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Resumen. Se someti6 a pruebas, in vivo e in vitro, el posible efecto
antivirico de la metenamina (urotropina), para el agente de la Encefalitis
equina Venezolana. Los ensayos realizados con miras al aprovechamiento
terapéutico, derivados de apreciaciones favorables habidas en la practica
veterinaria de campo, mostraron que esta substancia no ejerce accion
alguna sobre el citado virus.

Effect of methenamine on the Venezuelan equine encephalitis
virus.
Invest Clin 13(3):142-148, 1972.

Abstract. "In vivo" and "in vitro" studies with methenamine were
performed to test its possible effect against the Venezuelan equine encepha-
litis virus. Previous field observations in veterinary practice, claimed thera-
peutic value of the drug in sick animals. Our results, showed no action of
the methenamine on this virus.

INTRODUCCION

Durante las ondas epizodticas
de la encéfalomielitis equina ocurri-
das entre 1938 y 1943, se impuso la
aplicacién terapéutica por via veno-
sa de la metenamina (urotropinaj,
sola o combinada con trementina, y
cuyos efectos fueron considerados
como satisfactorios en trabajos pu-
blicados en esos afios (2, 3, 9). Gallo
y Vogelsang (3) escribieron: "La uro-
tropina del 20 al 40% en dosis endo-

venosa de 50 ml,di6é un 60% de cu-
racion en la forma adinamica; y solo
el 20% en la dinamica”. En cuanto a
la trementina, en cantidad de 10 a
20 ml para equinos, fue apreciada
con magnificos resultados a pesar
del terrible efecto inmediato resul-
tante de su aplicacion {12).

Hoy, acentuada en el campo in-
vestigativo la busqueda de substan-
cias quimioterapicas con efecto an-
tivirico, era sin duda alguna un paso
obligado actualizar de manera racio-
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nal las apreciaciones habidas con la
metenamina. Por eso, no dudamos
en contribuir en este sentido, a nivel
de laboratorio, con ensayos in vivo e
in vitro que permitieran aclarar el
probable efecto de dicha substancia
sobre el virus de la encefalitis equina
veniezolana.

MATERIAL Y METODO

Virus: de la encefalitis equina
venezolana (EEV) "V-1938" (7), ori-
ginado de material cerebral de raton
y titulado a 100 DLso (dosis letal
media) por via subcutanea para el
ratén en las pruebas in vivo o pro-
cedente de cultivo celular, y también
titulado a 100 DTC50 (dosis infecti-
va media para cultivo de tejidos) en
0,1 ml, utllizado en los ensayos in
vitro.

Soluciones de metenamina:
preparadas con producto Merck p.
anal. en los medios nutritivos co-
rrespondientes a las células emplea-
das in vitro y en concentraciones
varias desde 0,1% hasta el 5%, o en
agua destilada pH 6,2 para las prue-
bas de accion directa e inoculacién
animal, en concentraciones del 1%
al 40% y del 1% al 20%, respectiva-
mente.

Medios histicos: células prima-
rias de embrién de pollo y células
BHK-21 (clono 13}).

Animales de experimentacién:
ratones blancos de 21 dias de naci-
dos.

Técnica in vitro: antes de ini-
ciar las pruebas a la accién de la
metenamina, se realizaron determi-
naciones sobre la mas alta concen-

tracion del producto que las células
podian soportar, anadiéndolo al me-
dio liquido o al agar nutritivo, como
también con discos de papel de filtro
que se colocaban sobre el agar de
cubierta. Estos ensayos nos mostra-
ron que sélo se podia trabajar con
diluciones hasta de 0,5% para las
células BHK-21 y 0,4% para fibro-
blastos de embrion de pollo.

Grupos de frascos de plastico de
30 ml con los cultivos celulares fue-
ron inoculados con 100 DTCsg, y
luego de lavados los virus no absor-
bidos después de 90 minutos a
37°C, les eran afiadidos los medios
nutritivos, liquido o solidificado con
agar, adicionados con metenarnina.
Las observaciones microscopicas se
realizaban cada 12 horas para com-
probar la presencia de cambios cito-
paticos. Después de cada periodo se
congelaban 2 6 3 frascos con medio
liquido, tanto de prueba como testi-
gos, para efectuar con ellos titula-
cién virica comparativa.

Técnica in vivo: se realizaron
dos tipos de ensayo, uno sometien-
do el virus a la actividad directa de
la metenamina antes de adminis-
trarlo a los animales, y otro, inyec-
tando el virus a ratones y tratando-
los diariamente con las soluciones
de metenamina.

En el ensayo para la accién di-
recta, se colocaba en tubo igual can-
tidad de la suspensién virica titula-
da a 100 DLso en 0,1 ml por via
subcutanea (vsc) para ratones de 21
dias y de la solucién de metenami-
na, que variaba desde 1% al 40%
para concentraciones finales desde
el 0.5% hasta el 20%.
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Transcurridas 1 hora a tempe-
ratura ambiente, y 12 y 24 horas en
nevera, se inocularon las mezclas a
grupos de 10 ratones por vsc en la
cantidad de 0,2 ml. Se tomaron es~
tos tiempoos en base a la concentra-
cién hematica y periodos de elimina-
cién del producto. En cuanto al en-
sayo de la actividad de 1a metenarni-
na en animales infectados, se con-
dujo de la siguiente manera: grupos
de 12 animales fueron inoculados
vsc con 0, 1 ml de suspensién virica
contentiva de 100 DLsg, v a partir

Prueba in vivo: no pudo apre-
ciarse ni total ni parcialmente inac-
tivacién del virus por accion directa
de metenamina, por cuanto los ra-
tones morian entre el 32 y 4° dia
como el grupo control (Cuadro I).
Tampoco se detecté actividad de la
metenamina en los ratones infecta-
dos, ya que los grupos para las dife-
rentes soluciones sucumbieron al
igual que el grupo testigo, por no
reducir en absoluto la capacidad in-
fectiva del microorganismo (Cua-
dro 10).

CUADRO I
PRUEBA DE ACCION DIRECTA DE LA METAMANINA SOBRE EL VIRUS
DE LA EEV, SEGUIDA DE INOCULACION EN RATONES

Tiempo Soluciones de Metanamina Control
mezcla | 105 | 5% 10% | 20% | 40% | Vitus
1 hora *34d *34d *3-4d *344 *34d *3-4d

12horas *3-4d *34d *34d *34d *34d *34d

24 horas _*34d_ *3-4d *3-4d * 3:4 d *3-4d *3-4d

* =muerte; d = dias.

del siguiente dia se les inyectaba la
solucién de metenamina, también
vsc, en cantidad de 0,2 ml.

RESULTADOS

Prueba in vitro: las titulaciones
viricas realizadas tanto de los fras-
cos de prueba como testigos, mos-
traron que las citadas concentracio-
nes de metenamina no ejercian efec-
to alguna sobre la duplciacion viri-
ca, puesto que los titulos compara-
dos resultaban equivalentes.

Es de notar, que este altimo en-
sayo se repitidé con aplicacion de la
soluciéon de metenamina por dos ve-
ces diarias a los animales, no obte-
niendo diferencia alguna a la ante-
rior prueba. También se hizo em-
pleando 10 DL5g, sin resultado apa-
rente.

DISCUSION

La busqueda de substancias
quimioterapicas con efecto virosta-
tico o viricida, ha sido siempre de
general interés para la profilaxia y el
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CUADRO 11
PRUEBA DE ACCION DE LA METANAMINA EN ANIMALES
INFECTADOS CON VIRUS DE LA EEV
Grupos Soluciones de Metanamina Control
animales 1% | 2% 5% 10% | 20% | virus

Inoculados *3-4d *34d *34d *34d *34d *34d
con 100 DLso

Control Sol. N N N N N -

Metenamina

* =muerte; d = dias; N = normales.

combate de las afecciones virales,
pero a pesar de los grandes esfuer-
zos investigativos realizados, solo
unas pocas son seflaladas con limi-
tada accién contra estos agentes y
han tenido aplicacién clinica, tales
como la amantadina (1- amino ada-
mantano) para el virus influenzal
Az, la metisazona (l-metilisatin b-
tiosemicarbarzona) para los virus
variélico y vacuna, y la idoxuridina
{5-yodo-2- desoxiuridina) y la cita-
rabina (1-b-D arabinofuranosilcito-
sina) para el virus del herpes simple
(1, 5, 11, 13). Con este deseo, traji-
mos a proceso investigativo la mete-
namina {(hexametilentetramina,
urotropina), la cual habia ganado,
durante el curso de varias epizootias
ocurridas en Venezuela durante
muchos afos, la aceptaciéon por sus
efectos curativos en animales, al pa-
recer con formas leves de la enfer-
medad. No fue posible hallar los pro-
centajes de mortalidad en ganado
caballar, mular y asnal, en la nume-
rosa bibliografia nacional, para asi
conocer con cierta precision las re-
cuperaciones naturales en casos le-
ves y severos, y poder compararlos

a las cifras citadas para los tratados
con ambas condiciones. Hubiése-
mos deseado empezar nuestra in-
vestigacion en el campo durante un
brote, pero al no ser posible, recu-
rrimos exclusivamente a ensayos en
el laboratorio.

La accién de la metenamina ra-
dica en el formaldehido liberado, he-
cho que ocurre en medio acido, sien-
do poco manifiesta en pH neutro y
nula en pH alcalino; por ello se es-
tablece en terapéutica, que la mete-
namina circula sin cambio alguno
en ¢l organismo y solo ejerce su
accion antiséptica a nivel vesical
cuando ¢l pH de la orina es acido (8)}.
Aparece también citada para uso
veterinario en la forma nerviosa del
moquillo canino {encefalitis viral},
con aplicacion parenteral, subcuta-
nea o endovenosa, en dosisde 1 a 2
grs diarios (10). Quizas esto indujo
a su empleo en la encéfalomielitis
equina, aunque es dificil aqui preci-
sarlo, asi como su modo de accién
en esta nosologia.

El formaldehido se ha venido
empleando satisfactoriamente en el
pais, como inactivador virico en con-
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centracion de 1:625 durante 48 ho-
ras a 37°C, para la produccién de la
vacuna anti-encefalitica de aplica-
¢ién animal y elaborada con embrio-
nes de pollo. Gallo y Rios (4}, proba-
ron con solucién al 0,5% en formol
y emulsién de cerebro de cobayo al
1% durante una hora, sin detectar
efecto alguno para el virus de la
encefalitis equina en este breve
tiempo.

Nuestros ensayos probaron el
nulo efecto de la metenamina, tanto
in vitro como in vivo, y en especial
en estos 1ltimos, para llevarnos a
estimar que las apreciaciones origi-
nales sobre el valor terapéuticode la
urotropina no son del todo reales,
sino que posiblemente los animales
tratados y "curados”, pertenecian al
porcentaje de los naturalmente re-
cuperables sin necesidad de trata-
miento alguno. Mencionamos ante
la falta de informacién estadistica
en cuanto a la morbilidad y mortali-
dad durante las diferentes epizoo-
tias ocurridas en el pais, la cual
hubiese sido de significativo interés
para valorar las apreclaciones que
se hicieron en el campo, en cuanto
ala recuperacién de animales inyec-
tados con la metenamina,

AGRADECIMIENTO

Apreciamos la ayuda prestada
por el Auxiliar de Laboratorio Sr.
Andrés Laya, en la realizacion de las
pruebas con animales de experi-
mentacion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-  BAUER D.J.. Clinical experiences
with antiviral drug MARBORAN (1-
Metilisatin beta- thiosemicarbasone).
Ann NY Acad Sci 130:110-117, 1965.

2- DE ARMAS J.: Observaciones sobre
1a peste loca o encéfalomielitis equina
en el Edo. Guérico. Rev Pecuaria Ca-
racas 1:18-23, 1938,

3- GALLOP, VOGELSANG E.G.: Re-
sumen de los conocimientos actuales
acerca de laas encéfalomielitis equina
en Venezuela. Rev Med Vet y Paras
Caracas 2:143-148, 1940.

4 GALLO P, RIOS FA.: Estudios ex-
perimentales sobre el virus de la
encéfalomielitis equina en Venezuela.
Rev Med Vet y Paras Caracas 5:63-68,
1946.

5- JAWETZ E., SCHULTZ R., COLE-
MAN V,, OKUMOTO M.: Studies on
herpes simplex. X1. The antiviral dy-
namic of 5-iodo-2-deoxyuridine in
vivo. J Immunol 95:635-642, 1965.

6- KAUFMAN HE, MALONEY E.M.:
IDU and cytosine arabinoside in ex-
perimental herpetic keratitis, Arch
Ophtalmol 69:626-629, 1963,

7-  KUBES V,, DIAMANTE A.: Estudios

de inmunidad cruzada entre el virus de
Ia encefalomielitis equina de Vene-
zuela y los virus encefalomieliticos
Norteamericanos del Este y Oeste y el
Argentino. Bol Inst Inv Vet Caracas
2:179-198, 1944,

8-  LITTER M.: Farmacologfa. 3a.
edicién. Buenos Aires, El Ateneo,
1964, p 1098,

9-  MINISTERIO DE AGRICULTURA
Y CRIA. La encéfalomielitis infec-
ciosa de los equinos o peste loca de las

Vol. 36 (Sup. 2): 215-220, 1995



220

Divo - Benavides

11-

bestias. Rev Pecuaria Caracas 1:12-
15, 1938.

THE MERCK INDEX. 8a. edicién,
New Jersey, Merck & Co, 1968, p 673.

UNDERWOOD G.E.: Activity of 1-
beta-D arabinofuranosylcytosine hy-
drochloride against herpes simplex
keratitis. Proc Soc Exp Biol Med
111:660-664, 1962.

12-

VOCELSANG E.G., ALVAREZR.J.:
La esencia de trementina intravenosa
en el tratamiento de la encéfalomiclitis
de los equinos. Rev Med Vet y Paras
Caracas 1:68-71, 1939,

WINGFIELD WL, POLLACK D,
GRUNERT R.R.: Therapeutic effi-
cacy of amantadine HCl and riman-
tadine HCI in naturally ocurring
influenza A2 respiratory ilines in man.
New Engl J Med 281:572-584, 1969.

Investigacién Clinica 36 (Sup. 2): 1995



