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RESUMEN. Extractos hidroalcohdlicos de parte aérea seca de Melia azedarach L.
(n.v. “paraiso”) fueron ensayados in vitro frente a distintos virus animales. Tanto
los extractos crudos como los semipurificados por distintos procedimientos demos-
traron un alto grado de actividad antiviral y baja citotoxicidad. Ensayos tendientes
a caracterizar la naturaleza del principio activo sugieren que podria tratarse de una

0 mas sustancias de naturaleza proteica.

SUMMARY : Aqueous-ethanolic extracts of aerial parts of Melia azedarach L. were
tested against several viruses cultivated in vitro. Crude or partially purified plant
extracts posses a potent antiviral activity as well as a low degree of citotoxicity.
Different procedures performed in order to characterize the chemical nature of
the inhibitor suggest that the antiviral activity is associated with one or more po-

lypeptides.

INTRODUCCION

Extractos hidroalcoholicos de raiz de
la planta superior Melia azedarach (n.v.:
“paraiso”) oriundos del Paraguay, de-
mostraron poseer actividad inhibitoria
para un amplio espectro de virus ani-
males cultivados in vitro 1.

La necesidad de encarar estudios
de aislamiento y purificacién del princi-
pio activo y extender el hallazgo a plan-
tas de otras zonas nos llev a recolectar
la parte aérea de Melia azedarach de par-
ques y calles de la ciudad de Buenos Ai-

res. Los resultados obtenidos con este
material se describen en este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se colectaron las
partes aéreas (hojas y ramas) de arboles
de paraiso de la ciudad de Buenos Ai-
res y sus alrededores (zonas de Palermo
y San Isidro) durante el mes de noviem-
bre de 1982.

Extraccion del principio activo.
Hojas, ramas y tallos fueron lavados
exhaustivamente, secados a 37°C y
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pulverizados por medio de un molino de
cuchillas rotativas. Sesenta gramos de
este material vegetal seco se maceraron
en etanol al 50 % durante 96 horas. El
extracto alcohdlico se filtrd y el filtra-
do se centrifugd a 100.000 x g en un ro-
tor SW 28 (Beckman) durante 2 horas.
El sedimento se eliminé y el sobrena-
dante fue llevado a sequedad a 40 °C
en un evaporador rotativo y disuelto
en agua destilada a una concentracién
de 5 mg/ml constituyendo el denomina-
do extracto crudo. La obtencién del
extracto semipurificado se efectud a par-
tir del sobrenadante (sin secar) el que se
precipitd por el agregado gota a gota de
dos volimenes de alcohol absoluto y
dejandolo una noche a —-20 ©C. El
precipitado formado se separd por cen-
trifugacién a 10.000 rpm en un rotor
JA 14 (Beckman) durante 1 h, posterior-
mente fue llevado a sequedad y se re-
suspendi6 en buffer fosfato 20 mM
hasta llegar a una concentracion de
100 mg/ml. La solucion se llevé a pH
7, se centrifugd 50 minutos para clarifi-
car, el sobrenadante obtenido se filtrd
por Millipore 0,22 micrones y se conge-
16 a —20 ©C hasta su uso. El extracto
semipurificado denominado MAsp se uti-
liz6 en todos los experimentos.

Precipitacion con sulfato de amo-
nio. 3 ml de MAsp se precipitaron con
sulfato de amonio solido en forma frac-
cionada (de 0-30%, 30-60% y de 60 a
100%), en baiio de hielo, siguiendo la
técnica convencional.

Pasaje por columna de Sephadex
G-25. Dos ml de MAsp se sembraron
en una columna de Sephadex G-25
equilibrada con solucién reguladora de
fosfato 20 mM. La calibracion de la co-
lumna se realizd con azul de dextrin

y se determin el volumen de exclusion.

Como el extracto activo es coloreado
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(verde-parduzco), se colectaron las frac-
ciones coloreadas correspondientes al vo-
lumen de exclusién, las que fueron pre-
cipitadas con dos volimenes de alcohol
absoluto. El precipitado obtenido se
llevé a sequedad y fue disuelto en medio
de cultivo (Eagle) hasta obtener una con-
centracion de 5 mg/ml.

Cultivos celulares. Se utilizaron cé-
lulas Vero (linea continua de rifion de
Cercopitecus) y células BHK,; clon
13 (riibn de hamster bebé). Las célu-
las se hicieron crecer en medio minimo
esencial (MEM) conteniendo 5% de sue-
ro de ternera inactivado por calor y
50 ug/ml de gentamicina. Para su mante-
nimiento se utiliz6 medio basal de Eagle
conteniendo 3% de suero y antibioticos.

Virus. Se utilizaron los siguientes
virus: Sindbis (cepa de origen NIH,
USA) crecido en células de embrion de
pollo; Herpes simple tipo 1 (HSV,)
replicado en células RKy (rifién de co-
nejo), cepa de virus proveniente del Ins-
tituto Malbrin, Estomatitis vesicular
(VSV), cepa Indiana propagada en cé-
lulas BHK,,, clon 13; Junin, cepa ate-
nuada XJ-Cl ;; Tacaribe, cepa TRLV
11573 y Pichinde, cepa An 3739, todos
propagados en cerebro de raton lactante.

Ensayos de citotoxicidad. Se efec-
tuaron segin se describié en un trabajo
anterior! ; la concentracibn no toxica
de MAsp resultd ser hasta 10 mg/ml.

Titulaciéon de virus: Se efectud si-
guiendo la técnica habitual de produc-
cion de placas bajo agar. La revelacion
de las placas varid segin el virus; VSV
y Sinbdis se revelaron al 20-3¢f dia
p-i. (post-infeccibn), las producidas por
los arenavirus Junin, Tacaribe y Pichin-
de al 7° dia p.i. y las de HSV1 al 6° dia.
pi.

Ensayo antiviral. La actividad anti-
viral de los distintos extractos ensayados



se probd de la siguiente manera: célu-
las Vero o BHK,, se infectaron a una
multiplicidad de infeccién de 1, inde-
pendientemente del virus ensayado. Des-
pués de una hora de adsorcién a 37 °C
se retird el indculo, se lavaron las células
y se incubaron con medio de Eagle con-
teniendo MAsp en una concentracién
de 10 mg/ml. Simultineamente se reali-
zaron controles sin MAsp. Al cabo de
24 horas (virus Sindbis, VSV o HSV,)
o de 48 horas p.i. (virus Junin, Tacaribe
o Pichinde) se cosecharon los sobre-
nadantes, que se titularon;los titulos
obtenidos se expresaron en unidades for-
madoras de placas por ml (UFP/ml).

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimentos realizados con el
extracto crudo de Melia Azedarach
destinados a orientar sobre la natura-
leza del principio activo antiviral indica-
ban que podria tratarse de una sustancia
proteica, ya que su capacidad antiviral
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era inhibida por tratamiento con trip-
sina 0,1% o por autoclavado a 120 °C
por 20 min a 1 atm y era asimismo pre-
cipitable por el agregado de sulfato de
amonio al! 50% (datos no publicados).
Por esta razon se procedid a precipitar
con alcohol absoluto el sobrenadante del
extracto hidroalcohélico crudo, filtrado
y centrifugado, con el objeto de deter-
minar si este procedimiento permitia
concentrar el principio activo. Los re-
sultados obtenidos se muestran en el
Cuadro 1. Se puede observar que la ca-
pacidad del MAsp de inhibir la replica-
cion viral resulto ser similar o mejor que
la del extracto crudo descripta por no-
sotros anteriormente !, resultando desta-
cable que tanto el virus HSV como el
Tacaribe fueron inhibidos en mas de 4
logaritmos. La precipitacién alcohdlica
no sdlo permitié concentrar el principio
activo sino que elimind sustancias in-
deseables, ya que los sobrenadantes
resultaron ser altamente citotoxicos.

VIRUS CONTROL TRATADO INHIBICION
UFP/ml 9
Sindbis 4,7 x 108 3,6 x 107 92,4
Pichindé 1,5x 106 2,1x 105 86
Tacaribe 4,0x 104 <5 >99,99
Herpes 1,7 x 105 <5 >99,99
Junin 2,3 x 104 5,2x 103 77
Vsv 1,3x 108 8,0x 106 94
Cuadro 1: Actividad antiviral del extracto de MAsp.
Fracciéon  polipeptidica activa.  amonio, b) didlisis y c) pasaje por co-

Como la precipitacién alcohdlica no es
selectiva para proteinas, se realizaron
otros ensayos destinados a orientar so-
bre la naturaleza del principio activo.
Con ese fin la solucién de MAsp fue so-
metida a distintos tratamientos: a)
precipitacion fraccionada con sulfato de

lumna de Sephadex G-25. Los resultados
derivados de probar la actividad antivi-
ral de MAsp, utilizando como indicador
al virus Sindbis, después de sometida
a los distintos tratamientos se presen-
tan en el Cuadro 2.
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TRATAMIENTO INHIBICION *

%
Ninguno 92,4
Dialisis (fraccion no dializable) 96,4
Precipitacion con Sulfato de amonio:

0-30% 80,3
30-60% 93,7
60-100% 79,1
Sobrenadante 69
Pasaje por Sephadex G-25 (percolado) 91,8
* El %de Inhibicion se expresa como la relacién entre el niimero de placas

producidas por el virus Sindbis (UFP/ml) en cultivos tratados con MAsp
y el titulo de virus producido en cultivos controles sin tratar, multiplicado

por 100.

Cuadro 2. Efecto de distintos tratamientos sobre la actividad antiviral de MAsp

Los resultados sugieren que el
principio activo estaria constituido por
una o varias proteinas, por tratarse de
un producto no dializable, con un peso
molecular mayor de 5000, ya que es
excluido de la columna y que ademas
es totalmente precipitable por el sulfato
de amonio, dado que la actividad
remanente del sobrenadante es despre-
ciable, La concentracién 6ptima para la
precipitacion resulta ser entre 30-60%
sin embargo, no parece conveniente des-
cartar los otros precipitados porque tie-
nen actividad.

En la actualidad se conocen una

an variedad de sustancias antivirales
derivadas de plantas. Ya en 1978 May y
Willuhn 2 estudiaron la accion de ex-
tractos de 178 plantas diferentes contra
los virus Herpes simplex, Influenza,
Vaccinia y Polio. Los resultados de este
estudio mostraron que por lo menos 75
de estos extractos tienen accibn anti-
viral contra por lo menos uno de los vi-
rus ensayados. En el mismo afio Van
Den Berghe y col3 hicieron un estudio
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similar usando 100 extractos diferentes
que fueron ensayados contra seis virus
animales distintos. Ocho de estos extrac-
tos fueron activos contra por lo menos
uno de estos virus. La naturaleza qui-
mica de los principios activos no ha sido
estudiada.

La primera especie de plantas que
se demostrd que tenfa un inhibidor de
caricter proteico (PAP) fue Phyto-
lacca americana®® . Otras proteinas anti-
virales, similares a la de Phytolacca fue-
ron descritas en Chenopodium amaran-
ticolor®’, Dianthus caryophyllus®'® y
semillas de trigo'!.

A su vez, Babbar y col .12 demos-
traron que la actividad antiviral y anti-
tumoral de algunos de los extractos ensa-
yados por ellos podrian estar relaciona-
dos con componentes proteicos de las
fracciones solubles no dializables, sugi-
riendo que pudiera tratarse de proteinas
de. acciébn similar al interferon y que
podrian ser designadas como interferén
de plantas.

Por lo anterior, es evidente que el



conocimiento de proteinas de plantas
con actividad antiviral ha aumentado
considerablemente en estos Gltimos afios.
En nuestro laboratorio se esti desarro-
llando un método de purificacién a par-
tir de material verde (himedo) de
Melia azedarach que permitiria confir-
mar o no la asociacién de la actividad
antiviral a un polipéptido. No sabemos
alin si esta fracciébn polipéptidica estd
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su mecanismo de acciéon (! y datos no
publicados), indican que actuaria en for-
ma diferente que la descrita para las pro-
teinas PAP, ya que la fraccibn aislada de
“paraiso” induce un estado antiviral
en las células por pretratamiento que re-
cuerda la accién del interferén.
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