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Resumen

En este trabajo se consignan las actividades bioactivas, antivirales ¢ inmunomoduladoras encontradas en los extractos de
las hojas verdes de arboles de la familia Mcliaceae. Los estudios mas extensos sc realizaron con Melia azedarach L.,
especie cuyo nombre vulgar s “paraiso”. Se encontrd que los extractos de las hojas de M. azedarach inhiben la replicacion
en cultivos celulares de virus patdgenos para ¢l hombre y los animales. La actividad terapéutica potencial de los extractos
s¢ probd en ratones de exo y endocria infectados con virus Tacanbe, o con virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1)
respectivamente. Mientras que en el modelo Tacaribe se observ un efecto protector de los extractos, en el modelo HSV-1
se produjo una exacerbacidon de la sintomatologia. La interpretacion de estos resultados reveld la actividad
inmunomoduladora de los extractos sobre distintos parametros de la respuesta inmune, demostrada en experimentos in
vifro ¢ in vivo, én ratones de endocria. A partir de los extractos de M, azedarach se aislo y purificéd un glicopéptido ciclico
denominado meliacina que conserva el mismo espectro de actividad antiviral que M azedarach.

Los extractos de hojas de melidceas nativas como Cedrela tubiflora. Cedrela lilfoi, Trichilia glabra v Trichilia
elegans 1ambién modifican la respuesta inmune T-dependiente,

INDIAN LILAC (Melia azedarach L.):
SOURCE OF BIOACTIVE PRODUCTS

Summary

Immunomodulating and antiviral activities present in crude leal extracts of members of the Meliaceae family are described.
Intensive studies were performed with Melia azedarach L., a species ordinary known as "Indian lilac”. Crude extracts of
M. azedarach inhibited the replication in cell cultures of several viruses pathogenic for humans and animals. Potencial
therapeutics effects of M. azedarach extracts were tested in mouse models. Administration of M. azedarach o Tacaribe
infected mice produced a significant protection of treated animals whereas M. azedarach -treatment of inbred mice infected
with HSV-1 virus produced a deletereous effect

The mterpretation of these results led to conclude that Melia azedarach extracts display immunomodulating activities,
a fact that was later proved by experiments performed in vitro and in vivo using inbred mice. By purification of M azedarach
extracts, a cyclic glycopeptide, meliacine, which retained the broad spectrum of the antiviral activity was isolated.,

Crude leaf extracts from native Meliaceae species: Cedrela mubiflora, Cedrela lillo, Trichilia glabra and Trichilia
elegans showed immunomodulating activities and inhibited T-cell response.

' Miembros de la Carrera de Imestigador del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) de la Republica Argentina.
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Introduccion

Las meliaceas son una familia de plantas utilizadas desde hace siglos en la
medicina natural de la India. Su representante mas notable es la Azadiracta
indica (neem tree) utilizada en la medicina Ayurveda y de la que, ademas, se
han aislado compuestos insecticidas. El arbol del paraiso, oriundo de Asia, es
una especie muy difundida en nuestro pais por su valor forestal y ornamental.
Su nombre cientifico es Melia azedarach L. (Persian lilac) y pertenece al género
Melia de la familia Meliaceae. Los extractos de diferentes partes de la planta
poseen actividades beneficas, excepto los frutos que son toxicos. Entre las
meliaceas indigenas se encuentran: Cedrela tubiflora, conocida en Misiones
como “cedro colorado”, Cedrela lilfoi, Trichilia glabra y Trichilia elegans.

Este trabajo constituye un compendio de los resultados obtenidos con las
hojas de estas plantas en lo que concierne a sus propiedades antivirales e
inmunomoduladoras. Los estudios mas detallados se han realizado con Melia
azedarach, Cedrela Iflloi, Trichilia glabra y Trichilia elegans.

Materiales

Plantas

e Melia azedarach L.: se colectaron hojas verdes de M. azedarach en parques
de Buenos Aires y en |a localidad de Bella Vista en la provincia de Buenos
Aires. Las hojas fueron cosechadas desde diciembre hasta marzo. Fueron
identificadas en la Catedra de Botanica, del Departamento de Biologia de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEN) de la Universidad de

Buenos Aires donde se dejé una muestra que fue denominada Argentina
BAFC 1432.

e Jrichilia glabra L.: las hojas verdes se colectaron en noviembre y fueron
identificadas en el Departamento de Botanica de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de Buenos Aires (Argentina BAA 2722).

e Cedrela tubiflora Bert: las hojas verdes se colectaron en la primavera tardia
y fueron identificadas en el Departamento de Biologia de la FCEN de la
UBA.

» Cedrela lilloi C.D.C. vy Trichilia elegans A. Juss: las hojas verdes se
obtuvieron del Jardin Botanico de |la ciudad de Buenos Aires.

Virus

Se emplearon los arenavirus Junin (agente de la fiebre hemorragica argentina)
y Tacaribe; los picornavirus polio y fiebre aftosa; los Herpes virus: simplex tipo
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1 (HSV-1) y tipo 2 (HSV-2), cepas tk*y tk- de coleccion y cepas de aislamientos
clinicos; virus herpes suis (pseudorrabia) y virus herpes bovino y equino; el
togavirus Sindbis; el rhabdovirus estomatitis vesicular (VSV), el virus influenza
tipo A y el paramixovirus NDV (enfermedad de Newcastle).

Cultivos celulares

Se utilizaron células de rifidn de mono verde africano (Vero), de rifion de hamster
bebé (BHK), de ratén (L), células humanas (HelLa), de embrién de pollo, y de
perro (MDCK). A partir de ratones, se establecieron cultivos de macréfagos y
linfocitos.

Drogas utilizadas

e Aciclovir (ACV) (Burroughs Wellcome Company, Research Triangle Park
NC).

e Foscarnet (Sigma Chemical Co. USA).

e Valaciclovir (obtenida por gentileza de Glaxo Wellcome, Argentina).

e MTT (3-(4,5 dimetil tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro) (Sigma
Chemical Co. USA).

Animales

Los ensayos in vivo se realizaron en ratones blancos y en ratones de endocria
BALB/C. Para multiplicar el virus NDV se usaron huevos embrionados.

Métodos

Deteccibén de virus y parametros inmunolégicos

Fueron utilizadas técnicas virolégicas de rutina, como la preparacion de stocks
y la titulacion de virus por plaqueo directo o por rendimiento. En algunos casos
que se observé el efecto citopatico, se realizd la titulacién para determinar la
dosis infectiva del 50 %.

El efecto antiviral se investigd de dos maneras: a) las células fueron
tratadas durante 2 horas antes de la infeccion (pretratamiento), b) 1 hora
después se agregod el antiviral de la infeccion (postratamiento) y permanecio
hasta la cosecha del virus (rendimiento viral) o hasta el momento del revelado
de las placas o de la lectura del efecto citopatico.

También se emplearon técnicas para el estudio de la determinacion de
centros infecciosos, ensayos disefiados al investigar la adsorcion y penetracion
viral a la célula huésped. Para la deteccion de antigenos virales se emplearon
técnicas de ELISA y de inmunofluorescencia, y el analisis de las proteinas
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virales fue realizado por electroforesis en geles de poliacrilamida y tinciones
citoguimicas. El analisis de sintesis de acido nucleico viral fue estudiado por
la incorporacién de radioisétopos. En cuanto a la accidn antiviral se determino
calculando la concentracion inhibitoria 50 %, mientras que en los estudios de
combinacién de meliacina con otros antivirales se aplicaron métodos propios
de uso en este tipo de experimentos.

Las respuestas inmunes se analizaron por determinacion de la presencia
de anticuerpos neutralizantes ensayados en sistemas celulares contra distintos
virus segun el modelo viral en estudio. La deteccion de interferédn, las técnicas
para obtener macréfagos y para estimular la proliferacion de los linfocitos como
los inductores de interferon utilizados fueron las de rutina.

Preparacion de los extractos

Los extractos vegetales se prepararon con hojas verdes obtenidas de las
plantas, seleccionadas cuidadosamente por su aspecto sano, lavadas con agua
destilada y procesadas con una solucién buffer-salina-fosfato . La purificacion
de meliacina a partir de los extractos crudos fue realizada mediante técnicas
de cromatografia en columnas y placas de silica y la separacién posterior en
cromatografia liquida de alta presion @,

Citotoxicidad

En todos los casos se trabajo con concentraciones no toxicas para las células,
tanto de extractos de M. azedarach como de las otras meliaceas. Previamente
al ensayo se determind la viabilidad celular por los métodos de exclusion del
colorante azul tripan, o por medio de la incorporacion del MTT de acuerdo con
el método descripto por Mosmann ©.

Resultados

Efecto como antiviral

En la tabla 1 se muestra el rango de virus susceptibles estudiados y la mayor
o menor sensibilidad de cada uno segun el tipo de tratamiento aplicado a las
celulas. Se consigna, ademas, el tipo de acido nucleico y |la polaridad de cada
familia. Con excepcion de los picornavirus el resto de los virus poseen envoltura.
Los datos consignados muestran el amplio espectro de susceptibilidad viral al
extracto de M. azedarach; en todos los casos la inhibicion de |a multiplicacion
ocurre cuando el virus ha ingresado a la celula huesped. Los resultados
obtenidos al poner en contacto directo |las particulas de virus con M. azedarach
sugieren que el extracto no tiene efecto virucida sobre ninguno de los virus
ensayados. Al purificarse la meliacina se encontro un patron idéentico de
susceptibilidad viral #.
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Tratamiento
Virus Tipo de acido nucleico
Pre Post
Junin RNA monocatenario AS AS
segmentado, ambos sentidos
Tacaribe RNA monocatenario S S
segmentado, ambos sentidos
Aftosa (BHK) RNA monocatenario positivo
A24 01 Campos A87 R S
01 Caseros C3 Rosende R R
Polio RNA monocatenario positivo
I 1l R S
1 R R
VSV RNA monocatenario negativo AS S
HSV-1 DNA cadena doble S AS
Prv DNA cadena doble S AS
HEV (MDCK)* DNA cadena doble S 8
(herpes equino)
HBV (MDCK)* DNA cadena doble S S
(herpes bovino)
Sindbis (BHK21) RNA monocatenario positivo AS AS
Influenza (MDCK)** RNA monocatenario AS Sin datos
segmentado negativo
AS= altamente sensible (inhibicion > 80 %) S=sensible ( inhibicion 55 a 90 %) R= resistente
(inhibicion 0 a 50 %). A continuacion del nombre del virus se especifica el cultivo celular en
el que se hizo el ensayo. *(Cavalieri, H. y Coto, C.E., datos no publicados) **(Joseovich, A.,
Savy, V. y Coto, C.E. datos no publicados).

Tabla 1.- Susceptibilidad de virus animales al tipo de tratamiento con Melia azederach L.

Induccion de un estado refractario a la infeccién

Debido a sus implicancias, la observacion que el extracto de M. azedarach
iInduce en las células un estado antiviral, en forma similar al que provoca el
interferén (IFN), fue el motivo de un estudio mas profundo de este fenémeno.
Asi se pudo establecer que M. azedarach induce en las células un estado
refractario al desarrollo viral solo a temperatura fisiolégica, alcanza su maximo
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desarrollo al cabo de 2 horas y permanece activo por lo menos durante las 12
horas subsiguientes “.

Su nivel maximo se restablece por un nuevo pulso del antiviral. Los factores
responsables de este estado se desconocen aun, pero no interviene el sistema
IFN per se. Es decir, la primera hipotesis fue que M. azedarach era un inductor
de IFN y que esta proteina era la responsable de la accion antiviral observada.
Por el contrario, los experimentos mostraron que el tratamiento de células L
con M. azedarach en forma previa a la induccion de IFN por ribonucleétidos
sintéticos de doble cadena, produce una inhibicién tanto de la sintesis de IFN
como de una de las enzimas involucradas en el sistema antiviral de IFN, la
proteina quinasa dependiente de RNA doble cadena ©.

Al descartarse la hipétesis de que el IFN participaba en el efecto antiviral
observado se buscd determinar si la meliacina, por si misma, podia provocar
una modificaciéon en las células que involucrara cambios en los niveles de
fosforilaciéon en tirosina de las proteinas celulares como lo hace el IFN ©. En
ese caso, se suponia que meliacina interactua con un receptor celular y que,
como consecuencia de esa interaccion, se dispara el estado antiviral. En
principio no fue posible demostrar la presencia de un receptor para meliacina
en las células. Ese receptor deberia ser de naturaleza ubicua ya que un espectro
amplio de células responden a la accion del extracto de M. azedarach [mono
(Vero), hamster (BHK), ratén (L), perro (MDCK), carcinoma humano (Hela),
conejo (RK13)].

A pesar de no encontrar evidencias de la participacion de un receptor,
tampoco se puede descartar que no lo haya. Por otra parte, se ha comprobado
que al poner en contacto la meliacina con las células, se producen alteraciones
en los niveles de fosforilacién en la tirosina de las proteinas celulares; por lo
tanto, se podria inferir que la meliacina afecta el camino de transduccion de
sefiales. (Barquero, A. y Coto, C. E., datos no publicados).

Accién de meliacina sobre cepas de virus HSV-1 y aislamientos clinicos

Debido a la importancia clinica del virus herpes simplex, se realizaron estudios
para determinar la susceptibilidad de cepas denominadas tk®, mutantes
resistentes al aciclovir, el antiviral de eleccién en el uso clinico. Los resultados
mostraron que estas mutantes no solo son susceptibles a la meliacina sino
que esta puede combinarse en forma sinérgica con algunas concentraciones
de aciclovir (™. Un resultado similar se obtuvo cuando se ensayaron
combinaciones de meliacina con la droga foscarnet (fosfonoformato de sodio)
(PFA) © . Se utilizaron cepas patrones de HSV-1 y, asi, se analizé también la
susceptibilidad de los aislamientos clinicos. En la tabla 2 se muestran los
resultados obtenidos en forma comparativa con el efecto de otras drogas
antiherpéticas de uso clinico. Se observa que meliacina puede competir
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exitosamente, in vitro, con el aciclovir, el PFA y el valaciclovir con la ventaja de
que actua sobre las cepas tk™ no susceptibles a los analogos de nucledsidos.

Aislamiento TLucaliza-r‘ ACV PFA VCV | Heparina ‘ Meliacina”

clinico cién - (CES0) | (CES0) | (CES50) 4 pg/ml | 50 pg/mi

HSV-1 ~ pg/ml Hg/ml | pg/ml inhibicién | inhibicién
| % %

A1 fauces 0,03 16 01 | 75 | 100

B1 glande 0,06 32 | 0,2 95 100

E1 labial 0,03 16 1 0,1 05 100

F1 nc (HIVY) | 0,03 6 | 02 90 100

G, nc . 0,03 16 0,2 75 100

H1 nc 006 | 186 0,1 85 100

cepa F (tk*) -— 0,03 . 16 0,2 80 | 100

cepa KOS (tk) | — 0.06 | 32 0,1 95 100

cepa Field (tk-) : - 10 | 32 520 85 | 100

cepa B2006 (tk”) | — 210 | 64 20| 100 | 100

Los ensayos se realizaron por plaqueo directo en presencia de distintas concentraciones de
los compuestos, que permitio calcular las CES0 = concentracion del compuesto capaz de
inhibir en un 50 % el nimero de placas virales en relacion a un control sin droga.

*Se uso una sola concentracion de meliacina. La heparina que impide |la entrada de HSV-1
se utilizd para establecer el fenotipo formador de sincicios. ACV= aciclovir; VCV= valaciclovir:
PFA= foscarnet. nc = no se conoce |a localizacion, pero en ambos casos se aislo de individuos
transplantados de higado con terapia inmunodepresora. (Casos G1 y H1). F1 persona

infectada con VIH.

Tabla 2.- Susceptibilidad a la meliacina de cepas de virus herpes simplex tipo 1 de aislamientos
clinicos y cepas patrones de laboratorio.

En relaciéon con el mecanismo de accidn antiviral sobre la replicaciéon del
virus herpes in vitro se establecio que en las células infectadas tratadas con
meliacina, se produce una inhibicion de los polipéptidos virales denominados
B-y, estos polipéptidos participan en la sintesis de los genomas progenie, y en
el ensamble de las nucleocapsides virales . Estudios posteriores, por medio
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de la técnica de deteccion de antigenos por inmunohistoquimica y microscopia
electronica de células infectadas, demostraron que la produccion de particulas
iIntracelulares se encuentra inhibida, como tambien la sintesis de DNA viral
progenie. La microscopia electronica muestra que se produce una acumulacion
de nucleocapsides virales carentes de envoltura en el citoplasma celular y
solo se encuentra una minima cantidad de particulas completas incluidas
dentro de vesiculas citoplasmaticas (Alché, L.A.; Villamil, S.; San Juan, N.;
Coto, C.E.; datos no publicados). Se detecté que la replicacion de Herpes
virus suis, de la familia Herpesviridae —patégeno del cerdo— es afectada
sensiblemente por el extracto de M. azedarach "'?.

Mecanismo de accion sobre el virus Junin

La multiplicacién del virus Junin se encuentra inhibida por meliacina tanto en
el pre como en el postratamiento (Tabla 1) 'V, En el pretratamiento, el compuesto
interfiere con el desnudamiento de las particulas virales y, en el postratamiento
hay un blogueo de la liberacién de las particulas al medio extracelular, aun
cuando el transporte de las glicoproteinas virales a la membrana celular ocurra
normalmente.

Como en presencia de meliacina, la capacidad que tiene el virus Junin
para fusionar las células a pH bajo se encuentra inhibida, se puede inferir que
el blanco de acciéon de meliacina es la fusidon de membranas, paso necesario
tanto para la entrada como para la salida del virus de la célula .

Accién sobre Picornavirus

De todos los virus ensayados los Picornavirus fueron los menos susceptibles
a la meliacina (Tabla 1) "2, Solo se pudo demostrar un efecto inhibitorio de la
replicacién en multiplicidades de infeccion muy bajas '*'. Estudios posteriores
realizados con la cepa Campos del virus aftoso y celulas BHK21"* mostraron
que la inhibicién de la replicacion viral ocurre porque el virus, a pesar de ser
endocitado por las células, no puede ingresar al citoplasma, indice de que la
meliacina afecta la etapa de desnudamiento. En ese sentido, la meliacina se
comporta como otras drogas lisosomotropicas como la L-amantadina y el cloruro
de amonio.

De la misma forma que esas drogas, el agregado de la meliacina produjo
una basificacién de los endosomas '*. Pero a diferencia de los otros
compuestos la basificacion solo ocurre a temperatura fisioldgica y requiere de
un periodo de contacto de mas de 10 minutos. La alteracion del pH endosomal
seria uno de los mecanismos por los cuales la meliacina se comporta como un
antiviral para todos los virus que ingresan a la celula a causa de endocitosis
mediada por receptores como los virus Junin, Sindbis ¢*, VSV y picornavirus.
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Ensayos de accion antiviral de Melia azedarach en modelos de infeccion
in vivo

Se trabaj6é con dos modelos: la infeccion de ratones neonatos con el arenavirus
Tacaribe y por via intraperitoneal y el modelo de encefalitis herpética por el
virus HSV-1 en el ratén adulto de endocria.

Virus Tacaribe

Los resultados obtenidos con ratones neonatos infectados con virus Tacaribe
y tratados con M. azedarach fueron muy promisorios '*'". En primer lugar, se
observé una proteccion del 66 al 100 % en el desarrollo de una encefalitis
mortal entre ratones infectados con virus Tacaribe a los 4 dias de edad y tratados
con M. azedarach administrada a los -1, 0, +1, +2, +3, +4 +5 y +6 dias
postinfeccion. Tambien se obtuvieron resultados similares al administrar M.
azedarach en el agua de bebida, a las ratonas que amamantaban a sus crias
recien nacidas inoculados con virus Tacaribe 9,

Posteriormente, se investigd el porqué de la proteccion observada ('”; se
encontro que la administracion de los extractos a los animales inoculados con
1.000 Unidad Formadora de Plazas (UFP) de virus Tacaribe reducia la
distribucion viral a los érganos periféricos como el rifién y el higado.

En el cerebro de los animales tratados el titulo de virus se redujo en 3
logaritmos (99,9 %) respecto de los controles; los animales sobrevivientes por
el tratamiento mostraron una respuesta inmune humoral similar a la de los
controles no tratados, pero presentaban niveles de interferén mas bajos. A
pesar de la actividad antiviral manifiesta, y debido a que la encefalitis producida
por virus Tacaribe es de naturaleza inmunopatolégica, no se descarté que los
extractos de M. azedarach pudieran haber modificado la respuesta T y, en
consecuencia, favorecido la supervivencia de los animales infectados.

Virus herpes

En primer lugar, se realizé un estudio de toxicidad de los extractos para ratones
adultos de endocria tratados por via intraperitoneal (ip) durante un mes, con
una dosis diaria. Los ratones soportaron el tratamiento sin que se produjera
perdida de peso, muertes o alteraciones manifiestas, como cambios en el
comportamiento, u otros signos. Luego se probo la accion del extracto sobre
grupos de 8 ratones infectados con 100 UFP de virus HSV-1 por via
intracerebral. A uno de los grupos de ratones se les administré extracto de M.
azedarach por ip los dias -1; -2; 0; +1; +2; +3, +4 y +5 p.i. Se emplearon
animales adultos de exocria de |la cepa OF1 (Tabla 3).
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Grupos Numero de muertos/
numero de tratados
No infectados tratados 0/8
Infectados sin tratar 8/8
Infectados tratados 3/8

Tabla 3.- Ratones adultos de exocria infectados con HSV-1 y tratados con Melia azedarach L.

Los resultados obtenidos fueron alentadores, pero si se tiene en cuenta
que la inoculacion directa en el cerebro de un virus que produce encefalitis
favorece al virus y, en consecuencia, no permite evaluar la verdadera potencia
del antiviral, se cambid el modelo y se administrd el virus por via ip. Dado que
no todos los ratones son susceptibles al virus herpes por esta via, se
seleccionaron los ratones Balb/c que presentan una susceptibilidad intermedia
a la infeccion.

La actividad de extractos de M. azedarach sobre la infeccion ip de ratones
adultos Balb/C con virus HSV-1, mostré que el comportamiento del extracto in
vivo no responde a las expectativas de los resultados obtenidos in vitro y
tampoco con los ratones OF1. En animales endocriados el tratamiento con M.
azedarach provocéd una respuesta inversa. No solamente no se observo
proteccién, sino que tanto el periodo de incubacion como la muerte de los
ratones, se aceleraron. Este efecto confirma que M. azedarach modifica el
factor inicial de la relacion del virus con los macréfagos que en condiciones de
pretratamiento con los extractos de M. azedarach replican eficientemente al
virus herpes en lugar de eliminario .

En el modelo de queratitis herpética murina se observo una respuesta
inflamatoria que puede llegar hasta la opacidad de la cornea. En un estudio
posterior se demostré que la administracion diaria de meliacina a 20 ratones,
infectados con virus HSV-1, solo en 2 desarrollaron enfermedad, mientras que
entre los controles enfermaron 18 sobre 20. Ademas los titulos de virus en el
cerebro de los animales tratados alcanzaron 2 logaritmos menos que los
controles ¥ Otros resultados ponen de manifiesto que lo que parecia una
desventaja en el modelo de infeccion intraperitoneal resulto lo contrario en el
ocular.

Efecto de Melia azedarach como inmunomodulador

Los resultados obtenidos en el modelo raton infectado con HSV-1 por via ip
dio lugar a la planificacién de un estudio para investigar si los extractos de M.
azedarach pueden modificar parametros de la respuesta inmune tanto in vitro
como in vivo. En la tabla 4 se presentan en forma resumida los resultados
encontrados.
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Actividad

Inhibe la produccién de Interferén alfa en
cultivos celulares (celulas L929) o fibroblas-
tos primarios de ratéon inducidos con virus
de Newcastle o con poli |: poli C. Agregada
antes, junto con o inmediatamente después
de la induccidn. (in vitro).
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M.C.. de Torres, R.A. y Coto, C.E. (1990).
“Meliacine an antiviral compound from Melia
azedarach L. inhibits interferon production”.
Joumal of Interferon Research 10: 469-475.

El extracto de M. azedarach inhibe la
fagocitosis de monocitos humanos y también
el estallido respiratorio inducido por un éster
de forbol.

Benencia, F.; Courréges, M.C.; Coto, CE. y
Coulombié, F.C. (1997). “Immunomodulatory
activites of Melia azedarach L. leaf extracts
on human monocytes”. Journal of Herbs,
Spices & Medicinal Plants 5:7-13.

El extracto de M. azedarach no inhibe el es-
tallido respiratorio de los leucocitos de ratén,
ni la actividad fagocitica de los polimorfo-
nucleares. En cambio, muestra una fuerte
actividad anticomplementaria, afectando mas
la via clasica,

Benencia, F.; Courréges, M.C.; Massouh, E.J.
y Coulombié, F.C. (1994). “Effect of Melia
azedarach L. leaf extracts on human comple-
ment and polymorphonuclear leukocytes”.
Joumal of Ethnopharmacology 41: 53-57.

La administracion intraperitoneal de M.
azedarach a ratones, produce un aumento
transiente del volumen de globulos rojos y la
concentracion de hemoglobina en sangre y
un aumento del numero de neutrofilos.

Benencia, F.; Courréges, M.C.; Coulombie,
F.C. y Massouh, E. (1992). “Effect of Melia
azedarach L. fresh leaf aqueos extract on mice

hematological parameters”. Fitoterapia LXIII:
411-414,

Los extractos de M. azedarach inhiben la
actividad fagocitica y el metabolismo oxi-
dativo de exudados peritoneales de células
de raton.

Courréges, M.C., Benencia, F.; Coto, C.E;
Massouh, E. y Coulombié, F.C. (1994). “In vitro
antiphagocytic effect of Melia azedarach L. leaf
extracts on mouse pertoneal exudate cells”.
Joumal of Ethnopharmmacology 43: 135-140.

M. azedarach puede inhibir la proliferacion
de linfocitos estimulados in vitro por
mitogenos como la concanavalina A y el
lipopolisacarido. Ocurre con linfocitos T
aislados de bazo o ganglios de ratones de
endocria. El tratamiento de ratones con los
extractos inhiben ligeramente la produccion
de anticuerpos contra globulos rojos pero
afectan en forma total, y depende de la dosis,
la reaccion de rechazo de transplante del
huésped por los linfocitos trasplantados y la

reaccion de hipersensibilidad retardada.

Courréges, M.C.; Benencia, F.; Coulombié,
F.C. y Coto, C.E. (1998). “In vitro and in vivo
activities of Melia azedarach L. aqueous
extracts on murine lymphocytes”.
Phytomedicine 5 (1) 63-69.

Tabla 4.- Propiedades inmunomoduladoras de los extractos de Melia azedarach L.
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En todos los casos los extractos de M. azedarach debieron administrarse
antes o simultaneamente con el disparador de la reaccién en ensayo. Entre
las caracteristicas mas notables se pueden mencionar la capacidad de M.
azedarach para inhibir la induccion y la sintesis de interferén en cultivos celulares
y en ratones infectados con virus Tacaribe.

Los extractos de M. azedarach tienen un efecto ligero sobre |la respuesta
B-dependiente pero interfieren en forma notoria los parametros de la respuesta
T-dependiente, como la inhibicién de la proliferacion de linfocitos, la reaccidn
de rechazo de transplante y |la reaccion de hipersensibilidad retardada.

Actividades detectadas en otras Meliaceas nativas

Se han buscado indicios de actividades antiviral @ inmunomoduladora en
extractos y purificados de otras meliaceas nativas. Los resultados mas
relevantes se ilustran en |a tabla 4 y muestran el potencial de estas plantas
como fuente de productos antiinflamatorios.

Se han estudiado, ademas, otros extractos de melidaceas como M.
azedarach var gigantea, M. azedarach var. variegada, M. toona, M. toosedans
y M. caoba para determinar la presencia de actividad antiviral o antifagocitica.
No se nan encontrado aun actividades importantes en esos extractos y, algunos
de elios, como los de M. toona y M. toosedans son muy téxicos para las células.

Discusion

De los estudios realizados se concluye gue el paraiso es una reserva de
productos de posible aplicacion farmacolégica. Algunas partes del arbol, como
los frutos, son toxicos para los animales domésticos y el hombre porague
producen diferentes grados de envenenamiento. La mayoria de Ios trabajos
que se encuentran en la bibliografia, realizados por otros investigadores sobre
M. azedarach, tratan precisamente sobre |a presencia de compuestos del tipo
de los limonoides que muestran poderes toxico e insecticida. Solo se mencionan
tres de ellos ©#°<2

£l poder de los extractos de M. azedarach para inhibir ia replicacion del
RNA y DNA viral, asi como su evidente accion sobre parametros del sistema
inmune, senalan la necesidad de continuar los estudios de purificacion para
su identificacién molecular de sus principios activos.

Se desconoce la funcion que la meliacina cumple en la planta; una posibi-
lidad seria gue se tratara de un metabolismo secundario de la planta, en forma
similar a las que producen numerosas plantas superiores .

Por ejemplo, las sustancias que actuan en ia defensa son péptidos de
bajo peso moiecular con propiedades antimicrobianas propias de vertebrados
anfibios y bacterias, y considerados como un sistema de defensa primitivo
anterior al sistema inmune dependiente de |la respuesta B o T 29,
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Estos péptidos tienen la habilidad de atravesar las membranas celulares
formando poros por medio de un mecanismo diferente al de endocitosis .
Aun no hay pruebas concretas; se podria sostener que la meliacina es una
sustancia de defensa del paraiso que ademas, se comporta como una molécula
capaz de modificar los procesos moleculares que ocurren en la células al ser
Infectadas, protegiéndolas de la agresion viral (Tabla 5).

Especie

Actividad

Referencia

Cedrela tubifiora
(Extractos de hojas)

- Interfiere con funciones del
complemento humano:

a) actividad hemolitica;

b) proliferacion de los linfocitos T;

c) capacidad fagocitica y metabo-
lismo de los monocitos y leucocitos
polimorfonucleares en ratones.

Benencia, F.; Courréges, M.C.;
Nores, M.M. y Coulombié, F.C.
(1995).

“Immunomodulatory activities of
Cedrela tubifiora leaf aqueous
extracts”.

Journal of Ethnopharmacology
41: 53-57.

Cedrela tubiflora
(Extractos de hojas)

- Actividad virucida contra
HSV, PrV y VSV.

Cérdoba, M.; Coto, C.E. y Damonte,
E.B. (1991). “Virucidal activity in
acqueous extracts from Cedrela

tubiflora leaves®. Phytoterapy
Research 5: 250-253.

Cedrela tubifiora
(Extractos de hojas)

- Inhibe |la actividad del comple-
mento murino y la fagocitosis por
exudados peritoneales de raton.

Benencia, F.; Courréges, M.C. y
Coulombié, F.C. (1996). “In vitro
activities of Cedrela tubiflora
aqueous leaf extracts on murine
macrophages polymorphonuclear
leukocytes and complement”.
Phytotherapy Research 10, 37-41.

Trichilia glabra

- Actividad antiviral: fraccion de un
polisacarido aislado de hojas contra
HSV y VSV,

Benencia, F.; Courréges, M.C. y
Coulombié, F.C. (1997)."Antiviral
activity of crude of poly-
saccharides from Trichilia glabra
leaves”. Fitoterapia 58: 173-1786.

Cedrela lilloi

- Actividad anticomplementaria.

- Inhibicién de la actividad fagocitica
de los macréfagos peritoneales y la
activacion de su metabolismo
oxidativo por zimosan opsonizado.

Nores, M.M.; Courréges, M.C.;
Benencia, F. y Coulombié, F.C.
(1997). Journal of Ethno-
pharmacology 55: 99-106.

Trichilia elegans

- Actividad anticomplementaria.

- Inhibicién de la actividad fagocitica
de los macrofagos peritoneales y la
activacion de su metabolismo oxida-
tivo por zimosan opsonizado.

Nores, M.M.; Courréges, M.C.;
Benencia, F. y Coulombié, F.C.
(1997). Journal of Ethno-
pharmacology 55: 99-106.

Tabla 5.- Bioactividades detectadas en extractos de hojas de melidceas nativas.
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