubación con cada 
compuesto, mediante el método del MTT. CE50: concentración efectiva 50%, determinada mediante el ensayo 
de inhibición del rendimiento viral de JUNV, en células Vero a las 48 h de infección. IS: índice de selectividad, 
relación entre CC50/CE50. I: inactivo. Los valores corresponden a la media de dos  determinaciones 
independientes ± DE. 

 

A partir de esta evaluación inicial de las actividades citotóxicas e inhibitorias de 

las dos series de compuestos, se seleccionaron los más efectivos de cada una de 

ellas para su mejor caracterización: 1) el disulfuro de tiuramo NSC14560 como agente 

antiviral y el disulfuro aromático NSC4492 como agente virucida dentro de la primera 
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clase de compuestos; 2) la 10-alil-9(10H)-acridonas 3f  como agente antiviral entre los 

derivados de acridonas. 

 

R I 2. Actividad inhibitoria contra arenavirus del Viejo y Nuevo Mundo 

Habida cuenta de la muy selectiva acción inhibitoria contra JUNV cepa IV4454 

mostrada por los compuestos seleccionados, se decidió evaluar su espectro de 

actividad contra otros virus de la familia Arenaviridae. Los virus ensayados fueron otra 

cepa de JUNV, la cepa atenuada XJCl3 obtenida por pasajes seriados de la cepa 

prototipo XJ (de Guerrero et al., 1969); otro arenavirus del Nuevo Mundo, el virus 

TCRV; y el virus LCMV, arenavirus del Viejo Mundo y prototipo de la familia 

Arenaviridae. Se incluyó la cepa IV4454 previamente probada como referencia.  

Como se observa en la Figura R I 1, el comportamiento del disulfuro de 

tiuramo fue un poco variable entre los diferentes arenavirus, con curvas que 

presentaron perfiles similares de dependencia con la dosis pero leves variaciones en 

los porcentajes de inhibición producidos. Sin embargo, la extrapolación de las CE50s a 

partir de los datos de la Figura R I 1 muestra la sensibilidad de todos los virus 

probados con valores de 18,3 ± 0,7, 11,9 ± 0,2 y 15,8 ± 0,4 µM para JUNV XJCl3, 

TCRV y LCMV, respectivamente.  
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Figura R I 1:  Actividad inhibitoria cont ra distintos arenavirus.  Células Vero fueron infectadas (m.i. 0,1) con 
JUNV cepa IV4454 (■), JUNV cepa XJCl3 (▲), TCRV cepa TRLV11573 (●) y LCMV cepa WE (▼) y luego de 1 h 
de adsorción a 37 °C el inóculo fue removido y las células cubiertas con MM conteniendo distintas 
concentraciones de NSC14560. El rendimiento viral fue medido a las 48 h p.i. Los valores corresponden a la 
media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 
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Igualmente que para el disulfuro de tiuramo con actividad antiviral, se evaluó la 

capacidad inactivante de los compuestos con actividad virucida frente a miembros del 

Nuevo y del Viejo Mundo de la familia Arenaviridae. Ambos compuestos NSC4492 y 

NSC71033 tuvieron un fuerte efecto inactivante contra todos los virus ensayados 

(Figura R I 2). 
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Figura R I 2:  Actividad inactivante contra distintos arenavirus.  Suspensiones de JUNV cepa IV4454 (■), 
JUNV cepa XJCl3 (▲), TCRV cepa TRLV11573 (●) y LCMV cepa WE (▼) se incubaron con distintas 
concentraciones de NSC4492 y NSC71033 a 37 °C durante 1,5 h. Luego, se tituló la infectividad remanente por 
UFP. Los resultados están expresados como porcentaje de infectividad remanente del virus en los cultivos 
tratados respecto de los no tratados. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

El disulfuro NSC4492 fue el más efectivo con valores de CI50, extrapolados a 

partir de la Figura R I 2, en el rango 0,2-0,7 µM,  en tanto que para NSC71033  la 

eficiencia inactivante fue similar excepto para TCRV, cuya CI50 fue cinco veces mayor 

que para los restantes arenavirus (Tabla R I 4). 
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Tabla R I 4: Eficiencia virucida contra arenavirus del Nuevo y Viejo Mundo 

Virus 
CI50 [µM] 

NSC4492 NSC71033 

JUNV IV4454 0,2 ± 0,006 0,5 ± 0,02 

JUNV XJCl3 0,7 ± 0,01 0,9 ± 0,03 

TCRV 0,2 ± 0,04 2,5 ± 0,3 

LCMV  0,4 ± 0,01 0,6 ± 0,01 

 
CI50: concentración inactivante 50%, determinada  mediante inactivación a 37 °C durante 1,5 h. Los valores 
corresponden a la media de tres determinaciones independientes ± DE. 

 

En cuanto a las acridonas 3c y 3f, como muestra la Tabla R I 5 todos los 

arenavirus ensayados fueron también susceptibles a ambos compuestos pero con 

ciertas variaciones respecto de la cepa IV4454. La CE50 de 3c contra cada virus varió 

entre 5,5 y 29,4 µM, mientras la CE50 de 3f fue menor a 10 µM, excepto contra TCRV 

que resultó ser de 13,4 µM. 

 
Tabla R I 5: Actividad inhibitoria de derivados de acridona contra arenavirus del 

Nuevo y Viejo Mundo 

Virus 
CE50 [µM] 

3c 3f 

JUNV IV4454 5,5 ± 0,5 4,7 ± 0,5 

JUNV XJCl3 20,5 ± 0,8 4,5 ± 0,2 

TCRV 27,2 ± 0,9 13,4 ± 0,9 

LCMV 29,4 ± 1,7 7,3 ± 1,2 

 
CE50: concentración efectiva 50%, determinada mediante el ensayo de inhibición del rendimiento viral de JUNV, 
en células Vero a las 48 h de infección. IS: índice de selectividad, relación entre CC50/CE50. Los valores 
corresponden a la media de dos  determinaciones independientes ± DE. 

 

R I 3. Evaluación de la citotoxicidad de los compuestos con actividad antiviral 

por otras metodologías 

R I 3.1. Efecto de los compuestos sobre la síntesis de proteínas celulares 

Para evaluar el efecto de los compuestos antivirales seleccionados sobre el 

metabolismo de las células Vero, se midió el nivel de síntesis de proteínas celulares 
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en monocapas confluentes luego de 24 h de incubación en presencia de NSC14560 y 

3f, utilizando las concentraciones de los compuestos elegidas para la realización de 

los posteriores experimentos de caracterización de la actividad antiviral. Para ello, se 

marcaron las proteínas celulares con 35S-metionina y 35S-cisteína (Expre35S35S) 

durante 3 h a 37 °C en presencia y ausencia de compuesto y se analizaron por 

electroforesis. Como se muestra en la Figura R I 3, no se encontraron variaciones en 

la síntesis de proteínas celulares en las muestras tratadas con NSC14560 y sólo se 

observó una muy leve disminución en la intensidad de las bandas correspondientes a 

las proteínas celulares en los cultivos tratados con 3f. 

 

 
 

 
 

Figura R I 3:  Efecto de NSC14560 y 3f sobre la síntesis de proteínas celulares.  Monocapas de células Vero 
fueron incubadas en presencia o ausencia de NSC14560 20 µM o 3f 25 µM durante 24 h a 37 °C. Luego se 
marcaron las proteínas celulares con 50 µCi/ml de Expre35S35S y se analizaron por electroforesis e impresión en 
placa radiográfica.  CC: control de celular, células sin tratamiento; NSC14560: células tratadas con NSC14560; 
3f: células tratadas con 3f. 

 

 

R I 3.2. Efecto de los compuestos sobre la proliferación de células Vero 

La capacidad antiproliferativa de los compuestos antivirales seleccionados se 

determinó utilizando el método del MTT; para ello luego de 2,5 h de la siembra celular 

se agregaron distintas concentraciones de compuesto en un rango que incluye la 

concentración elegida para los ensayos antivirales y se realizó la medición de la 

viabilidad celular mediante el método colorimétrico a las 48 h de incubación.  

Como puede observarse en la Figura R I 4, los compuestos produjeron una 

disminución en la viabilidad celular de las células en crecimiento en forma 

dependiente de la dosis. En todas las concentraciones ensayadas NSC14560 mostró 

un mayor efecto antiproliferativo, obteniéndose una CC50 de 87,4 µM, mientras que la 

       CC  NSC14560  3f 
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actividad de 3f fue mucho menor ya que produjo 35,5% de inhibición de la viabilidad 

celular a la máxima concentración evaluada de 100 µM, por lo que la CC50 resultó 

>100 µM. Se observó una disminución mayor en la viabilidad celular en células en 

crecimiento en comparación con células estacionarias (Tablas R I 1 y R I 3), en las 

que se determinó la actividad antiviral y el IS, pero aún los valores de CC50 en células 

en crecimiento excedieron a las respectivas CE50.  
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Figura R I 4:  Efecto de los compuestos sobre la proliferación de células Vero.  Las células fueron 
sembradas en microplacas de 96 pocillos y luego de 2,5 h de incubación a 37 °C se agregaron distintas 
concentraciones de los compuestos NSC14560 y 3f.  Luego de 48 h de incubación a 37 °C, se determinó la 
viabilidad celular utilizando el método del MTT. Los resultados están expresados como porcentaje de viabilidad 
celular en los cultivos tratados con compuesto respecto a los cultivos no tratados. Los valores corresponden a la 
media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

 

R I 4. Conclusiones 

 

En esta sección se presentó la evaluación inicial de la actividad biológica de 

los disulfuros aromáticos, disulfuros de tiuramo, tiosulfonas y acridonas, 
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encontrándose compuestos con una muy selectiva actividad antiviral y potente efecto 

virucida contra JUNV IV4454 y otros arenavirus. En base a los resultados obtenidos 

se seleccionaron los compuestos más activos para realizar la caracterización de sus 

propiedades antiarenavirus: el inactivante NSC4492 (disulfuro aromático) y los 

antivirales NSC14560 (disulfuro de tiuramo) y 3f (acridona). 
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Capítulo II. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD VIRUCIDA DEL DISULFURO 

AROMÁTICO NSC4492  

 

El disulfuro aromático NSC4492 fue el compuesto elegido por su potencia 

inhibitoria para caracterizar la acción virucida de esta clase de compuestos. 

 

R II 1. Efecto de las condiciones de incubación sobre la actividad inactivante 

Además de la concentración del compuesto (Figura R I 2), se analizó el efecto 

del tiempo y la temperatura de incubación sobre la acción inactivante de NSC4492 

contra JUNV.  

Después de 15 min de estar el virus en contacto con el compuesto ya se 

observa una pérdida significativa de infectividad (Figura R II 1). NSC4492 se mostró 

nuevamente como un agente virucida muy efectivo, capaz de producir la inactivación 

del 95% de las partículas virales en 30 min y la inactivación completa a los 45 min.  
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Figura R II 1:  Efecto del tiempo de incubación sobre la actividad inactivante . Suspensiones virales  
conteniendo 1 x 106 UFP de JUNV cepa IV4454 fueron incubadas con NSC4492 10 µM a 37 °C. A diferentes 
tiempos se determinó el virus infeccioso remanente mediante plaqueo en células Vero. Los valores 
corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

El efecto de la temperatura de incubación también fue determinado mediante 

ensayos de inactivación viral a 4 y 25 °C, en comparación con 37 °C. 

Se comprobó que la interacción entre NSC4492 y los viriones es dependiente 

de la temperatura, dado que a 4 ºC el compuesto ejerció un efecto inactivante muy 

débil, que se incrementó a 25 ºC  y fue máximo a 37 ºC (Figura R II 2), resultado que 
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indica el requerimiento de energía para lograr la mayor estabilidad de la unión virus-

compuesto. 
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Figura R II 2:  Efecto de la temperatura de incubación sobre la actividad inactivante . Suspensiones virales  
conteniendo 1 x 106 UFP de JUNV cepa IV4454 fueron incubadas con distintas concentraciones de NSC4492 a 
4 °C ( ■), 25 °C ( ●)  y a 37 °C (▲) durante 1,5 h. Luego el virus infeccioso se determinó por plaqueo. Los 
resultados están expresados como porcentaje de infectividad remanente del virus en los cultivos tratados 
respecto de los no tratados (CV). Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

 

R II 2. Estudio del blanco de acción 

Dada la reportada reactividad de esta clase de compuestos con los motivos 

zinc-finger de proteínas retrovirales y nuestros estudios previos en el tema, la 

hipótesis de partida fue que el blanco de ataque del compuesto NSC4492 que 

produciría la inactivación de JUNV podrían ser las proteínas virales portadoras de 

motivos zinc-finger: complejo GP, Z y NP.  Para tratar de comprobarlo se decidió 

analizar la posible interacción de este compuesto con las distintas proteínas mediante 

distintos abordajes experimentales, encarándose estudios que permitan evidenciar 

efectos de NSC4492 sobre los procesos en los que interviene cada proteína.  

 

R II 2.1. Efecto de NSC4492 sobre el complejo GP 

A fin de analizar la posibilidad de un efecto de la inactivación viral producida 

por NSC4492 sobre las proteínas del complejo GP, se decidió estudiar si los viriones 

inactivados con NSC4492 tienen afectada la capacidad de unión a la célula 

hospedadora mediante la medición de la adsorción de partículas inactivadas. 
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Para ello, las células Vero fueron infectadas a 4 °C con viriones previamente 

inactivados o no, y a distintos tiempos (0 y 60 min) se quitó el inóculo y se lisaron las 

células para la extracción del RNA total. Se determinó la cantidad de RNA de JUNV 

unido a la célula mediante un ensayo de RT-PCR en tiempo real. 

Como puede observarse en la Figura R II 3, no se encontraron variaciones que 

excedan los DE de las mediciones en las cantidades de RNA viral en los cultivos 

control y en los cultivos infectados con partículas inactivadas, con lo cual, la 

capacidad de unión de dichas partículas a las células no se vio modificada por el 

tratamiento con el compuesto inactivante. Este resultado sugiere que la funcionalidad 

biológica del complejo GP, no estaría afectada en las partículas inactivadas por 

NSC4492. 
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Figura R II 3:  Adsorción de partículas inactivadas con NSC4492 . Células Vero fueron inoculadas a 4 °C con 
suspensiones virales  de JUNV cepa IV4454 previamente inactivadas o no con NSC4492 10 µM. A los 0 y 60 
min, el inóculo fue removido, se extrajo el RNA total y se sintetizó el cDNA utilizando oligonucleótidos aleatorios. 
El cDNA fue utilizado como molde para amplificar el gen viral z y el gen actina como normalizador celular 
mediante PCR en tiempo real. Los resultados están expresados como cantidades relativas de RNA viral 
respecto al CV. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

 

R II 2.2. Efecto de NSC4492 sobre la proteína Z 

Para estudiar el posible efecto de NSC4492 sobre la proteína Z utilizamos la 

técnica de co-transfección de los plásmidos que codifican para la proteína Z de JUNV 

ligada a la HA de virus Influenza (pJUNV-Z-HA), y la RNA polimerasa del bacteriófago 

T7 bajo el promotor de CMV (pCMV-T7pol), en colaboración con la Dra. Nora López 

(Instituto Milstein, CONICET). La proteína Z se comporta como una proteína de matriz 

viral, siendo la que dirige el proceso de autoensamblado para la formación de VLPs, 

así como la brotación al medio extracelular. Por lo tanto, en condiciones normales el 

resultado de la transfección de Z en las células es la formación de VLPs conformadas 
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por Z (Z-VLPs) cuya presencia se detecta en el sobrenadante luego de haberse 

ensamblado en el interior de la célula. Aquí estudiamos si la presencia de NSC4492 

ejercía algún efecto sobre Z  evaluando el ensamblaje y/o la formación de estas VPLs 

en presencia de compuesto. 

Como se observa en la Figura R II 4, en presencia de NSC4492 no se afectó la 

formación de Z-VLPs detectadas en el extracelular mediante Western-blot contra la 

proteína Z. El porcentaje de liberación de esta proteína, medido como la cantidad de Z 

formando las Z-VLPs respecto de la cantidad total de Z total (Z-VLP + Z intracelular), 

fue similar en presencia o ausencia del compuesto.  Sin embargo, se observa que hay 

una alteración en el patrón electroforético de la proteína Z por el tratamiento con 

NSC4492, con una importante formación de multímeros que se detectan en 

condiciones no reductoras. Principalmente estos agregados se observan en las Z-

VLPs (comparar líneas 3 con 4 y 7 con 8), en donde la banda correspondiente al 

monómero de Z disminuye y se incrementa la banda correspondiente a los multímeros 

de mayor peso molecular.  

 

 

Línea 1 2 3 4 5 6 7 8
NSC4492 + - + - + - + -
DTT + + - - + + - -
Z-HA + + + + + + + +
Liberación [%] 110 100 125 100

multímeros   

dímeros →
monómeros →

VLPs Lisados

 
 

Figura R II 4:  Efecto de NSC4492 sobre el autoensam blaje y la formación de Z-VLPs. Células BSR crecidas 
en placas de 12 cavidades fueron transfectadas con 2 µg de pJUNV Z-HA y 2 µM de pCMV-T7pol y luego 
incubadas con o sin NCS4492 25 µM durante 48 h. Alícuotas de extractos celulares y VLPs purificadas fueron 
calentadas en buffer de muestra SDS-PAGE luego de la adición (+) o no (-) de 0,1% DTT y luego fueron 
analizadas por Western-blot, usando anticuerpo anti-HA para la detección de Z. La liberación (%) corresponde a 
la relación entre la proteína Z detectada en las VLPs y el total de proteína Z (Z-VLPs + Z intracelular). Las 
cantidades de Z en los extractos celulares fueron normalizadas por actina, seguido por quimioluminiscencia y 
densitometría. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 
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Este cambio conformacional en la proteína apoya una posible interacción del 

disulfuro con Z, que no afecta el proceso de liberación (Z-VLPs), y nos indicaría que Z 

es un posible blanco de este compuesto en el virión.  

 

R II 2.3. Efecto de NSC4492 sobre la RNP 

También en colaboración con la Dra. Nora López, se utilizó un sistema de 

minigenoma para estudiar el efecto del compuesto sobre la RNP viral, complejo 

proteico que involucra a NP y a L y que es además regulado por la proteína Z. Se 

evaluó la expresión del minigenoma pS-CAT como gen reportero en conjunto con los 

plásmidos que expresan las distintas proteínas virales en presencia y ausencia del 

compuesto. La co-transfección del minigenoma con los plásmidos que expresan las 

proteínas virales NP y L permite la transcripción del reportero por la actividad de la 

enzima viral, y el agregado de los plásmidos que expresan Z y GPC a la mezcla de 

transfección anterior, permite evaluar además la formación de VLPs completas e 

infectivas. Se ensayaron dos condiciones experimentales: 1) transfección con pS-CAT 

y los plásmidos que expresan NP (pTCRV-FLAG-NP) y L (pTCRV-L), ó 2) transfección 

con pS-CAT y los plásmidos que expresan todas las proteínas virales NP, L, Z 

(pJUNV-Z-HA) y GPC (pJUNV-GPC), en presencia y ausencia de NSC4492. Estos 

dos protocolos se ensayaron con el fin de evaluar comparativamente el efecto sobre la 

transcripción en las condiciones mínimas que permiten la expresión del minigenoma 

(sistema 1) y en presencia de la expresión de todas las proteínas virales (sistema 2) 

que permite la formación de VLPs completas e infectivas. A las 72 h post-transfección 

se cosecharon los sobrenadantes, para purificar las VLPs completas, y se lisaron las 

células para medir la actividad del gen reportero CAT. 

La medición de enzima CAT en los extractos celulares se muestra en la Figura 

R II 5 (Transfecciones, líneas 1 a 4). La cuantificación, expresada como % de 

actividad CAT, se presenta en la parte superior calculada como % de actividad en 

cada muestra tratada respecto de la correspondiente no tratada, tomada como 100%. 

Se puede observar una disminución de la señal del gen reportero de CAT en 

presencia de NSC4492, lo que indicaría una inhibición en la transcripción viral. La 

inhibición de la expresión del minigenoma se observa en las células transfectadas con 

el minigenoma y las proteínas virales NP y L, es decir, sin agregar las proteínas 

virales Z y GPC al sistema (comparar línea 1 con 3, 39,9% en presencia de droga 

respecto del 100% en ausencia), lo cual indica que la maquinaria de síntesis de RNA 

viral estaría afectada. Esta inhibición se incrementa cuando además se transfectan Z 
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y GPC (comparar líneas 2 y 4, 18,6% respecto del 100%). Los resultados observados 

en la condición control muestran un aumento en la expresión del gen reportero 

cuando están presentes en el sistema las cuatro proteínas virales (comparar línea 3 

con 4), este aumento es esperado para este tipo de sistemas, de acuerdo a los 

resultados previos de otros autores (Cornu & de la Torre, 2001; Lee et al., 2002; Perez 

et al., 2004; Casabona et al., 2009). 

Con los sobrenadantes obtenidos a las 72 h a partir de cada transfección, se 

concentraron las VLPs completas por ultracentrifugación y se realizaron infecciones 

de nuevos cultivos celulares con esas VLPs completas en ausencia y presencia de 

compuesto. A las 48 h p.i., se midió nuevamente la actividad de CAT en los extractos 

celulares.  

 

Línea 1 2 3 4 5 6 7 8
Minigenoma + + + + + + + +
TCRV L + + + + + + + +
TCRV FLAG-NP + + + + + + + +
JUNV Z-HA - + - + - + - +
JUNV GPC - + - + - + - +
NSC4492 + + - - + + - -
Actividad CAT [%] 39,9 18,6 100 100 0 28,4 0 100

Transfecciones Infecciones

 
Figura R II 5:  Efecto de NSC4492 sobre la expresión del minigenoma pS-CAT. Células BSR fueron 
transfectadas con el plásmido que expresa el minigenoma pS-CAT junto con los plásmidos codificando para las 
proteínas indicadas en la parte superior del gráfico (+). A las 4 h post-transfección se removieron los 
sobrenadantes y las células fueron tratadas o no con NSC4492 25 µM. A las 72 h post-transfección, se 
cosecharon los sobrenadantes y se prepararon los extractos celulares para la determinación de actividad CAT 
(1-4).  Los sobrenadantes cosechados de las células transfectadas fueron clarificados y agregados a monocapas 
de células CV1 en las cuales luego se determinó la actividad CAT (5-8). Los valores corresponden a la media de 
duplicados de ensayos independientes ± DE. 

  

Los resultados de las infecciones con VLPs se presentan en la Figura R II 5, 

líneas 5 a 8. Las líneas 5 y 7 corresponden a controles negativos de la infección, dado 

que cabe esperar que no se hayan formado VLPs completas infectivas en los 

sobrenadantes de 1 y 3 de la transfección original sin Z ni GPC y que por lo tanto no 
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se produzca señal de actividad CAT, tal como se observa. Las líneas 6 y 8 reflejan 

para las infecciones con VLPs completas infectivas los mismos resultados observados 

en las transfecciones (líneas 2 y 4). La menor actividad CAT en las células 

transfectadas y tratadas con NSC4492 (línea 2 respecto de 4) se traduce en una 

menor actividad en las células infectadas con los sobrenadantes de las 

correspondientes transfecciones (línea 6 respecto de 8). Esto se debería a la menor 

cantidad de partículas infectivas producidas en los cultivos tratados respecto de los no 

tratados, de acuerdo a los valores de actividad CAT.  

Estos resultados permiten concluir que NSC4492 produce inhibición de la 

transcripción del minigenoma pS-CAT. Esta inhibición podría deberse al efecto del 

compuesto sobre NP ya que se ha descripto en esta proteína la presencia en su 

extremo C-terminal de un dominio de unión a zinc del tipo CHCC, (Parisi et al., 1996, 

Tortorici et al., 2001b) (Figura I 6) que sería también blanco de acción del compuesto. 

 

R II 3. Capacidad replicativa de los viriones inactivados con NSC4492 

R II 3.1. Síntesis de RNA viral de viriones inactivados con NSC4492 

Con el fin de determinar si las partículas inactivadas con NSC4492 son 

capaces de replicar dentro de la célula hospedadora, se decidió estudiar a 

continuación la síntesis de RNA viral luego de la infección de células Vero con los 

viriones inactivados. Para ello primero se determinó la cinética de síntesis de RNA 

viral en el sistema células Vero-JUNV utilizado para los ensayos antivirales y virucidas 

a fin de establecer los tiempos iniciales de síntesis y así medir en forma adecuada el 

efecto de la droga sobre este evento biosintético.  

En la Figura R II 6 A se muestra el ensayo de cinética de síntesis de RNA viral, 

medida por RT-PCR en tiempo real, mostrando el inicio de síntesis detectable a partir 

de las 3 h y un crecimiento continuado de los niveles de RNA en función del tiempo. 

Estos resultados concuerdan con estudios que han reportado que el ciclo de 

multiplicación de JUNV se completa alrededor de las 12 h (Mersich et al., 1981) y el 

RNA viral se detecta alrededor de las 3-4 h p.i. (Ellenberg et al., 2007).   

A partir del estudio cinético, se decidió determinar la capacidad de síntesis de 

RNA viral de los viriones inactivados a las 5 y 7 h después de la infección de células 

Vero, en forma comparativa con viriones infectivos. Para ello, se realizó una reacción 

de RT-PCR utilizando el RNA extraído de células Vero infectadas con JUNV 
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previamente inactivado o no con NSC4492.  Se observó una reducción significativa en 

los niveles de RNA viral tanto a las 5 como a las 7 h p.i. (Figura R II 6 B). El nivel de 

inhibición a las 7 h p.i., tiempo en donde puede detectarse una mayor cantidad de 

RNA en las células infectadas, fue de casi 3 log. 
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Figura R II 6:  Cinética de síntesis y síntesis del RNA de  partículas inactivadas con NSC4492. ( A): Células 
Vero fueron infectadas con JUNV IV4454 (m.i. 1) y a distintos tiempos p.i. (1, 3, 5, 7 y 24 h) se extrajo el RNA 
total. Luego se sintetizó el cDNA utilizando el oligonucleótido específico para el gen gpc complementario al RNA 
antigenómico y se amplificó mediante PCR en tiempo real utilizando los oligonucleótidos para gpc. Los 
resultados están expresados como cantidades relativas de RNA antigenómico viral en cada tiempo respecto al 
nivel de RNA antigenómico determinado a las 24 h p.i. (B): Células Vero fueron infectadas con JUNV IV4454 
previamente inactivado o no con NSC4492 10 µM. A las 5 y 7 h p.i., se extrajo el RNA total y se sintetizó el 
cDNA de acuerdo a lo detallado en A. Los resultados están expresados como cantidades relativas de RNA viral 
en células infectadas con JUNV inactivado respecto de células infectadas con JUNV infeccioso. Los valores 
corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

 

R II 3.2. Expresión de antígenos virales de viriones inactivados con NSC4492 

La capacidad de las partículas virales inactivadas de expresar sus proteínas 

fue estudiada por inmunofluorescencia indirecta luego de 16 h de infección (Figura R 

II 7) empleando una alta m.i. 

(A) 

(B) 
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La inhibición en los niveles de RNA viral observados previamente fue 

corroborada por la detección nula de los antígenos virales en las células infectadas 

con los viriones inactivados, lo cual permitiría concluir que las partículas inactivadas 

son completamente incapaces de replicar dentro de la célula hospedadora. 

 

 
 

    

    
 

Figura R II 7: Expresión de las proteínas de viriones inactivados con NSC4492. Suspensiones virales 
conteniendo 1 x 107 UFP/ml (m.i. 10)  fueron previamente inactivadas o no con NSC4492 y luego utilizadas para 
infectar monocapas de células Vero crecidas sobre cubreobjetos. A las 16 h p.i. los antígenos virales se 
revelaron por IF usando los anticuerpos monoclonales SA02-BG12 para NP y QC03-BF11 para GPC/GP1. CC: 
control celular no infectado. Aumento: 400X. 

 

 

R II 4. Efecto de NSC4492 sobre otros virus no relacionados 

El difulfuro NSC4492 ha mostrado efectiva actividad virucida contra JUNV y 

otros arenavirus, como aquí se muestra, y contra HIV-1 (Rice et al., 1996). Para tratar 

de establecer si el efecto inactivante de NSC4492 estaba relacionado exclusivamente 

a la presencia de motivos zinc-finger en alguna proteína viral, se ensayó la 

susceptibilidad a este compuesto de virus de otras familias. Se realizaron ensayos de 

actividad virucida con HSV-1 cepa KOS, VSV cepa Indiana, virus Polio cepa 3 (PV-3), 

DENV-2 cepa NCG y virus Sarampión cepa vacunal (MV).  

Todos los virus ensayados presentan alguna proteína con motivo zinc-finger, a 

excepción de VSV que carece de estos motivos en sus proteínas. Sin embargo, cabe 

destacar que sólo la proteína ICP0 de HSV-1 comparte con la proteína Z de JUNV la 

característica de presentar un motivo de tipo RING finger (Moriuchi et al., 1994), 

ambas con secuencias del tipo CCCHCCCC (Figura R II 8) (Salvato & Shimomaye 

1989; Djavani et al., 1997; O´Rourke et al., 1998). Para los restantes virus, las 

secuencias de unión a zinc corresponden a otros tipos de motivos dentro de los 

grupos estructurales en que han sido clasificados los motivos zinc-finger.  

CC NP 
citoplasmática 

GPC/GP1 
citoplasmática 

- NSC4492 

+ NSC4492 

GPC/GP1 
membrana 
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Figura R II 8:  Estructura del motivo RING-finger. Los 8 residuos con la secuencia CCCHCCCC unen dos 
átomos de zinc. Las secuencias que contienen este motivo se encuentran superpuestas, siendo el primer, 
segundo, quinto y sexto residuo el que coordina un átomo de zinc, mientras que el tercer, cuarto, séptimo y 
octavo residuo, unen el segundo átomo de zinc. 

 

De acuerdo a los valores de CI50 presentados en la Tabla R II 1, HSV-1 resultó 

junto con JUNV el virus más susceptible a la acción de NSC4492. Para los restantes 

virus, las CI50 fueron significativamente más elevadas, con valores 6-8 veces mayores 

para VSV y MV y más de 150 veces superiores para PV-3 y DENV-2, que mostraron 

la menor susceptibilidad.  

 

Tabla R II 1: Actividad virucida de los disulfuros frente a otros virus 

Virus NSC4492 CI50 [µM] 

JUNV IV4454 0,2 ± 0,006 

HSV-1 0,08 ± 0,001 

VSV 1,21 ± 0,08 

DENV-2 94,2 ± 3,5 

PV-3 36,1 ± 1,5 

MV  1,6 ± 0,1 

 
CI50: concentración inactivante 50%, determinada  mediante inactivación a 37 °C durante 1,5 h. Los valores 
corresponden a la media de tres determinaciones independientes ± DE. 

 

Además del valor de CI50 extrapolado a partir de los valores de % inactivación 

en función de la concentración, si se analiza el perfil de los gráficos de respuesta a la 

dosis, se observa que para JUNV y HSV-1 hay una muy potente inactivación viral en 

concentraciones por encima de 1,5 µM, con valores de 90-100% inhibición para JUNV 

y 90-99,9% inhibición para HSV-1 (Figura R II 9 A y B). Por el contrario, para los 

restantes virus, como puede observarse para VSV en la Figura R II 9 C,  no se supera 

el 80% de inhibición aún luego de tratar la suspensión viral con 100 µM y, más aún, en 
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el rango de concentraciones desde 3 a 100 µM se mantiene un % de infectividad 

remanente de aproximadamente 20-30%.  

Por lo tanto, se puede afirmar que aunque se observa un cierto efecto frente a 

los distintos virus, la potencia de la actividad virucida de este tipo de agente es 

fuertemente variable en función del virus. 
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Figura R II 9:  Efecto de NSC4492 sobre otros virus no relacionados . Suspensiones virales  conteniendo 1 x 
106 UFP de JUNV cepa IV4454 (A); HSV cepa KOS (B) o VSV cepa Indiana (C) fueron incubadas con distintas 
concentraciones de NSC4492 a 37 °C durante 1,5 h y luego las muestras se titularon por plaqueo. Los 
resultados están expresados como porcentaje de infectividad remanente en los cultivos tratados respecto de los 
no tratados. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

 

 

R II 4. Conclusiones 

El compuesto inactivante NSC4492 mostró efectividad contra miembros de la 

familia, con una cinética de inactivación rápida y dependiente de la temperatura. 

(A) 

(B) (C) 
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Los viriones inactivados con NSC4492 no mostraron alterada su capacidad de 

unión a las células, lo que indicaría que no hay efectos del compuesto sobre el 

complejo GP. 

El tratamiento con el compuesto virucida no afectó el autoensamblaje y la 

brotación de Z-VLPs pero sí produjo una alteración en el patrón electroforético de la 

proteína Z, con una importante formación de multímeros. Asimismo, mediante el 

empleo de un sistema de genética reversa, se observó una disminución de la señal 

del gen reportero de CAT en presencia de NSC4492, lo que indicaría también un 

posible efecto del compuesto sobre la NP.  

Se observó una incapacidad de los viriones inactivados de sintetizar el  RNA 

viral con la consecuente pérdida de detección de antígenos virales en células 

infectadas con estos viriones. 

Por último, NSC4492 fue capaz de inactivar viriones de variadas familias con 

diferente grado de efectividad. HSV-1 fue el más susceptible, con niveles de inhibición 

y curvas dosis-respuesta similares a los observados con JUNV. 
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Capítulo III. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DEL DISULFURO 

DE TIURAMO NSC14560 

 

R III 1. Parámetros que afectan la actividad antiviral  

R III 1.1. Influencia del inóculo viral sobre la actividad antiviral de NSC14560 

Para algunos antivirales se registra una fuerte dependencia de su efectividad 

in vitro con la multiplicidad de infección empleada en el ensayo antiviral. Para 

determinar si este parámetro afecta la actividad de NSC14560, se evaluó la actividad 

antiviral en células Vero infectadas con JUNV a distintas m.i. Como se observa en la 

Figura R III 1, hubo mínimas variaciones en la inhibición del rendimiento para 

diferentes concentraciones del compuesto cuando la m.i. varió entre 0,001 y 1, y sólo 

para la m.i. de 10 se observa una importante disminución en la capacidad inhibitoria.  
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Figura R III 1:  Influencia del inóculo viral sobre la actividad antiviral de NSC14560. Células Vero fueron 
infectadas con JUNV cepa IV4454 a distinta m.i. (■: 0,001; ●: 0,01; ▲: 0,1; ▼: 1; ◄: 10), luego de 1 h de 
adsorción a 37 °C, el inóculo fue removido y las células cubiertas con MM conteniendo distintas concentraciones 
de NSC14560.  El rendimiento viral fue medido a las 48 h p.i. Los valores corresponden a la media de 
duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Los valores de CE50 calculados a partir de los datos presentados en la Figura 

R III 1 se muestran en la Tabla R III 1. Se observa que con una variación de 1000 

veces en el inóculo del virus (0,001-1) no hay variaciones superiores a 5 veces en los 

valores de CE50 y sin observarse una relación directa entre CE50 y m.i., en tanto que 

solamente para una m.i. muy elevada de 10 se registra un incremento mayor de la 

CE50 a 91,1 µM. Teniendo en cuenta el valor de toxicidad en células Vero durante 48 h 

(CC50 = 475,2 µM, Tabla R I 1) los IS se encontraron en el rango 27,5-117,6 para m.i. 

de JUNV  entre 0,001 y 1, y se redujo a 5,2 frente a una m.i. de 10. 
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Tabla R III 1: Valores de CE 50 de NSC14560 en función del inóculo viral 

m.i. [UFP/cél]  0,001 0,01 0,1 1 10 

CE50 [µM] 4,04 ± 0,1 17,3 ± 5,3 8,5 ± 0,2 11,6 ± 2,1 91,1 ± 17,4 

 
CE50: concentración efectiva 50%, determinada mediante el ensayo de inhibición del rendimiento viral de JUNV 
cepa IV4454, en células Vero a las 48 h de infección. Los valores corresponden a la media de dos  
determinaciones independientes ± DE. 

 

R III 1.2. Efecto inhibitorio de NSC14560 en distintos tipos celulares 

También se analizó la influencia del tipo de célula hospedadora sobre la acción 

inhibitoria de NSC14560 en la infección con JUNV, determinando su eficacia antiviral 

mediante el ensayo de inhibición del rendimiento viral en la línea celular de carcinoma 

pulmonar humano A549 y la línea celular BHK-21 proveniente de riñón de hámster 

neonato. Ambas líneas mostraron un  nivel similar de sensibilidad a la acción anti-

arenavirus de este compuesto en comparación con las células Vero (Figura R III 2).  
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Figura R III 2:  Influencia de la célula hospedadora en la actividad antiviral de NSC14560. Células Vero (▲), 
BHK-21 (■) y A549 (●) fueron infectadas con JUNV cepa IV4454 (m.i. 0,1) y luego de 1 h de adsorción a 37 °C el 
inóculo fue removido y las células cubiertas con MM conteniendo distintas concentraciones de NSC14560. El 
rendimiento viral fue medido a las 48 h p.i. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

En los tres sistemas celulares ensayados, los valores de CE50 de NSC14560 

contra JUNV extrapolados de la Figura R III 2 fueron mucho menores que las 

respectivas CC50, determinadas por el método de MTT (Tabla R III 2).  
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Tabla R III 2: Citotoxicidad y actividad antiviral de NSC14560 en distintos tipos 
celulares 

Célula hospedadora CC 50 [µM] CE 50 [µM] IS 

Vero 475,2 ± 0,2 8,5 ± 0,2 55,9 

A549 >500 6,8 ± 0,6 >72,9 

BHK-21 485,3 ± 7,2 5,7 ± 0,7 85,7 

 
CC50: concentración citotóxica 50%, determinada en cada línea celular, luego de 48 h de incubación con el 
compuesto, mediante el método del MTT. CE50: concentración efectiva 50%, determinada en cada línea celular 
mediante el ensayo de inhibición del rendimiento de JUNV a las 48 h de infección. IS: índice de selectividad, 
relación CC50/CE50. Los valores corresponden a la media de tres determinaciones independientes ± DE. 

 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que el disulfuro estudiado posee un 

adecuado espectro de actividad inhibitoria contra arenavirus (Figura R I 1) y tipos de 

célula hospedadora diferentes. 

 

R III 1.3. Estabilidad del efecto inhibitorio de NSC14560 en función del tiempo de 

infección 

Con el fin de evaluar la estabilidad de la acción inhibitoria sobre la 

multiplicación viral en función del tiempo de infección en presencia de NSC14560, se 

realizaron ensayos de inhibición del rendimiento viral a distintos tiempos p.i. 

realizando o no la reposición de MM con compuesto fresco.   

Como se observa en la Figura R III 3, la inhibición del rendimiento viral se 

mantiene en niveles similares durante 72 h p.i. si se agrega cada 24 h MM 

conteniendo compuesto fresco (barras grises) mientras que el porcentaje de inhibición 

decae con el transcurso de los días si el compuesto no es renovado (barras negras). 

Esto sugeriría que la concentración real de compuesto disminuye en el medio de 

cultivo y/o en el ambiente intracelular con el transcurso del tiempo, permitiendo que 

aquellos viriones que escaparon a la acción antiviral puedan replicar normalmente y 

recuperarse, de esa forma, parcialmente la producción viral.  
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Figura R III 3:  Estabilidad del efecto inhibitorio de NS C14560 en función del tiempo de infección . Se 
infectaron cuatro series de cultivos de células Vero con JUNV (m.i. = 0,1), luego de 1 h de adsorción a 37 °C, el 
inóculo fue removido y se agregó MM a dos series (controles virales) y MM conteniendo 20 µM de NSC14560 a 
las otras (cultivos tratados). En dos series de cultivos, una tratada y otra control, se cambió el medio a las 24 y 
48 h por MM con o sin compuesto, según corresponda (barras grises), en tanto que las otras dos series se 
mantuvieron sin renovación de medio durante el tiempo de incubación (barras oscuras). Se determinaron los 
rendimientos virales por UFP a las 24, 48 y 72 h p.i. Los resultados están expresados como porcentaje de 
inhibición del rendimiento del virus en los cultivos tratados respecto de los no tratados para las dos condiciones 
de incubación, con o sin cambio de medio. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

 

R III 2. Mecanismo de acción del compuesto NSC14560  

Para comenzar la investigación acerca del mecanismo de acción antiviral se 

llevaron a cabo una serie de ensayos a fin de tratar de localizar la etapa en la cual 

ejerce su efecto inhibitorio contra JUNV en células Vero. Se utilizó una concentración 

del inhibidor de 20 µM que asegure un 90% de inhibición. 

 

R III 2.1. Efecto del pre-tratamiento de células con el compuesto NSC14560 

Para descartar la posibilidad de que la unión a un factor celular fuese el blanco 

para la acción antiviral de NSC14560, se realizó un experimento en el cual las células 

fueron primero incubadas con distintas concentraciones de compuesto, lavadas 

exhaustivamente para eliminar el mismo y luego infectadas con JUNV. Paralelamente, 

otra serie de cultivos se infectó con JUNV y se agregó MM conteniendo las mismas 

concentraciones de NSC14560 luego de la infección. En ambos casos se midió la 

producción viral a las 48 h p.i.  
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Figura R III 4:  Pretratamiento de células con NSC14560. Pretratamiento de células (barras claras): células 
Vero fueron pre-incubadas con MM conteniendo diferentes concentraciones de compuesto durante 2 h a 37 °C, 
luego se removieron los sobrenadantes, se lavaron las células con PBS y se infectaron con JUNV IV4454 (m.i. 
0,1) en ausencia de compuesto. A las 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló el rendimiento viral 
por plaqueo. Tratamiento durante la infección (barras oscuras): el compuesto fue agregado a las células Vero 
simultáneamente con el virus JUNV (m.i. 0,1) y mantenido durante 48 h a 37 °C, luego se determinó el 
rendimiento viral por plaqueo. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± 
DE. 

 

Como se muestra en la Figura R III 4, el pretratamiento de las células no 

produjo inhibición viral a ninguna de las concentraciones ensayadas, mientras que el 

tratamiento durante la infección inhibió la replicación de JUNV. Estos resultados 

indicarían que el disulfuro no estaría interactuando durante ese período de 

pretratamiento con moléculas de la célula hospedadora para desencadenar una 

respuesta antiviral. 

 

R III 2.2. Influencia del tiempo de adición de NSC14560 sobre la acción antiviral  

Para tratar de localizar temporalmente cuándo se ejerce la acción inhibitoria de 

NSC14560 sobre la multiplicación intracelular de los arenavirus, se analizó el efecto 

del tiempo de adición del compuesto sobre el rendimiento de JUNV durante la 

infección. El ciclo replicativo de JUNV dura aproximadamente 12 h hasta que la 

progenie infecciosa se desprende de la célula (Mersich et al. 1981). Sin embargo, la 

producción de virus suficiente para ser determinada mediante un ensayo de inhibición 

del rendimiento viral y poder evaluar con certeza un efecto inhibitorio sólo se detecta 

cerca de 24 h p.i. Consecuentemente, las células fueron infectadas con JUNV 

realizando la adsorción durante 1 h a 4 °C,  luego se incubaron a 37 °C para 

sincronizar el comienzo del ciclo viral dentro de la célula y el compuesto se agregó a 

diferentes tiempos post-adsorción. El rendimiento de virus extracelular de todos los 

cultivos infectados se tituló a las 24 h p.i.  
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Figura R III 5:  Efecto del tiempo de adición de NSC14560 sobre la acción antiviral. Células Vero fueron 
infectadas con JUNV (m.i. 0,1) y luego de 1 h de adsorción a 4 °C, las células fueron lavadas y cubiertas con 
MM y a distintos tiempos p.i. se agregó NSC14560 20 µM. El rendimiento viral fue determinado a las 24 h por 
plaqueo. Los valores correspondientes a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Como muestra la Figura R III 5 se logró un nivel similar de inhibición, durante 

todo el período de tiempo analizado (1 a 9 h p.i.). Cuando el compuesto fue agregado 

inmediatamente después de la adsorción viral (tiempo 1) o hasta las 5 h p.i. se 

determinó una inhibición en el rendimiento viral del 99%. Cabe destacar que aún 

cuando el compuesto fue agregado a las 9 h p.i la reducción en el rendimiento del 

virus resultó alrededor del 95%. De acuerdo a estos resultados, el blanco de acción 

del compuesto NSC14560 estaría involucrado en todo el ciclo de vida de JUNV. 

 

R III 2.3. Efecto de NSC14560 sobre la adsorción e internalización viral 

Para determinar si la entrada del virus en la célula hospedadora se ve afectada 

por NSC14560, se evaluó el efecto de la droga durante los procesos de adsorción e 

internalización viral.  

En primer lugar, se estudió la influencia del compuesto sobre la cinética de 

adsorción viral. Células Vero fueron expuestas a JUNV en ausencia o presencia de 

NSC14560 y se determinó la infectividad asociada a células después de diferentes 

tiempos de incubación a 4 °C. Como se observa en la Figura R III 6, la adsorción del 

virus a las células Vero no fue inhibida por el tratamiento con el compuesto con 

respecto a las células no tratadas.  
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Figura R III 6: Efecto de NSC14560 sobre la adsorción viral. JUNV fue adsorbido a células Vero (m.i. 1) a 4 
°C en MM conteniendo ( ■) o no (●) NSC14560 20 µM. A diferentes tiempos p.i. se determinó el virus infeccioso 
unido a células por un ensayo de plaqueo. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

A continuación, para estudiar la internalización viral se infectaron células Vero 

con JUNV y luego de 1 h de adsorción a 4 °C, se agregó MM conteniendo o no 

NSC14560 20 µM y se incubaron los cultivos durante tiempos variables a 37 °C. En 

cada tiempo se eliminó el virus adsorbido remanente por tratamiento con buffer citrato 

para cuantificar las UFP internalizadas. Los resultados obtenidos mostraron que los 

viriones fueron internalizados por las células con la misma eficacia y cinética 

independientemente de la presencia o ausencia del compuesto (Figura R III 7).  
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Figura R III 7:  Efecto de NSC14560 sobre la internalización viral. Células Vero fueron infectadas con 
aproximadamente 200 UFP de JUNV. Luego de 1 h de adsorción a 4 °C las células fueron incubadas a 37 °C en 
presencia (■) o ausencia (●) de NSC14560 20 µM. A diferentes tiempos post-adsorción, las células fueron 
tratadas con buffer citrato, lavadas con PBS y cubiertas con MP para cuantificar el virus internalizado. Los 
valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 
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Por lo tanto, el conjunto de ambos experimentos permite concluir que 

NSC14560 no impediría la entrada del virus a la célula. 

 

R III 2.4. Efecto de NSC14560 sobre el desnudamiento viral 

Luego de la unión a las células, los arenavirus son internalizados por 

endocitosis en las vesículas de bajo pH, donde se desencadena la fusión entre la 

envoltura viral y la membrana del endosoma después de una alteración 

conformacional que expone un péptido fusogénico presente en la GP2 (Castilla et al., 

1994; Di Simone et al., 1994; York & Nunberg, 2006). Para evaluar si los viriones son 

o no capaces de desnudarse y liberarse de los endosomas en presencia del 

compuesto, se llevó a cabo un estudio de la cinética de desnudamiento viral en 

presencia de compuesto. Para ello, se realizó la adsorción de JUNV en células Vero a 

4 °C en ausencia de compuesto y luego los cultivos infectados se incubaron a 37 °C 

en presencia de NSC14560. A diferentes tiempos post-adsorción, se eliminó el virus 

no internalizado, se lisaron las células y se determinó la cantidad de partículas 

infectivas dentro de las células. Como control positivo se ensayó en paralelo el 

tratamiento con concanamicina A. Este compuesto es un inhibidor de la ATPasa 

vacuolar protónica, y se ha informado para otros virus envueltos que permite la 

endocitosis viral pero impide la fusión de membranas entre la envoltura viral y la 

membrana endosomal quedando las partículas retenidas en el endosoma (Guinea & 

Carrasco, 1994). 
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Figura R III 8:  Efecto de NSC14560 sobre el desnudamiento viral . Células Vero se infectaron con JUNV cepa 
IV4454 (m.i. 1) a 4 °C en ausencia de compuesto. Luego se incubaron a 37 °C en MM conteniendo o no ( ■) 
NSC14560 20 µM (●) o concanamicina A (50 nM) (▲). A diferentes tiempos post-adsorción, se removió el virus 
no internalizado por tratamiento con proteinasa K, se lisaron las células por congelamiento-descongelamiento y 
se determinó la infectividad intracelular por un ensayo de plaqueo. Los valores corresponden a la media de 
duplicados de ensayos independientes ± DE. 
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Como puede observarse en la Figura R III 8, no se detectó una acumulación 

de infectividad intracelular en los cultivos tratados con NSC14560 sino que se observó 

una disminución similar a la observada para los cultivos no tratados. Por el contrario, 

los cultivos tratados con concanamicina A mostraron una acumulación de infectividad 

intracelular, que se mantuvo hasta los 180 min. 

Estos resultados permitirían descartar un efecto de NSC14560 sobre el 

desnudamiento de JUNV en células Vero. 

 

R III 2.5. Efecto de NSC14560 sobre la síntesis de RNA viral 

Para analizar si la síntesis de RNA viral se encuentra afectada por NSC14560 

en el ciclo de replicación de JUNV, se analizó el efecto de este compuesto sobre 

dicho evento biosintético a tiempos tempranos de la infección. Se decidió evaluar los 

niveles de RNA a las 7 h p.i., ya que es a ese tiempo donde se determinan cantidades 

adecuadas de RNA como para evidenciar los efectos del compuesto (Figura R II 5 A). 
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Figura R III 9: Efecto de NSC14560 s obre la síntesis de RNA viral. Células Vero fueron infectadas con JUNV 
y luego tratadas con NSC14560 20 µM. A las 7 h p.i., se extrajo el RNA total y se sintetizó el cDNA utilizando el 
oligonucleótido específico para el gen gpc complementario al RNA antigenómico y se amplificó mediante PCR 
en tiempo real utilizando los oligonucleótidos para gpc. Los resultados están expresados como cantidades 
relativas de RNA viral en células infectadas con JUNV y tratadas respecto de células infectadas no tratadas. Los 
valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Se pudo determinar una reducción en la cantidad de RNA viral en los cultivos 

tratados observándose una reducción en las cantidades relativas de RNA de 

alrededor del 50% (Figura R III 9). 
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R III 2.6. Efecto de NSC14560 sobre la expresión y localización de antígenos 

virales 

Los efectos de NSC14560 sobre la expresión y localización celular de las 

proteínas de JUNV fueron estudiados por inmunofluorescencia indirecta de células 

infectadas en presencia y ausencia de la droga después de 16 h de infección.  

En las células infectadas (control viral) la presencia de la proteína de la 

nucleocápside NP, la proteína viral de aparición más temprana y más abundante, fue 

revelada a las 16 h p.i. con un anticuerpo monoclonal específico, exhibiendo una 

distribución regular finamente punteada (Figura R III 10). La cantidad de células que 

exhibieron fluorescencia citoplasmática para NP fue reducida en presencia de 

NSC14560 20 µM. La inhibición de la expresión de NP fue del 60%, cuantificada por 

recuento del número de células fluorescentes en 20 campos microscópicos 

seleccionados al azar. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R III 10:  Efecto de NSC14560 sobre la expresión y localización de antígenos virales . A. Células Vero 
crecidas sobre cubreobjetos se infectaron con JUNV cepa IV4454 (m.i. 0,1) y se trataron con MM conteniendo 
NSC14560 20 µM luego de la adsorción. A las 16 h p.i. los antígenos virales se revelaron por IF usando los 
anticuerpos monoclonales SA02-BG12 para NP y QC03-BF11 para GPC/GP1. CC: control celular no infectado; 
CV: control viral infectado no tratado; NSC14560: células infectadas tratadas con NSC14560. Aumento: 400X. B. 
Se contaron las células positivas para NP y GPC/GP1 en 20 campos seleccionados al azar en cultivos 
infectados controles y tratados con compuesto. Los recuentos se expresan como % inhibición en el número de 
células positivas en cultivos tratados con NSC14560 respecto de los no tratados. 

 

En cuanto a las glicoproteínas de JUNV, se analizaron tanto la expresión 

citoplasmática como de membrana utilizando un anticuerpo monoclonal reactivo 

contra el precursor GPC y la proteína de la envoltura madura GP1 (Sanchez et al., 

1989). Como se muestra en la Figura R III 10, se observó una disminución similar en 

el patrón de distribución de las glicoproteínas de JUNV en el citoplasma y en la 

superficie celular luego del tratamiento con NSC14560 (40%). 
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R III 2.7. Efecto de NSC14560 sobre la expresión y localización de las proteínas 

recombinantes NP, GPC/G1 y Z de JUNV 

Mediante la transfección de los plásmidos pcDNA-3.1/JUNV Z-FLAG,  pcDNA-

3.1/JUNV NP o pcDNA-3.1/JUNV GPC en células Vero, se decidió estudiar el efecto 

del tratamiento con NSC14560 sobre la expresión y el patrón de distribución de las 

proteínas Z, NP y GPC de JUNV expresadas en forma individual. 

Como muestra la Figura R III 11, en los cultivos tratados no se ven cambios en 

el nivel de síntesis de ninguna de las tres proteínas. Tampoco se evidencian 

modificaciones en la localización de las mismas dentro de las células. 

 

 
 

        

        
 

Figura R III 11: Efecto de NSC14560 sobre la expr esión de las proteínas recombinantes de JUNV. 
Monocapas de células Vero crecidas sobre cubreobjetos fueron transfectadas con 1 μg de los plásmidos pcDNA-
3.1/JUNV NP, pcDNA-3.1/JUNV GPC, pcDNA-3.1/JUNV Z-FLAG, o el plásmido vacío (CC). Se centrifugaron las 
microplacas durante 30 min a 3000 rpm incubándose luego a 37 °C durante 5 h. Transcurrido dicho tiempo, se 
reemplazó el medio con la mezcla de transfección por OptiMEM 2% SFB con o sin NSC14560 20 µM y se 
incubaron las células. A las 48 h post-transfección se procedió a revelar la expresión de las proteínas 
recombinantes mediante inmunofluorescencia indirecta. Para las proteínas NP y GPC/GP1 se siguió el mismo 
procedimiento que se detalla en la Figura R III 10 para inmunofluorescencia total. Para el caso de la proteína Z, 
se realizó la tinción indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Aumento 600 X. 

 

Con este resultado, se confirma que la inhibición de la expresión de los 

antígenos virales en las células infectadas y tratadas con NSC14560 observada en la 

Figura R III 10 se debe a un efecto de la droga en un paso anterior al de la síntesis 

proteica, involucrando principalmente la síntesis del RNA viral. 

 

 

CC NP GPC/GP1 Z-FLAG 

- NSC14560 

+ NSC14560 
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R III 2.8. Efecto de NSC14560 sobre la liberación de partículas virales 

Con el fin de determinar si la disminución en la producción viral detectada en el 

sobrenadante de las células tratadas se corresponde con una inhibición de la 

brotación de los viriones, se realizó la comparación del rendimiento viral en el 

sobrenadante y el virus infectivo asociado a células luego de 24 ó 48 h de tratamiento 

con NSC14560.  
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Figura R III 12:  Efecto de NSC14560 sobre la liberación de partículas. Células Vero fueron infectadas con 
JUNV cepa IV 4454 (m.i. 0,1), luego de 1 h de adsorción a 37 °C, el inóculo fue removido y las células cubiertas 
con MM conteniendo o no 20 µM de NSC14560. A las 24 y 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló 
el rendimiento viral extracelular por plaqueo (barras grises). Las monocapas celulares se lavaron con PBS y se 
rompieron por 3 ciclos de congelado/descongelado, los restos celulares se separaron por centrifugación (10 min 
a 3000 x g) y se cuantificó el virus infeccioso en el sobrenadante mediante UFP (barras negras). Los resultados 
están expresados como porcentaje de inhibición del rendimiento del virus en los cultivos tratados respecto del 
control viral no tratado. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Como se observa en la Figura R III 12, los porcentajes de inhibición en el 

rendimiento del virus liberado al sobrenadante como en el virus asociado a células 

fueron similares indicando que la totalidad del virus producido fue liberado al 

sobrenadante, con lo cual, no habría una acción directa de NSC14560 sobre la salida 

de JUNV. 

 

R III 2.9. Reversibilidad de la acción antiviral de NSC14560  

También se caracterizó el modo de acción de NSC14560 sobre la infección 

con JUNV en cuanto a la reversibilidad de la inhibición producida. Para ello, cultivos 

de células Vero infectados y tratados con el compuesto durante 24 h fueron luego 

incubados por otras 24 h con MM con o sin agregado de droga. La remoción del 

compuesto no modificó significativamente el rendimiento viral a las 48 h p.i. respecto 

de los cultivos infectados mantenidos durante todo el tiempo en presencia de la droga 
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(Figura R III 13). Los niveles de inhibición en ambos casos fueron similares, lo cual 

indicaría que la acción del compuesto afecta irreversiblemente la multiplicación de 

JUNV. 
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Figura R III 13:  Reversibilidad de la acción antiviral de NSC14560. Células Vero fueron infectadas con JUNV 
cepa IV 4454 (m.i. 0,1), luego de 1 h de adsorción a 37 °C, el inóculo fue removido y las células cubiertas con 
MM conteniendo o no 20 µM de NSC14560. A las 24 h p.i. se siguieron distintos tratamientos: T1: agregado de 
MM con 20 µM de NSC14560; T2: agregado de MM sin compuesto. Al control viral no tratado con compuesto, se 
le cambió el medio a las 24 h p.i. A las 48 h p.i. se tituló el rendimiento viral extracelular por plaqueo. Los 
resultados están expresados como porcentaje de inhibición del rendimiento del virus en los cultivos tratados 
respecto del control viral no tratado. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

 

R III 2.10. Efecto de NSC14560 sobre la replicación de otros virus  

En forma similar a los estudios con el compuesto virucida NSC4492, se trató 

de establecer si la actividad inhibitoria de NSC14560 estaba relacionada 

exclusivamente a la presencia de motivos zinc-finger en alguna proteína viral, 

evaluando la susceptibilidad a este compuesto de los virus HSV-1 cepa KOS, VSV 

cepa Indiana, PV-3, DENV-2 cepa NCG y MV mediante ensayos de reducción en el 

rendimiento viral en células Vero.  

Nuevamente, sólo en el caso de HSV-1 se observó un efecto antiviral de orden 

similar al encontrado para JUNV, ya que los valores de CE50 para ambos virus 

portadores de proteínas con motivos RING finger resultaron ser, en promedio, 7 veces 

menores a los determinados para VSV, DENV-2, PV-3 y MV (Tabla R III 3). Estas 

diferencias entre JUNV y HSV  respecto de los restantes virus también se reflejan en 

los correspondientes valores de IS. 
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Tabla R III 3: Actividad antiviral de NSC14560 frente a otros virus  

Virus CE 50 [µM] IS 

JUNV IV4454 8,5 ± 0,2 55,9 

HSV-1 5,92 ± 0,07 80,3 

VSV 43,8 ± 1,7 10,8 

DENV-2 30,4 ± 1,3 15,6 

PV-3 60,6 ± 1,5 7,8 

MV  63,2 ± 5,6 7,5 

 
CE50: concentración efectiva 50%, determinada  mediante el ensayo de inhibición del rendimiento viral en 
células Vero a las 48 h de infección. IS: índice de selectividad. Los valores corresponden a la media de tres 
determinaciones independientes ± desvío estándar. 

 

R III 3. Conclusiones  

De acuerdo a los resultados presentados en este capítulo, se puede concluir 

que la actividad antiviral de NSC14560 contra JUNV no fue dependiente de la dosis 

viral inoculada en el rango de m.i. de 0,001-1, en cambio a una m.i. de 10 se observó 

un aumento en la CE50.  

Al estudiar la eficacia en la acción antiviral en diferentes cultivos de células de 

mamífero, se encontró que el compuesto fue inhibidor efectivo de JUNV en células 

humanas y de hámster, mostrando un efecto comparable al observado en células 

Vero de mono, con índices de selectividad en el rango de 55,9-85,7.  

Estudios mecanísticos demostraron que NSC14560 no induce un estado 

refractario a la infección por el pretratamiento celular. Asimismo se determinó que la 

inhibición de la replicación de JUNV es irreversible y que se mantiene en niveles 

similares durante 72 h p.i. si el compuesto y MM es renovado cada 24 h pero decae 

con el transcurso del tiempo si no se renueva. 

Los ensayos de tiempo de adición indicaron que la acción inhibitoria de 

NSC14560 parecería afectar predominantemente etapas tempranas o intermedias que 

transcurren durante las 5 h p.i. La entrada y desnudamiento virales no están inhibidos, 

pero se observa una reducción en la síntesis de RNA viral. Consecuentemente, la 

expresión citoplasmática y de membrana de la mayoría de las proteínas virales en 

células infectadas también fue inhibida por NSC14560. 
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Capítulo IV. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS 

DERIVADOS DE ACRIDONAS N-SUSTITUÍDAS 

 

La actividad antiviral contra JUNV de acridonas se estudió empleando la 10-

alil-6-cloro-4-metoxi-9(10H)-acridona, designada 3f, el derivado con mayor acción 

inhibitoria y selectividad (Tabla R I 3). 

 

R IV 1. Influencia del inóculo viral sobre la actividad antiviral 

Se evaluó la actividad antiviral de 3f infectando monocapas de células Vero a 

distintas m.i. para determinar si este parámetro ejerce algún efecto sobre la misma.  

La Figura R IV 1 muestra que la efectividad de 3f para inhibir la infección de 

JUNV no se vio  afectada en forma importante por el inóculo viral inicial. Al realizar 

ensayos de inhibición del rendimiento viral en células Vero infectadas a distintas m.i., 

el perfil de las curvas de dosis-respuesta fue similar en el rango de 0,2-40 UFP/cél.  
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Figura R IV 1:  Influencia del inóculo viral sobre la actividad antiviral de 3f. Monocapas de células Vero 
fueron infectadas con JUNV cepa IV4454 a distintas m.i. (■: 0,2; ●: 2; ▲: 20; ▼: 40), luego de 1 h de adsorción a 
37 °C, el inóculo fue removido y las células cubiertas con MM conteniendo distintas concentraciones de 3f.  El 
rendimiento viral fue medido a las 48 h p.i. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE. 

 

Los valores de CE50 calculados a partir de los datos presentados en la Figura 

R IV 1 se muestran en la Tabla R IV 1.  Se observa que con una variación de 200 

veces en el inóculo de virus, no hay variaciones superiores a 2 veces en los valores 

de CE50 y en forma totalmente al azar respecto del valor de la m.i. Por otra parte, dado 

que la viabilidad de las células Vero no se vio afectada después de 48 h de incubación 
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con el compuesto hasta 1 mM (Tabla R I 1), en las mismas condiciones del ensayo 

antiviral, los índices de selectividad fueron superiores a 350 para todas las m.i. de 

JUNV IV4454 evaluadas.  

 
Tabla R IV 1: Valores de CE 50 de 3f en función del inóculo viral 

m.i. [UFP/cél] 0,2 2,0 20,0 40,0 

CE50 [µM] 2,6 ± 0,1 1,6 ± 0,1 2,3 ± 0,3 2,2 ± 0,3 

 
CE50: concentración efectiva 50%, determinada mediante el ensayo de inhibición del rendimiento viral de JUNV 
cepa IV4454, en células Vero a las 48 h de infección. Los valores corresponden a la media de dos  
determinaciones independientes ± DE. 

 

R IV 2. Reversibilidad de la acción antiviral 

También se decidió caracterizar la acción de 3f sobre la infección con JUNV 

en cuanto a la reversibilidad de la inhibición producida por eliminación de la droga 

luego de un cierto tiempo de tratamiento. Para ello, cultivos de células Vero infectados 

y tratados con el compuesto durante 24 h fueron luego incubados por otras 24 h con 

MM con o sin agregado de droga. La remoción del compuesto no produjo una 

modificación de importancia en el rendimiento viral a las 48 h p.i. respecto de los 

cultivos infectados mantenidos durante todo el tiempo en presencia de la droga 

(Figura R IV 2). Los niveles de inhibición en ambos casos fueron similares lo cual 

indicaría que la acción del compuesto afecta irreversiblemente la multiplicación de 

JUNV. 
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Figura R IV 2:  Reversibilidad de la acción antiviral de 3f. Células Vero fueron infectadas con JUNV cepa IV 
4454 (m.i. 0,1), luego de 1 h de adsorción a 37 °C, el i nóculo fue removido y las células cubiertas con MM 
conteniendo o no 25 µM de 3f. A las 24 h p.i. se siguieron distintos tratamientos: T1: agregado de MM con 25 µM 
de 3f; T2: agregado de MM sin compuesto. Al control viral no tratado con compuesto, se le cambió el medio a las 
24 h p.i. A las 48 h p.i. se tituló el rendimiento viral extracelular por plaqueo. Los resultados están expresados 
como porcentaje de inhibición del rendimiento del virus en los cultivos tratados respecto del control viral no 
tratado. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 
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R IV 3. Mecanismo de acción antiviral 

R IV 3.1. Efecto sobre la infección por pretratamiento de células y viriones  

Como una primera aproximación para caracterizar la acción de las acridonas 

sobre la infección de células Vero con JUNV, se investigó si actuarían por una 

interacción directa con las células a ser infectadas. Para ello, monocapas de células 

Vero fueron pre-incubadas con distintas concentraciones de 3f durante 2 h a 37 °C y 

luego se removió la droga antes de la infección con JUNV por lavados exhaustivos.  
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Figura R IV 3:  Tratamiento de células o virus con 3f antes y durante la infección. Pretratamiento de células 
(▲): células Vero fueron pre-incubadas con MM conteniendo diferentes concentraciones de compuesto durante 
2 h a 37 °C, luego se removieron los sobrenadantes y las células fueron infectadas con JUNV IV4454 (m.i. 0,1) 
en ausencia de compuesto. A las 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló el rendimiento viral por 
plaqueo. Pretratamiento de virus (●): suspensiones virales  conteniendo 1 x 106 UFP de JUNV IV4454 fueron 
incubadas con igual volumen de MM con o sin diferentes concentraciones de compuesto por 1,5 h a 37 °C. 
Luego las muestras fueron diluidas y la infectividad remanente determinada por UFP. Tratamiento durante la 
infección (■): el compuesto fue agregado a las células Vero simultáneamente con el virus JUNV IV4454 (m.i. 0,1) 
y mantenido durante 48 h a 37 °C, luego se determinó el rendimiento viral por UFP. Los resultados están 
expresados como porcentaje de infectividad remanente del virus en los cultivos tratados respecto de los no 
tratados. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Los resultados mostraron que la acridona no fue efectiva en reducir el 

rendimiento viral luego de 48 h de incubación p.i. por pretratamiento celular 2 h antes 

de la infección (Figura R IV 3). En simultáneo, se evaluó el efecto directo del 

compuesto sobre los viriones y por tratamiento de las células durante la infección. 

Cuando las partículas virales se incubaron con 3f durante 1,5 h a 37 °C antes de la 

infección celular para determinar la posible actividad inactivante del compuesto, la 

reducción en la infectividad remanente de JUNV fue solamente de alrededor del 30% 

a la mayor concentración ensayada (100 µM). En contraste, cuando las células se 

incubaron con el compuesto simultáneamente con el inóculo viral, los títulos en los 
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sobrenadantes a las 48 h p.i. fueron significativamente reducidos a concentraciones 

15-20 veces menores y en una forma dosis dependiente (Figura R IV 3).   

En conclusión, los efectos inhibitorios de la acridona contra JUNV fueron 

ejercidos enteramente a través de un bloqueo en el ciclo de replicación durante el 

proceso infeccioso. 

 

R IV 3.2. Influencia del tiempo de adición de 3f sobre la acción antiviral  

Se realizaron experimentos de tiempo de adición para estimar el período del 

ciclo de multiplicación de JUNV en que el compuesto 3f ejerce su efecto inhibitorio. El 

compuesto fue agregado a cultivos celulares infectados a varios tiempos post-

adsorción a 4 °C y luego se determinaron los títulos virales a las 24 h p.i., 

simultáneamente con cultivos infectados no tratados. Se observó una fuerte inhibición 

en la producción viral mayor a 3 log cuando la droga fue agregada hasta las 5 h p.i., y 

un efecto menor a tiempos mayores, con una reducción de 1-1.5 log en el título viral, 

(Figura R IV 4).  
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Figura R IV 4:  Efecto del tiempo de adición de 3f sobre la acción antiviral. Células Vero fueron infectadas 
con JUNV (m.i. 0,1) y luego de 1 h de adsorción a 4 °C, las células fueron lavadas y cubiertas con MM y a 
distintos tiempos p.i. se agregó 3f 25 µM. El rendimiento viral fue determinado a las 24 h por plaqueo. Los 
valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Estos datos sugieren que la acción inhibitoria de 3f es ejercida principalmente 

en las fases tempranas o intermedias del ciclo de multiplicación del virus. 
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R IV 3.3. Efecto de 3f sobre la adsorción e internalización viral 

La importante reducción en la multiplicación de JUNV observada en el 

experimento de tiempo de adición mostrada en la Figura R IV 4 se obtuvo en ausencia 

del compuesto durante la adsorción viral, ya que se agregó la droga luego de la unión 

a 4 °C. La falta de efecto de 3f sobre la adsorción viral fue confirmada determinando 

la inhibición producida en el rendimiento viral luego de 48 h de infección cuando el 

compuesto estuvo presente solamente en el período de adsorción de JUNV en células 

Vero durante 1 h a 4 °C (Figura R IV 5, T1). Bajo estas condiciones, no se observó 

reducción en la producción viral respecto a los cultivos infectados no tratados (CV), 

mientras que la adición de la acridona luego de la adsorción viral (T2) fue tan efectiva 

como su presencia continuada durante la adsorción y todo el período de incubación 

post-adsorción (T3) (Figura R IV 5). 
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Figura R IV 5: Efecto de 3f sobre la adsorción viral. Células Vero fueron infectadas con JUNV cepa IV4454 
(m.i. 1) bajo cuatro condiciones de tratamiento diferentes: T1: las células fueron infectadas con MM conteniendo 
3f 25 µM, luego de 1 h de adsorción a 4 °C, se descartó el inóculo y se cubrió con MM sin compuesto. T2: las 
células fueron infectadas en ausencia de compuesto, luego de 1 h de adsorción a 4 °C el virus fue removido y se 
cubrió con MM conteniendo 3f 25 µM. T3: el compuesto estuvo presente durante la adsorción a 4 °C y luego de 
la adsorción. CV: las células fueron infectadas y mantenidas siempre con MM sin compuesto. Para todos los 
tratamientos, se cosecharon los sobrenadantes a las 48 h p.i. y se determinó el título viral por plaqueo. Los 
valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

A continuación, se estudió la acción de 3f sobre la internalización de JUNV. 

Para ello, se infectaron células Vero con JUNV (m.i. 1) y luego de 1 h de adsorción a 4 

°C se retiró el inóculo viral y las células se incubaron inmediatamente a 37 °C para 

permitir la internalización viral en presencia o ausencia de 3f. Luego de 1 h de 

incubación, se cuantificó el virus internalizado mediante un ensayo de centros 

infecciosos.  
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Como se muestra en la Figura R IV 6, no se observaron diferencias entre la 

cantidad de virus internalizado en presencia o en ausencia de 3f. Por lo tanto, la 

acridona no afectaría la entrada del virus a la célula. 
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Figura R IV 6:  Efecto de 3f sobre la internalización viral. Células Vero fueron infectadas con JUNV IV4454 
(m.i. 1). Luego de 1 h de adsorción a 4 °C las células f ueron incubadas durante 1 h a 37 °C en presencia o 
ausencia de 3f 25 µM para permitir la internalización de los viriones. Seguidamente se inactivó el virus no 
internalizado con buffer citrato, se levantaron las células con tripsina y se realizaron diluciones seriadas que 
fueron plaqueadas sobre monocapas de células Vero para cuantificar el virus internalizado mediante la 
formación de centros infecciosos. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos 
independientes ± DE.  

 

 

R IV 3.4. Efecto de 3f sobre la síntesis de RNA viral 

Luego de la penetración en la célula hospedadora, el siguiente paso en el ciclo 

de vida de los arenavirus es la síntesis del RNA viral. Para analizar el efecto de 3f 

sobre la síntesis del RNA de JUNV, las células fueron infectadas (m.i. 0,1) y fueron 

incubadas con MM conteniendo o no compuesto; a las 48 h p.i. el RNA total fue 

extraído y utilizado como molde para la síntesis de cDNA utilizando oligonucleótidos 

aleatorios. Las muestras de cDNA fueron amplificadas con los oligonucleótidos 

correspondientes a los genes virales gpc, z y n (Tabla MM 1) mediante PCR en 

tiempo real usando actina como gen normalizador celular. La cuantificación del RNA 

viral total bajo estas condiciones mostró casi 3 log de inhibición en la síntesis de RNA 

viral en células infectadas con JUNV y tratadas con 3f 25 µM en comparación con las 

células infectadas no tratadas (Figura R IV 7). El grado de inhibición fue similar para 

los tres genes virales analizados. 
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Figura R IV 7:  Efecto de 3f sobre la síntesis de RNA viral. Células Vero fueron infectadas con JUNV IV4454 
(m.i. 0,1) e incubadas en ausencia (CV: control viral) o en presencia de 3f 25 µM. A las 48 h p.i., se extrajo el 
RNA total y se sintetizó el cDNA utilizando oligonucleótidos aleatorios. El cDNA fue utilizado como molde para 
amplificar los genes virales gpc, z y n y el gen actina como normalizador celular mediante PCR en tiempo real. 
Los resultados están expresados como cantidades relativas de RNA viral respecto al control viral de cada gen. 
Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Para asegurar que la síntesis de RNA es el blanco de 3f en el ciclo de 

replicación de JUNV, se analizó el efecto de este compuesto sobre dicho evento 

biosintético a tiempos tempranos de la infección. En base a la cinética de síntesis de 

RNA viral en células infectadas con JUNV (ver Figura R II 5 A) se hicieron las 

mediciones de RNA a las 5 y 7 h p.i. Se observó una reducción significativa en los 

niveles de RNA viral a ambos tiempos p.i. (Figura R IV 8). El nivel de inhibición se fue 

incrementando con el tiempo ya que se evidenció una mayor inhibición a las 7 h p.i. 

pasando del 54% a las 5 h p.i. al 90% a las 7 h p.i., momento que coincide con la 

detección de una mayor cantidad de RNA viral en las células infectadas (Figura R II 5 

A).   
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Figura R IV 8:  Efecto de 3f sobre la síntesis de RNA viral. Células Vero fueron infectadas con JUNV IV4454 
(m.i. 1) e incubadas durante 5 ó 7 h en ausencia (CV) o presencia de 3f 25 µM. Luego, se extrajo el RNA total y 
se sintetizó el cDNA utilizando el oligonucleótido específico para el gen gpc complementario al RNA 
antigenómico y se amplificó mediante PCR en tiempo real utilizando los oligonucleótidos para gpc. Los 
resultados están expresados como cantidades relativas de RNA viral respecto al control viral Los valores 
corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 
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Este resultado permite concluir que hay un efecto directo de la acridona sobre 

la síntesis de RNA viral, etapa que sería el blanco principal de este tipo de 

compuestos en el ciclo de JUNV, y que la inhibición observada a las 48 h p.i. se debe 

efectivamente a la acción inhibitoria acumulada de 3f sobre este paso del ciclo viral. A 

fin de corroborar esta conclusión más fehacientemente, se analizó también el efecto 

de la acridona 3c (Tablas R I 3 y R I 5) sobre la síntesis de RNA viral. Como se 

observa en la Figura R IV 9, este compuesto también produjo una drástica reducción 

de los niveles de RNA viral detectables en células infectadas. Asimismo, los niveles 

de inhibición producidos por ambas acridonas fueron dependientes de la dosis de 

compuesto. 
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Figura R IV 9:  Efecto de las acridonas sobre la síntesis de RNA viral. Células Vero fueron infectadas con 
JUNV IV4454 (m.i. 0,1) en ausencia (CV: control viral) o en presencia de 25 ó 200 µM de 3c o 3f, 
respectivamente. A las 48 h p.i., se extrajo el RNA total y se sintetizó el cDNA utilizando oligonucleótidos 
aleatorios. El cDNA fue utilizado como molde para amplificar el gen viral z y el gen actina como normalizador 
celular mediante PCR en tiempo real. Los resultados están expresados como cantidades relativas de RNA viral 
respecto al CV. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

 

R IV 3.5. Efecto de 3f sobre la expresión de los antígenos virales en células 

infectadas 

La inhibición en la síntesis de RNA fue indirectamente corroborada mediante el 

análisis del efecto de 3f sobre la expresión de las proteínas de JUNV, estudiada por 

inmunofluorescencia indirecta. En las células infectadas, la presencia de la proteína 

de la nucleocápside NP, la proteína viral más abundante, fue revelada con un 

anticuerpo monoclonal específico exhibiendo una distribución regular, finamente 

punteada (Figura R IV 10). La cantidad de células mostrando fluorescencia 

citoplasmática para NP fue drásticamente reducida en presencia de 3f.  

3c 3f 
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Figura R IV 10:  Efecto de 3f sobre la expresión de antígenos virales . Células Vero crecidas sobre 
cubreobjetos se infectaron con JUNV cepa IV4454 (m.i. 0,1) y se incubaron con MM (A) o MM + 3f 25 µM (B) 
luego de la adsorción. A las 48 h p.i. la expresión de la proteína viral NP se reveló por IFI usando el anticuerpo 
monoclonal SA02-BG12. Aumento: 400X 

 

Por lo tanto, la falta de RNA mensajero viral en las células inoculadas con 

JUNV y tratadas con 3f fue confirmada por la ausencia de la expresión de la proteína. 

 

R IV 3.6. Reversión de la actividad antiviral de 3f por el agregado de guanosina 

exógena 

Ciertos compuestos derivados de acridonas han sido reportados como 

inhibidores potentes y no competitivos de la enzima IMPDH (Waterson et al., 2007). 

IMPDH es una enzima clave responsable de la conversión de inosina 5´-monofosfato 

a xantosina 5´-monofosfato, un paso limitante para la síntesis intracelular de novo de 

nucleótidos de guanosina.  

Para explorar si la actividad antiviral de 3f podría estar afectando esta vía 

enzimática y así producir el efecto inhibitorio sobre la síntesis de RNA viral, se probó 

la actividad antiviral de 3f en presencia o ausencia de guanosina exógena para 

determinar si ocurría reversión de la inhibición. Como controles, RIB y ácido 

micofenólico (MPA), dos conocidos inhibidores de la IMPDH (Sintchak & Nimmesgern, 

2000), fueron ensayados en simultáneo contra JUNV, en las mismas condiciones. La 

actividad antiviral de RIB contra JUNV había sido ya determinada con un valor de 

CE50 de 18,5 ± 1,7 µM (Tabla R I 3), pero el efecto de MPA sobre la multiplicación de 

JUNV no ha sido estudiado hasta el presente. Por lo tanto, primero se hizo la 

evaluación de la actividad citotóxica en células Vero y la actividad antiviral de MPA 

contra JUNV mediante un ensayo de inhibición del rendimiento viral en células Vero, 

resultando una CC50 > 500 µM y una CE50 de 0,37 ± 0,04 µM.  

A B 



⏐  Resultados   
Capítulo IV   

______________________________________________________________________________________________ 
 

94 
 

A partir de estos datos, se hizo un ensayo de reversión por guanosina 

infectando células Vero con JUNV en presencia de una concentración fija de cada 

inhibidor y concentraciones crecientes de guanosina y midiendo los rendimientos 

virales a las 48 h p.i. La concentración fija de cada inhibidor se eligió en exceso de la 

CE50 correspondiente de manera de producir una importante reducción del 

rendimiento viral (Figura R IV 11). Por su parte, la máxima concentración de 

guanosina ensayada fue determinada de acuerdo a los resultados obtenidos en el 

ensayo de citotoxicidad en células Vero por la técnica de MTT, resultando la CC50 = 

625,1 ± 3,9 µM. 

La adición de guanosina exógena rescató la infectividad de JUNV en células 

tratadas con 3f en una manera dosis-dependiente, aunque esta reversión fue parcial, 

tal como se ve reflejado en los niveles de UFP: el rendimiento viral fue reducido de 

3,55 × 106 UFP/ml en las células infectadas, a 6,0 × 104 UFP/ml en las células 

infectadas y tratadas con 3f y el tratamiento simultáneo con 3f y 200 µM de guanosina 

incrementó el título a 6,05 × 105 UFP/ml. Por lo tanto, se recuperó 1 log de infectividad 

pero se mantuvo aún una pérdida de aproximadamente el 80% de la producción 

correspondiente a las células infectadas no tratadas (Figura R IV 11).  

En el caso de RIB (Figura R IV 11), la reversión observada fue aún más 

incompleta y no se observaron grandes variaciones al incrementar la concentración de 

guanosina, sugiriendo que el mecanismo de acción de RIB con JUNV no sería 

predominantemente a través de un efecto inhibitorio sobre la IMPDH. 

 Por el contrario, la inhibición producida sobre JUNV por MPA fue fuertemente 

revertida con el agregado de guanosina externa (Figura R IV 11): con una dosis de 

12,5 µM de guanosina el rendimiento viral aumentó más de 1,5 log y el incremento en 

el título fue proporcional a la concentración de guanosina agregada. Sin embargo, 

cabe hacer notar que aún en presencia de la máxima concentración de guanosina de 

200 µM no se produjo la reversión total. 
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Figura R IV 11:  Reversión de la actividad antiviral por el agregado de guanosina exógena.  Monocapas de 
células Vero fueron infectadas con JUNV IV4454 (m.i. 0,1), luego se removió el inóculo y se cubrieron con MM 
conteniendo 3f 25 µM, RIB 80 µM  o MPA 10 µM y distintas concentraciones de guanosina. El control viral se 
cubrió solamente con MM. A las 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló el rendimiento viral por el 
método de plaqueo.  Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

El efecto de la adición de guanosina exógena sobre la actividad inhibitoria de 

los tres compuestos también se corroboró mediante la determinación de la síntesis del 

RNA viral por RT-PCR. Para ello, células Vero fueron infectadas con JUNV y tratadas 

con cada inhibidor en presencia o ausencia de 200 µM guanosina, como en el punto 

anterior. A las 48 h p.i. se extrajo el RNA total, se sintetizó el cDNA utilizando 
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oligonucleótidos aleatorios y se lo amplificó por PCR en tiempo real usando los 

oligonucleótidos para el gen z (Tabla MM 1). Se observó un perfil similar de 

recuperación parcial de los niveles de RNA viral para 3f y RIB y una alta recuperación 

para MPA (Figura R IV 12).  
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Figura R IV 12:  Reversión de la síntesis del RNA vira l por el agregado de guanosina exógena . Células 
Vero fueron infectadas con JUNV y tratadas con 3f 25 µM, MPA 10 µM o RIB 80 µM en presencia o en ausencia 
de guanosina 200 µM. Luego de 48 h, se extrajo el RNA total y se sintetizó el cDNA con oligonucleótidos 
aleatorios. El cDNA fue utilizado como molde para amplificar el gen viral z y el gen actina como normalizador 
celular mediante PCR en tiempo real. Los resultados están expresados como cantidades relativas de RNA viral 
respecto al CV. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

Por lo tanto, la reversión incompleta de la infectividad y de la síntesis de RNA 

viral de JUNV producida por la guanosina sugiere que la IMPDH sería un blanco de 

acción de 3f y que la reducción de los niveles de GTP producidos por la inhibición de 

esta enzima contribuirían a su actividad antiviral, pero éste no sería el único 

mecanismo operante para la inhibición de la síntesis de RNA viral.  

 

R IV 3.7. Efecto del tratamiento de células con 3f antes de la infección por 

tiempos prolongados 

En base a los resultados del item anterior sobre la participación de la enzima 

IMPDH en el mecanismo inhibitorio ejercido por la acridona 3f, se planteó la 

posibilidad de la inducción de un estado refractario a la infección en los cultivos 

mediante un tratamiento de las células previo a la infección por un tiempo prolongado 

que permitiera la depleción de GTP. Como se mostró en la Figura R IV 3, el 

pretratamiento por 2 h no produjo inhibición en la infección. Como ese tiempo puede 

no ser suficiente para producir una adecuada disminución en los niveles intracelulares 

de GTP (Meredith et al,. 1997; Li et al., 1998), se decidió ensayar tiempos de 
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tratamiento previos a la infección más prolongados y probar en esas condiciones si se 

produce inhibición en la producción viral. Los tiempos ensayados fueron 2, 6, 24 y 48 

h de pretratamiento con 3f, y simultáneamente también se analizó el efecto sobre la 

infección con JUNV de RIB y MPA. 
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Figura R IV 13:  Tratamiento de células antes de la infección durante distintos tiempos. Monocapas de 
células Vero fueron pre-incubadas con MM conteniendo 3f 25 µM, RIB 80 µM o MPA 10 µM durante 2 h (A), 6 h 
(B), 24 (C) ó 48 (D) a 37 °C, luego se removieron los sobrenadantes y las células fueron infectadas con JUNV 
IV4454 (m.i. 0,1) en ausencia de compuesto. A las 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló el 
rendimiento viral por plaqueo. Los resultados están expresados como porcentaje de inhibición del rendimiento 
del virus en los cultivos tratados respecto de los no tratados. Los valores corresponden a la media de duplicados 
de ensayos independientes ± DE. 

 

Como se observa en la Figura R IV 13, el pretratamiento de células Vero 

durante 2 h con las tres drogas no produjo inhibición en la multiplicación de JUNV, tal 

como se había observado previamente para 3f (Figura R IV 3). Sin embargo, al 

incrementar el tiempo de pretratamiento se observa un creciente efecto inhibitorio 

tanto para 3f como para MPA, siendo mínimas las variaciones con RIB. La similitud del 

comportamiento de 3f y MPA ante la infección por JUNV por pretratamientos 

prolongados de las células y por adición de guanosina exógena sugiere que en ambos 

casos las drogas estarían actuando sobre la IMPDH celular, en tanto que por el 

contrario, dicha enzima no sería un blanco preponderante para RIB en las infecciones 

con JUNV.  

(A) (B) 

(C) (D) 
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R IV 3.8. Efecto de 3f sobre la liberación de partículas virales 

Para evaluar si existe algún efecto de 3f sobre la etapa tardía de liberación de 

partículas virales, se realizó la comparación del rendimiento viral en el sobrenadante y 

el virus infectivo asociado a células luego de 24 ó 48 h de tratamiento con el 

compuesto. El nivel de inhibición fue similar tanto en el título intracelular como 

extracelular (Figura R IV 14) indicando que la totalidad del virus producido fue liberado 

al sobrenadante, por lo que podría descartarse una acción de 3f sobre la salida de 

JUNV. 
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Figura R IV 14:  Efecto de 3f sobre la liberación de partículas. Células Vero fueron infectadas con JUNV cepa 
IV 4454 (m.i. 0,1), luego de 1 h de adsorción a 37 °C, el inóculo fue removido y las células cubiertas con MM 
conteniendo o no 25 µM de 3f. A las 24 y 48 h p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se tituló el rendimiento 
viral extracelular por plaqueo (barras grises). Las monocapas celulares se lavaron con PBS y se rompieron por 3 
ciclos de congelado/descongelado, los restos celulares se separaron por centrifugación (10 min a 3000 x g) y se 
cuantificó el virus infeccioso en el sobrenadante mediante UFP (barras negras). Los resultados están 
expresados como porcentaje de inhibición del rendimiento del virus en los cultivos tratados respecto del control 
viral no tratado. Los valores corresponden a la media de duplicados de ensayos independientes ± DE. 

 

R IV 4. Conclusiones 

La actividad antiviral de 3f fue independiente del inóculo viral inicial. El 

compuesto mostró la inducción de un estado refractario a la infección con JUNV en 

pre-tratamientos prolongados (6, 24 y 48 h de pre-tratamiento), observándose una 

disminución en el rendimiento viral a las 48 h. Por el contrario, el pretratamiento de 

virus con el compuesto, no produjo cambios sobre la infectividad remanente. 

La acción inhibitoria de este compuesto parecería afectar pasos tempranos de 

la infección viral sin bloquear la entrada del virus a la célula. 

Se observó que 3f afecta la síntesis del RNA viral, determinándose casi 3 log 

de inhibición en células infectadas con JUNV y tratadas con 3f en comparación con 
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las células infectadas no tratadas. Como consecuencia de esta inhibición, se observó 

una marcada disminución en la expresión de antígenos virales en las células 

infectadas y tratadas. 

El agregado de guanosina exógena rescató parcialmente la infectividad de 

JUNV y los niveles de RNA viral en las células tratadas con 3f en una manera dosis-

dependiente, por lo que la enzima celular IMPDH estaría involucrada en la acción 

antiviral de la acridona, aunque no en forma exclusiva. 

No se observaron efectos del compuesto sobre la liberación de partículas 

virales, descartándose un efecto de 3f sobre la salida de JUNV. 
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En el presente trabajo se realizó la evaluación de la actividad biológica de 

diversos agentes químicos que incluyeron disulfuros aromáticos, disulfuros de 

tiuramo, tiosulfonas y acridonas, encontrándose compuestos con una muy selectiva 

actividad antiviral y potente efecto virucida contra varios miembros de la familia 

Arenaviridae. De un total de treinta y cinco compuestos ensayados, el disulfuro de 

tiuramo NSC14560 y la acridona 3f resultaron los más efectivos agentes antivirales, 

con altos índices de selectividad. En particular la acridona 3f mostró un nivel de 

selectividad para JUNV muy superior a RIB, la única droga actualmente en uso clínico 

para el tratamiento de FH causadas por arenavirus. Por su parte, el disulfuro 

aromático NSC4492 mostró el efecto virucida más potente, en tanto que las 

tiosulfonas fueron totalmente inactivas.  

Los compuestos disulfuros fueron elegidos para ser evaluados por sus 

actividades anti-arenavirus en base a los estudios previos realizados en el laboratorio 

utilizando diversos quimiotipos, tales como disulfuros, ditianos, derivados azoicos y 

derivados de hidrazida, con conocida reactividad contra motivos zinc-finger en 

retrovirus. Entre estos compuestos, algunos disulfuros aromáticos y ditianos fueron 

capaces de inactivar viriones de JUNV y LCMV a través de modificaciones 

irreversibles en la proteína de matriz Z (García et al., 2006, 2009). En el presente 

trabajo, estos estudios fueron extendidos confirmándose la capacidad virucida de los 

disulfuros aromáticos contra los arenavirus. Dos nuevos compuestos, el derivado 

aromático de carboxamida NSC4492 y el amino-derivado NSC71033 mostraron una 

mejora en la eficacia para inactivar JUNV en comparación a los otros derivados de 

disulfuros, en el rango de concentraciones submicromolar a micromolar, convirtiendo 

a estos agentes en herramientas muy promisorias para aplicaciones profilácticas. 

Una característica interesante que presentaron estos hallazgos es el espectro 

de actividad frente a arenavirus del Nuevo y Viejo Mundo exhibida tanto por 

compuestos inactivantes como por los antivirales.  El efecto inactivante del agente 

virucida NSC4492 contra los tres arenavirus ensayados fue dosis-dependiente hasta 

una concentración de 5 µM, y en la concentración máxima probada de 10 µM el nivel 

de inactivación viral aumentó aún más, llegando a un rango de inhibición del 96-100%, 

según la especie de virus. Por otro lado, el compuesto antiviral NSC14560 fue más 

efectivo contra JUNV cepa IV4454 en comparación con su actividad contra otros 

arenavirus. 

La cinética de inactivación de NSC4492 demostró la capacidad de este 

compuesto de inactivar JUNV a los pocos minutos de estar en contacto con el virus y 
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en forma dependiente de la temperatura, ya que se observó un efecto virucida mucho 

menor a bajas temperaturas, siendo la inactivación máxima a 20 y 37 ºC. NSC4492 

también fue capaz de actuar dentro de la célula infectada, reduciendo 

moderadamente el rendimiento viral en el sobrenadante extracelular luego de 48 h de 

tratamiento. La CE50 resultó de 27,7 µM, muy superior a su CI50, determinando que la 

relación entre CE50/CI50, es decir, la relación entre la actividad antiviral y la virucida, 

para este compuesto sea de 162,0, valor suficientemente alto como para destacar su 

eficacia para inactivar la infectividad de los viriones de JUNV por sobre sus efectos en 

la multiplicación intracelular del virus.  

En cuanto a los posibles blancos virales de NSC4492, se encararon distintos 

abordajes experimentales para determinar si alguna o varias proteínas virales 

portadoras de motivos zinc-finger se ven afectadas por el tratamiento con el 

compuesto. 

Mediante la medición de la adsorción a la célula hospedadora de las partículas 

inactivadas con NSC4492 fue posible analizar la posibilidad de un efecto del 

compuesto sobre las proteínas que conforman el complejo GP. Cabe recordar que la 

proteína GP2 presenta en su dominio citoplasmático, un motivo con capacidad de unir 

zinc formado por dos arreglos que coordinan dos átomos de zinc. El primero de los 

arreglos posee la secuencia HHCH y el segundo la secuencia HCC que al incorporar 

una C presente en el SSP forma una “inter-subunidad” zinc-finger que es esencial 

para que el SSP sea retenido en el complejo GP maduro (York et al., 2007; Briknarová 

et al., 2011). 

Niveles similares de RNA viral adsorbido fueron determinados en los cultivos 

infectados con viriones control como en los infectados con viriones previamente 

inactivados con el compuesto, sugiriendo que la funcionalidad biológica del complejo 

GP, no estaría afectada en las partículas inactivadas por NSC4492. Quedan 

pendientes de estudio aquellos procesos en los cuales GP2 participa activamente y 

determinar si se muestran alterados en presencia del compuesto. 

La proteína Z de los arenavirus contiene un dominio central RING-finger 

conformado por un patrón altamente conservado de residuos de cisteínas e histidinas, 

requeridas para un adecuado plegamiento de la proteína (Borden, 2000). La 

funcionalidad de esta proteína de matriz, conectando la envoltura lipídica viral con la 

nucleocápside interna (Neuman et al., 2005) es motivo de continuos estudios. Sin 

embargo, no hay dudas de que la proteína Z es crítica para el ensamblaje y la 
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brotación del virus (Perez et al., 2003; Strecker et al., 2003; Casabona et al., 2009; 

Loureiro et al., 2011) como así también para regular la transcripción y la replicación 

del RNA (Garcin et al., 1993; López et al., 2001; Cornu & de la Torre, 2002).  También 

sería requerida para el desnudamiento del virión (García et al., 2009). Asimismo, se 

vio que la disrupción o mutación de la estructura del RING de Z impide algunas de 

esas funciones biológicas (Cornu & de la Torre, 2002; Jácamo et al., 2003; Casabona 

et al., 2009).  Siendo que dos tercios de los residuos que conforman esta proteína se 

encuentran formando el dominio RING, sería lógico pensar a Z como otro posible 

blanco viral responsable de la inactivación de JUNV producida por el compuesto. 

Evaluamos entonces los efectos del compuesto sobre la proteína Z mediante el 

empleo de sistemas de genética reversa. 

Cuando los cultivos transfectados con el plásmido que codifica para la proteína 

Z de JUNV fueron tratados con NSC4492, no se observaron efectos sobre el 

autoensamblaje ni la brotación de Z-VLPs ya que los porcentajes de liberación 

analizados por Western-blot en condiciones reductoras y no reductoras no mostraron 

diferencias entre los cultivos tratados y los controles. Sin embargo, la interacción de 

NSC4492 con Z puede deducirse a partir de la alteración observada en el patrón 

electroforético de esta proteína, con una importante formación de multímeros que se 

detectan, principalmente, en las Z-VLPs. El mismo fenómeno de aparición de 

multímeros de alto peso molecular se observó en el tratamiento de la proteína Z 

recombinante de LCMV con el disulfuro NSC20625 (García et al., 2006). La alteración 

conformacional detectada en la proteína Z por efecto de NSC4492 no impide la 

formación de partículas tipo virales, lo que sugeriría que el motivo RING-finger de Z no 

sería necesario para la funcionalidad de Z en la brotación viral. Existen claras 

evidencias que demuestran que la sola expresión de Z es suficiente para la formación 

y liberación de Z-VLPs, (Pérez et al., 2003; Strecker et al., 2003; Urata et al., 2006; 

Casabona et al., 2009, Schlie et al., 2010), en esos trabajos se destacan la 

importancia de la presencia del residuo G2 correspondiente al sitio de miristilación en 

el extremo N-terminal de Z y la integridad de los motivos tardíos presentes en el 

extremo C-terminal de la proteína de cada uno de los distintos arenavirus para que 

pueda llevarse a cabo la liberación de Z-VLPs. Además, utilizando mutantes de Z del 

virus JUNV, se determinó que la integridad del motivo RING-finger no sería necesaria 

para que ocurra el ensamblaje y la brotación viral, (Casabona et al., 2009) ya que fue 

posible determinar la formación de Z-VLPs con la mutante que no posee el motivo 

RING-finger funcional. Nuestras observaciones serían coincidentes con estos 

resultados. 
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Asimismo, para evaluar el efecto del compuesto sobre la RNP viral, se ensayó 

el efecto de NSC4492 sobre la expresión del minigenoma pS-CAT como gen reportero 

en conjunto con los plásmidos que expresan las distintas proteínas virales. Se 

observó una disminución de la señal de CAT en presencia de NSC4492, lo que 

indicaría una inhibición en la transcripción viral. De los dos componentes proteicos 

que integran la RNP, cabe esperar que sea NP la proteína afectada y no L ya que NP 

posee un sitio de unión a zinc del tipo CHCC, (Parisi et al., 1996, Tortorici et al., 

2001b) que potencialmente podría ser blanco para la acción del compuesto. 

El efecto inhibitorio sobre el sistema completo en el que se incluyen el total de 

las proteínas virales y el minigenoma se visualiza con mayor intensidad. 

Una posible explicación de esta observación es que el compuesto pudiera 

estar actuando sobre varias proteínas virales, con lo cual, el efecto inhibitorio se iría 

adicionando de acuerdo a la presencia de las proteínas blanco del compuesto dentro 

del sistema. Por lo tanto, la afectación de los motivos presentes en estas proteínas 

debido a la presencia del compuesto, podría generar la interacción entre ellas 

formándose asociaciones no funcionales que podrían generar un impedimento 

estérico entre las proteínas no afectadas por el compuesto e impedir que las mismas 

lleven a cabo su función biológica. 

Cabe aclarar que la concentración de compuesto utilizada en estos ensayos 

fue menor a la CE50 determinada por el ensayo antiviral en infecciones con JUNV en 

células Vero, con lo cual, podría esperarse que algunas de las proteínas expresadas 

mediante transfección, pudieran escapar a la acción del compuesto y cumplir su rol 

dentro del ciclo viral.  Con lo cual, otra opción sería considerar el efecto inhibitorio de 

la proteína Z sobre la síntesis del RNA viral (Cornu & de la Torre, 2001; López et al., 

2001), el cual se sumaría al efecto inhibitorio del compuesto sobre la maquinaria 

transcripcional produciendo una mayor inhibición de la expresión del gen reportero en 

el sistema completo. Este efecto regulatorio lo ejercerían las proteínas que no se 

hubiesen visto afectadas por el compuesto, ya que para esa función de Z, se requiere 

un motivo RING-finger intacto (Cornu & de la Torre, 2002; Jácamo et al., 2003; 

Casabona et al., 2009; Loureiro et al., 2011). 

El potente efecto virucida exhibido por NSC4492 sobre los arenavirus, hace 

considerar al compuesto como una promisoria herramienta no solamente por su 

probable uso profiláctico sino también como una posible aplicación para la generación 

de virus inactivados vacunales. Es por ello que se decidió estudiar la capacidad 
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replicativa de los viriones inactivados con NSC4492 para determinar si esas partículas 

son incapaces de llevar a cabo su ciclo replicativo dentro del hospedador. 

A tal fin, pudo determinarse mediante RT-PCR cuantitativa en los tiempos 

iniciales de la transcripción y replicación viral, que las partículas virales previamente 

inactivadas con NSC4492 tienen impedida la capacidad de síntesis de RNA y que esa 

inhibición en los niveles de RNA viral conlleva a la no detección de los antígenos 

virales en las células infectadas con los viriones inactivados. 

Estas dos observaciones permitirían concluir que las partículas inactivadas son 

completamente incapaces de replicar dentro de la célula hospedadora, convirtiendo al 

compuesto NSC4492 en un buen candidato para su uso como sustancia inactivante 

para generar vacunas a virus inactivado. Resta analizar la respuesta inmunológica 

generada por estos viriones no infecciosos dentro del hospedador y la reactividad de 

los anticuerpos producidos frente a un desafío con virus infeccioso. 

Respecto de los disulfuros de tiuramo, el análisis de una variedad de esta 

clase de compuestos permitió detectar sustancias con una acción inhibidora muy 

eficaz, ejercida primordialmente durante la multiplicación intracelular de los 

arenavirus. Los disulfuros de tiuramo representan una clase interesante de 

compuestos a ser examinados, dado que un miembro de este grupo, el disulfuro de 

tetraetiltiuramo (disulfiram o Antabuse), es una droga farmacológicamente activa 

aprobada por más de 50 años por la Food and Drug Administration (FDA) de los 

Estados Unidos para el tratamiento en la dependencia por el alcohol (Suh et al., 

2006). El disulfiram presentó actividad antiviral contra arenavirus, aunque con poca 

selectividad (García et al., 2000). Los disulfuros de tiuramo poseen la estructura 

general R1–C(S)–S–S–(S)C–R2 y difieren entre sí por la naturaleza de los grupos R. 

En este trabajo se ensayaron disulfuros de tiuramo con diversos sustituyentes en R1 y 

R2 en búsqueda de compuestos más selectivos, permitiendo identificar al compuesto 

alifático asimétrico NSC14560 como un muy efectivo inhibidor de la multiplicación de 

los arenavirus, sin afectar la viabilidad celular. 

En general, los disulfuros mostraron bajos niveles de citotoxicidad mediante el 

ensayo de MTT en células estacionarias, con valores de CC50 superiores a 100 µM 

para la mayoría de ellos, con algunas excepciones. En particular, el análisis de la 

síntesis de proteínas celulares no reveló diferencias entre los cultivos tratados con 

NSC1560 y los controles. Cuando el efecto se evaluó sobre cultivos de células en 

crecimiento, pudo determinarse que NSC14560 posee efectos antiproliferativos con 
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una CC50 de 87,4 µM.  Además, también se observó una eficacia comparable en la 

acción antiviral de NSC14560 contra JUNV usando células de mono, hámster o 

humanas, sugiriendo que la actividad no es única para una clase particular de célula 

de mamífero. Los valores de CE50 en una variedad de líneas celulares fueron menores 

que 10 µM, con índices de selectividad en el rango de 55,9-85,7, confirmando la 

eficacia de la inhibición ejercida por NSC14560. 

En cuanto a la reversibilidad y estabilidad de la acción antiviral de NSC14560, 

se observó que la inhibición del rendimiento viral no es reversible y que decae con el 

transcurso de los días si el compuesto no es renovado. Esto sugiere que la 

concentración de compuesto disminuye en el medio de cultivo con el transcurso del 

tiempo permitiendo que aquellas partículas que escaparon a la acción antiviral puedan 

replicar normalmente y recuperar, paulatinamente, el título viral. Posibles causas de 

esta pérdida de acción antiviral por parte del compuesto podrían ser que sea 

metabolizado por las células o que se vuelva inestable en solución acuosa y ya no 

pueda ejercer su efecto; además, como los disulfuros son agentes oxidantes fuertes, 

el ambiente reductor del interior celular podría producir la reducción de los grupos 

activos de los compuestos y así perder su capacidad oxidativa; hasta el momento no 

hay datos certeros sobre la estabilidad de estos compuestos en tiempos prolongados. 

Si bien la actividad antiviral de NSC14560 es independiente del tipo celular, se 

observó un incremento de la CE50 a una m.i. muy elevada de 10. El mecanismo 

molecular de este tipo de compuesto aún no está claramente dilucidado pero el blanco 

de acción antiviral podría tratarse de una proteína viral debido a esta relación con la 

dosis inicial viral inoculada. El experimento de tiempo de adición mostró evidencias de 

que este compuesto parecería ejercer su efecto durante todo el ciclo de replicación de 

JUNV ya que durante todo el intervalo de tiempo analizado (1-9 h p.i.), el nivel de 

inhibición observado nunca fue menor al 95%.  El estudio de las distintas etapas del 

ciclo de multiplicación viral señalaría a la síntesis de RNA viral como probable blanco 

antiviral, habiéndose determinado un 50% de inhibición en las cantidades relativas de 

RNA viral respecto al control a tiempos tan tempranos como las 7 h p.i. Es factible 

considerar que ese nivel de inhibición podría amplificarse con la sucesiva acumulación 

de ciclos replicativos del virus y llegar a los valores de inhibición observados en el 

rendimiento viral a las 48 h (90%). 

Como consecuencia de la reducción en la síntesis del RNA, la expresión de las 

proteínas virales NP y GPC/GP1 también estuvo inhibida en presencia del compuesto 

en células infectadas. En particular para la glicoproteína de la envoltura, el porcentaje 
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de inhibición en la fluorescencia citoplasmática fue similar a la obtenida con la tinción 

de membrana, indicando que la reducción en la inserción de la glicoproteína en la 

membrana es una consecuencia de la reducción en la expresión de la proteína en las 

células tratadas. Por otro lado, no hubo alteraciones en la expresión proteica después 

de la transfección de plásmidos que expresaron en forma individual NP, Z y 

GPC/GP1, corroborando así que la síntesis del RNA viral sería el evento 

mayoritariamente afectado por NSC14560. 

Está demostrada la reactividad de los disulfuros de tiuramo con los dominios 

zinc-finger de la proteína retroviral NCp7 (Rice et al., 1996), entonces, puede 

hipotetizarse que, como se vio para otros compuestos basados en disulfuros activos 

contra los arenavirus (García et al., 2006), el disulfuro de tiuramo podría interactuar 

con los motivos de unión a zinc presentes en las proteínas virales, en particular con 

los de las proteínas NP y Z de los arenavirus. Como se ha mencionado anteriormente 

ambas proteínas participan activamente en la síntesis del RNA de los arenavirus, que 

sería la etapa mayoritariamente afectada por NSC14560. Sin embargo, la probable 

reactividad de NSC14560 con estas proteínas virales aún no está probada y se 

requieren futuras investigaciones para dilucidar plenamente el blanco de este 

compuesto inhibidor selectivo de arenavirus. 

Como otra forma de relacionar la capacidad inhibitoria de los disulfuros 

estudiados con la presencia de proteínas portadoras de motivos zinc-finger, se estudió 

su efecto sobre otros virus no relacionados a Arenaviridae. Todos los virus ensayados 

en este trabajo, además de los arenavirus, presentan proteínas con motivos zinc-

finger o estructuras similares ricas en cisteínas, a excepción de VSV que carece de 

este tipo de motivos en todas sus proteínas. HSV-1, posee una proteína regulatoria no 

estructural, ICP0, con un motivo RING-finger similar al de JUNV, con la secuencia 

CCCHCCCC (Moriuchi et al., 1994). La proteína NS5 (proteína no estructural 5) de 

DENV, posee dos motivos de unión a zinc (zinc binding pocket) HHCC y HCC (Yap et 

al., 2007). Esta proteína con actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA es 

esencial para la replicación viral. PV posee una proteína no estructural con actividad 

ATPasa, 2C, con un motivo rico en cisteínas cerca de su extremo carboxi-terminal que 

se asemeja a un zinc-finger, con la secuencia CCHCC, implicado en la unión al RNA; 

se  sabe que esta proteína está involucrada en una variedad de funciones durante la 

replicación viral como el reordenamiento de la célula hospedadora para la replicación 

del RNA y la encapsidación (Pfister et al., 2000). La proteína V de MV posee un 

dominio zinc-finger en su extremo carboxi-terminal muy conservado dentro de los 
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miembros de la familia Paramyxoviridae, cuya secuencia es HCCCCCCC (Liston & 

Brindis, 1994). Esta proteína no estructural tiene la capacidad de interactuar con otras 

proteínas virales como la polimerasa L o la proteína P y con factores de transcripción 

celulares (Schuhmann et al., 2011). 

A pesar de la presencia de estas proteínas, se observó susceptibilidad variable 

frente a los compuestos NSC14560 y NSC4492 por los distintos virus. En general, 

hubo mayor reactividad con los virus que portan motivos del tipo RING-finger como 

JUNV y HSV, pero también hubo actividad, aún cuando más débil, con virus con otra 

clase de estructura zinc-finger o carentes de esta clase de secuencias como es el 

caso de VSV. Estas diferencias podrían estar relacionadas al tipo de arreglo de los 

aminoácidos que participan en la coordinación de las moléculas de zinc en los 

distintos motivos, haciéndolos más o menos vulnerables al ataque nucleofílico del 

compuesto. La selectividad del compuesto por los diferentes motivos de unión a zinc 

podría deberse a la interacción de múltiples factores, incluyendo la afinidad por la 

unión al ligando, la proximidad al ligando reactivo y a propiedades redox suficientes 

como para realizar la reacción. Al respecto, se demostró experimental y 

computacionalmente que agentes antivirales efectivos contra HIV cuyo blanco de 

acción es la proteína NCp7 reaccionaron selectivamente con el motivo zinc-finger de 

la misma causando muy poca o ninguna alteración de las funciones de proteínas 

celulares con otros tipos de motivos de unión a zinc (Huang et al., 1998). 

El hecho de que la replicación de VSV así como la infectividad del virión se 

vieran moderadamente afectadas por tratamiento con NSC4492 careciendo las 

proteínas de este virus de motivos de unión a zinc, hace también considerar la 

posibilidad de otro blanco diferente para esta clase de compuestos debido a su 

capacidad oxidante. Se ha visto que la oxidación de los tioles correspondientes a los 

residuos de cisteína provocan el bloqueo de la infectividad de virus como herpesvirus 

(Mirazimi et al., 1999), retrovirus (Ryser et al., 1994), alphavirus (Abell & Brown, 

1993), paramixovirus (Jain et al., 2007), hepatitis B (Abou-Jaoudé & Sureau, 2007) y 

coronavirus (Gallagher, 1996). En trabajos con hantavirus y compuestos como N-

etilmeleimida (NEM) y ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), que son también 

compuestos reactivos con motivos zinc-finger (Strandin et al., 2011), se ha descripto 

distinto grado de susceptibilidad a los mismos entre virus pertenecientes al mismo 

género. Los autores atribuyen estas diferencias a variaciones en la eficiencia de 

alquilación de los compuestos, que podrían explicarse por diferencias en su velocidad 

de reacción y en la dependencia del pH, así como por la accesibilidad a dichos 
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agentes de las cisteínas reactivas. El amplio espectro de acción inhibitoria de los 

disulfuros ensayados en este trabajo de tesis también podría deberse a su capacidad 

oxidativa sobre los grupos tioles de las cisteínas de algunas proteínas virales, 

probablemente sumado a una reactividad más específica sobre los motivos RING-

finger en JUNV y HSV. Asimismo, aunque se trabajó con concentraciones no 

citotóxicas para las células Vero de acuerdo al ensayo de MTT, no puede descartarse 

en el caso del compuesto antiviral NSC14560 que alguna proteína celular necesaria 

para el ciclo de vida viral, en alguna de las especies virales ensayadas, se vea 

afectada por el compuesto, siendo así parcialmente responsable de los niveles de 

inhibición observados. 

La experiencia de los estudios realizados hasta el presente por distintos 

grupos con agentes reactivos con proteínas portadoras de motivos zinc-finger como 

agentes antivirales ha tratado siempre de encontrar aquellos compuestos que 

mostraran mayor selectividad en su capacidad de reacción con las proteínas virales 

que con las proteínas celulares (Huang et al., 1998; García et al., 2006). Sin embargo, 

siempre está latente la posibilidad de una reactividad, aunque sea mínima, con algún 

factor celular. Es por ello que parecen más promisorias las perspectivas de los 

agentes inactivantes respecto de los antivirales para esta clase de compuestos. Vale 

la pena considerar no solamente su probable uso profiláctico sino también una posible 

aplicación para la generación de virus inactivados vacunales.  

Los compuestos 2-2´-ditiopiridina (AT-2) y NEM, mostraron ser potentes 

inactivantes de retrovirus mediante la modificación covalente de los motivos zinc-

finger de la nucleocápside, y son usualmente utilizados para inactivar partículas de 

diferentes virus para ser empleadas como potenciales vacunas. En trabajos con HIV, 

SIV, DENV y hantavirus (Rossio et al., 1998; Arthur et al., 1998; Morcock et al., 2005) 

se comprobó que la inactivación de viriones con estos compuestos oxidantes preserva 

la funcionalidad y la inmunoreactividad de las glicoproteínas virales, como así también 

la integridad del virión y fueron patentados como mecanismo de generación de 

partículas vacunales. Dado que los viriones inactivados con NSC4492 se unen a las 

células de manera similar a los viriones no tratados, parecería que la funcionalidad de 

las glicoproteínas virales y la integridad del virión permanecen intactas. Una 

perspectiva interesante es la realización de estudios de reconocimiento  por el sistema 

inmune de las partículas de JUNV inactivadas con NSC4492 a fin de establecer sus 

propiedades inmunogénicas y el potencial de esta clase de compuestos como agentes 

inactivantes de aplicación para vacunas.   
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El otro hallazgo importante de este estudio es la primera demostración de la 

potente actividad antiviral de derivados de acridonas, capaces de bloquear la 

multiplicación in vitro de virus causantes de FH pertenecientes a la familia 

Arenaviridae, como lo es JUNV. Aquí se llevó a cabo la selección y caracterización de 

compuestos activos contra los arenavirus dentro de una serie de N-alil acridonas 

sintéticas.  

A pesar de que la diversidad estructural de los derivados ensayados impide 

una comparación más sustantiva de la relación estructura-actividad en este momento, 

el análisis de este grupo de acridonas evidencia algunas tendencias iniciales de 

sustituyentes funcionales con su impacto en la actividad antiviral. La N-sustitución con 

grupos carbohidratos por ciclo-adición generó derivados muy citotóxicos, mientras que 

los N-alil derivados fueron el grupo más selectivo de inhibidores virales. La presencia 

de sustituyentes halogenados en las N-alil acridonas, en general, redujo la toxicidad e 

incrementó el efecto antiviral. En particular, la sustitución 6-cloro parece ser un 

elemento importante, mientras la sustitución con halógeno en otra posición del anillo A 

o B condujo a una mejora menor de la actividad antiviral. En efecto, los índices de 

selectividad de los compuestos más activos 3c y 3f fueron significativamente mayores 

que los valores reportados en la literatura para otras clases de derivados de acridonas 

ensayados frente a otros virus (Fujiwara et al., 1999; Bastow, 2004; Goodell et al., 

2006; Tabarrini et al., 2006; Stankiewicz-Drogón et al., 2010). Adicionalmente, estos 

dos compuestos exhibieron actividad antiviral contra arenavirus del Nuevo y Viejo 

Mundo sin producir efectos sobre la viabilidad celular. También es de destacar que la 

actividad antiviral contra JUNV de 3f, el inhibidor más potente de esta serie de 

compuestos, fue similar independientemente de la multiplicidad de infección del 

inóculo inicial en el rango 0,2-40,0 UFP/cel. Los reportes sobre la dependencia con la 

dosis viral inicial de varios agentes antivirales son muy variables.  La falta de 

dependencia de la potencia antiviral con el inóculo de virus infeccioso se ha 

observado con varios tipos de agentes antivirales (Rice et al., 1997; Stránská et al., 

2002; Whitby et al., 2005; Talarico & Damonte, 2007; Artuso et al., 2009), y representa 

una ventaja clara para los compuestos tales como 3f contra JUNV que presentan esta 

propiedad, ya que permite bloquear la infección incluso en presencia de altas dosis 

iniciales de virus. 

 Los experimentos sobre la influencia del tiempo de adición de la droga 

realizados para estimar el período del ciclo replicativo de JUNV inhibido por 3f 

permitieron determinar una fuerte inhibición, mayor a 3 log, cuando la droga se agregó 
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hasta las 5 h p.i., y un efecto menor a tiempos más tardíos con reducciones en el título 

de 1 a 1,5 log. Estos datos sugieren que la mayor acción antiviral de 3f se ejerce 

dentro de los estadios tempranos y/o intermedios de la replicación de JUNV, 

quedando presumiblemente descartado un efecto sobre la salida del virus. 

Hilando más finamente sobre los eventos tempranos, se determinó que 3f no 

afecta la adsorción ni la internalización de las partículas virales ya que la adición de la 

acridona sólo después de la adsorción fue tan efectiva como cuando estuvo presente 

en los períodos de adsorción y post-adsorción. 

El proceso de síntesis del RNA viral parece ser el blanco mayor de la acción 

antiviral de 3f. Se observó una importante inhibición sobre la síntesis del RNA tanto en 

los comienzos del proceso de síntesis en un ciclo de multiplicación viral como luego 

de la acumulación de varios ciclos de vida, afectando por igual a todos los genes 

virales estudiados. El mecanismo de acción de los inhibidores cuyo blanco es el RNA 

viral podría involucrar tanto factores virales y/o factores de la célula hospedadora 

participantes en la síntesis del RNA viral. Algunas sustancias derivadas de acridonas 

han sido reportadas como potentes inhibidores de la IMPDH (Watterson et al., 2007), 

una enzima que se ha probado que es el blanco principal de RIB, MPA, tiazofurina, 

selenazofurina y otros compuestos estudiados como potenciales agentes contra 

algunos virus con genoma de RNA altamente patogénicos (Nair et al., 2007). Esta 

enzima es clave en la biosíntesis de nucleótidos de guanosina y su inhibición produce 

el descenso de la biodisponibilidad de los niveles intracelulares de GTP y con ello la 

inhibición de la replicación viral; esta última inhibición pudo ser revertida con la 

administración exógena de guanosina (Leyssen et al., 2005; Nair et al., 2009). Cuando 

se evaluó la posible interferencia de 3f con esta enzima, se pudo determinar una 

reversión parcial del efecto inhibitorio en presencia simultánea en el cultivo de 3f y 

guanosina, sugiriendo que posiblemente la inhibición de la IMPDH esté involucrada en 

la actividad antiviral de la acridona. La reversión con el agregado de guanosina fue 

parcial tanto para la recuperación de partículas infectivas como para la síntesis del 

RNA viral lo cual indicaría que habría también otro modo de acción operando en la 

acción inhibitoria de la síntesis de RNA ejercida por 3f.  

Es interesante comparar los efectos de 3f contra JUNV con otros inhibidores 

conocidos de la IMPDH con actividad antiviral frente a varios virus, como lo son RIB y 

MPA. RIB es un análogo de nucleósido que una vez dentro de la célula primeramente 

se transforma en RIB-5´-monofosfato y de esta forma se convierte en un inhibidor 

competitivo de la IMPDH (Streeter et al., 1973). Luego, por sucesivas fosforilaciones 
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se forma la especie RIB-5´-trifosfato, a la cual se le han propuesto otros mecanismos 

antivirales como la inhibición directa de la RNA polimerasa viral (Eriksson et al., 1977; 

Toltzis et al., 1988; Rankin et al., 1989), la inhibición de la adición del cap en el 

extremo 5´ de los mRNAs virales (Goswami et al., 1979) y la inducción de un estado 

designado “catástrofe por errores” como resultado de la acumulación de mutaciones 

(Graci & Cameron, 2002). Existen evidencias que respaldan cada uno de los 

mecanismos de acción propuestos para RIB y distintas combinaciones 

virus/hospedador pueden alentar uno o más de estos mecanismos durante la terapia 

antiviral. En el caso particular de los arenavirus existen claras evidencias de que el 

mecanismo de acción de RIB para LCMV y LASV no está mayormente enfocado en la 

inhibición de la IMPDH, como sí se describe para otros virus como flavivirus y 

paramixovirus  (Leyssen et al., 2005), sino que estaría mayormente involucrada la 

polimerasa viral (Ruiz-Jarabo et al., 2003; Moreno et al., 2011; Ölschläger et al., 

2011). Nuestros experimentos con RIB y guanosina también indican que la depleción 

del GTP intracelular no es dominante para RIB en la inhibición de JUNV. 

MPA es un inhibidor no competitivo de la IMPDH y que no deriva de 

nucleósido, con muy conocidos efectos inmunosupresivos, y efectivo contra la 

multiplicación de varios virus  (Kitchin et al., 1997; Hermann & Coombs, 2004; 

Takhampunya et al., 2006; Marroquí et al., 2008; Khan et al., 2011; Sebastián et al., 

2011).  En este trabajo se muestra por primera vez la muy potente acción antiviral de 

esta droga contra la multiplicación de JUNV; esta inhibición fue fuertemente revertida 

cuando el medio se suplementó con guanosina, incluso a bajas concentraciones. De 

acuerdo a esto, la actividad anti-JUNV del MPA estuvo sin dudas asociada con la 

depleción del nivel intracelular de GTP a través del bloqueo de la IMPDH, además de 

demostrar la alta susceptibilidad de la replicación de JUNV a esta vía de inhibición 

celular. Recientemente se demostró un mecanismo similar de inhibición del MPA 

contra LASV (Ölschläger et al., 2011).  

En los últimos tiempos, diversas sustancias de origen natural y sintéticas 

basadas en acridona han sido propuestas como agentes con múltiples blancos, con 

propiedades anticancerígenas y antimicrobianas contra parásitos, virus y hongos 

(Hedge et al., 2004; Belmont et al., 2007; Vispé et al., 2007; Kelly et al., 2009; Singh et 

al., 2009) renovando el interés sobre el potencial terapéutico de estos compuestos 

bioactivos. Específicamente sobre la actividad antiviral, los derivados de acridona 

mostraron ser inhibidores de diferentes virus, incluyendo virus con genoma de DNA 

como adenovirus (Zarubaev et al., 2003) y herpesvirus (Bastow, 2004), tanto como 
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virus con genoma de RNA tales como el HIV (Fujiwara et al., 1999), el virus de la 

diarrea viral bovina (Tabarrini et al., 2006) y HCV (Manfroni et al., 2009; Stankiewicz-

Drogon et al., 2010). Para este último flavivirus, la acción antiviral también fue debida 

a la inhibición de la síntesis del RNA viral y por la inhibición de la actividad de enzimas 

virales como la RNA helicasa y, probablemente, la RNA polimerasa.  

Adicionalmente, los derivados de acridona tienen la habilidad de intercalarse 

en los ácidos nucleicos, alterando el sitio de reconocimiento de las enzimas y/o la 

asociación de las mismas al ácido nucleico modificado (Adams, 2002). Stankiewicz-

Drogon et al. (2010) encontraron una fuerte preferencia por la doble cadena de RNA 

en las propiedades intercalantes de algunos inhibidores de HCV basados en 

acridonas, pero los autores no pudieron dilucidar si estos compuestos afectan la 

síntesis del RNA sólo a través de esta intercalación, o si también hay una interacción 

directa del compuesto con las enzimas virales o la combinación de ambos efectos. 

La reversibilidad del efecto inhibitorio sobre JUNV de 3f por el agregado de 

guanosina fue intermedio entre lo observado para RIB y MPA y estos resultados son 

consistentes con que el compuesto posea más de un blanco de acción, tal como se ha 

reportado para otras acridonas. Un posible blanco celular estaría representado por la 

enzima IMPDH mientras el/los otros blancos potenciales aún  no están identificados, 

presumiblemente un blanco viral dada la alta selectividad del compuesto, podría estar 

contribuyendo a la actividad antiviral de 3f contra la síntesis de RNA de los arenavirus. 

La identificación de todos los blancos de acción de las acridonas N-sustituidas en el 

ciclo de multiplicación viral así como la evaluación de una mayor cantidad de 

compuestos derivados a partir de las estructuras más activas aquí analizadas 

permitirá nuevas investigaciones respecto  a la relación estructura-actividad en este 

sistema. 

En cuanto al efecto celular ejercido por 3f, se determinó que el mismo se ve 

influido por el tiempo de tratamiento con el compuesto, ya que con seis horas de pre-

tratamiento previas a la infección con JUNV se observó una reducción del 55% en el 

rendimiento viral y ese efecto se intensificó a más del 80% con pre-tratamientos más 

prolongados (24-48 h); niveles similares de inhibición se observaron en el pre-

tratamiento con MPA. Esta observación coincide con trabajos anteriores en donde se 

mide el nivel de GTP en función del tiempo en cultivos tratados con MPA a 

concentraciones del mismo orden a la utilizada en este trabajo (Meredith et al., 1997). 

Allí, los máximos descensos en el contenido de GTP (83%) y en la relación GTP/GDP 

(86%) en líneas celulares pancreáticas se produjeron a las seis horas de cultivo en 
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presencia de MPA 3,125 µM. De acuerdo a nuestros resultados, podría considerarse 

que serían necesarias al menos seis horas para disminuir el nivel de GTP de las 

células y poder así visualizar los efectos inhibitorios de 3f sobre la IMPDH. 

En conclusión, este estudio presenta nuevas alternativas para el tratamiento y 

prevención de las FH causadas por arenavirus, tanto en lo que respecta a drogas con 

propiedades inactivantes como antivirales de muy buena potencia y selectividad como 

el disulfuro NSC4492 y la acridona 3f. El hallazgo y la caracterización de nuevas 

moléculas con amplio espectro de acción inhibitoria como las aquí estudiadas 

representan un punto de partida promisorio para futuros desarrollos, ante la carencia 

actual de agentes específicos y selectivos para enfrentar a estos virus, en continua y 

creciente emergencia en América y África. 
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