
ff'ti din cornul autotransplantat. Re-ultă că şi ovatul autotransplantat îşi re
cîştigă funcţiile de bază in t·eproducere, adică de secreţie endccrină şi game
togenă core~pum:ătrae (fig. nr. 4). 

In concluzie, tehnica noa~tră op:oratorie descrisă, creează un model expe
rimental la care re;titut'a L nctională a organului autotransplantat este apro
piat;• de cea a unui onnnism no~m•l. 

Sosit la redacţie: 20 octombrie 196i. 
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CERCETARI ASUPRA INHIBARII EFECTULUI CITOPATIC PRODUS 
DE VIRUSUL HERPETIC IN CULTURl DE CELULE 

CU IDU ŞI ADN-NEVIRAL* 

Al. Abrahâm, Doina Pop D. Popa, Monica Sabău 

Kauffm.ann, in lucrările sale privind tratamentul keratitei heqJetice prin 
adrn:nistrarea substanţei IDU (5-iodo-2-deso>r.iuridina) (12, 13, 14, 15, 16, 17, 
lf.) i-a demonstrat acţiunea virostatică faţă de acest virus. De la prima apli
l'are a acestui tratament cu IDU in cazul keratitelo.r herpetice de tip dendri
tic şi pînă azi, el s-a răspîndit in multe ţări, comunicindu-se rezultate satis
făcătcare (11, 19, 24, 20, 25, 31, 35, 36). Acţiunea !DU se bazeaz.i pe faptul, 
el\ el intră in componenţa acidului desoxiribonucleic viral, substituind timi
dina şi prin acest act inhibă ultima fază a polimerizării nucleotidei in acid 
r.ucleic infecţios. Ulterior s-au comunicat rezultatele experimentării pe iepure 
cu IDU (8, 9, 31, 34), însă comunicările referitoare la inhibarea resintetizăril 
virusului herpetic in culturi de celule sint limitate (6, 7). • 

• Lucrare prezentată la U.S.S.M. din Tg.-Mureş. la data de 31 martie 1116'7. 

275 



In lucrările noastre anterioare (29, 30) am comunicat actiunea inhibitoare 
a AVN-neviral (străin) asupra inhibării resintetizării virusului herpetic in 
culturi de celule şi unele rezultate clinice obţinute prin tratarea keratitelor 
herpetice cu acest material. In prezenta lucrare, ţinem să aducem unele con
tr-ibutii comp3rative a~upra acţiunii acestor două substanţe (IDU şi ADN-ne
viral) în procesul inhibării efectului citopatic produs de virusul herpetic în 
culturi de celule. 

Material şi metode 

In cursul cercetălilor r.oastre, am intrebuintat HerţleS virus hominis (Paris) 
menţinut in culturi de celule timp de mai mulţi ani in laboratorul nostru. care 
a dat un efect citop3lic constant. foarte intens şi gener.alizat, incepind din ziua 2 
a infectării celulelor, (tilrul virusului DCP50 = 10-5 in 0.2 mi. Pentru cen:etăli 
am folosit 0.2 ml din dilu~ie de 10-4). Virusul inoculat la iepure plin scarific.area 
corneeanli. a produs in ziua a IO-a moartea animalelor cu fenomenele binecunos
cute. Culturile de celule frylosite pentru experiment, au provenit din linia De
troit-6 (VA), fiind o variant~ obţinută de Lăsz16. Mediul de creştere utilizat a f<Xt 
M189 + HAKNKS + EARLE cu 0.5% lactalbumină şi 10% ser de viţel. Pentru men
ţinere am folosit mediul Earle cu 2.5% ser de viţel şi la~talbumină. 

Acidul d"'soxiribonucleic neviral (Chemische Fabrick .. Ehrlirh Nickel" Hei
delberg) s-a administrat cultulilor celulare la 30 minute după infectarea lor cu 
viru,ul herpetic, intr-o diluţie de 0.1% in mediul de menţinere (0,1 ml/ml mediu). 
IDU (5-iodo-2-desoxiuridina). ..Riihm und Haas Pharma-Dannstadt" s-a folosit din 
soluţia stock de fablică 0,1% din care s-a administrat 0.1 m1 la 1 m1 mediu de 
menţinere. ca şi in cazul antelior. 

Martolii seriilor le-au constituit culturile de celule infectate cu Virusul her
petic. respediv tuburile cu celule neinfectate. Tuburile staţionare au fost menţi

nute la o tEmperatură de 37° C şi velificate zilnic la microscop timp de 10 zile 
In ziua 6 unele tuburi au fo>t <;aclificate prin fixare cu alcool metilic, exLrasA 
pinza celulară cu colodiu, montată pe lame şi coiorată cu haematoxilină-eozină. 

In acest fel am obţinut stratul monocelular nemodificat şi in cantitate necesar.} 
verificării amănunţite a leziunilor şi cu posibilităţi largi de fotografiere. 

Rezultate şi discuţi' 

In tuburile martore (IDU şi ADN-neViral) nu s-a obţinut efect toxic. ci o 
oarecare creştere in volum a celulelor. In tuburile martore. efectul citopatic (e.c.p) 
produs de virusul herpetic a apărut la 24 de ore după infecţie. manifestindu-se 
prinlr-un inceput de rotunjire a celulelor atinse. In următoarele zile leziunile s-au 
arcentuat cu tendinţa de generalizare tot mai crescindă. ceea ce s-a soldat cu des
prinderea majolităţ.ii celulelor lezate de pe peretele tubului. ln ziua 5--6. pe pere
tele tuburilor se mai observau doar urme de celule. colorate intens. fără a se pu
tea diferenţil!l nucleul de protoplasmă. şi unele rămăşiţe ale celulelor se mai lE'
r.au intre ele plin punţi subţiri de protoplasmă (fig. 1.). 

La 24-48 d~ ore de la administrarea IDU culturile infectate anticipat cu Vi
ru.sul herpetic, nu au pre7-entat e.c.p. Creşterea şi menţinerea integrală a struc
turii relula'!'e pare a demonstra o inhibiţie totală a efectului citopatic. In unele 
cazuri am considerat chiar că celulele s-au mărit ln volum, faţă de cele martore. 
nl"tratate. După 3-5 zile de la administrarea IDU. însă. au apărut in mod izolat. 
şi intr-w1 număr mic. celule rotunjite cu tendinţa de izolare, sau pe alocuri for
maţiuni care păreau ~ imite celulele multinucleate. aşa zisele pseudosinciţii. Toate 
at-este formaţiuni. înconjurate de celule nonnale au dispărut. au căzut in mediu. 
şi la 6-10 zile după tratament, pinza ce-lulară rămasă a apărut intactă ca in pri
mei!" zilt> ali" infectiei (fig 2. 3. 4) 
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La 24-48 de ore după administrarea ADN-neviral culturilor infectate cu vi
rusul herpetic. s-au observat unele leziuni mai accentuate decit în culturile tra
tate cu IDU, cl."lr şi aceste formaţiuni celulare l~zate. rotunjite au fost izolate făr!l 

a m:tn.if;>..sta tendinţa de generalizare. In ziua 6-a m:ljoritatea celulelor au arătat 
un aspect normal. cu persistenta in CO!"Itinuare a celulelor le7..ate. colorate mai 
intens şi rotunjite, dcbarasate de restul t'elulelor (fig. 5. 6. 7). 

Unii cercetători ca Gnădiger şi Zintz (7) au verificat în diferite concen
traţii acţiunea IDU asupra culturilor celulare primare de cornee de iepure 
neinfectate. Aceşti autori au considerat că IDU nu produce proliferarea ce
lulelor normale - in vitro - dar nici nu se comportă ca un citostatic asu
pra dezvoltării lor. In cursul cercetărilor noastre am observat o creştere mai 
mtemă a celulelor din liniile celulare tumorale după administrare de ADN
neviral, respectiv IDU. ele devenind mai volumiqoase şi stratul celular mai 
uniform şi închegat. S-ar putea ca această acţiune să se 1-efere numai la 
celulele din liniile tumorale. 

Falke (6). Lerman, Doyle şi Eisenschmidt (21. 22) au verificat acţiunea 
unor ant'metaboliţi asupra inhibării vi rusului herpetic ca: fluoro-desoxiuri
dina. para-fluoro-phenilalanina, iodo-desoxiuridina, proflavina, actinomicina-D 
şi altele. constatînd inhibarea sintezei noii particule virale infecţioase, fără 
afectarea formelcr celulare gigante (sinciţii). Bormann şi Roizman {3) au co
municat că desoxiuridina şi desoxiadenosina în concentraţii milimolare in
hibă resintetizarea virusului herpetic in culturi de celule HEp-2, prin blo
carea sintezei ARN. a timidin-kinazei. a ADN-viral, re.speetiv a capsidei pro
teice virale. Aceste rezultate s-au obţinut dacă antimetaboliţii au fost admi
nistraţi imediat după infectarea celulelor cu virusul herpetic. Bemda (2) de
scrie acţiunea heparinei ca inhibitor al resintetizării virusului herpes .,B". 
Alţi autori ca Bo·wen (4. 5), Maass. Miiller, Nakanoim, Vogt (23). Pereira, 
MtCallum (27) şi Persechino (28) au folosit alţi metaboliţi in procesul inhi
l:ării infecţiei virale, obtinind reducerea sau blocarea totală a e.c.p., respec
tiv inhibarea resintetizării virusurilor polioma. SV-40, Adenos. Adeno12 sau 
a virusului rinotraheitei infecţioase bovine. 

Tn cercetările noastre, prin administrarea IDU am obţinut inhibarea e.c.p 
al virusului herpetic in culturile Detroit6 (VA) cu apariţia intr-un număr 
foarte mic a celulelor lezate. Verificînd acţiunea IDU asupra inhibăni e.c.p. 
produs de alte virusuri de tip ARN (Coxsackie Bs, ECHOt3) şi ADN (Adeno3), 
nu am obtinut inhibarea efectului în cazul virusurilor de tip ARN. iar in 
cel de al doilea caz. inhibarea efectului s-a manifestat asupra virusului 
Adenc3. dar cu apariţia tardivă a numeroaselor celule lezate şi a sinciţiilor. 

Comparind rezultatele obţinute prin administrarea IDU culturilor de et.>

lule infectate cu virusul herpetic, cu cele obţinute după administrarea ADN
neviral. am remarcat o diferenţă netă in inhibarea acestui proces; in acest 
ultim caz, e.c.p. s-a manifestat mai accentuat, celulele lezate au fost in nu
măr mai mare şi au persistat pînă la terminarea experimE'Tltelor. fără însă 
a produce generalizarea efectului (10 zile). 

Dacă inhibarea e.c.p. s-a produs de IDU pl"in blocarea la nivelul unor 
etaje a resintetizării particulei virale herpetice, atunci după administrarea 
ADN-neviral s-ar putea să intervină un interferon elaborat de celulele din 
cultură, eventual o blocare a sistemului enzimatic al acestora ceea ce nu a 
dat posibilitatea infectă.rii altor celule de către virusul resintetizat in celu
lele pe care le-a lezat. De altfel Rotem (33) a comunicat rezultatele oerce
lărilor sale asupra inhibării resintetizării virusului vaccina! in culturi de C<!'-
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Ju'e prin admin;strare de ARN-neviral. S-ar putea să fie v~rba şi in pre
zenta cercetare de producerea de interferon care să inhibP e.c.p. A_oupra 
acestei ipoteze vom reveni intr-o lucrare ulterioară. 

Concluzii 

Comparind actiunea IDU cu cea a ADN-neviral asupra inhiba1·ii efectului 
c;topatic produs de viru<ml herpetic in culturi de celule Detroit-6 (VA), am 
l"('marcat o a-:tiune inhibitoare a 5-iodo-2-desoxiuridinei, cu ap.-:~ritia unor ce
lEle lezate intr-un număr foarte mic şi care s-au desprins rapid. raminind 
pinza celulară normală. ADN-nedral a inhibat parţial acţiunea virusului her
petic. efectul citopatic manifestindu-se prin 1·otunjirea şi izolarea unor ce
lule in focar fără generalizarea procesului nic1 după 10 zile de urmănre. lDU 
prcduc-e deci o inhibiţie mai acc!"ntuată a efectului citopatic decit ADN-ne
viral. Cauza inhibării e.c.p. de către ADN-neviral nu este pe deplin stabilită. 
1poteza propu<ă urmează a fi discutată după continuarea cercetărilor in 
a(·cas ă direcţie. 

Sosit la redacţie: 30 martie 1967. 
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