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Summary

IMMUNOMODULATORY EFFECT OF MELATONIN ON EXPERIMENTAL MODELS
OF VENEZUELAN EQUINE ENCEPHALITIS VIRAL INFECTION

The Venezuelan equine encephalitis (VEE) virus has been involved in epidemic
outbreaks in Venezuela and America, affecting equids and humans. Melatonin (MLT)
has been shown to improve some immunodeficient status caused by viral infections.
In this regard, it was proposed an evaluation of the in vivo and in vitro
immunomodulatory effect of MLT on experimental VEE virus infection. In vivo assays
were performed in albino NMRI mice that were pretreated with 250, 500, 1000 and
5000 ug of MLT /Kg body weight. Mice were inoculated with the Guajira strain of the
virus. Serum and brain samples were extracted to determine the viral titers, gamma
interferon (IFNy), Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 1beta (IL-1p0),
Tumor Necrosis Factor alpha (TNFe), Interleukin 10 (IL-10), nitrite-nitrate (Nitric
oxide: NO) and malondialdehyde (MDA) on days 1, 3 and 5 post viral infection (p.i.).
In addition, splenocytes obtained from VEE virus infected mice untreated or treated
with MLT were used to determine their proliferative status to mitogens (PHA). In vitro
experiments were performed using murine neuroblastoma (Na,) or splenocytes. In
this regard, Na, cells or splenocytes were cocultured with VEE virus untreated and
treated with MLT. Supernatants and cells from Na; cultures were used to determine
NO, MDA and inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression at 6, 12, 24, 36 and
48 hours p.i. and NO in splenocyte cultures. Luzindole was used to block MLT
receptors. Cytokines and IgM antibodies against VEE virus were determined by
ELISA. Viral titers were determined using chicken embryo fibroblast cultures and
lymphocyte proliferation by incorporation of tritiated thimidine. NO was determined by
the content of nitrite-nitrate and MDA by the thiobarbituric acid assay. INOS
expression was determined by indirect immunofluorescence. The results showed that
MLT has a protective effect in mice infected with the VEE virus, retarding the
beginning of the disease and extending the life of the infected mice. MLT significantly
increased serum levels of IFNy in noninfected mice from the first to the sixth day of
treatment. IL-18 and TNFa increased their values from days 1 to 6 p.i. when

compared to the remainder groups. No differences in IL-4 and IL-2 levels were found



Summary

in the studied groups. Blocking of IL-1 resulted in increased mortality rate of infected
mice rising to 100% and suggesting that IL-18 inducer effect of MLT could be related
to the beneficial effect of MLT during VEE virus infection. Likewise, MLT reduced the
cytopatic effect of the virus in cell cultures. The increased nitrite-nitrate content and
lipid peroxidation in infected cultures was blocked by MLT, suggesting a possible
antioxidant effect of MLT as an additional protective mechanism against the VEE
infection, besides the humoral immune response, since increased IgM antibodies anti
VEE virus and IL-10 were also observed. The administration of Luzindole blocked the
protective effect of MLT against the VEE infection. Luzindole is a competitive
antagonist of different subtypes of MLT receptors. Splenocyte cultures infected with
the VEE virus generated important amounts of NO and MLT reduced that production.
In addition, treatment of splenocyte cultures with MLT induced increased levels of IL-
2 and IL-18 in the absence or the presence of PHA, and increased the proliferative
response when the PHA was added to the cultures, suggesting an important effect of
MLT on the biology of immune cells which are probably involved in the protective
effect of the indole. Likewise, MLT decreased NO production, iINOS expression and
lipid peroxidation induced by VEE virus in neuroblastoma cell cultures. In conclusion,
MLT has a beneficial effect in experimental VEE virus infection, that could be related
to the induction of IL-183, IL-2, IFNy and IL-10 productions and to its antioxidant

properties.

Key words: Melatonin, Venezuelan equine encephalitis, nitric oxide,

malondialdehyde, Interleukin 1 B, oxidative stress, Luzindole.
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Agente Etiologico

Las Encefalitis Equinas son enfermedades producidas por un virus de ARN,
pertenecientes al género Alfavirus de la familia Togaviridae. Segun su etiologia, se
han identificado la Encefalitis Equina del Este (EEE), la Encefalitis Equina del Oeste
(EEO) y la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) que afecta a équidos y a humanos,
con una alta mortalidad y letalidad en individuos de todas las edades (OPS, 1999,
Rabinowitz et al., 1973; Mathews et al., 1989). Estos virus aunque son inmunolégicamente
distintos, provocan enfermedades, que son clinicamente indistinguibles; existe
ademas un cuarto miembro de este género que es el virus Highland, que sélo se ha
reportado en el este de los Estados Unidos, especificamente en la Florida, y su
presencia esta asociada con casos de encefalomielitis en équidos (Calisher et al., 1982;

Achay Szyfres, 1992; San Martin 1992; Blood y Radostis, 1993).

Del virus de EEV se conocen seis subtipos (I-VI) y seis variantes antigénicas
del subtipo |y tres del subtipo IllI; los subtipos IAB y IC son los que ocasionan las

epidemias en humanos y en équidos (Bellard et al., 1989; Bennett et al., 1996).

Epidemiologia

El virus de EEV se transmite por la picadura de un mosquito infectado; dentro
de las especies capaces de transmitir el virus tenemos el Culex (melanoconion), el
Aedes, Mansonia, Psorophora, Haemagogus, Sabethes, Deinoceritis y Anopheles (De
la Hoz., 2000). Los roedores, burros, caballos, el ganado vacuno, murciélagos y
posiblemente las aves y los perros, se consideran reservorios del virus de la EEV

(Dickerman R. et al., 1971).

En la EEV se han identificado dos ciclos, el Enzodtico (Endémico) y el
Epizodtico (Epidémico). El ciclo Enzodtico, se observa en las selvas humedas de la
América Tropical y regiones pantanosas donde la transmision del virus se desarrolla

y se mantiene en la naturaleza, entre roedores que actlan como reservorios y varias
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especies de mosquito Culex, subgénero melanoconium que sirven de vectores, para
transmitir la infeccion desde animales virémicos a otros susceptibles (Ludwig et al.,
1975; Larreal, 1996). Este ciclo ocurre durante todo el aflo, ya que su presencia se ha
podido demostrar mediante centinelizacion y aislamiento del virus en vectores y
huespedes (pequefios mamiferos y roedores) de esta enfermedad. En humanos, la
infeccién por los virus enzodticos solo ocurre cuando irrumpe o penetra en focos
naturales (Calisher et al., 1982; Ricco et al., 1988; Morse y Schluederberg 1990; Centro

Panamericano de Fiebre Aftosa, 1994).

El ciclo Epizodtico, se mantiene entre équidos virémicos, que actlian como
reservorios y varias especies de mosquitos del género Psorophora, especies
confinis, discolor, indubitans, titillans y mansania, asi como diferentes especies de los
géneros Aedes y Deinocenites pseudos, que actian como vectores (Ruiz, 1997). Los
equidos representan a su vez el huésped susceptible y son los principales
amplificadores del virus epidémico. Los humanos se constituyen en huéspedes
accidentales de la enfermedad. Este ciclo epidémico se caracteriza por una alta
morbilidad en humanos y una alta mortalidad en équidos. Al respecto se ha estimado
gue el porcentaje de mortalidad en la poblacion de équidos, sobre todo en
situaciones de brotes, oscila entre un 19% y un 83%. Mientras que en humanos, ésta
es poco frecuente, aunque con valores que oscilan entre un 4% a un 14% en
aquellos casos con sintomas neuroldgicos, siendo la letalidad mayor en nifios que en

adultos (Calisher, 1982; Morse y Schluederber, 1990).

En estudios realizados por Linthincun y Gordon (1992), se encontré que las
garrapatas del género Amblyoma, especie cajenense pueden infectarse, mantener el
virus y transmitirlo, detectandose el virus 171 dias después de la infeccion, por lo que
se puede considerar que estos artropodos pueden mantener el virus de EEV en
periodos silentes; no obstante, aun no se conoce el papel que puedan jugar éstos en

el ciclo de transmisién endémico.
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Calisher y col., (1980); Walton y col., (1988); Weaver y col., (1992), destacan que
desde el punto de vista epidemioldgico, la caracteristica mas importante, es la que
permite dividir a las variantes del virus de EEV en epizooéticas y enzodticas; todas
infectan y confieren inmunidad a los équidos y al hombre, pero solo las variantes IAB
y IC, afectan a los équidos (cepas equicidas) y son las responsables de los brotes
epidémicos; el resto de las variantes del subtipo | y la mayoria de los subtipos
restantes, pueden afectar al hombre, cuando éste se introduce en su habitat.

Patogénesis de la infeccion por el virus de Encefalitis Equina Venezolana

Después de la picadura del mosquito infectado, el virus se multiplica en los
tejidos locales y los ganglios regionales produce una viremia, y se propaga a los
tejidos extraneuronales donde persiste segun el grado de multiplicaciéon en estas
zonas. El sistema monocito-macrofagico elimina los virus y hacen su aparicion los
anticuerpos. El virus de EEV invade los tejidos mieloides y linfoide y durante la
viremia penetra la barrera hematoencefalica (BHE) e irrumpe el parénquima

neuronal (Bennett et al., 1996).

La EEV en los humanos y équidos puede variar desde una infeccidon
inaparente, hasta una encefalitis o0 meningitis aguda. El periodo de incubacion de
esta enfermedad en los équidos varia de 3 a 5 dias, siendo los sintomas iniciales,
fiebre, inapetencia y depresion; seguidos por signos de hipersensibilidad al ruido y al
tacto (Achay Syfres, 1992). Los équidos afectados generalmente caminan en circulo y
sin rumbo; por ultimo, el animal presenta pardlisis del tren posterior y cae en
postracion. Los sintomas de la enfermedad en el humano, se caracterizan por tener
un comienzo abrupto, con un periodo de incubacion, que varia de 2 a 5 dias. La
sintomatologia puede ir desde un cuadro febril, hasta signos graves de encefalitis,
asi como también se pueden presentar escalofrios, letargo, dolores occipitales o
retroorbitales, anorexia, artralgias y mialgias severas; las nauseas pueden
acompafarse con vomitos o ser seguidas por diarreas y al examen fisico pueden

presentarse conjuntivitis, taquicardia, adenopatias cervicales, faringitis y
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somnolencia;, la fase aguda de la enfermedad es seguida por un periodo de 2 a 3
semanas de letargia y anorexia. Los signos de encefalitis incluyen: fotofobia,
convulsiones, rigidez del cuello y alteraciones de la conciencia. En las mujeres
embarazadas puede ocasionar aborto o efectos teratogénicos en el feto (Frank y
Johnson, 1997; Achay Szyfres, 1992; Avilan, 1996; Benenson, 1997; Scheld et al., 1998).

La EEV es una enfermedad que se ha presentado en forma epidémica y
ciclica desde hace varios afios, representando asi, un problema de salud publica de
gran importancia en Venezuela. Es considerada uno de los agentes mayormente
implicado en la produccion de trastornos neurologicos durante los ciclos
epizoodémicos, que han ocurrido desde el aislamiento del virus en 1938, hasta su
Gltima incursion en 1995, inicio de una de las mas grandes epidemias descritas. En la
misma se reportaron mas de trece mil casos en humanos y un numero
indeterminados de équidos afectados (Valero N. et al., 2001). La EEV como enfermedad
zoonotica tiene importancia econdémica y social debido a las pérdidas al aparato
economico del pais y del estado generadas al sector productivo agropecuario. En
este sentido, es de resaltar que en la Ultima epidemia tuvo una importante
repercusion en la poblacion humana traducido en costos de tratamientos, atencion
médica, campafias de vacunacion de emergencia, hospitalizaciones, inasistencia al

trabajo y escuelas, entre otros.

Prevencion y control

Existe una vacuna para equinos basada en la cepa TC-83 que garantiza la no
ocurrencia de brotes o epidemias de EEV. Para humanos existe una vacuna de virus
vivos atenuados que se usa sélo para el personal de salud que puede estar expuesto
en el laboratorio a aerosoles que contengan el virus. También se ha recomendado su
uso en personas que por su oficio estén expuestos a un riesgo mayor de infeccion.
Se han intentado desarrollar vacunas contra el virus de EEV usando otras
metodologias como las técnicas de ADN recombinante, pero éstas no han

demostrado ser mejores que las de virus atenuados debido a que los titulos que
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inducen parecen ser menores y no protegen contra la infeccién por aerosoles (De la

Hoz, 2000).

Encefalitis Equina Venezolana, Respuesta inmunitaria y mediadores oxidativos

En la infeccion por EEV, se ha reportado elevacion de ciertos mediadores
inmunitarios como la Interleucina 1B (IL-1B), que se ha caracterizado por ser una
citocina pro inflamatoria que participa como mediador en una gran cantidad de
procesos implicados en un amplio espectro de patologias del SNC (Blamire et al.,
2000). lgualmente se ha reportado un aumento en la expresion de genes pro
inflamatorios que incluyen los de la sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) vy el
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), lo cual sugiere que la respuesta inflamatoria
mediada por éstos, contribuird a la neurodegeneracion por EEV (Schoneboon et al.,
2000). Otros estudios revelan un incremento en la expresion del Interferon gamma

(IFNy) con una disminucién de las Interleucina 2 (IL-2) e Interleucina 4 (IL-4).

La infeccion por este virus en el sistema nervioso central (SNC), produce dafio
a nivel celular, entre otros, por los metabolitos del proceso de oxidacion, los cuales
son originados por reacciones biolégicas necesarias para la formacion de
compuestos de alta energia utilizados para los procesos metabdlicos celulares.
Involucran la transferencia de electrones que pueden generar radicales libres o
especies de oxigeno reactivo (ROS) dentro de los cuales se encuentran el anién
superéxido (0?) y el anién hidroxilo (OH:), asi como el peréxido de hidrégeno (H202)
(Skaper, 1999). Estos radicales libres en conjunto con las especies reactivas de
nitrégeno (zinder et al., 1992) son fragmentos moleculares extremadamente reactivos
gue reaccionan agresivamente con otras moléculas y crean compuestos anormales
originando el estrés oxidativo con el subsecuente dafio en las células y tejidos. El
ADN vy otras macromoléculas son dafiadas por estos radicales libres (Reiter, 2000;

Skaper et al., 1999).
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También se ha descrito que los productos de la peroxidacion lipidica, por
ejemplo el malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE), son una de las
consecuencias de este estrés que produce el dafio oxidativo en las membranas
(Reiter et al., 1998; Romero et al., 1998). Afortunadamente, el sistema inmunitario cuenta
con una serie de enzimas y agentes antioxidantes que contrarrestan y protegen del
dafio oxidativo. Las enzimas antioxidativas clasicas incluyen la superéxido dismutasa
(SOD), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa, (GRd) y la catalasa
(CAT) (Reiter, 2000).

El MDA participa en algunos procesos virales, tal como ha sido descrito en
nifios infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana. La infeccion por este
virus ha sido asociada con el estrés oxidativo, produciéndose un incremento de la
concentracion de MDA en nifios e infantes seropositivos y la disminucién de
antioxidantes en suero (Jareno et al.,1998; Sonnerborg et al.,1988). La existencia de una
correlacidon negativa entre los niveles séricos de MDA en estos pacientes y el contaje
de linfocitos CD4+ confirman el involucramiento del estrés oxidativo en la

fisiopatologia de esta infeccidn (Jareno et al., 1998).

La infeccion por EEV causa un aumento en la produccion de multiples genes
pro-inflamatorios que incluye los de la iINOS y del TNFa, sugiriendo que la respuesta
inflamatoria es en parte mediada por esta enzima y el TNFa podria contribuir a la
neurodegeneracion luego de la infeccion por EEV (Schoneboom, 2000). En cultivos de
astrocitos infectados con el virus de la EEV, se ha observado una elevada
produccion de TNFa pero una baja produccion de ON, indicando que los astrocitos
cumplen un importante papel en la encefalitis inducida por virus y la interaccion entre
las células gliales y las neuronas podria ser importante en la patogénesis de la EEV

(Schoneboom et al, 1999).
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Melatonina

La interrelacion entre la respuesta inmunitaria y el sistema nervioso, se ha
hecho evidente por la existencia de un eje de regulacion neuroendocrinoinmunitario
y el descubrimiento de receptores para neurotransmisores en algunas células
inmunitarias (Finnochiaro et al., 1991; Guerrero et al., 1994; Dubocovich M., 2005).
Adicionalmente se ha reportado que las hormonas neuroendocrinas regulan diversos
efectos sobre las células inmunitarias (Finnochiaro et al., 1991). Entre las
neurohormonas y neuropéptidos que influencian el sistema inmunitario se incluye la
Melatonina (MLT) como un importante miembro de las indolaminas. La MLT (N-acetil-
5-metoxitriptamina) es una hormona producida principalmente por la glandula pineal
y la retina de los vertebrados, incluyendo humanos. Sin embargo, se ha encontrado
en otra variedad de tejidos como en glandulas lagrimales extra orbitales (Mhatre et al.,
1988), porciones del tracto gastrointestinal (Vakkuri et al., 1985) y ciertas ceélulas
sanguineas (Finnochiaro et al., 1988,1991). Participa en una gran variedad de procesos
celulares, neuroendocrinos y neurofisiologicos. Es sintetizada a partir del triptéfano y
es vertida a la circulacion para alcanzar sus tejidos blancos, entre los que se

encuentra el SNC (Reiter, 1991).

Una de las caracteristicas mas resaltantes con respecto a la biosintesis pineal
de la MLT es su variabilidad a lo largo del ciclo de 24 horas y su respuesta precisa a
cambios en la iluminacién ambiental (Caroleo et al., 1992). La sintesis y secrecion de la
MLT sigue un ritmo circadiano y ocurre durante la activacion nocturna de los
receptores pineales B-adrenérgicos. La funcién principal de la MLT es actuar como
transductor de la influencia del ciclo luz-oscuridad sobre la fisiologia del cuerpo. En
humanos, las variaciones del ritmo circadiano en la MLT plasmatica, han sido
asociadas con la pubertad, ciclo menstrual, desérdenes afectivos, cancer y con
problemas de la insuficiencia renal experimental (Maestroni et al., 1986). La
investigacion sobre la glandula pineal, se encuentra en su estadio temprano, pero
actualmente, su fisiologia, bioquimica y su posible papel inmunomodulador, estan

siendo estudiadas intensamente. Mucho se conoce, y se continla investigando sobre
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el papel fundamental que juega la glandula pineal en el control de los mecanismos
inmunitarios. De hecho, la anulacién de la ciclicidad de la secrecién de la MLT por
administracién vespertina de B- bloqueadores o por iluminacién permanente, permite
el deterioro de las respuestas inmunitarias, celular y humoral en roedores y humanos

(Caroleo et al., 1992).

Igualmente se ha reportado que la administracion exdgena de esta
neurohormona aumenta la produccion de anticuerpos (Maestroni et al., 1986). Por ello
es considerada una hormona con funcion relevante en la fisiologia circadiana (Caroleo

et al., 1992).

Se ha determinado que esta hormona, influye directa e indirectamente en la
modulacién del sistema inmunitario, provocando efectos multiples en las células
inmunitarias (Angeli et al. 1988, Cuesta et al., 2008, Giannoulia et al., 2006, Paredes et al.,
2007). Entre los efectos que provoca esta hormona en el sistema inmunitario se
incluye el aumento de la respuesta humoral (Maestroni et al., 1988), estimulacion de la
produccion de anticuerpos en células esplénicas de raton (Maestroni et al., 1987 y
Caroleo et al., 1992), incremento de la produccion del interferon gamma (IFNy) por
esplenocitos muridos, atribuido a la liberacion de péptidos opioides por las células T
cooperadoras (Colombo et al., 1992), activacién de los monocitos humanos e induccién
de la produccion de Interleucina —1 (IL-1) y la citotoxicidad de los monocitos contra
células tumorales (Morrey et al., 1994). También es capaz de aumentar la presentacion
antigénica por macréfagos esplénicos a las células T e incrementar la produccion de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CMH) clase Il y el TNFa

(Pioli et al., 1993).

La MLT inhibe la proliferacion de linfocitos estimulados por mitdbgenos
(Finnochiaro et al., 1988 ) y corrige algunos estados de inmunodeficiencia causado por
el estrés (Maestroni et al., 1987; Caroleo et al., 1992; y Maestroni, 1999), el envejecimiento
(Caroleo et al., 1992; Humbert, 1993 y Atre et al., 1998 ), algunas drogas (Caroleo et al., 1992;

Maestroni, 1998,1999; Maestroni et al., 1994 ) y las enfermedades virales (Lissoni et al.,
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1993; Ben Nathan, 1994, 1995; Bonilla et al., 1997; Maestroni, 1999). Con respecto a estas
tltimas, diversos autores, reportan el efecto protector de la MLT en infecciones
virales producidas por los virus Semliki Forest, West Nile (Lissoni et al., 1993; y Ben-
Nathan et al., 1995) y Encefalitis Equina Venezolana (EEV) (Bonilla et al,. 1997) al
prolongar la sobrevida de ratones y retardar el inicio de la enfermedad.

La MLT modula los efectos de la inmunosupresiéon por glucocorticoides, los
cuales son inducidos durante las infecciones virales, a través de la diferenciacion
y/o activacion de las células T, mediante la interaccion con sus receptores (Maestroni
et al., 1986, 1988; Stankov et al., 1991), produciéndose una cascada de eventos que
comienza con la sintesis de factores solubles (citocinas), que estimula una serie de
componentes del sistema inmunitario, entre los que han reportado: activacion de
células NK (Reiter, 1995) y fagocitos (Morrey et al., 1994); secrecion del Factor
Estimulador de Colonias Granulocitico-Macrofagico (GM-CSF) (Maestroni et al., 1994) y
activacion de los linfocitos T CD8" (Maestroni et al., 1995) y CD4" (Gonzélez- Haba et al.,
1995), produciéndose adicionalmente, un aumento de las sintesis y/o liberacion de
péptidos opioides (Maestroni et al., 1986, 1988, 1990). Esto sugiere que, las propiedades
inmunoestimuladoras de la MLT dependen en parte de la activacion de las células T
CDA4" principalmente, formando un complejo que estimula la produccién de IFNy, IL-2

y péptidos opioides, los cuales estimulan la respuesta efectora.

La MLT cumple sus funciones a través de la donacion de un electron
directamente, secuestrando radicales superéxido e hidroxilo altamente toxicos. La
MLT limita la peroxidacién lipidica inducida por ON, inhibe la sintetasa de ON
cerebral, captura peroxinitritos y estimula la actividad de enzimas que aumentan la
capacidad antioxidativa del organismo. La funcion de la MLT como un capturador de
radicales libres y antioxidante es facilitada por su capacidad de atravesar barreras

morfofisiolégicas como la BHE (Skaper et al., 1999; Reiter et al., 2001).

Ben-Nathan y col. (1994,1995), fueron los primeros en demostrar el efecto

protector de la MLT en ratones infectados con el virus Semliki Forrest (SFV) y en
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ratones sometidos a estrés inoculados con el virus West Nile atenuado- no invasivo.
Este efecto se evidencia por el aumento en la tasa de sobrevida en estos ratones.
Resultados similares reportaron Bonilla 'y col., (1997); y Valero y col., (1999) en ratones
infectados con el virus de EEV.

Estudios in vivo e in vitro, demuestran la baja toxicidad de la MLT o sus
precursores por lo que podrian ser considerados como neuroprotectores Utiles para
el tratamiento de patologias cerebrales que involucran citotoxicidad o donde haya
dafio oxidativo que contribuya a la neuropatogénesis (Skaper et al., 1999).

Es importante destacar que estos hallazgos demuestran la necesidad de
continuar en la busqueda del posible mecanismo de accion de la MLT y su papel
terapéutico, durante la infeccion por EEV.

Melatonina, receptores y antagonistas

Los mecanismos mediante los cuales la MLT interviene en la funcion del
sistema inmunitario son complejos y probablemente son mediados por la activacion
de distintos subtipos de receptores de alta afinidad de membrana y/o nucleares de la
MLT (Dubocovich et al., 1997), los cuales han sido identificados directamente en
linfocitos circulantes, esplenocitos y timocitos (Gonzalez-Haba et al., 1995; Guerrero et al.,
1994; L6opez-Gonzalez et al., 1992). Ademas, por ser un componente altamente lipofilico,
la MLT puede penetrar sin mediacion de receptores especificos y actuar dentro de
las células como un potente secuestrador de radicales libres y como un factor anti-
envejecimiento y oncostéatico (Skwarlo-Sonta, 1996; Maestroni et al., 1990, 1995, 1988; Atre y

Blumenthal, 1998; Neri et al., 1998).

El Luzindole (N-acetil-2-benziltriptamina), es un antagonista de los receptores
de MLT y se ha demostrado que es un inhibidor competitivo efectivo de éstos en el
cerebro; actia  bloqueando las propiedades inmunomoduladoras e

inmunoreguladoras de la MLT y ademas se ha demostrado que es activo in vivo
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(Dubocovich, 1988). Sin embargo, estudios previos han determinado que el Luzindole
(LZ) no bloquea el efecto antioxidante de la MLT, a pesar de inhibir los receptores
para la misma (Behan et al., 1999; Nava et al., 1997).

Se ha reportado que las funciones especificas de la MLT estadn mediadas a
través de la activacion de receptores de alta afinidad en la membrana plasmatica y
gue éstos se encuentran acoplados a la proteina G. Se han descrito en base a su
estructura molecular, tres subtipos de receptores de MLT, el MT1 y MT2
pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a la proteina G y el MT3
ubicado en la familia de la enzima quinona-reductasa (Reppert et al., 1995; Skinner et

al., 2000; Slaugenhaupt et al., 1995).

El receptor MT1 esta expresado en el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo
y en los vasos cardiacos; ademas, esta involucrado en la modulacion del ritmo
circadiano (Dubocovich et al., 1998; Liu et al., 1997) y en la modulacion y constriccion de
los vasos (Doolen et al., 1998). También se expresa en los tejidos periféricos y en otras
regiones del cerebro (Clemens et al., 2001; Ram et al., 2002; Scher et al., 2002; Zhao et al.,
2000; Zhao et al., 2002). Ademas de su vasta distribucion en los tejidos, el receptor MT1
puede acoplarse a una amplia variedad de proteinas G incluyendo Gia2, Gia3,Giaq
(Brydon et al., 1999; Witt-Enderby et al., 2001) Y Gas, Ga2, Ga16 (Chan et al., 2002; Ho et al.,

2001) lo cual explica la diversidad de respuestas a la MLT dentro del organismo.

El receptor MT2 esté involucrado en la fisiologia retinal (Dubocovich et al., 1997),
en la regulacién del ritmo circadiano (Dubocovich et al., 1998), en la dilatacion de los
vasos cardiacos (Doolen et al., 1998), asi como en la respuesta inflamatoria (Lotufo et
al., 2001). A diferencia del MT1 los receptores MT2 estan mas limitados en su
localizacioén, encontrandose en el cerebro, nicleo supraquiasmatico del hipotalamo,
la retina, riflones, ovarios, vasos cardiacos y varias lineas celulares cancerigenas
(Dubocovich, 2001; Witt-Enderby, 2000; Von Gall et al., 2002); de manera similar a los

receptores MT1, los MT2 se acoplan para inhibir la formacién del AMPc en varios
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modelos transfectados (Jones et al., 2000; Brydon et al., 1999; MacKenzie et al., 2002;
Reppert et al., 1995).

A diferencia de los receptores MT1, la expresion del MT2 en las células
HEK293, también ocasiona un descenso en GMPc (Petit et al., 1999). Quizas las
diferencias sutiles en las propiedades de sefializacion y farmacoldgicas entre MT1 y
MT2, proporcionen un elemento esencial para entender los efectos de la MLT en

procesos fisioldgicos especificos (Paula et al., 2003).

A una proteina que mostraba un perfil enlazante similar al del MT2
(Dubocovich, 1995; Molinari et al., 1996) se le di6é el nombre de MT3; fue aislada de rifidn
de hamster Sirio (Nosjean et al., 2000) y se demostré que tiene un 95% de homologia
con la quinona-reductasa humana, una enzima involucrada en la desintoxicacion
(Nosjean et al., 2000). Esta proteina y su actividad asociada se expresa en el higado,
rifdn, cerebro, corazdén, tejido adiposo marrén, musculo esquelético, pulmon,
intestino, testiculos y vasos de hamster, ratones, perros y monos (Nosjean et al., 2001).
Se ha demostrado, ademas, que la proteina MT3, esta involucrada en la regulacion
de la presion intraocular en los conejos (Pintor et al., 2001) y en la respuesta

inflamatoria en la micro vasculatura (Lotufo et al., 2001).

Hasta ahora, los receptores de MLT de alta afinidad en células
inmunocompetentes son importantes sitios de union que se han descrito en
homogeneizados de membrana del timo, bolsa de Fabricio y el bazo, para un nimero
de aves y mamiferos (Poon et al., 1994). También se ha descrito un sitio de alta
afinidad en linfocitos T ayudadores de la médula 6sea (Maestroni, 1995). Otro estudio
mostro que la MLT se une a las células linfoides humanas modulando su respuesta

proliferativa (Maestroni, 1990).

Consistentemente con el hecho de que las células activadas parecen
responder mas a la MLT, la activacion de células T, significativamente incrementa la

unién a MLT; los sitios de unién a MLT y los ARNm de estos receptores, fueron
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hallados mayormente en células T ayudadoras humanas, pero también en CD8+ vy
células B. Ademds, la expresion en monocitos humanos de receptores para MLT
depende de su estado de maduracion. Mas interesantemente, parece ser que la
diferenciacion relativa de monocitos in vitro afecta la expresion de receptores para
MLT. Ademas, los receptores de membrana y nucleares para MLT, se han descrito

en células inmunocompetentes en humanos y en roedores (Rafii et al., 1998).

Sitios de union especificos para MLT han sido descrito en purificados de
nucleos de células provenientes del timo y del bazo en ratas. Mas recientemente, se
ha reportado que el efecto de la MLT en la produccién de citocinas en las células
mononucleares de sangre periférica humana, parece depender de la activacion de
receptores nucleares, mas que de receptores de membrana. Sin embargo, el rol
especifico y relativo de receptores de membrana y nucleares sigue aun sin dilucidar

(Maestroni, 2001).

Oxido Nitrico

El Oxido Nitrico (ON) es una sustancia vasodilatadora que se ha relacionado
ampliamente con la regulacion del tono vascular, tanto en condiciones normales
como patologicas (Lee et al., 1992; Castro et al., 1993; Moncada et al., 1993). Se sintetiza a
partir del aminoacido L-arginina por la enzima sintetasa del 6xido nitrico (NOS) y es
una molécula altamente inestable, con una vida media de 6 segundos, que se

degrada rapidamente a nitratos y nitritos (Stuehr et al., 1985).

Han sido identificadas tres isoformas de NOS: sintetasa del Oxido nitrico
neuronal o tipo |, sintetasa del 6xido nitrico inducible o tipo Il y sintetasa del 6xido
nitrico endotelial o tipo Ill. La NOS inducible (iNOS) es sintetizada en los macréfagos,
células musculares lisas, células estrelladas hepaticas, hepatocitos, y muchos otros
tipos celulares, soélo tras induccion por lipopolisacarido (LPS) y citocinas

proinflamatorias. Una vez expresada, la iNOS sintetiza grandes cantidades de 6xido
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nitrico durante largos periodos de tiempo, independientemente de estimulos
hemodinamicos o mecanicos (Sessa W., 1994). En contraste, la NOS endotelial (eNOS)
libera ON durante periodos cortos de tiempo en respuesta a varios tipos de
estimulos, tanto enddégenos como exdgenos, incluyendo entre estos los estimulos
fisicos (Takahashi et al., 1997). Aunque inicialmente la localizacién de este enzima fue
demostrada en las células endoteliales, se ha visto que la expresan también otros
tipos celulares, como células mesangiales, gliales, neuronales, y las del epitelio

respiratorio.

El ON es una molécula pequefa, simple, extremadamente labil, de corta vida
y altamente nociva debido a su estructura de radical libre; posee un electron extra
gue le confiere una elevada reactividad (zinder et al., 1992). También puede ser
producido por un grupo de compuestos conocidos como donadores de ON como el
Nitroprusiato de Sodio (NPS) (Lahiri et al., 1999). EI ON es sintetizado en células
endoteliales, macrofagos, neutrofilos y células neuronales (Di Mascio et al., 2000). La
NOS juega un importante papel en la regulacion cardiovascular, en las funciones del
SNC vy periférico, en las funciones inmunitarias y otros mecanismos homeostaticos.
Sus formas inducibles pueden ser expresadas en muchos tipos de células incluyendo
macrofagos, neutrofilos, células endoteliales, células mesangiales y condrocitos

(Gilad et al., 1998).

Sin embargo, la elevada produccion de ON ha sido asociada con un gran
namero de condiciones patoldgicas en conjunto con otros factores mediadores de la
respuesta del sistema inmunitario. Como ocurre en ratas con encefalitis producida
por la infeccién con el Virus Herpes Simple en donde los elevados niveles de ON
producidos por la INOS sugieren que esta molécula es un factor patogénico en esta

infeccion (Fuijii et al., 1999).

Algunos autores como Shoshkes y Komatsu (1998), reportan que la produccion
de ON podria ser beneficiosa para la resolucion de ciertas infecciones virales,

inhibiendo la replicacién del virus; es el caso de la infeccidén producida por el Virus de
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la Encefalitis Japonesa en la cual se sugiere que el ON puede jugar un papel crucial
en la inmunidad innata del huésped, en los estadios iniciales de la infeccién en el
SNC (Lin et al., 1997). AUn existen muchas incognitas por despejar en cuanto al papel

del ON en las infecciones virales.
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Hipotesis Y Objetivos

La EEV es una infeccién de gran relevancia clinica y econémica en el norte
de Suramérica. El cuadro viral endémico en sus ciclos de exacerbacion epidémicos
ha afectado a decenas de miles de personas en Venezuela con marcada
morbimortalidad en humanos y équidos. En el sistema productivo, la EEV ha
generado cuantiosos dafios economicos por la induccion de muerte o sacrificio de

cientos de animales de la cabafia equina.

La infeccion por el virus de EEV genera una respuesta inflamatoria sistémica y
por su tropismo al sistema nervioso central (SNC) puede ocasionar secuelas y dafios
muchas veces irreversibles. Los mecanismos patogénicos se han asociado con su
accion citopatica directa sobre las células del SNC e indirecto a través de la
induccion de una respuesta inmunitaria inflamatoria. A su vez, la adecuada
funcionalidad del sistema inmunitario es capaz de prevenir la progresion de la
infeccion vy proteger de la lesion neuroldgica. En los individuos que sobreviven, el
sistema inmunitario es capaz de controlar la infeccion por induccién de un dafio
inflamatorio de intensidad variable.

Debido a la relevancia que el sistema inmunitario cumple en la patogénesis de la
infeccion por el virus de EEV, es posible que aquellas moléculas que modulan su
actividad reguladora y/o efectora pudieran poseer acciones terapéuticas. La funcion
del sistema inmunitario esta regulada por diferentes mecanismos entre los que se
incluyen los de origen neuroendocrino. La MLT es una hormona que posee un efecto
regulador directo sobre diversas poblaciones linfocitarias y accesorias, y sobre la
respuesta inmunitaria inflamatoria producida por algunos arbovirus entre los que se
mencionan los virus Semliki Forrest y West Nile. Sin embargo, a pesar de las
relevantes propiedades atribuidas a la MLT, no se ha dilucidado si el mecanismo de
accion en estas infecciones virales, es por un efecto directo sobre el virus o si, por el
contrario, su accion es indirecta, mediada por la estimulacion de células
inmunocompetentes, posiblemente con participacion de los receptores de MLT que
presentan estas células. En base a estos antecedentes, se plantea investigar el
posible efecto terapéutico de la MLT sobre la infeccion por el virus de EEV, hallazgo

gue constituye el objetivo de la presente investigacion.
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OBJETIVO GENERAL
1. Evaluar el efecto inmunomodulador y la relevancia terapéutica de la MLT en
modelos experimentales in vivo e in vitro de infeccion por el virus de Encefalitis

Equina Venezolana (EEV).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2. Evaluar el efecto de la administracion exdgena y de la induccion de la produccion
enddégena de MLT, asi como del bloqueo de los receptores para MLT, sobre la
supervivencia y la carga viral en un modelo animal de infeccion por el virus de

EEV.

3. Determinar el efecto de la MLT sobre la respuesta inmunitaria inflamatoria a

nivel sistémico y en el SNC en un modelo animal de infeccion por el virus de EEV.

4. Analizar el efecto de la MLT sobre las alteraciones metabdlicas y oxidativas

inducidas In vitro por el virus de EEV en células del sistema inmunitario y del

SNC.
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Materiales y Métodos

SISTEMA IN VIVO

Animales

Se utilizaron ratones machos NMRI albinos obtenidos del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), con un rango de peso de 25 a 30 gramos y
alimentados “ad libitum” con ratarina y agua de chorro, mantenidos en ambiente de
temperatura de 24 °C bajo ciclos de 12 horas luz/ oscuridad. Los animales fueron
agrupados en numero de 15-20 por jaula, distribuidos en grupos experimentales para
los ensayos in vivo: a) control con solucion salina fosfatada (PBS) estéril sometidos a
las mismas condiciones, b) tratados con 250, 500 y 1000 ug de MLT/Kg. de peso
corporal, ¢) infectados con EEV y d) infectados y tratados con 250, 500 y 1000 ug de
MLT/Kg.

Para los ensayos in vitro con esplenocitos se utilizaron ratones sanos.

SISTEMAS IN VITRO

Cultivo de Fibroblastos de embrién de pollo

Se utilizaron huevos de pollo embrionados de 11 dias de incubacion para la
elaboracién de monocapas confluentes de fibroblastos de embrién de pollo (FEP),
crecidos a una concentracion de 1x10° cel/ml como cultivos primarios y sensibles a la
replicacion del virus de EEV (Bergold y Mazzali, 1968). Se determind
microscopicamente el grado de destruccion celular contando un minimo de 200

cel/pozo con un rango de reproducibilidad del 5%.

Cultivo de esplenocitos de raton

Los ratones sanos fueron sacrificados por dislocacion cervical y los bazos removidos

asépticamente. Las suspensiones celulares fueron preparadas siguiendo la técnica
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descrita por Hudson y Hay (1980), empleando medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA,
St. Louis, Missouri, USA), suplementado con 1% de antibi6tico-antimicético y 10% de
suero fetal bovino (SIGMA, St. Louis, Missouri, USA) para resuspender. Las células
rojas fueron lisadas con buffer (NH,CL 0.16 M, NaHCO3; 0,03 M y EDTA 0,0001 M).
La viabilidad de las suspensiones celulares se realiz6 utilizando la técnica de
exclusion del colorante azul tripan. Las células viables (95%) fueron ajustadas a una

concentracion de 2x10° células/ml de suspension.

Alicuotas de las diferentes suspensiones celulares, segun esquema de tratamiento
con MLT, fueron cultivadas por triplicado en paralelo en dos placas de microtitulacién
de 96 pozos, en presencia (10 pg/ml) o ausencia de PHA. Las placas fueron
incubadas a 37°C en atmosfera humeda con 5% de CO; por un periodo de 72 horas.
Ocho horas antes de culminar el periodo del cultivo, a una de las placas se le agrego
la timidina tritiada (Metyl-*H) (NEN™ Boston, USA), incubando luego bajo las mismas
condiciones y de otra placa, después de la incubacion, se recolectaron los

sobrenadantes de cultivo.

Con la finalidad de evaluar el posible efecto directo de MLT sobre el virus, se incubo
una concentracién de 6 x 10’ UFP/ml del virus de EEV con un volumen igual de 500
pg/ml de MLT. Después de 1 hora, esta preparacion fue llevada a un gradiente
lineal de 10 — 30% de sacarosa-TNE (Pedersen y Eddy, 1974). Se centrifugd por 2
horas a 90.000 x g en rotor SW-25, la banda opalescente se recolectd y resuspendio
en TNE. En el precipitado se valoré la infectividad viral a través del ensayo de
plaqueo, comparando el titulo con el del virus no pre-incubado con MLT, sometido a
las mismas condiciones. Estas suspensiones de virus purificadas (EEV pre-incubado
y no con MLT) se evaluaron in vivo, determinando la tasa de sobrevida de ratones

inoculados con las mismas
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Cultivo de Células de neuroblastoma murido (Nay)

Se utilizaron células Na; a una densidad de 1x10° células x ml de suspensién celular,
las cuales fueron cultivadas en platos de cultivo de 24 pozos con Medio Minimo
Esencial de Eagle (MEM) suplementado con 1% de antibidtico-antimicético , con
10% de Suero Fetal Bovino y en presencia de 5% de CO,.. En cada uno de los pozos
gue contenian las monocapas formadas de células Na,, se colocé el virus de la EEV
y la MLT a las concentraciones previstas, segun el esquema de trabajo establecido.
A las células control no se les coloc6 virus ni MLT y fueron sometidas a las mismas

condiciones del ensayo.

Virus

El stock de virus de Encefalitis Equina Venezolana (EEV) utilizado para los
experimentos in vivo fue preparado en cultivo de células Vero (rifidn de mono verde
africano) el cual contenia 6,8 x 10" unidades formadoras de placa por ml (UFP/mI).
Los animales fueron inoculados intraperitonealmente (i.p.) con 0,05 mL que
contenian 10 o 100 DLsp de la cepa Guajira del virus EEV, diluida en solucién borato-

salina con albumina bovina al 0,4%, estéril (BABS) (Hammon et al., 1969).

Para la inmunizacion de los animales se utilizd una suspension de la cepa atenuada
TC-83 del virus de EEV. Los animales fueron inmunizados con 0,05 ml de la vacuna
que contenfa 1,7 x 10°UFP/ml en 0,4% de BABS; en los dias 7, 14 y 21 dia post
vacunacion se les tomé muestra de sangre para la determinacion de anticuerpos IgM
anti EEV. El dia 21 después de la inmunizacion los ratones tratados con MLT fueron
sometidos a un reto antigénico con el virus vivo (10 DLsp) y cuatro dias después se

sacrificaron para determinarles titulos virales en cerebro.

MLT

Se utiliz6 MLT (Research Biochemical Internacional, MA, USA) diluida en solucién

salina fosfatada (PBS) estéril, a dosis de 250, 500, 1000 y 5000 ug por kilogramo de
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peso (ug/Kg.) para el tratamiento in vivo de los animales, inoculada por via
subcutanea en volumen de 0,25 ml de las dosis sefialadas. Los animales se
inyectaron dos horas antes de oscurecer comenzando 3 dias antes y continuando
hasta 7 a 10 dias después de la inoculacién viral o inmunizacién (Ben-Nathan et al.,

1995).

Posterior al ensayo de sobrevida se utilizé la concentracion de 500 pg/Kg. de MLT

para todos los ensayos in vivo (Bonilla et al., 1997).

Para los ensayos in vitro se utilizaron dosis de 1, 10 y 100ug/mL para los cultivos de
FEPyde 1,5, 10, 50, 100 y 150 ug/mL segun protocolo de tratamiento de las células
esplénicas, diluida en medio de cultivo RPMI-1640 estéril. Para los ensayos con
células Na; se utilizaron dosis de MLT de 0,025; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0 y 1,8 mM (Noda
et al., 1995).

Dexametaxona

Se utiliz6 Dexametaxona (DEX) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), a una
dosis intramuscular de 5 mg/Kg. diluida en solucion salina y administrada diariamente
comenzando 10 dias antes de la inoculacién viral y continuando hasta 4 dias
después, para inducir inmunosupresion. (Ben-Nathan et al, 1995; Bonilla et al, 2001). L0oS
ratones fueron divididos en 7 grupos experimentales: Control, DEX, DEX+MLT,
DEX+EEV, DEX+MLT+EEV, EEV y MLT.

Luzindole

Se utiliz6 Luzindole L-2407 (SIGMA), a una concentracion de 2,5 y 5 mg/Kg. de

peso, diluido en agua destilada estéril y suministrado por via i.p. (Ray et al., 2004).
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Evaluacion del efecto antagonista del Luzindole en ratones

Los ratones fueron agrupados en numeros de 15 por jaula. Se formaron 10 grupos
experimentales los cuales estaban representados por: el grupo 1 (PBS), administrado
(i.p) durante el curso del experimento. EI grupo 2 (MLT), formado por ratones
tratados con 50ul de MLT a una concentracion de 500 pg/Kg. El grupo 3 (LZ),
formado por ratones tratados con LZ. El grupo 4 (EEV), formado por ratones
infectados i.p con 50l que contenian 10 DLso del virus, suspendidas en solucion
borato - salina con albumina bovina al 0,4%, estéril (BAB'S 0,4%). El grupo 5
(MLT+EEV), correspondi6 a ratones que se inocularon por via s.c con 50ul de la
dosis sefalada de MLT segun esquemas de pretratamiento de 3 dias antes de la
inoculacion del virus. La MLT fue inyectada dos horas antes de oscurecer (entre
5:00 y 6:00 PM). El grupo 6 (MLT+LZ), formado por ratones tratados con MLT y LZ.
El grupo 7 (MLT+EEV+LZ pre 2,5mg/Kg.), ratones tratados con MLT, EEV y LZ; este
ultimo fue administrado al inicio del tratamiento con MLT. El grupo 8 (MLT+EEV+LZ
pre 5mg/Kg.), ratones tratados con MLT, EEV y LZ administrado al inicio del
tratamiento con MLT. EIl grupo 9 (MLT+EEV+LZ post 2,5mg/Kg.), ratones tratados
con MLT, EEV y LZ; este ultimo fue administrado luego de la infeccion viral. El grupo
10 (MLT+EEV+LZ post 5mg/Kg.), ratones tratados con MLT, EEV y LZ; este ultimo

fue administrado luego de la infeccion viral.

Recoleccion de muestras

Los animales se sacrificaron a diferentes periodos post infeccion (p.i) en numero de
cinco por cada grupo experimental. La recoleccion de sangre completa se hizo del
seno orbital (angulo interno del o0jo) o por puncion cardiaca del raton, en tubos sin
anticoagulante para la obtencion del suero, para la determinacion de titulos virales,
anticuerpos IgM e IgG anti EEV y concentracion de citocinas, ON y MDA.
Simultaneamente a la recoleccién de sangre se extrajo el cerebro de algunos
animales de cada grupo, previa perfusién con solucién salina. A los mismos se les

determind el contenido de proteinas, ON, MDA vy citocinas (IL-13, TNFa).
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Determinacién del Titulo Viral

Los titulos de infectividad viral tanto en suero como en homogeneizados de cerebro
(Suspensiones al 20% en buffer Tris-HCL 50 mM pH 8.0 de acuerdo al peso del
mismo) se determinaron por la Técnica de Plaqueo de Bergold y Mazzali (1968), en
cultivos primarios de fibroblastos de embrion de pollo (FEP), crecidos a una
concentracion de 1x10° cel/ml. Diluciones seriadas del virus fueron inoculadas en
monocapas confluentes. Después de 1 hora de adsorcidén, se coloco una sobrecapa
de agar (Overlay). Se incubaron a 37°C, en atmoésfera de 5% de CO,, por 48 horas
aproximadamente (o hasta que el efecto citopatico del virus fue evidente). Se
contaron las placas después de la coloracion con cristal violeta al 0,2%.

La DLsp intraperitoneal (i.p.), que se inyect6 al raton, se calculé por el método de
Reed-Muench, (1938).

Determinacion de citocinas

La determinacion cuantitativa de las diferentes citocinas: IL-2, IL-4, IL-1B8, TNF-q,
IFN-y, IL-10 y GM-CSF se realiz6 empleando el sistema de ELISA de fase sélida

desarrollado por Amersham International plc (Biotrack™

). La técnica consiste en un
ensayo cuantitativo de ELISA tipo sandwich, en la cual se hace reaccionar la muestra
con un anticuerpo monoclonal de captura especifico para cada una de las citocinas a
ensayar fijado a una fase sélida, sobre la cual se adiciona un anticuerpo monoclonal
biotinilado. Luego de un periodo de incubacién y posterior a una fase de lavado, se le
agrega un complejo Streptavidina-peroxidasa que se unira al anticuerpo biotinilado.
Posterior al periodo de incubacion y lavado, se agrega el sustrato de tetrametil
benzidina (TMB). La reaccion enzima-sustrato se evidenciara por el desarrollo de un
color cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de citocina
presente en la muestra. El célculo de la concentracion se determind a través de una
curva de regresion lineal de densidad Optica vs. concentracién que se obtuvo con
estdndares de concentraciones conocidas y que se incluyen simultaneamente al

procesamiento de las muestras. Los resultados fueron expresados en pg/ml.
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Ensayo de bloqueo

Con la finalidad de determinar la posible implicacion del IFNy, IL-18, y TNFa, en el
papel protector ejercido por la MLT, se incluyé un ensayo de bloqueo in vivo de cada
una de estas citocinas, las cuales fueron neutralizadas siguiendo esquemas y dosis
gue previamente han demostrado la inhibicion in vivo de la actividad de cada una de
las mismas, reportadas de la siguiente manera:

> Se inyectaron por via intravenosa (i.v) 200 ul de anticuerpo monoclonal anti IFNy
de ratén (Amablemente suministrado por el el Dr. Gresser, Viral Oncology, Francia)
(Titulo de neutralizacion de 1:10° contra 8 unidades de IFNy ) por animal, a las 4 y 48
horas antes de la infeccion viral con EEV (Ozmen et al., 1995).

» El anticuerpo monoclonal anti IL-18 de raton (35F5 Isotipo Rat 1IgG;) (PharMingen
BD, co.) fue inoculado por via intraperitoneal (i.p) 12 horas antes de la infeccion
(Mcintyre et al., 1994).

» 20 ug /Kg. de peso corporal en solucion salina de anticuerpo monoclonal anti
TNFa de ratéon (Celltech, UK) fueron inyectados por via i.p 24 horas antes de la

infeccion (Orange et al., 1995).

Se determing la tasa de mortalidad de los animales en los diferentes esquemas de

bloqueo, concentracién de MLT y dosis viral.

Determinacion de anticuerpos IgM anti - EEV

En los ratones sobrevivientes infectados con el virus y que recibieron cada uno de los
tratamientos, se determind la produccion de anticuerpos especificos contra el virus
de EEV (IgM); para esto se utilizo la técnica de ELISA de fase sdlida descrita por
Rosato y col. (1988), la cual consiste en sensibilizar la placa de 96 pozos con un
anticuerpo anti IgM (anticadena p especifico) (SIGMA Chemical Co, Mo, USA).
Después de un paso de bloqueo, las placas fueron lavadas cinco veces; luego se
afladieron las muestras de suero diluidas con PBS desde 1:20 hasta 1. 10240. Se
incubaron a temperatura ambiente por dos horas, después de las cuales se afiadio el

antigeno viral (TC-83-EEV). Se incubd por una hora a 37°C y se colocé un antisuero
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policlonal anti-EEV. Se afiadié un anticuerpo (anti IgG de raton) marcado con la
enzima peroxidasa de rdbano picante, que al reaccionar sobre el sustrato ABTS
(2,2"azino diethylbenzthiazoline sulfato), produjo una reaccién colorimétrica que fue
leida en un espectrofotdmetro automético de placas (Microlector de ELISA Microwell
System Reader 530 Organon Teknika Co.), después de haberse detenido la reaccion
con NaOH 3.0 M. Dentro de los treinta minutos siguientes a la coloraciéon del
substrato la muestras fueron leidas a 405nm. En cada ensayo se incluyeron sueros

controles positivos y negativos.

Determinacién de Proteinas

La determinacion de proteinas se realiz0 a través del Método de Lowry. Es un
método sensible basado en el reactivo de Folin-Ciocaltiu fenol. En este método, las
proteinas reaccionan con cobre en solucion alcalina, formandose un complejo cobre-
proteina. El complejo formado, y la tirosina y triptéfano presentes, reducen los acidos
fosfostungstico-fosfomolibdico a un producto coloreado con una Amax @ 750 nm. Las

concentraciones de proteinas se reportaron en g/dl (Sapan et al., 1999).

Cuantificacién del Oxido Nitrico

La determinacion de ON se realiz6 mediante un ensayo de diazotizacion, basado en
la Reaccion de Griess. La prueba se fundamenta en que la adicion de nitritos y acido
sulfanilico interactia con N-(1-naftil)-etilendiamina, generando un producto que es
facilmente monitoreado por espectrofotometria (Wu et al., 2001). Los valores fueron
expresados en pPM/L. Para los ensayos in vitro se tomaron sobrenadantes por
triplicado de los cultivos para las determinaciones de las concentraciones de ON a
las 6, 12, 24 y 48 h post-infeccion. También se tomaron células (previamente lisadas
por sonicacién, centrifugadas a 10,000 g x 5 minutos a 4°C) para la determinacion

del contenido de proteinas y ON (Lahiri, et al., 1999; Noda, et al.,1999).
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Determinacién de Malondialdehido

La determinacion de MDA se llevd a cabo por el Método colorimétrico del Acido
Tiobarbiturico (TBA) que comprende inicialmente una etapa de precipitacion proteica,
en la cual se incorpora inicialmente el acido tiobarbitarico que produce una reaccién
directa con la fraccion de MDA presente en la muestra, luego se agrega una mezcla
de butanol-piridina que separa la muestra en tres fases: una proteica, una lipidica y
una acuosa. La coloracién desarrollada en la reaccion es directamente proporcional
a la concentracion, la cual es medida contra un blanco reactivo a 532 nm. Los datos
obtenidos se interpretaron en una curva estandarizada para el calculo de la

concentracion expresada en nmol/L (Sonnerborg, et al., 1988).

Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos se representan como promedios + desviacion estandar (DE) o +
Error estandar (EE) y se analizaron mediante Ji cuadrado y analisis de varianza
(ANOVA) o t-test de Student seguido por el test de comparaciones multiples de
Bonferroni, segun el caso. El criterio para la significancia estadistica fue de p<0,05.

Para todos los andlisis se utiliz6 el programa estadistico Graph Pad Prism 5.0.
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Resultados

Evaluacion del efecto protector de la MLT en la infeccion con EEV

Al dia 6 después de la inoculacion viral (10 DLsp /ratén) la tasa de mortalidad, en los
ratones tratados con 250, 500 y 1000 pg de MLT /Kg. de peso fue de 45, 40 y 16%,
respectivamente, con respecto al 100% de grupo de ratones infectados no tratados.
Ademas, el tratamiento con MLT retrasé el inicio de la enfermedad y prolongé el

tiempo de muerte en los ratones tratados (6 dias vs. 8 dias) (Tabla 1y Figura 1).

TABLA 1.- EFECTO DE LA MLT SOBRE LA TASA DE SOBREVIDA DE
RATONES DESPUES DE INOCULADOS CON EL VIRUS DE EEV

Tratamiento Muertos/Total % Muertos Dias promedio
de muerte
EEV 25/25 100 6
EEV + 250 pug MLT/Kg. 9/20 45* 8
EEV + 500 pug MLT/Kg. 10/25 40* 10
EEV+ 1000 pg MLT/Kg. 4/25 16* 10

La MLT fue inyectada via subcutanea diariamente entre 5-6 p.m., comenzando 3 dias antes y
continuando hasta 10 dias después de la inoculacién viral. *p<0,05 comparado con los ratones
infectados al sexto dia después de la inoculacién del virus.
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Figura 1. Efecto de la MLT sobre la tasa de mortalidad (n=15) de ratones inoculados con 10y
100 DLy de virus de Encefalitis Equina Venezolana (EEV). La MLT (500 pg/Kg.) se inyecté via
subcuténea, diariamente (5-6 pm) 3 dias antes y durante 10 dias después de infeccién. *p<0,05
comparado con el control.

Los titulos de anticuerpos IgM anti EEV, en los ratones que sobrevivieron tratados
con 500 ug de MLT /Kg de peso, fueron muy altos, ubicandose dentro de un rango de
1:2560 a 1:5120 y de 1:640 a 1:1280, a las tres y siete semanas después de la

inoculacion del virus, respectivamente.

Con respecto a los niveles de virus en el cerebro de los ratones infectados con el
virus de la EEV, la administracion de MLT disminuyé significativamente (p<0,05) los
niveles de virus en el cerebro, comparados con los ratones infectados no tratados, en
el dia 3 (9,19 vs. 8,22 Logio UFP/g), en el dia 4 (8,87 vs. 8,22) y en el dia 5 (8,48 vs.
0) (Tabla 2).
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TABLA 2.- EFECTO DE LA MLT SOBRE LOS TITULOS VIRALES EN CEREBRO
DE RATONES INFECTADOS CON EL VIRUS DE EEV

TRATAMIENTO Log10 UFP/g
Dia 3 Dia 4 Dia5
EEV 9,19+0,04 8,87+0,07 8,4840,10
EEV+ MLT 8,22+0,07* 8,22+0,09* no detectado

La MLT (500 pg/Kg.) fue inyectada s.c diariamente (5-6 p.m), comenzando 3 dias antes y
continuando hasta 10 dias después de la inoculacién viral. Seis ratones de cada grupo fueron
sacrificados diariamente para el ensayo. Los valores son expresados como promedios * EE.
*p< 0,05 comparado con el grupo EEV.

En cuanto a los niveles de viremia en los ratones infectados, se determind una
disminucién en el dia 3 (5,00 vs. 2,77 logio UFP/ml) p.i. No se detecto virus en sangre

el dia 5 en los ratones infectados, tratados y no tratados con MLT (Tabla 3).

TABLA 3.- EFECTO DE LA MLT SOBRE LOS TIiTULOS DE VIREMIA EN
RATONES INFECTADOS CON EL VIRUS DE LA EEV.

TRATAMIENTO Logio UFP/g
Dia 3 Dia 4 Dia 5
EEV 5,00+0,14 3,50+1,03 no detectado
EEV+ MLT 2,77 +£0,10* 1,96 + 0,69 no detectado

La MLT (500 pg/Kg.) fue inyectada s.c diariamente (5-6 p.m), comenzando 3 dias antes y
continuando hasta 10 dias después de la inoculacidn viral. Seis ratones de cada grupo fueron
sacrificados diariamente para el ensayo. Los valores son expresados como promedios + EE.
*p< 0,05 comparado con el grupo EEV.

Cuando los ratones fueron pre-tratados con MLT en esquema de 7 y 10 dias antes
de la inoculaciéon viral, se incremento significativa y proporcionalmente la tasa de

sobrevida, comparado con los ratones con 3 dias de pre tratamiento (Tabla 4).
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TABLA 4.- EFECTO DEL TIEMPO DE PRE TRATAMIENTO CON MLT SOBRE LA
TASA DE SOBREVIDA DE RATONES INOCULADOS CON 10 DLso DEL VIRUS DE
LA EEV

DIAS DE
PRETRATAMIENTO CON MORTALIDAD/TOTAL % DE MORTALIDAD
MLT
3 6/15 40%
7 5/20 25%*
10 4/15 27%*

En el sexto dia después de la inoculacion viral los ratones no tratados con MLT presentaron
unatasa de mortalidad de 100%. *p<0,05 comparado con el grupo de 3 dias de pre tratamiento.

Se observo una evidente reducciéon del grado de destruccion celular en los cultivos
de fibroblastos de embrién de pollo tratados con MLT en presencia de diluciones

seriadas del virus de EEV (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la MLT sobre la destruccion celular de cultivos de fibroblastos de
embrién de pollo infectados con diluciones seriadas de virus de Encefalitis Equina
Venezolana (EEV). *p< 0,001 con respecto al grupo control (No MLT)
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La MLT no estimuld la sintesis de IL-2, pero, incrementd las concentraciones de IFNy
en el suero. En los ratones infectados, tratados y no tratados con MLT, los niveles

séricos de IFNy también se encontraron aumentados.

Evaluacion del efecto de la MLT en la inmunodepresion

La administraciéon de MLT aumento significativamente (p<0,05) la tasa de sobrevida
de los ratones inmunodeprimidos infectados con EEV (DEX+EEV+MLT) en el dia 6
después de la inoculacién viral, de un 0% a 32% con respecto al grupo no tratado
(DEX+EEV). En los ratones inmunodeprimidos infectados tratados con MLT se
encontro una sobrevida final del 10% y en los infectados no tratados 0% (Figura 3).
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Figura 3. Tasa de sobrevida de ratones inmunodeprimidos infectados con el virus de Encefalitis
Equina Venezolana (EEV) y tratados con MLT. Los ratones albinos machos inmunodeprimidos
mediante la inyeccion con Dexametaxona (DEX) fueron infectados intraperitonealmente con
10LDsg de la cepa Guajira del virus de EEV. La MLT (500 pg/ Kg.) fue administrada diariamente, 3
dias antes de la inoculacidn viral y 10 dias después. *p<0,05 comparado con el grupo DEX+EEV.

Con el fin de confirmar el estado de inmunodepresion inducida por la DEX, se

determind en la sangre de los ratones la cuenta leucocitaria. En el tercer y séptimo

34



Resultados

dia de tratamiento con DEX se observdé un incremento significativo de los
granulocitos (p<0,001) y una disminucién de los linfocitos (p<0,001).

Se observo que la MLT produjo un incremento significativo de la concentracién de
GM-CSF en el suero de los ratones control y tratados con DEX los dias 1, 3,y 5 p.i.
viral (Tabla 5). Asi mismo, se observé un incremento de los niveles de GM-CSF en
los ratones inmunodeprimidos infectados tratados con MLT (DEX+EEV+MLT) el
primer dia, pero disminuyeron significativamente en los dias 3 y 5 cuando se
compararon con sus controles correspondientes (DEX+EEV). Se evidencié un
incremento de las concentraciones de GM-CSF los dia 3 y 5 p.i. en el grupo de
ratones infectados comparados con el grupo control no infectado. En los animales
infectados tratados con DEX se observé un incremento de GM-CSF el tercer y quinto

dia p.i. cuando se compardé con el grupo de ratones infectados (EEV).

TABLA 5.- NIVELES SERICOS DEL FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIA
GRANULOCITICO MACROFAGICO (GM-CSF) EN RATONES
INMUNODEPRIMIDOS INFECTADOS CON EL VIRUS DE EEV Y TRATADOS CON
MLT

TRATAMIENTO DIAS POST- INOCULACION
1 3 5
CONTROL 5,64 + 0,97 6,70 + 1,48 5,18 + 1,02
DEX 7,45 + 0,55 7,87 + 0,85 7,58 + 0,88
DEX+MLT 10,29 + 0,87°¢ 13,88 + 0,952P°¢ 13,93 + 0,872P°
DEX+EEV 8,46 + 0,56 15,86 + 0,562° 18,43 + 0,75%¢
DEX+EEV+MLT 17,99 + 0,942Pd 12,04 + 0,29%P4 7,85 + 0,931
EEV 6,95 + 0,90 11,95 + 1,062 9,94 + 0,812
MLT 22,80 +1,072 22,06 + 0,972 22,86 + 1,422

Los valores son expresados en pg/mL, como promedio + error estandar. La Dexametaxona
(DEX; 5mg/Kg. de peso) fue administrada diariamente durante 10 dias antes y 4 dias después
de lainoculacién viral. ®p<0,001 comparado con el grupo control. °p<0,001 comparado con el grupo
MLT. °p<0,001 comparado con el grupo DEX. “p<0,001 comparado con el grupo DEX+EEV
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Determinacién de citocinas en suero

El tratamiento con MLT produjo un incremento significativo (p<0,001) en los niveles
séricos de IFNy, en el grupo de ratones no infectados (2605£107 pg/ml, 2772+ 333;
3029 £ 403 pg/ml; 1626+ 296 pg/ml; 1531+ 353 pg/ml; 1469+ 249 pg/ml),
comparados con el grupo control (493,66x 74 pg/ml; 574+ 102 pg/ml; 615+ 6 pg/ml 2
621+ 121 pg/ml 551+ 145 pg/ml 510+ 166pg/ml) en todos los tiempos ensayados.
También fue evidente un aumento en las concentraciones de IFNy en los animales
infectados con el virus de EEV (2705+ 496 pg/ml; 3376163 pg/ml) al compararlos
con el grupo control y con los ratones no infectados tratados con MLT (1531+ 353
pg/ml; 1469+ 249 pg/ml), en los dias 5y 6 p.i. Sin embargo, la administracion de MLT
no incremento los niveles de IFNy en los ratones infectados (2178+760 pg/mil;

4219+776 pg/ml) con respecto a los infectados no tratados con MLT (Figura 4).
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Figura 4.- Niveles séricos de IFNy en ratones infectados con el virus de Encefalitis Equina

Venezolana y tratados con Melatonina a diferentes estadios post-infeccion.  p<0,001 con
respecto al grupo control.
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Las concentraciones séricas de IL-2, no mostraron diferencias entre los ratones
infectados tratados o0 no con MLT y el grupo control desde el dia 2 al 6 p.i. En el
quinto dia p.i. los valores obtenidos fueron: control: 24,48 + 1,86 pg/mL, tratados con
MLT: 32,29 + 1,90 pg/ml, EEV: 32,96 + 2,76 pg/ml y EEV+ MLT: 28,26 + 1,51 pg/ml.

No se observaron alteraciones significativas en el patrén sérico de la IL-4 en los
grupos ensayados, durante los periodos de estudio. En el 5° dia p.i. los niveles
detectados fueron: control: 54,33 £ 3,07 pg/ml, tratados con MLT: 75,40 + 5,78 pg/ml,
EEV: 59,90 + 10,76 pg/ml y EEV+ MLT: 56,79 £ 5,06 pg/ml.

La MLT vy la infeccion por el virus fueron capaces de inducir un incremento en los
niveles de IL-1B. Sin embargo, en los ratones infectados tratados con 500 ug de
MLT/Kg de peso, las concentraciones séricas de esta citocina se incrementaron
significativamente (p<0,0001), diez veces mas desde el dia 1 al 6 p.i., (1032+ 122
pg/ml; 1090+ 124 pg/ml; 1085+ 171 pg/ml; 1384+ 355 pg/ml; 1427+ 522 pg/ml),
cuando se compararon con los grupos restantes: EEV (147+ 20 pg/ml; 168+ 31
pg/ml; 180+ 22 pg/ml; 194+ 44 pg/ml; 187+ 37 pg/ml; 160+ 58), CONTROL (14,53 2
pg/ml; 11,32+ 1 pg/ml; 14,96+ 3 pg/ml; 13,89+ 3 pg/ml; 15,22+ 2 pg/ml; 11+ 1pg/ml),
MLT (110+ 13 pg/ml; 13811 pg/ml; 180+12 pg/ml; 169+34 pg/ml; 177+17 pg/mi;
134+43 pg/ml) (Figura 5).
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Figura 5.- Niveles séricos de IL-1B en ratones infectados con el virus de la EEV en diferentes
estadios postinfeccion. 2 p<0,0001 con respecto al control, ® p<0,001 con respecto a los grupos restantes.

La inyeccion subcutanea de MLT aumento significativamente (p<0,001) los niveles
sérico de TNFa cuando se compararon con el grupo control. Las concentraciones de
TNFa en los ratones infectados con el virus de EEV (366+ 60 pg/ml; 397+ 76 pg/ml;
314+ 70 pg/ml; 432+ 90 pg/ml; 446 67 pg/ml), fueron mas altas (p<0,001) que
aquellas detectadas en los controles y en el grupo tratado con MLT (172+ 73 pg/ml;
182+ 53 pg/ml; 155+ 42 pg/ml; 172+ 46 pg/ml; 195+ 68 pg/ml; 197+ 69 pg/ml) en
todos los tiempos ensayados. Interesantemente, desde el dia 1 al dia 6 p.i. se
encontraron niveles mas altos (p<0,01) en los ratones infectados tratados con MLT
(883+ 85 pg/ml; 1035+ 112 pg/ml; 1159+ 124 pg/ml; 1202+ 164 pg/ml; 1389+ 120

pg/ml) que en aquellos infectados no tratados con la hormona (Figura 6).
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Figura 6.- Niveles séricos de TNF-a en ratones infectados con el virus de la E.E.V. en diferentes
estadios postinfeccion. ® p<0,001 con respecto a los grupos restantes, b p<0,01 con respecto a MLT.

La tasa de mortalidad al dia 7 p.i. en el grupo de ratones tratados con 500 pg de
MLT/Kg de peso fue de 40%, comparado con el 100% de mortalidad observada en

los ratones infectados no tratados.

Con la finalidad de confirmar si los ratones que sobrevivieron fueron infectados con el
virus de Encefalitis Equina Venezolana se determinaron los titulos de anticuerpos
IgM anti EEV, cuyos valores se ubicaron en un rango de 1:5.120 a 1:10.240 tres

semanas después de la inoculacion viral.
El ensayo de bloqueo in vivo del TNFa e IFNy no inhibi6 el efecto protector de la MLT

observado previamente en los ratones infectados con EEV, mientras que cuando la

IL-1B fue neutralizada el 100% de los ratones murieron al quinto dia p.i. (Tabla 6).

39



Resultados

TABLA 6.- TASA DE MORTALIDAD PROMEDIO AL QUINTO DIA POST
INFECCION EN RATONES INFECTADOS CON EL VIRUS DE LA EEV,
POSTERIOR A LA ADMINISTRACION DE ANTICUERPOS ANTI-IFNy, ANTI- TNFa
O ANTI- IL-1B8

MORTALIDAD (%)

Anticuerpos Anticitocinas

Anti-IFNy Anti-TNFa Anti- IL-13 No tratados
GRUPOS
NO INFECTADOS 0,0 0,0 0,0 0,0
EEV 86,7° 80,0 100,0 96,0
EEV+500 g 37,3° 40,02 100,0 40,0°
MLT/Kg.

®Los valores indicados representan el promedio de tres experimentos. Para cada experimento
se ensayaron de 15 a 20 ratones. El porcentaje de mortalidad fue calculado utilizando un
periodo de observacion de 5 dias p.i. A los ratones que sobrevivieron, se les determino, a las
tres semanas post infeccion, anticuerpos especificos IgM anti EEV. bp<0,001 al comparar con el
grupo de EEV correspondiente.

La preincubacion del virus con la MLT no demostr6 efecto alguno sobre la mortalidad
y el promedio del tiempo de sobrevida de los ratones infectados (100% de mortalidad
al 6 dia p.i. tanto en los animales infectados con el virus preincubado, como en el no
incubado con MLT). Fue similar el efecto obtenido sobre los titulos del virus,
ensayados en cultivos de FEP, para ambos virus (el preincubado y el no incubado)
(6,9 £0,09 vs. 6,6 £ 0,04 Logio UFP/mI).

Determinaciéon de TNFa e IL-18 en homogeneizados de cerebros

En los ratones infectados con el virus de la EEV se obtuvo un incremento de los
niveles de TNFa en homogeneizados de cerebros desde el 1° al 5° dia p.i.,
alcanzando una concentraciéon maxima de 1334,9 + 60,1 pg/g de tejido en el 5° dia,
treinta veces mas altos que los niveles detectados en los ratones control (44,8 + 4,0)
(p<0,001).

Asi mismo, se evidenciaron en los ratones infectados tratados con 500 ug de MLT/Kg

de peso niveles disminuidos de TNFa (p<0,0001), cuando se compararon con los
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encontrados en los infectados no tratados con MLT los dias 1, 3, 4y 5 p.i. La
administracién de MLT incrementd significativamente el TNFa, con respecto al grupo

control no tratado desde el 1° al 5° dia p.i. (p<0,05) (Figura 7).

1500- )
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e) b
S = MLT
§) —
- EEV
o 1000- b b
© EEV+MLT
2
s
N—r
3 500_
L a,c,d ,d b.d b,c,d
ol EME mEME ~SME —H N E

Dias post infeccion

Figura 7. Niveles de TNF -a en homogeneizados de cerebro de ratones infectados con el

virus de Encefalitis Equina Venezolana (EEV) y tratados con 500 ug de MLT/ Kg. de peso,
a diferentes periodos p.i. ? p<0,05 con respecto al grupo control. b p<0.001 con respecto al
grupo control, °p<0,05 con respecto al grupo de MLT, dp<O,OOl con respecto al grupo EEV.

Los niveles de IL-1B se encontraron aumentados en los cerebros de ratones
infectados con EEV los dias 1-5 p.i, comparados con el grupo de animales control. La
MLT no afecté los niveles de IL-1B en los animales no infectados. Sin embargo, en
los animales infectados tratados con MLT se observo un impresionante incremento

de IL-1B (p<0,01) los dias 1, 3, 4 y 5 p.i. (Figura 8).
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Figura 8.- Concentraciones de IL-13 en Homogeneizados Cerebrales de ratones infectados con el Virus
de la Encefalitis Equina Venezolana tratados con 500ug deMLT/kg de peso, a diferentes periodos post

infeccién. *p<0,001 con respecto al Control y MLT; **p<0,001 con respecto al resto de los grupos.

En la Figura 9 se observan los niveles séricos de IL-13 en ratones infectados con el
virus de la Encefalitis Equina Venezolana y tratados con MLT. Las concentraciones
de este grupo aumentaron significativamente (p<0,001) con respecto al resto de los

grupos estudiados, desde el primer dia post infeccion.
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Figura 9.-Concentraciones de IL-1B en el suero de ratones infectados con el
virus de la Encefalitis Equina Venezolana tratados con 500 upg de
Melatonina/kg de peso a diferentes periodos post infeccion. *p<0,001 con
respecto al resto de los grupos.*p<0,01 con respecto al control.

42



Resultados

Evaluacién del efecto del tratamiento con MLT en la eficiencia de la

inmunizacion de ratones con la cepa TC-83 del virus de la EEV

El dia 14 después de la vacunacion se observé un incrementd (p<0,05) de los titulos
de anticuerpos anti EEV en los ratones tratados con dosis multiples de MLT (1
mg/Kg.) al compararlos con el grupo de ratones control (1:6.720 vs. 1:680). Asi
mismo, cuando fueron tratados con 5 mg/Kg. de MLT se evidencié aumento de los
titulos (1:5.280 vs. 1:1.760) durante la primera semana después de la inmunizacion

(Figura 10).

4.00+
-- MLT 1 mg/Kg

- MLT 5 mg/Kg
A CONTROL

3.757
3.504
3.254
3.004

2.754

Titulos de IgM log 19

2.50-

7 14 21

Dias después de la Inmunizacion

Figura 10. Respuesta de anticuerpos contra el virus de la EEV después de la vacunacion
con la cepa TC-83 en ratones tratados con MLT. Comparacién de los promedio de titulos
de IgM en ratones tratados con dosis multiples (10 5mg/ Kg. de peso) y con raton es no
tratados. *p<0,05 comparado con el grupo control.
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Cuando se determinaron los niveles de IL-10 en los ratones tratados con MLT el dia
14 post vacunacién, se observd un incremento significativo (p<0,01) en los ratones
tratados con 1 mg/Kg. de MLT (92,3 = 25,64 pg/ml vs. 10,7 + 5,86 pg/ml en controles)
y con 5 mg/Kg. de MLT (143,6 £ 12,82 pg/ml vs. 10,7 + 5,86 pg/ml en los controles)
(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la MLT en los niveles de IL -10 en ratones vacunados con la cepa

TC-83 del virus de la EEV, el dia 14 post vacunacion. *p<0,05 comparados con el grupo
control.

Los niveles de virus en los cerebros de ratones infectados tratados con MLT (1y 5
mg/Kg.), disminuyeron significativamente (p<0,01) comparados con los ratones

infectados no tratados en el dia 3 (6,857 y 6,850 vs. 7,290 log;0 UFP/Q).
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Determinacion de las concentraciones de ON en sobrenadantes de cultivo de
esplenocitos maridos infectados con el virus de EEV, tratados o no tratados
con MLT.

Se determiné un incremento significativo (p<0,05) de las concentraciones de oxido
nitrico en esplenocitos infectados con el virus de EEV (162,45+28,53 mmol/l; 178,96+
27,53mmol con PHA), con respecto al grupo control. Se observé disminucion
significativa (p<0,05) de los valores de ON en los esplenocitos infectados tratados
con 100 pg/ml de MLT (120,01+21,58 mmol/l; 124,81+13,37mmol/l con PHA) (Figura

12).
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Figura 12. Niveles de oxido nitrico en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos de ratones
infectados con el virus de Encefalitis Equina Venezolana y tratados con 100 y 150 pg/ml de

MLT. *p<0,05 con respecto al grupo control, ** p<0,05 con respecto a los grupos control, MLT 100 y
EEV + MLT 100, *** p<0,05 con respecto a los grupos EEV y MLT 150.
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ON(pM/mg de proteina)

Determinacion de las concentraciones de oxido nitrico en suero y cerebro de

ratones infectados con el virus de EEV, tratados o no tratados con MLT.

En los ensayos in vivo las concentraciones de nitritos mostraron un significativo
aumento (p<0,001) en el grupo de ratones infectados: EEV (X £ DE: 141,5 1,263
uM) hacia el tercer dia p.i. en relacion a los grupos restantes, que se mantiene hasta
el dia 5. A su vez, en el grupo no infectado tratado con MLT se observd una
disminuciéon marcada (p<0,01) de los nitritos en el suero durante los dias 1, 3y 5 pi.,
(58,46+5,35; 52,93+5,83 y 59,31+8,59uM, respectivamente) con respecto a los
controles (80,97+2,79; 83,09+3,18; 81,37+4,43uM). Los valores séricos de nitritos en
el grupo de ratones infectados y tratados con MLT (MLT+EEV) disminuyeron
(p<0,01) a partir del tercer y hasta el quinto dia p.i. (66,95+ 5,37; 76,30+ 2,94 uM)
con respecto al grupo infectado (EEV) (Figura 13).
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Figura 13.- Concentraciones de Nitritos en el suero de ratones infectados con el virus de la Encefalitis
Equina Venezolana tratados con Melatonina. *p<0,01 con respecto al control, *p<0,001 con respecto a los
grupos restantes.
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En los homogeneizados cerebrales, las concentraciones de nitritos fueron mayores
gue las observadas en suero. En el grupo de animales infectados no tratados (EEV)
se obtuvieron valores incrementados (p<0,01) desde el primero hasta el quinto dia
p.i. (825,8+19,45; 879,5+68,8; 927,4+86,8uM/mg de proteina) con respecto al grupo
control (463,3+18,16; 429,7+20,3; 460,7+42,13uM/mg de proteina). Con relacién al
grupo tratado con MLT las concentraciones de nitritos fueron significativamente
mayores (p<0,001) (910,0+13,8; 837,8+44,1; 768,3+23,5uM/mg de proteina) a las
obtenidas en los animales control; disminuyendo hacia el quinto dia p.i, en el cual, las
concentraciones de nitritos fueron menores (p<0,01) que las del grupo infectado con
EEV. En los ratones infectados y tratados con MLT, a pesar de observarse valores
mayores (p<0,001) que los controles durante todo el ensayo, las concentraciones de
nitritos disminuyeron (p<0,01) desde el primer dia p.i. (684,7£19,5; 684,0 £78,5;
752,2+44,7 uM/mg de proteina) con respecto al grupo de ratones infectados no

tratados (Figura 14).
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Figura 14.- Concentraciones de Nitritos en Homogeneizados Cerebrales de ratones infectados

con €l Virus de la Encefalitis Equina Venezolana tratados con MLT. p<0,001 con respecto al resto
de los grupos, ** p<0,001 con respecto a MLT y EEV, **p<0,01 con respecto a MLT y MLT+EEV
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Determinacion de las concentraciones de Malondialdehido en suero y cerebro
de ratones infectados con el virus de EEV, tratados o no tratados con MLT.

Las concentraciones séricas de MDA no arrojaron diferencias estadisticas entre los

grupos ensayados y durante los dias 1, 3y 5 p.i. (Figura 15).
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Figura 15.-Concentraciones de Malondialdehido en suero de ratones infectados con el virus de la Encefalitis
Equina Venezolana tratados con Melatonina

Los niveles de MDA en homogenizados cerebrales, al igual que los nitritos también
fueron elevados con respecto a los séricos, pero no se observaron cambios hasta el
qguinto dia pi., en el cual los ratones infectados mostraron valores elevados (p<0,01)
con respecto al resto de los grupos (527,2 £60,77 Vs. Control: 409,1+53,3; MLT:
324,4+20,1; MLT+EEV: 345,5+14,3 nM/mg de proteina) (Figura 16).
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Figura 16.- Concentraciones de Malondialdehido en homogeneizados cerebrales de ratones infectados con el virus de
Encefalitis Equina Venezolana tratados con Melatonina. *p<0,01 con respecto a los grupos restantes

Determinacién de las concentraciones de Oxido nitrico en sobrenadantes de
cultivo de células de Neuroblastoma murido infectadas con el virus de EEV,

tratadas o no con MLT.

In vitro, a las 6 horas p.i., no se obtuvieron diferencias significativas en las
concentraciones de nitritos en los sobrenadantes de cultivos de células de
neuroblastoma mudrido infectadas con EEV y tratados con diferentes dosis de MLT
(Figura 17).
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Figura 17.-Concentraciones de Nitritos en sobrenadantes de cultivos de neuroblastoma murido tratados con

Grupos estudiados
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Melatonina e infectados con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 6 horas post-infeccion.

A las 12 horas p.i., se observdé una disminucion significativa (p<0,05)

en la

produccion de nitritos en los grupos infectados con EEV y tratados con MLT a dosis
de 0,1mM (25,32+1,98uM); 0,5mM (22,23+3,2uM) y 1,0 mM (26,16+1,8uM) (Figura

18).
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Figura 18.-Concentraciones de Nitritos en sobrenadantes de cultivos de neuroblastoma marido
tratados con Melatonina e infectados con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las
12 horas post-infeccién. *p< 0,05 con respecto a EEV.
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A las 24 horas p.i.,, en los grupos infectados y tratados con MLT se obtuvieron
concentraciones de nitritos muy bajas (p<0,001) con todas las dosis ensayadas
(0,025mM:  14,61+3,32; 0,1mM: 12,22+1,74; 0,25mM: 13,37+£3,23; 0,5mM:
12,09+£0,83; 1,0mM: 13,28+1,45; 1,8mM: 13,42+0,90uM) con respecto a los grupos
Control (32,16+6,59uM); MLT (0,025mM: 24,61+2,68; 0,5mM: 25,78+0,83 y 1,8mM:
26,06+2,28uM) y EEV (36,61+5,85uM)(Figura 19).
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Figura 19.- Concentraciones de Nitritos en sobrenadantes de cultivos de neuroblastoma mdrido tratados con
Melatonina e infectados con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 24 horas post-infeccion.*p<0,001
con respecto al Control, MLT y EEV

Mientras que a las 48 horas p.i., se observdO un patron similar, pero con un
incremento significativo de las concentraciones de nitritos (p<0,001) en el grupo
infectado (57,96+10,8uM) con respecto al resto de los grupos: Control:
36,74+£8,47uM; MLT (0,025mM: 24,79+2,9; 0,5mM: 30,68+5,47 y 1,8mM:
26,92+3,39uM) y MLT+EEV en todas las dosis (Figura 20).
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Figura 20.-Concentraciones de Nitritos en sobrenadantes de cultivos de neuroblastoma murido
tratados con Melatonina de infectados con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana las 48
horas post-infeccidn. *p<0,01 con respecto al Control, MLT y EEV ; ** p<0,001 con respecto a los
grupos restantes

Determinacién de las concentraciones de Oxido nitrico en cultivo de células de

neuroblastoma murido infectados con el virus de EEV, tratados o no con MLT.

Al observar los valores de nitritos en células de neuroblastoma murido infectadas con
EEV y tratadas con diferentes dosis de MLT a las 6 horas p.i. (Figura 21), se puede
notar que existen diferencias significativas (p<0,01) de los grupos de EEV
(30,50£1,60 uM) y los cultivos infectados tratados con MLT (0,025mM: 24,84+6,59;
0,1mM: 27,71+1,8; 0,25mM: 27,07+4,24; 0,5mM: 27,55+0,63; 1,0mM: 28,57+3,72;
1,8mM: 31,37+2,89 uM) con respecto al Control (8,18+1,27 uM) y a los grupos
celulares no infectados tratados con MLT (0,025mM: 13,05+£0,40; 0,5mM:
12,74+2,41; 1,8mM: 12,30+2,58uM).
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Figura 21.- Concentraciones de Nitritos en células de neuroblastoma tratadas con Melatonina e infectadas
con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 6 horas post-infeccion.*p<0,01 con respecto al Control

y MLT

A las 12, 24 y 48 horas p.i., no se observaron cambios importantes en las

concentraciones de nitritos en las células de neuroblastoma tratadas con MLT, asi

como tampoco en el grupo infectado con EEV, ni en los grupos infectados y tratados

con MLT en relacion con sus controles (Figuras 22, 23y 24).
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Figura 22.-Concentraciones de Nitritos en células de neuroblastoma tratadas con
Melatonina e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 12
horas post-infeccién.
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Figura 23.-Concentraciones de Nitritos en células de neuroblastoma tratadas
con Melatonina e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana
alas 24 horas post-infeccién
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Figura 24.-Concentraciones de Nitritos en células de neuroblastoma tratadas con Melatonina
e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 48 horas post-infeccion
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Determinacion de las concentraciones de Malondialdehido (MDA) en
sobrenadantes de cultivo de células de neuroblastoma murido infectados con
el virus de EEV, tratados o no con MLT.

Al determinar la concentracibon de MDA en sobrenadantes de cultivos de
neuroblastoma muarido infectados y no infectados con EEV a las 6 horas pi., los
cultivos tratados con diferentes dosis de MLT mostraron concentraciones de MDA
(0,025mM: 0,98+0,50nM; 0,5mM: 1,32+0,39nM; 1,8mM: 1,59+0,44nM) semejantes a
los controles (1,07+1,14nM); pero menores (p<0,01) que las observadas en los
infectados no tratados (EEV: 15,09+2,71nM) y los infectados tratados con MLT
(0,025mM: 4,64+0,52; 0,21mM: 16,50+2,40; 0,25mM: 16,50+0,94; 0,5mM: 16,52+0,45;
1,0mM: 16,94+2,08; 1,8mM: 15,61+1,75nM). Una disminucion significativa (p<0,01)
se detectd en la produccion de MDA en el grupo infectado y tratado con 0,025mM de
MLT (p<0,01; 4,64+0,52 nM) al compararlo con el grupo de EEV y el resto de las

dosis de MLT ensayada en los cultivos infectados (Figura 25).

1 Control
[0 0,025 mM MLT
0,50 mM MLT
30 1,8 mM MLT
254 BN EEV
— 0. &= 0,025 mM MLT+EEV
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= 151 0,25 mM MLT+EEV
S .l FE 0,50 mM MLT+EEV
B 1,0 mM MLT+EEV
5 ﬁ = 1,8 MM MLT+EEV
oA KN 7l

Grupos estudiados

Figura 25.-Concentraciones de Malondialdehido en sobrenadantes de cultivos
de neuroblastoma murido tratados con Melatonina e infectados con el virus de
la Encefalitis Equina Venezolana a las 6 horas post-infeccion. *p<0,01 con
respecto al Control, MLT y 0,025 mM MLT+EEV
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A las 12 horas p.i., se observé que se mantiene el mismo patrén de las seis horas,
pero en los sobrenadantes de cultivos infectados no tratados (EEV: 30,33+5,03 nM)
se detectd un incremento importante (p<0,001) en las concentraciones de MDA con
respecto a los sobrenadantes de los grupos restantes: Control (3,24+0,72 nM); MLT
(0,025mM: 0,87+0,20nM; 0,50mM: 1.96+0,86nM 1,8mM: 2,64+0,64nM); MLT+EEV
(0,025mM: 14,56+3,52; 0,1mM: 13,02+2,8; 0,25mM: 13,56+2,8; 0,5mM: 16,04+0,61;
1,0mM: 13,91+2,08; 1,8mM: 14,90£3,12 nM) (Figura 26).

1 Control
45~ I 0,025 mM MLT
40+ 0,50 mM MLT
35+ e 77 1,8 mM MLT
= 307 EE EEV
= 257 == 0,025 mM MLT+EEV
5 20- . . 0,1 mM MLT+EEV
= 15- 0,25 mM MLT+EEV
10- EEH 0,50 mM MLT+EEV
g' L = £%3 1,0 mM MLT+EEV
Grupos estudiados = 1,8 mM MLT+EEV

Figura 26.-Concentraciones de Malondialdehido en sobrenadantes de cultivos de
neuroblastoma madrido tratados con Melatonina e infectados con el virus de la
Encefalitis Equina Venezolana a las 12 horas post-infeccién. *p<0,001 con respecto al
Control, MLT y EEV, **Pp<0,001 con respecto a los grupos restantes

se destaca un marcado Yy significativo (p<0,0001) aumento en la produccion de MDA
a las 24 horas p.i., en los sobrenadantes de cultivos de células de neuroblastoma
infectadas no tratadas con MLT (41,34+7,20nM) en relacion con el control
(2,01+£0,69nM), los cultivos no infectados tratados (MLT: 0,0025mM: 0,36%0,25;
0,5mM: 1,21+0,20; 1,8mM: 1,04+0,13 nM) y en los infectados tratados con MLT
(0,0025mM: 10,89+3,05; 0,1mM: 9,44+2,12; 0,25mM: 9,88+0,61; 0,50mM: 11,51+1,4;
1,0mM: 10,35+1,52; 1,8mM: 9,35+£2,13nM8) (Figura 27).
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Figura 27.-Concentraciones de Malondialdehido en sobrenadantes de
cultivos de neuroblastoma marido tratados con Melatonina e infectados con
el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 24 horas post-infeccién.
*p<0,0001 con respecto a los grupos restantes.

A las 48 horas p.i., se mantienen concentraciones elevadas (p<0,0001) de MDA en el
grupo infectado con EEV (64,91+17,75nM) en relacion con el Control y el resto de los

grupos ensayados (Figura 28).
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IBEHEBENUEL

Grupos estudiados

Figura 28.-Concentraciones de Malondialdehido en sobrenadantes de cultivos de neuroblastoma
murido tratados con Melatonina e infectados con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 48
horas post-infeccién. * p<0,0001 con respecto a los grupos restantes
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Determinacion de las concentraciones de Malondialdehido (MDA) en cultivos
de células de neuroblastoma murido infectados con el virus de EEV, tratados o
no con MLT.

A las 6 horas p.i. se detectaron incrementos significativos (p<0,001) de los niveles de
MDA en los grupos infectados tratados (0,025mM: 14,14+0,67; 0,1mM: 12,48+1,05;
0,25mM: 16,94+0,63; 0,5mM: 16,99+0,65; 1,0mM: 16,39+2,72; 1,8mM:
16,72+2,24nM), y no tratados (EEV: 13,80+0,85nM) en relacion a los grupos Control
(1,45+£0,7nM) y no infectados tratados con MLT (0,025mM: 1,49+0,47; 0,50mM:
2,03+£0,63; 1,8mM: 1,5+£0,23nM) (Figura 29).

1 Control
20.0- MO 0,025 mM MLT
17.54 = 0,50 mM MLT
15.0- . 77 1,8 mM MLT
S 125 m EEV
= @3 0,025 mM MLT+EEV
5 100 0,1 mM MLT+ EEV
S 75 0,25 mM MLT+EEV
>07 A 0,50 mM MLT+EEV
251 &5 1,0 mM MLT+EEV
0oL N = 1,8 MM MLT+EEV

Grupos estudiados

Figura 29.-Concentraciones de Malondialdehido en células de neuroblastoma tratadas con
Melatonina e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 6 horas
post-infeccion. *p<0,001 con respecto al Controly MLT

Asi mismo, a las 12 horas p.i. se observé un aumento significativo (p<0,001) de las
concentraciones de MDA del grupo infectado (18,08+0,87nM) con respecto a los
grupos Control (4,63+0,20nM); MLT (0,025mM: 1,15+0,43; 0,50mM: 1,60+0,69;
1,8mM: 4,13+0,55nM); y MLT+EEV de 0,1mM, 0,25mM, 0,50mM, 1,0 mM y 1,8 mM
(13,77+0,23; 12,82+3,23; 13,47+2,72; 12,16+2,77; 12,41+0,37nM, respectivamente)
(Figura 30).
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1 Control
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Figura 30.-Concentraciones de Malondialdehido en células de neuroblastoma tratadas con
Melatonina e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 12 horas
post-infeccién. *p<0,001 con respecto al Control y MLT, **p<0,001 con respecto al Control, MLT y 0,1;
0,25; 0,50; 1,0y 1,8 mM MLT+EEV

A las 24 y 48 horas p.i. se observa un patron similar en cuanto a las concentraciones
de MDA en los grupos. Se obtuvieron valores elevados (p<0,01) en los grupos de
células infectadas (EEV: 13,57+2,86nM) y en las infectadas tratadas (MLT+EEV)
(0,0025mM: 10,13+0,97; 0,AmM: 11,31+1,52; 0,25mM: 12,82+0,5; 0,50mM:
11,51+0,9; 1,0mM: 8,95+1,60; 1,8mM: 9,47+0,57nM) con respecto a los Control
(3,57+£2,21nM) y los grupos no infectados tratados MLT (0,025mM: 5,80+0,46;
0,50mM: 1,08%+0,49; 1,8mM: 1,55+0,57nM) a las 24 horas p.i, se observaron

concentraciones similares a las 48 horas p.i. (Figuras 31y 32).
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Figura 31.-Concentraciones de Malondialdehido en células de neuroblastoma tratadas con
Melatonina e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 24 horas

post-infeccion. *p<0,001 con respecto al Controly MLT
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Figura 32.- Concentraciones de Malondialdehido en células de neuroblastoma tratadas
con Melatonina e infectadas con el virus de la Encefalitis Equina Venezolana a las 48
horas post-infeccién. *p<0,001 con respecto a EEV y MLT+EEV en todas las dosis esayadas
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El cultivo de células de neuroblastoma murido infectadas con el virus de EEV
aumento la expresion de la oxido nitrico sintetasa inducible la cual fue disminuida

significativamente (p<0,001) por la accién de la MLT (Figuras 33 y 34)
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Figura 33.- Porcentaje de Células de neuroblastoma iNOS positivas tratadas con MLT (1mM)
infectadas con el virus de EEV, a las 48 horas post infeccién. *p <0,001 con respecto a EEV.
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Figura 34. Expresion de la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en cultivo de células de
neuroblastoma murido infectadas con el virus de EEV y tratadas con MLT, determinada por
Inmunofluorescencia indirecta. Flechas en 1 indican células negativas y en las figuras 2y 3
células positivas y 4 celulas tratads con MLT no infectadas (400 X).
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Efecto antagonista del Luzindole sobre latasa de sobrevida y titulos virales en
suero y cerebro de ratones tratados con MLT e infectados con el virus de EEV

Alos 6, 7 y 8 dias después de la inoculacion viral (10 DLsy de EEV/raton) la tasa de
mortalidad en ratones tratados con 500ug/Kg. de MLT fue de 25% y 45%
respectivamente (p<0,05) con respecto al 55% y 100% de la mortalidad observada
en el grupo control de ratones infectados (EEV). De igual manera al comparar el
porcentaje de mortalidad en ratones tratados con MLT y pretratados con LZ a 2,5
(41,6%; 66,6%; 100%) y 5 mg/Kg. (58,3%; 74,9%; 100%), se refleja una diferencia
significativa con una p<0,05 al compararlo con el grupo de MLT+EEV (Figura 35).
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Figura 35.- Tasa de sobrevida en ratones infectados con el virus de EEV
pretratados con MLT y Luzindole (LZ). *p<0,05 con respecto a EEV;MLT+EEV+LZ pre 2,5
y 5mg/kg

Las tasa de mortalidad en los ratones tratados con 500 pg/Kg. de MLT y post-
tratados con LZ a dosis de 2,5 (16,6%; 49,9%; 100%) y 5 mg/Kg. (16,6%; 66,6%;
100%), también fueron mayores (p<0,05) que las observadas en el grupo de
MLT+EEV (Figura 36).
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Figura 36.- Tasa de sobrevida en ratones infectados con el virus de EEV,
pretratados con MLT y post-tratados con Luzindole (LZ).*p<0,05 con
respecto a EEV; MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg

Los titulos de IgM anti EEV, en los ratones sobrevivientes, fueron muy altos
ubicandose dentro de un rango de 1: 2560 a 1: 5120 y de 1: 640 a 1: 1280, a las tres

y siete semanas después de la inoculacion del virus, respectivamente.

Al evaluar los resultados obtenidos al 1* dia post infeccién se observd, en los sueros
de los animales infectados con el virus de EEV, que los valores en los titulos
(33,666x10°*+8,81x10? UFP/ml), fueron significativamente incrementados (p<0,05) al
compararlas con los grupos de MLT+EEV (3,777x10%+1,388x10° UFP/ml) vy
MLT+EEV+LZ post-tratados 2,5 mg/Kg. (8,222x10°+ 1,388x10° UFP/ml). En relacién
a los grupos de MLT+EEV+LZ pretratados con concentraciones de 2,5 mg/Kg.
(22,666 x10°+4,371x10° UFP/ml); 5 mg/Kg. (22,444x10%t 9,436 x10° UFP/ml) y
MLT+EEV+LZ post-tratados con concentraciones 5 mg/Kg. (19x10%+1x10° UFP/ML),
se observo que los titulos de éstos se encontraron elevados (p<0,05) al compararlos
con los grupos de MLT+EEV y MLT+EEV+LZ post-tratados a concentraciones de 2,5
mg/Kg. (Figura 37).
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Figura 37.- Titulacion Viral en suero de ratones infectados con el virus de EEV
pre-tratados con MLT y pre/post-tratados con Luzindole (LZ) al1l ® dia
post-infeccién. *p<0,05 con respecto a MLT+EEV y MLT+EEV+LZ post 2,5 mg/kg,

** p<0,05 con respecto a MLT+EEV+LZ pre 2.5y 5 mg/kg y MLT+EEV+LZ post 5
mg/kg

Al igual que en el 1% dia p.i. los titulos virales se encuentran elevados. Los titulos
observados fueron 33,333x10°+5,774 x10? UFP/ml, siendo mayores (p<0,01)que los
detectados en los grupos de MLT+EEV (3,777 x10% 1,388 x10° UFP/ml) y
MLT+EEV+LZ post-tratados 2,5 mg/Kg. (8,222 x10%t 1,388 x10° UFP/ml). En los
grupos de MLT+EEV+LZ pretratados a concentraciones de 2,5mg/Kg.
(25x10%1,732x10° UFP/ml) y 5 mg/Kg. (38,333x10°+4,726 x10° UFP/ml) vy
MLT+EEV+LZ post-tratados a concentraciones de 5 mg/Kg. (16,333 x10° +4,726
x10® UFP/ml), se determinaron titulos virales mayores (p<0,01) que en los grupos
MLT+EEV y MLT+EEV+LZ post-tratados a concentraciones 2,5 mg/Kg (Figura 38).
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Figura 38.- Titulacidn Viral en suero de ratones infectados con el virus de EEV pretratados

con MLTy pre/post-tratados con Luzindole (LZ) al 3°'dia post-infeccion. *p<0,001 con respecto a
MLT+EEV y MLT+EEV+LZ post 2,5 y 5 mg/kg, *p<0,01 con respecto a MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg y
MLT+EEV+LZ pre 2,5 y 5 mg/kg, **p<0,001 con respecto a MLT+EEV+LZ post 5 mg y MLT+EEV+LZ
pre 2,5 mg/kg, ***p<0,001 con respecto a MLT+EEV+LZ pre 2,5y 5 mg/kg

Los titulos virales correspondientes al 5% dia post infeccion en sueros de animales
infectados con EEV (22,111x10° +2,589 x10° UFP/mI) fueron mayores (p<0,05) que
los detectados en el resto de los grupos estudiados, con excepcion del grupo
MLT+EEV+LZ pretratados con LZ a concentraciones 5 mg/Kg. En los animales
pretratados a concentraciones de 2.5mg/Kg. (14,555x10%+3,405 x10° UFP/ml) y 5
mg/Kg. (18,333x10%1,528x10° UFP/ml), y MLT+EEV+LZ post-tratados a
concentraciones de 5 mg/Kg. (13,667x10%*3,215x10® UFP/ml), los titulos fueron
mayores a los de los grupos de MLT+EEV (3,666 x10%t1,453x10° UFP/ml) y
MLT+EEV+LZ post 2,5 mg/Kg. (7,333 x10%+6,67 x10?> UFP/ml) (Figura 39).
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Figura 39.- Titulacion Viral en suero de ratones infectados con el virus de EEV pretratados con
MLT y pre/post-tratados con Luzindole (LZ) al 5%dia post-infeccidn. *p<0,05 con respecto al resto
de los grupos excepto MLT+EEV+LZ pre 5 mg/kg, **p<0,01 con respecto a MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg;
MLT+EEV+LZ pre 2,5y 5 mg/kg, **p<0,01 con respecto a MLT+EEV+LZ pre 2,5y 5 mg/kg

En los homogeneizados cerebrales correspondientes al 1% dia post infeccion, los

titulos virales detectados en los animales infectados con EEV (83x10%t 3 x10°

UFP/m), fueron mayores (p<0,05) que los observados en los grupos de MLT+EEV
(2733x10°3+5132 UFP/ml) y MLT+EEV+LZ post-tratados a concentraciones de 2,5
mg/Kg. (30,667x10%+4,041x10° UFP/ml). En los grupos MLT+EEV+LZ pretratados
con concentraciones de 2,5 mg/Kg. (67,667x10°+6,807x10° UFP/ml) y 5 mg/Kg.
(84x10°+17,088x10° UFP/ml) y MLT+EEV+LZ post-tratados con concentraciones de
5 mg/Kg. (68,333x10%+22,855 x10° UFP/ml), se encontraron titulos mayores
los grupos MLT+EEV y MLT+EEV+LZ post-tratados a

(p<0,05), que en

concentraciones de 2,5 mg/Kg. (Figura 40).
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Figura 40.- Titulacién Viral en homogeneizados cerebrales de ratones infectados con el

virus de EEV pre-tratados con MLT y pre/post-tratados con Luzindole (LZ) al 1 ®'dia
post-infeccidn. *p<0,05 con respecto a MLT+EEV y MLT+EEV+LZ post 2,5 mg/kg, ** p<0,05 con
respecto a MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg y MLT+EEV+LZ pre 2,5 y 5 mg/kg, **p<0,05 con respecto a
MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg y MLT+EEV+LZ pre 2,5y 5/kg mg

En los resultados de la titulacion viral al 3% dia post infeccion, en homogeneizados
cerebrales de ratones infectados con el virus de EEV; se observé que titulos virales
duplicaron los obtenidos al 1* dia post-infeccion. Se observaron titulos en los
animales infectados con EEV (152 x10%*7,211 x10° UFP/mI), mayores (p<0,05) que
los detectados en el grupo de MLT+EEV (26,444 x10°+6,678 x10° UFP/ml) y
MLT+EEV+LZ post 2,5 mg/Kg. (41,111x10°+8,389x10° UFP/mI), pero menores a los
observados en el grupo de MLT+EEV+LZ pretratados a 5 mg/Kg., que fue diferente
del resto de los grupos estudiados. En los grupos de animales infectados y tratados
con MLT (MLT+EEV) y MLT+EEV+LZ post-tratados a 2,5 mg/Kg. se obtuvo una
titulacién viral menor (p<0,05) que la de los grupos de MLT+EEV+LZ (pretratados) a
concentraciones de 2,5 mg/Kg. (111,111x10%+49,141x10° UFP/ml) y 5 mg/Kg.
(235,555x10%#30,792x10° UFP/ml) y el grupo de MLT+EEV+LZ (post-tratados) a
concentraciones de 5 mg/Kg. (106,667x10°+11,930 x10® UFP/ml) (Figura 41).
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Figura 41.- Titulacion Viral en homogeneizados cerebrales de ratones infectados con
el virus de EEV pre-tratados con MLT y pre/post-tratados con Luzindole (LZ) al 3 °®'dia
post-infeccion. *p<0,05 con respecto a MLT+EEV y MLT+EEV+LZ pre 5 mg/kg, *p<0,05 con
respecto a MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg y MLT+EEV+LZ pre 2,5 y 5 mg/kkg, ***p<0,05 con
respecto al resto de los grupos

En los homogeneizados cerebrales obtenidos al 5° dia post-infeccion, los titulos
virales observados en los animales infectados (173,333x10° +35,277x10° UFP/ml)
fueron mayores (p<0,05) que en el resto de los grupos estudiados, con excepcion
del grupo MLT+EEV+LZ (pretratados) a concentraciones de 5 mg/Kg.., expresandose
en los mismos un incremento en la viremia que se mantuvo hasta el 5° dia post-
infeccion. En los grupos de animales infectados y tratados con MLT (MLT+EEV)
(22,222 x10°+3,849x10° UFP/ml) y MLT+EEV+LZ post-tratados a 2,5 mg/Kg. (35,333
x10%+8,083 x10° UFP/ml), los titulos virales fueron menores (p<0,01) que en los
grupos de MLT+EEV+LZ pretratados a concentraciones de 2.5 mg/Kg.
(102,111x10%#10,002 x10° UFP/ml) y 5 mg/Kg. (174,444x10°+18,954x10° UFP/ml), y
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MLT+EEV+LZ post-tratados a concentraciones de 5 mg/Kg. (91,667x10°+7,638 x10°
UFP/ml) (Figura 42).
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Figura 42.- Titulacién Viral en homogeneizados cerebrales de ratones infectados con el
virus de EEV pre-tratados con MLT y pre/post-tratados con Luzindole (LZ) al 5 '°dia
post-infeccidn.*p<0,001 con respecto al resto de los grupos excepto MLT+EEV+LZ pre 5 mg/kg,
**p<0,01 con respecto a MLT+EEV+LZ post 5 mg/kg y MLT+EEV+LZ pre 2,5 y 5 mg/kg

***n<0,05 con respecto a MLT+EEV+LZ pre 2, 5y 5 mg/kg.
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En el presente estudio se demuestra que la administracion de MLT, ejerce un
efecto protector en los ratones infectados con el virus de Encefalitis Equina
Venezolana. Este hecho se hace evidente al evaluar, al sexto dia pi, la tasa de
mortalidad, la cual fue reducida del 100% al 16%, proporcionalmente al incremento
de las dosis, de 0 a 1000ug /Kg de peso de MLT. La MLT postergd
significativamente el comienzo de la enfermedad y prolongé la vida por varios dias,

en aquellos ratones infectados tratados con la hormona.

Maestroni y col., (1988), fueron los primeros en reportar que la MLT previene la
paralisis y la muerte en ratones infectados con el virus de la encefalomiocarditis,
después de un estrés agudo. Ben-Nathan y col., (1995), evaluaron la actividad
antiviral de la MLT ante la infeccién producida por un arbovirus clasico productor de
encefalitis en el ratén, el virus Semliki Forrest (SFV). Este es considerado de baja
patogenicidad en humanos, pero su replicacion en el cerebro del raton conduce a la
muerte. Sin embargo, la inyeccion de MLT (500ug/Kg.) redujo la mortalidad en los
ratones inoculados con 10 UFP de SFV, de 100% a 60%. En los ratones infectados
con una dosis mayor de virus (100 UFP), la mortalidad fue reducida solo en un 20%.
En los ratones inoculados con el virus de la EEV, encontramos que después de la
inyecciéon de una dosis similar de MLT, la mortalidad descendié de 100% a 40% (10
UFP) y a 47% (100 UFP), respectivamente.

Se sugiere un efecto directo de la MLT y/o basado en la estimulacion de
células inmunocompetentes, de la MLT sobre la replicacién del virus de EEV en el
Sistema Nervioso Central, porque en el dia 5 p.i, no pudimos detectar el virus en el

cerebro de los ratones infectados tratados con la hormona.

La MLT también prolongé el tiempo de sobrevida de ratones inmunodeprimidos
e infectados con el virus de EEV (Bonilla et al., 2001). Esta proteccion es
aproximadamente el 50% de la observada en ratones inmunocompetentes, hallazgo
gue sugiere que esta indolamina requiere por lo menos parcialmente, la integridad

del sistema inmunitario para ejercer su actividad protectora. La falta de efecto de la
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MLT sobre los titulos virales en ratones inmunodeprimidos contrasta con el hallazgo
de que la administracion de MLT reduce las concentraciones virales en
homogeneizados cerebrales de ratones inmunocompetentes (Bonilla et al., 1997),
sugiriendo que el mecanismo antiviral estimulado por la MLT en ratones

inmunocompetentes esta disminuido o ausente en los animales inmunodeprimidos.

La proteccion provista por la MLT contra el dafio oxidativo a componentes
celulares (Reiter 1995) pudiera ser responsable, en parte, del incremento en la tasa
de sobrevida de los ratones infectados inmunodeprimidos. A este respecto, se ha
demostrado que en ratones con deleciones en los genes tanto del receptor para IFN
af (IFNAR-1-/-) como del factor 2 regulador del IFN (IRF-2-/-) fueron mas
susceptibles a la infeccion por EEV que los ratones controles. Los ratones IFNAR-1-/-
exhibieron diseminacion acelerada del virus de EEV en el suero y cerebro cuando se
compararon con los controles. En ratones IRF-2-/-, el gen de la sintetasa de oOxido
nitrico inducible (INOS), la induccion estuvo ausente después de la infeccién por
EEV. Cuando se evaluaron las células involucradas en la produccion de la iNOS se
encontré que células microgliales cultivadas resultaron altamente sensibles a la
infeccion por EEV. Ademas la infeccién incrementd los niveles de ON en esos
cultivos, pero disminuy6 en aquellos cultivos estimulados con IFNy. Estos hallazgos
sugieren que las especies reactivas de nitrogeno (RNS), juegan un papel importante
en la extension del virus de EEV (Schoneboom et al., 2000). ESs interesante destacar
gue la MLT inhibe la actividad de la NOS cerebelar (Pozo, 1997) y es un potente
reductor del ON in vitro (Noda, 1999). En cultivo de macréfagos muridos, la MLT
inhibe la produccién de ON debido a una reduccién de los niveles del ARNm de
INOS y su expresion proteica (Gilad, 1998). En el presente trabajo se demostrd que los
esplenocitos de ratones infectados con el virus de EEV son capaces de generar
grandes cantidades de ON, las cuales fueron disminuidas por el tratamiento con
MLT, otro hallazgo que sugiere que la MLT ejerce su efecto protector utilizando un
mecanismo que involucra un descenso del ON en el tejido blanco de ratones

infectados con EEV (Valero et al., 2005).
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La reduccion significativa del crecimiento del virus en cultivos celulares
susceptibles al mismo, contrastan con aquellos obtenidos por Ben-Nathan y col.,
(1995), quienes no demostraron efecto alguno de la hormona sobre el crecimiento
de SFV, in vitro. Nuestros resultados, sin embargo, no eliminan la posibilidad de que
la MLT ejerza una influencia positiva sobre la resistencia del huésped, a través de un

efecto inmunoestimulador periférico, mas que directamente sobre la replicacion viral.

La propiedad inmunoestimuladora de la MLT estd siendo cada dia
mayormente estudiada; de hecho, se han demostrado modificaciones en el ciclo de
sintesis de la MLT, producidas por la administracién de B-bloqueadores o por la
iluminacién permanente, manifestandose en el deterioro de la respuesta inmunitaria
celular y humoral en roedores (Lesnikov y Korneva, 1992; Lissonni et al., 1993; Maestroni,
1995). Ademas, la administracion exogena de esta hormona aumenta la produccion
de anticuerpos (Caroleo et al., 1992). La MLT fue capaz de aumentar la respuesta
inmunitaria humoral ante antigenos T-dependientes, cuando fue inyectada
cronicamente en ratones jovenes o0 inmunodeprimidos por la edad vy por el
tratamiento con ciclofosfamida. Este efecto fue asociado con la induccion
incrementada de la actividad de células T cooperadoras (T helper) y con la
produccion de IL-2. Sin embargo, en el presente trabajo no se detectd un incremento
en la sintesis de IL-2 en los ratones tratados y no tratados con MLT, tres dias
después de la infeccién con el virus de la EEV. No obstante, no descartamos la
posibilidad de un incremento de la produccion de IL-2 durante la fase temprana de la
infeccion viral e inmediatamente después de la administracion de MLT, adn cuando
el aumento significativo en los niveles séricos de IFNy, ha sido asociado a una

inhibicién de la respuesta linfoproliferativa dependiente de IL-2 (Caroleo et al., 1992).

El efecto protector de la MLT en ratones infectados con el virus de la EEV,
pudiera ser explicado por su propiedad inmunoestimuladora sobre la sintesis de
IFNy, IL-2, IL-18 y TNFa. La produccion temprana del IFNy por la MLT, observada en

la presente investigacion sugiere que el tratamiento previo con esta indolamina
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incrementa la funcion antiviral del IFNy, hecho que pudiera ocurrir justo antes de la
infeccion viral y consecuentemente, aumentar la posibilidad de reducir la replicacion
viral y el dafio tisular causado por el virus. El descenso en los titulos virales en el
suero y cerebro de los ratones infectados tratados con MLT soporta esta suposicion.
Adicionalmente, nuestros resultados parecen indicar que la infeccion causada por el
virus de la EEV activa la produccién de ciertas citocinas; de hecho, Martz y Howell
(1989) han postulado la existencia de un mecanismo de inactivacion celular
dependiente de citocina, de virus como el Herpes simple. Este mecanismo deberia
ser profundizado e incluido en el analisis de activacion, por MLT, de factores
solubles (TNFa, anticuerpos neutralizantes, entre otros), que son considerados
importantes para el control de infecciones producidas por virus citopaticos (Morrey et

al., 1994; Ozmen et al., 1995).

En ratones, Grieder y col., (1997) reportaron que la cinética en la expresion de
citocinas, después de la infeccion con el virus de la EEV clonado molecularmente,
muestra que existe un patron de expresion asociado con un rapido incremento de
IFNy, IL-6, IL-10, IL-12 y TNFa, en ausencia de elevacion de IL-2 e IL-4. Los
resultados de nuestro trabajo corroboran y extienden estos hallazgos y muestran que
la infeccion causada por el virus de la EEV activa la produccion de IFNy, TNFa e IL-
1B, pero no de IL-2 e IL-4. Este hecho indica que es importante examinar si existen
otras citocinas involucradas en una respuesta inmunitaria tipo Thl o Th2 en la
infeccion aguda por el virus de EEV o la implicacion de las mismas en la

“eliminacion” viral.

La IL-1pB, el IFNy y el TNFa parecen ser mas sensibles a ser inducidos por la
MLT que el resto de las citocinas ensayadas. Su elevacion inmediata después del
inicio del tratamiento con MLT y durante la infeccion viral, lo sugiere. De hecho, el
tratamiento con MLT aumento en el huésped la respuesta sérica de IL-13, sugiriendo
un papel importante de la inmunidad en la resolucién de la infeccién por EEV. Este

hallazgo concuerda con lo reportado por Morrey y col., (1994) quienes demostraron
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qgue la MLT activa a los monocitos e induce sus propiedades citotoxicas, a través de
la induccion de la sintesis de IL1. Sin embargo, aun cuando la MLT fue capaz de
incrementar los niveles séricos de IFNy y TNFa, el promedio de mortalidad obtenido
en ensayos de bloqueo in vivo, sugieren que ni el IFNy ni el TNFa son esenciales
para ejercer el efecto protector en ratones, que hemos observado en la infeccion por
EEV. Los niveles incrementados pudieran contribuir, pero el papel protector no
parece ser mediado a través de éstas citocinas. Por el contrario, estos datos
sugieren que la IL-1B inducida por la MLT, es una citocina clave en la promocién de
un estado inmunitario 6ptimo para la eliminacion viral y/o ayuda a generar una
respuesta inmunitaria mas eficiente y temprana contra la infeccion por el virus de

EEV, ya que el 100% de los ratones murieron cuando la IL-1p fue neutralizada.

Tomando en cuenta todos estos hallazgos, la MLT parece tener un efecto
basado en la estimulacion del sistema inmunitario, tal como hemos propuesto,
posiblemente, mediado a través de la IL-1B. Resultados preliminares en ratones
infectados con EEV tratados con MLT, sugieren que el tratamiento con esta hormona
estimula infiltrados celulares (predominantemente células microgliales) que
posiblemente aumentan la extension local de IL-1B en el SNC, antes de la infeccion
del virus de EEV. Otra evidencia a favor de este mecanismo, la constituye el hecho
de que la MLT fue capaz de incrementar niveles cerebrales de IL-1[3 y disminuir los
de TNFa, en homogeneizados de cerebros perfundidos de ratones infectados con
EEV tratados con MLT. En algunas infecciones virales del SNC se han reportado
elevacion de la IL-1B en cerebro, tales como las producidas por los virus de
Inmunodeficiencia humana (VIH) (Griffin et al., 1997) y en simios (Lane et al., 1997), el
virus del Bosque de Semliki (Mokhtarian et al., 1996), virus de la rabia (Marquete et al.,
1996) y virus Sinbis (Wesseling et al., 1994). Sin embargo, estos estudios no examinan
directamente si la IL-1p juega un papel protector o deletéreo en la infeccion viral del
SNC. Liang y col., (1999) sugirieron que la deficiencia de IL-1B protege contra la
infeccidn fatal por virus Sinbis. En contraste, en ratones deficientes de IL-1p se ha

observado una incrementada susceptibilidad al virus de Influenza (Kozak, 1995), y en
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modelos animales con Poxvirus la induccién de esta citocina ha sido beneficiosa

para el hospedador.

El TNFa, por el contrario parece ser sobre regulado en un amplio rango de
desoérdenes del SNC (Probert et al., 1995), y ha sido implicado tanto en la muerte como
en la sobrevida celular neuronal (Beattie et al., 2000; 2002; Allan et al., 2001; Yang et al.,
2004). En la infeccion por el virus de la EEV se presume que la sobre estimulacion en
astrocitos por niveles incrementados de TNFa, aumenta la produccion de factores
estimuladores de colonias (CSF) que pudieran promover la migracion de granulocitos
y macrofagos a sitios de inflamacion dentro del SNC (Tweardy et al., 1999); sin
embargo, es razonable asumir que la disminucion significativa del TNFa inducida por
la MLT en ratones infectados con EEV conduce a una disminucion de la respuesta
inflamatoria en el SNC y a mejorar la alteracién en la permeabilidad de la barrera
hematoenceféalica, que ocurre durante la infeccion en el SNC, lo que podria proteger

el cerebro en los animales infectados.

En humanos, se ha propuesto que la MLT representa un regulador
neuroendocrino de la produccion de IL-4 por las células T cooperadoras de la
médula 6sea. Este mecanismo neuroendocrino-citocina pudiera explicar el rescate
hemopoiético producido por la MLT, asi como las propiedades antitumoral e
inmunoestimuladora que posee la MLT (Maestroni et al., 1999). Sin embargo, nuestros
resultados muestran que aunque los niveles de IL-4 fueron incrementados por la
MLT, no se detectaron cambios en los animales infectados tratados con la hormona.
El efecto estimulador de la MLT sobre la cinética de liberacion de la IL-2 e IFNy y la
falta de influencia sobre la IL-4 sugiere el predominio de una respuesta celular tipo

Th1, tal como Maestroni y col., (1990), han propuesto.

Las propiedades inmunoestimuladoras de la MLT se han hecho evidentes en
ratones inmunizados con la cepa vacunal TC-83 del virus de la EEV. Los titulos
séricos de IgM antiEeV fueron significativamente altos al compararlos con los

controles inmunizados no tratados con MLT. Este hallazgo coincidié con un
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incremento sérico de IL-10 en ratones tratados con diferentes dosis de MLT, lo que
nos sugiere que el tratamiento con MLT, aumenta la eficiencia de la inmunizacion

contra el virus de EEV en ratones (Negrette et al., 2001).

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran un aumento en la
produccion de ON en el tejido cerebral y el suero de animales infectados con el virus
de la EEV, que fue disminuido por el tratamiento con MLT. Estos hallazgos sugieren
gue el virus de la EEV es capaz de aumentar el metabolismo oxidativo nitrogenado
en el cerebro durante la infecciéon y que la MLT puede contrarrestar este efecto. El
aumento del ON pudo haber inducido dafio cerebral como lo revela el aumento de los
niveles de peroxidacion lipidica en los animales infectados por el virus al quinto dia
de estudio, que de igual manera fueron significativamente disminuidos por el

tratamiento con MLT.

El efecto dual de disminucion de la produccion de ON vy de la lipoperoxidacion
sugiere que el ON estaria actuando como elemento oxidante durante la infeccién por
el virus de la EEV. A este respecto, se ha reportado la capacidad del ON para
inducir lipoperoxidacion (Horton, 2003); ademas, la induccion de estrés oxidativo
cerebral por el virus de la EEV, ha sido previamente reportado por Schoneboom y
col., (2000) quienes determinaron que el virus de la EEV es capaz de inducir la
expresion de genes de la INOS y del ON como un mecanismo de degeneracion de
neuronas Yy astroglia (Schoneboom et al., 2000). Estos autores refieren a la
neurodegeneracion como apoptosis, lo que pudiese estar relacionado con el

incremento de la lipoperoxidacion encontrada en este estudio.

El efecto inductor del ON por el virus de la EEV, parece ser un mecanismo de
patogénesis usado por otros virus. Valero y col., (2002) encontraron aumento en la
produccion de ON en pacientes con Dengue, el cual es capaz de expresar la INOS
en monocitos humanos (Nevez-Souza et al., 2005). Asi mismo, se ha reportado
incremento sostenido de la produccion de ON como estrategia de defensa ante las

infecciones causadas por los virus de Encefalitis Japonesa e Influenza (Lin et al.,
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1997; Rimmelzwaan et al., 1999); Sin embargo el papel del ON en cuanto a su efecto
sobre el ciclo viral parece controversial, dado que la produccion de ON puede ser
activada de forma especifica por algunos virus como el de la EEV, relacionandose
las elevadas concentraciones de ON con la severidad de la infeccion (Ondine et al.,
2001; Bonilla et al., 2004); pero, suprime la replicacion del virus dengue (Charnsilpa et al.,
2005).

La MLT es una hormona con capacidad antioxidante que ha sido usada en
humanos y en diferentes modelos experimentales para disminuir el estrés oxidativo
(Malhotra et al.,, 2004; Reiter, 2004; Claustract et al., 2005). Previos estudios han
demostrado el efecto beneficioso de esta hormona en el modelo murido de la

infeccion por el virus de la EEV. (Bonilla et al., 1997; Valero, 1998; Medina-Leendertz et al.,
1999; Bonilla et al., 2001; Medina-Leendertz et al., 2001; Negrette et al., 2001; Valero et al., 2002;
Arias et al., 2003; Bonilla et al., 2003; Bonilla et al., 2004). La disminucion de la produccion
de ON por el tratamiento con MLT podria estar relacionada a la capacidad que tiene
esta hormona de inhibir la expresion de la INOS y por su capacidad de “secuestrar” el
ON (Bonilla et al., 2004; Chang et al., 2005; Klllic et al., 2005). Similares resultados, se han
reportado en un modelo de abrasion del cuello uterino en ratones, donde el
tratamiento con MLT disminuyd los niveles tisulares de ON acompafiados con
disminucién de la peroxidacion lipidica (Ara et al., 2005). Si bien en el presente estudio
se administré MLT, no podemos descartar el papel de la MLT enddgena, debido a
gue reportes previos han demostrado que la luz intensa puede aumentar las
concentraciones de MLT en el bulbo olfatorio (una de las principales vias de infeccién

del virus de la EEV) de ratones infectados por este virus (Medina et al., 2001).

Posiblemente el mecanismo regulador de la produccion del ON durante la
infeccion del SNC por el virus de la EEV sea mas complicado. Estudios previos han
demostrado que la MLT induce aumento de la IL-1B en el cerebro y el suero de
ratones infectados por el virus de la EEV, sugiriéndose que el efecto protector de
esta hormona pudiese estar relacionado con el aumento de esta citocina (Valero et al.,

2002; Bonilla et al., 2003). A este respecto se ha demostrado la capacidad de la IL-13
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de inducir la expresién de la iINOS, tanto en células de origen neuroldgico (Valles et al.,
2004; Jana et al., 2005) como de otros tipos (Yang et al., 2004; Guikema et al., 2005; Ling et
al., 2005; Maddona et al., 2005). Esta accion de la MLT pudiese estar en contraposicion
con su efecto bloqueador de la INOS, estableciéndose la necesidad de estudiar en el
contexto de la infeccion cerebral por el virus de la EEV, si existen mecanismos que
modulen la accion de la IL-1B sobre la expresion de la NOS o si se establece una via
de induccion de la IL-1B por la MLT, relacionada a su vez a la expresion de esta
enzima con ulterior bloqueo por la MLT y consecuente disminucion de la produccion
de ON. Es interesante resaltar que durante la infeccion experimental por el virus de
EEV, la IL-18 es capaz de inducir actividad antiviral a través de la activacién y
potenciacion de las células asesinas naturales (NK) (Huprikar et al., 1990), hallazgos
gue pudieran sustentar en parte lo encontrado en el presente estudio en el cual se
demuestra una elevada produccion sérica y en homogenados cerebrales de IL-13 en

ratones infectados que recibieron tratamiento con MLT.

Basados en reportes previos y los resultados observados se pretende
hipotetizar un posible mecanismo de accion de la MLT relacionado a la induccion de
IL-1B8 y a la produccion de ON durante la infeccion por el virus de EEV en el cerebro

del raton:

OTROS MECANISMOS

PEROXIDACION
LIPIDICA

MLT

R VIRUS EEV
IL-1 K| ————

Induce (—); Disminuye o bloquea (—X—).
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La MLT puede bloquear la expresién de la sintetasa del oxido nitrico inducible
(INOS) y atrapar el ON libre disminuyendo la produccion de los productos de la
peroxidacion lipidica. A su vez la MLT puede inducir la produccion de interleucina-13
gue a su vez puede inducir la expresiéon de INOS. Otros mecanismos durante la
infeccidn viral puedieran inducir la expresion de la iINOS, pero como resultado final la
MLT puede bloquear la expresion de estos genes y disminuir la produccién del ON.
Teniendo en cuenta que la MLT puede estimular la produccion de IL-1B y ésta puede
inducir la produccién de células NK contra el virus de la EEV, la eliminacion del virus

puede disminuir la induccion de la expresion de la iNOS.

Cabe destacar que el efecto de la MLT sobre la peroxidacion lipidica puede
ser mas amplio que el bloqueo del sistema del ON. La MLT tiene un poder
antioxidante ampliamente demostrado (Reiter, 2000; Denle et al., 2005; Kerman et al., 2005;
Tomas-Zapico y Coto-Montes, 2005) y ademas puede actuar sobre la produccién o el
bloqueo de otras especies de oxigeno reactivo a través de su efecto sobre la
superoxido dismutasa, la catalasa y el glutation reducido, modificandolos para
disminuir el estrés oxidativo y la lipoperoxidacion (Leon et al., 2004; Akcay et al., 2005; Ara

et al., 2005).

Los hallazgos en el suero pueden representar un reflejo de la infeccién en el
SNC. Se encontré aumento en el contenido de ON sérico en el tercer y cuarto dia
post infeccion, que disminuyd con la administracién de la MLT; sin embargo, no se
apreciaron cambios en el contenido de Sustancias Reactivas al acido Tiobarbitarico
(SRT) como indicador indirecto del MDA. Esto sugiere que siendo el ON una
sustancia mas difundible, pudo pasar a la circulacion en los animales infectados y
decreci6 su concentracion cuando disminuyé su produccion en el cerebro por efecto
de la MLT. En el caso de la peroxidacién lipidica los productos generados tienden a
acumularse en el tejido y sus alrededores y por ende es poco probable que pasen en

mayor cuantia a la circulacion periférica.
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Por otro lado, el efecto antioxidante de la MLT en la produccion de ON durante
la infeccion por el virus de la EEV, fue observado in vitro en cultivos de
neuroblastoma mdarido. En los estudios realizados en los sobrenadantes de estos
cultivos, se aprecio aumento de ON en los cultivos infectados y disminucion de su
concentracion cuando las células fueron tratadas con MLT a diferentes dosis y
tiempos de ensayo. La consecuente peroxidacion lipidica, observada en los cultivos
infectados, también fue disminuida por la MLT; no obstante, este efecto no fue dosis

dependiente, pero si relacionado al tiempo de tratamiento.

Estos hallazgos fueron muy similares a los encontrados in vivo y sugieren que
una de las células probablemente afectadas por la infeccion y el tratamiento con MLT
en ratones, fueron las neurona, dado que estudios previos han demostrado la
alteracion de células de la microglia, astrocitos y neuronas por el virus de la EEV,
arrojando como resultado un aumento de la produccion de ON (Schoneboom et al.,
2000).

Se encontrd un incremento en el contenido celular de nitritos a las 6 horas de
cultivo en las células infectadas por el virus, que no fue afectado por el tratamiento
con MLT. Esta cantidad decrecié durante el resto del experimento. Sin embargo el
contenido celular de SRT se mantuvo elevado en todos los tiempos estudiados, no
apreciandose efecto significativo de la MLT. Estos datos sugieren que la MLT
disminuyd la produccion de ON y su salida al medio extracelular y que la presencia
aumentada de SRT intracelular puede ser debido a la acumulacion residual de estas
sustancias después del bloqueo por la MLT, en vista de que los valores observados
intracelularmente son muy similares a los valores extracelulares encontrados
después del tratamiento con la MLT y que en ambas condiciones la cantidad celular

residual disminuia por accion del virus de la EEV que es altamente citopatico.

En los animales no infectados tratados con MLT se encontr6 un efecto

ligeramente inverso sobre los niveles de ON en los primeros estadios de la infeccion,
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los cuales fueron disminuidos en suero y aumentados en el tejido cerebral. Este
efecto dual de la MLT ha sido previamente reportado porque puede ser un fuerte
anti-oxidante y también un pro-oxidante (Skrzydlewska, 2001; Wolfler, 2001; Allegra et al.,
2003). Sin embargo, los niveles de SRT fueron también encontrados disminuidos con
el tratamiento con MLT bajo condiciones de no infeccion, a pesar que en el tejido
cerebral indujo aumento en la produccién de ON; esto sugiere que la biologia del
metabolismo oxidativo cerebral en estado normal, puede diferir de la encontrada
durante la infeccién con el virus de la EEV (Valero et al., 2002; Bonilla et al., 2003; Bonilla
et al., 2004; Chang et al., 2005; Killic et al., 2005) y por ende la MLT puede tener efectos
moduladores diferentes.

Otros resultados obtenidos en el presente estudio, demuestran que la
administracion de LZ ejerce un efecto inhibidor de la actividad reguladora y
protectora de la MLT, en ratones infectados con el virus de EEV. Este hecho se hace
evidente al evaluar, en los dias 6, 7 y 8 p.i, a los animales que recibieron tratamiento
con MLT al compararlos con los pre y post-tratados con LZ. La tasa de mortalidad se
incrementd en un 100%, en ratones infectados y tratados con LZ, mientras que la
MLT postergo significativamente el comienzo de la enfermedad y prolongd la vida por
varios dias.

En cuanto al afecto antagonista del LZ, en los ratones inoculados con el virus de
EEV se encontré que después de la inyeccion de una dosis de 500 pg/Kg. de MLT, la
mortalidad descendio de 100% a 45% a diferencia de lo observado en los ratones
infectados y los tratados con LZ en los cuales se obtuvo un 100% de mortalidad,
hallazgo que sugiere que el efecto antiviral y/o inmunomodulador de la MLT es
mediado a través de la interaccion con los receptores celulares de membrana, debido
probablemente a que el LZ logr6 desplazar competitivamente a la MLT, y de esta

manera invertir el efecto protector de la MLT ante la infeccidn con el virus de EEV.

Segun Valero (1999), la MLT ejerce un efecto basado en la estimulacién del
sistema inmunitario, generando una influencia positiva sobre la resistencia del

hospedador, a través de un efecto inmunoestimulador, mas que sobre la replicacién
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viral. Por otro lado, Rabinowitz y Adeler (1973), han sugerido que el fenbmeno
encefalitico en el modelo muarido, es debido a un incremento en la respuesta

inmunitaria local en el SNC, mas que a la replicacién del virus dentro del mismo.

No obstante, en el presente estudio se observd una elevacion en los titulos
virales en los sueros y homogeneizados cerebrales de los animales infectados con el
virus de EEV y en los infectados tratados con MLT y LZ. Dichos titulos fueron
incrementando sus niveles a medida que transcurrian los dias post-infeccion al
compararlos con los animales tratados con MLT; acontecimientos que evidencian
que la MLT es capaz de disminuir significativamente la viremia y los titulos virales en
el cerebro de ratones infectados, efecto que el LZ revertié al observarse, en los
grupos que recibieron este antagonista, una elevacion de los mismos, detectandose
incluso titulos mayores que los detectados en el grupo infectado que no recibio

tratamiento con MLT ni LZ.

El efecto protector de la MLT en ratones infectados con el virus de EEV,
podria ser explicado por su propiedad inmunoestimuladora sobre la sintesis de IL-1(3,
IFNy y TNFa, como una respuesta inmunitaria temprana ante el virus de EEV durante
la infeccion primaria (Valero et al., 2006). La IL-1 es una citocina pro-inflamatoria que
actia como mediador en una gran cantidad de patologias del SNC. Participa en la
defensa primaria contra la infeccion por el virus de EEV (Fassbender et al., 2000;
Montero E., 2006).

A pesar de que en el presente estudio se observd que tanto el efecto de la
MLT exdgena como la endogena, fue bloqueado por el antagonista LZ; existen
muchas controversias en cuanto a la selectividad del mismo para con los diferentes
subtipos de receptores de membranas y nucleares de MLT (MT1, MT2, MT3).
Algunos autores sugieren que el LZ es un antagonista de los receptores MT2 (Hogan
et al., 2001; Gerdin et al., 2003). Otros afirman que es un antagonista no selectivo
(Masana et al., 2002; Falcon et al., 2003; Anhé et al., 2004; Hunt et al., 2001; Dubocobich et al.,

1997,1998); sin embargo, los estudios realizados por Dubocobich y Markowska (2005),
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parecen confirmar que el LZ, es un antagonista competitivo y efectivo para los tres
diferentes subtipos de receptores de MLT, hecho que pudiera explicar el bloqueo
total del efecto de la MLT observado en el presente estudio.

Tomando en cuenta todos los hallazgos de esta investigacion se demuestra
que el efecto protector de la MLT durante la infeccion con el virus de la EEV, tanto in
vivo como in vitro, pudiese ser debido a mecanismos antioxidantes e
inmunorreguladores mediado por la produccién de ON, la peroxidacion lipidica y la
IL-1B en el SNC. Se requieren nuevos estudios para definir los mecanismos intimos
que permiten a la MLT modular la produccion del ON cerebral durante esta infeccion

y su relacion con el sistema de citocinas cerebrales.

Durante la ultima epidemia de Encefalitis Equina Venezolana, fueron
afectados todos los grupos etarios. Los pacientes usualmente presentaron dolor de
cabeza severo, mialgia, postracion, vomito y en algunos casos diarrea (Valero et al.,
1996). Las convulsiones, desorientacion y la depresion mental fueron hallazgos
frecuentemente observados en los pacientes. Se reportaron mas de 20 muertes
asociadas al virus, entre adultos y nifios de Venezuela y Colombia. Por esta razon,
el efecto protector de la MLT en ratones infectados con el virus de la EEV, garantiza
futuras investigaciones, especialmente en lo referente a las vias de administracion de
la MLT, a fin de reducir la tasa de mortalidad de los ratones infectados vy la
posibilidad de utilizar esta hormona para el tratamiento de humanos y équidos

infectados con o susceptibles a la infeccibn con este  virus.
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Conclusiones

De este trabajo experimental de analisis in vivo e in vitro del efecto Inmunomodulador
de la melatonina en modelos experimentales de infeccion por el EEV, se deducen las

siguientes conclusiones:

1. El tratamiento preventivo y mantenido con MLT ejerce un efecto protector en

ratones infectados por el virus de EEV, aumentando la supervivencia.

2. El tratamiento con MLT induce un efecto inmunomodulador sobre los animales
infectados con EEV que se caracteriza por un incremento de los niveles citocinas
proinflamatorias y de patron Thl, predominando la elevacion de la IL-1B. El
impacto terapéutico de este aumento de la IL-1p se considera muy relevante ya
que la deprivacion funcional de esta citocina se asocia a una dramatica

mortalidad.

3. La MLT induce un efecto antioxidante en los animales infectados con EEV

4. La administraciéon de LZ bloquea el efecto terapéutico de la MLT, por lo que el
mecanismo de accion de la administracion exogena de esta neurohormona se

ejerce a través de su interaccion con sus receptores especificos

5. MLT inhibe el efecto citopatico del virus EEV en cultivo celulares sin poseer una

accion directa sobre su replicacion
6. Tomados en conjunto estos resultados se concluye que MLT posee un efecto

terapéutico sobre la infeccion por el virus de la EEV, cuya relevancia clinica

debera establecerse en futuros trabajos.
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Lugar Atlanta, Georgia, USA
VIIl.2.22 Autor Melean E., Arias J., Espina L., Larreal Y., Maldonado M., Reyes

l., Afiez F., Valero N.

Titulo del EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LAS

Trabajo CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO Y LA
PROLIFERACION IN VITRO DE ESPLENOCITOS MURIDOS
DURANTE LA INFECCION CON EL VIRUS DE ENCEFALITIS
EQUINA VENEZOLANA.

Congreso LIl Convencion Anual de AsoVAC.

Fecha 17 a 22 de noviembre 2002.
Lugar Barquisimeto, estado Lara-Venezuela.
VIII.2.23 Autor Melean E., Valero N., Montero E., Reyes |., Chavez J., Gonzalez

K., Andrade D., Finol G., Afiez F., Larreal Y., Afiez G., Estévez J.,

Arias J., Espina L., Maldonado M., Bonilla E., Chacin-Bonilla L.
Titulo del PROLIFERACION IN VITRO DE ESPLENOCITOS MURIDOS
Trabajo INFECTADOS CON EL VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA

VENEZOLANA (EEV) Y TRATADOS CON MELATONINA
Congreso  LIII Convencién Anual de AsoVAC.

Fecha 25 al 29 de noviembre de 2003
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIIl.2.24 Autor Chavez J., Valero N., Gonzalez K., Andrade D., Finol G., Afiez F.,

Larreal Y., Afez G., Estévez J., Arias J., Espina L., Maldonado M.,

Melean E., Montero E., Reyes I., Bonilla E., Chacin-Bonilla L.
Titulo del EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE EL OXIDO NIiTRICO EN
Trabajo CULTIVO DE ESPLENOCITOS MURIDOS INFECTADOS CON

EL VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (EEV).
Congreso  LIII Convencién Anual de AsoVAC.

Fecha 25 al 29 de noviembre de 2003
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIII.2.25 Autor Melean E., Valero N., Bonilla E., Arias J., Larreal Y., Pons H.,

Afez F., Maldonado M., Chacin-Bonilla L., Espina L.

Titulo del EFECTO DE LA MELATONINA (MLT) SOBRE LAS

Trabajo CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO Y LA
PROLIFERACION IN VITRO DE ESPLENOCITOS MURIDOS
DURANTE LA INFECCION CON EL VIRUS DE ENCEFALITIS
EQUINA VENEZOLANA (EEV).

Congreso X Jornadas Nacionales de Investigacion Cientifica de la Facultad
Experimental de Ciencias.
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Fecha 26 al 29 de Octubre de 2004.
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIIl.2.26 Autor Arias J., Valero N., Bonilla E., Pons H., Meledn E., Chacin-

Bonilla, L., Espina L., Maldonado M., Afiez G., Reyes |., Larreal Y.
Titulo del INFLUENCIA DE LA MELATONINA EN LA PROLIFERACION
Trabajo LINFOCITARIA Y PRODUCCION DE INTERLEUCINA 2 (IL-2) E
INTERLEUCINA 1 BETA (IL-18) EN ESPLENOCITOS DE
RATONES INFECTADOS CON EL VIRUS DE LA ENCEFALITIS
EQUINA VENEZOLANA (EEV).
Congreso X Jornadas Nacionales de Investigacion Cientifica de la Facultad
Experimental de Ciencias.

Fecha 26 al 29 de Octubre de 2004.
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIIl.2.27 Autor Espina L., Maldonado M., Afiez G., Finol G., Bravo T., Valero N.,
Gonzalez K.,

Titulo del PRODUCCION DE OXIDO NITRICO Y MALONDIALDEHIDO EN

Trabajo RATONES TRATADOS CON MELATONINA (MLT) E
INFECTADOS CON ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA
(EEV).

Congreso X Jornadas Nacionales de Investigacion Cientifica de la Facultad
Experimental de Ciencias.

Fecha 26 al 29 de Octubre de 2004.
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIII.2.28 Autor Valero N., Bonilla E., Arias J., Larreal Y., Reyes |., Espina L.,
Pons H., Afez F., Melean E., Maldonado M., Afez G., Chacin de
Bonilla L.

Titulo del EFECTO PROTECTOR DE LA MELATONINA (MLT) EN

Trabajo MODELOS EXPERIMENTALES DE ENCEFALITIS EQUINA
VENEZOLANA (EEV).

Congreso X Jornadas Nacionales de Investigacién Cientifica de la Facultad
Experimental de Ciencias.

Fecha 26 al 29 de Octubre de 2004.
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIII.2.29 Autor Espina LM., Valero N., Melean E., Gonzélez K., Maldonado M.,
Bonilla E.

Titulo del PRODUCCION DE OXIDO NITRICO EN SUERO Y

Trabajo ESPLENOCITOS MURIDOS DURANTE LA INFECCION CON EL
VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA BAJO
TRATAMIENTO CON MELATONINA

Congreso XV Jornadas Nacionales de Infectologia. Xl Jornadas Zulianas.

Fecha 14 al 16 de Octubre de 2004
Lugar Maracaibo, estado Zulia-Venezuela.
VIII.2.30 Autor Espina LM., Valero N., Bonilla E., Maldonado M., Arias J.,

Gonzéalez K., Chavez J.
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VIIl.2.31

VIII.2.32

VIIl.2.33

Titulo  del
Trabajo

Congreso

Fecha
Lugar

Autor

Titulo  del
Trabajo

Congreso
Fecha
Lugar

Autor

Titulo del
Trabajo

Congreso
Fecha
Lugar
Autor

Titulo del
Trabajo

Congreso

Fecha
Lugar

“PRODUCCION DE OXIDO NITRICO EN SUERO Y
ESPLENOCITOS MURIDOS DURANTE LA INFECCION CON EL
VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA BAJO
TRATAMIENTO CON MELATONINA”

XV Jornadas Cientificas de la sociedad venezolana de
Bioanalistas Especialistas.

2-5 de Julio de 2005.

Barquisimeto, Estado Lara, Venezuela.

LM. Espina, N. Valero, E. Bonilla, E. Montero, J. Chavez, E.
Finol.

CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO EN SUERO Y
CEREBRO DE RATONES TRATADOS CON MELATONINA E
INFECTADOS CON EL VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA
VENEZOLANA.

Il Jornadas Académicas Facultad de Ciencias Veterinarias LUZ.
17 de marzo de 2006.

Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.

Valero N, Espina LM, Mosquera J.

MELATONIN DECREASES NITRIC OXIDE PRODUCTION AND
LIPID PEROXIDATION INDUCED BY VENEZUELAN
ENCEPHALITIS EQUINE VIRUS IN NEUROBLASTOMA CELL
CULTURES.

12 Th International Congress on Infectious Diseases

15-18 de Junio de 2006.

Lisboa, Portugal.

Nery A, Valero N, Bonilla E, Espina L, Chacin-Bonilla L, Afiez F,
Maldonado M, Melean E.

EFECTO ANTAGONISTA DEL LUZINDOLE EN RATONES
TRATADOS CON MELATONINA DURANTE LA INFECCION
CON EL VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA.

XXX Jornadas Venezolanas de Microbiologia “Nicole y Francisco
Yegres”.

5-7 de Noviembre de 2006.

Coro, Estado Falcon, Venezuela.
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