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EFECTO DE LA METENAMINA SOBRE EL VIRUS
DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

Algjandro Divo y Gladys Benavides®

RESUMEN

Se sometid a pruebas, in vivo e in vitro, e! posible
efecto antivirico de la metenamina (urotropina), para el
agente de la encefalitis equina venezolana. Los ensayos
realizados con miras ai aprovechamiento terapéutico,
derivados de apreciaciones favorables habidas en la
practica veterinaria de campo, mostraron que esta
substancia no ejerce accidon alguna sobre el citado virus.

INTRODUCCION

Durante las ondas epizoGticas de la encéfalomielitis equina ocurridas
entre 1938 y 1943, se impuso la aplicacion terapéutica por via venosa de la
metenamina (urotropina), sola o combinada con trementina, y cuyos
efectos fueron considerados como satisfactorios en trabajos publicados en
esos afios (2,3,9). Galloy Vogelsang (3) escribieron: “’La urotropina del 20
al 40% en dosis endovenosa de 50 ml, dié un 60% de curacion en 1a forma
adindmica; y solo el 20% en la dindmica”. 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 resultante de su aplicacion
(12).

Hoy, acentuada en el campo investigativo la blisqueda de substancias
guimioterdpicas con efecto antivirico, era sin duda alguna un paso
obligado actualizar de manera racional las apreciaciones habidas con fa
metenamina. Por eso, no dudamos en contribuir en este sentido, a nivel de
laboratorio, con ensayos in vive e in vitro que permitieran aclarar el
probable efecto de dicha substancia sobre el virus de la encefalitis equina
venezolana,
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MATERIALY METODO

Virus: de la encefalitis equina venezolana (EEV) “V-1938" (7), originado
de material cerebral de ratén y titulado a 100 DLgg (dosis letal media) por
via subcutdnea para el raton en ias pruebas in vivo o procedente de cultivo
celular, y también titulado a 100 DTCgg (dosis infectiva media para
cultivo de tejidos) en 0,1 ml, utilizado en los ensayos in vitro.

Soluciones de metenamina: preparadas con producto Merck p. anal. en los
medios nutritivos correspondientes a las células empleadas in vitro y en
concentraciones varias desde 0,1% hasta el 5%, o en agua destilada pH 6,2
para las pruebas de accion directa e inoculacién animal, en concentraciones
del 1%al 40%y del 1% al 20% respectivamente.

Medios histicos: células primarias de embridn de pollo y células BHK-21
{clono 13).

Animales de experimentacion: ratones blancos de 21 dias de nacidos.

Técnica in vitro: antes de iniciar las pruebas a la accion de la metenamina,
se realizaron determinaciones sobre la més alta concentracion del producto
que las células podian soportar, afiadiéndolo al medio liquido o al agar
nutritivo, como también con discos de papel de filtro que se colocaban
sobre el agar de cubierta. Estos ensayos nos mostraron que sélo se podia
trabajar con diluciones hasta de 0,5% para las células BHK—21y 0,4% para
fibroplastos de embrion de polio.

Grupos de frascos de plastico de 30 mi con los cultivos celulares fueron
inoculados con 100 DTCgp, y luego de lavados los virus no absorbidos
después de 30 minutos a 37°C, les eran aiiadidos los medios nutritivos,
liquido o solidificado con agar, adicionados con metenamina. Las
observaciones microscdpicas se realizaban cada 12 horas para comprobar la
presencia de cambios citopaticos. Después de cada periodo se congelaban 2
6 3 frascos con medio liquido, tanto de prueba como testigos, para
efectuar con ellos titulacion virica comparativa.

Técnica in vivo: se realizaron dos tipos de ensayo, uno sometiendo el virus
a la actividad directa de la metenamina antes de administrarlo a los
animales, y otro, inyectando el virus a ratones y tratdndolos diariamente
con las soluciones de metenamina.

En el ensayo para la accion directa, se colocaba en tubo igual cantidad
de la suspensi6n virica titulada a 100 DLsg en 0,1 ml por via subcutdnea
{vsc) para ratones de 21 dfas y de la solucién de metenamina, que variaba
desde 1% al 40%, para concentraciones finales desde el 0,5% hasta el 20%
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Transcurridas 1 hora a temperatura 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 estos tiempos en base a la concentracion hemdtica y
periodos de eliminacién del producto. En cuanto al ensayo de la actividad
de la metenamina en animales infectados, se condujo de la siguiente
manera: grupos de 12 animales fueron inoculados vsc con 0,1 mi de
suspension virica contentiva de 100 DLgg, v a partir del siguiente dia se

les inyectaba la solucién de metenamina, también vsc, en cantidad de 0,2
mi. '

RESULTADOS

Prueba in vitro: las titulaciones viricas realizadas tanto de los frascos de
prueba como testigos, mostraron que las citadas concentraciones de
metenaming no ejercian efecto alguno sobre la duplicacidn virica, puesto
que los titulos comparados resultaban eguivalentes,

Prueba in vivo: no pudo apreciarse ni total ni parcial inactivacion del virus
por accion directa de metenamina, por cuantc los ratones morian entre el
¥ y & dia como el grupo control (Cuadro 1). Tampoco se detectd
actividad de la metenamina en los ratones infectados, ya que los grupos
para las diferentes soluciones sucumbieron al igual que el grupo testigo,

por no reducir en absoluto la capacidad infectiva del microorganismo
{Cuadro H).

CUADRO I

PRUEBA DE ACCION DIRECTA DE LAMETENAMINA SOBRE EL
VIRUS DE LA EEV, SEGUIDA DE INOCULACION EN RATONES.

TIEMPO SOLUCIONES DE METENAMINA CONTROL
MEZCLA 1% 5% 10%| 20%{ 40% | VIRUS

1 hora *34d *34d *34d *34d *34d *344d
12 horas *34d *34d *34d *34d *34d *34d
24 horas *34d *34d *34d *34d *34d *34d

* =muerte; d =dias.
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CUADRO I

PRUEBA DE ACCION DE LA METENAMINA
EN ANIMALES INFECTADOS CON VIRUS DE LA EEV.

GRUPOS SOLUCIONES DE METENAMINA CONTROL
ANIMALES 1% 2% 5% 10% | 20% | VIRUS
Inoculados

con 100 DLgg *34d *34d *34d *34d *34d *34d
Control Sol.

Metenamina N N N N N -

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

Es de notar, que este Gltimo ensayo se repitid con aplicacion de la
solucion de metenamina por dos veces diarias a los animales, no
obteniendo diferencia alguna a la anterior prueba. También se hizo
empleando 10 DLgg, sin resultado aparente.

DISCUSION

La blsqueda de substancias quimioterdpicas con efecto virgstatico o
viricida, ha sido siempre de -general interés para la profilaxia y el combate
de las afecciones virales; pero a pesar de los grandes esfuerzos investigativos
realizados, solo unas pocas son sefialadas con limitada accién contra estos
agentes y han tenido aplicacién clinica, tales como la amantadina (1-amino
adamantano) para el virus influenzal Aj, la metisazona (1-metilisatin
g-tiosemicarbarzona) para los virus varidlico y vacuna, y la idoxuridina
(5-yodo-2-desoxiuridina) y la citarabina (1-8-0 arabinofuranosilcitosina)
para el virus del herpes simple (1,5,11,13). Con este deseo, trajimos a
proceso investigativo la metenamina (hexametilentetramina, urotropina),
la cual habia ganado, durante el curso de varias epizootias ocurridas en
Venezuela hace muchos afios, fa aceptacion por sus efectos curativos en
animales, al parecer con formas leves de la enfermedad. No fue posible
hallar los porcentajes de mortalidad en ganado caballar, mular y asnal, en
la numerosa bibliografia nacional, para asi conocer con cierta precision las
recuperaciones naturales en casos leves y severos, y poder compararlos a las
cifras citadas para los tratados con ambas condiciones. Hubiésemos
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deseado empezar nuestra investigacion en el campo durante un brote, pero
al no ser posible, recurrimos exclusivamente a ensayos en el laboratorio.

La accidn de 1a metenamina radica en el formaldehido liberado, hecho
que ocurre en medio 4cido, siendo poco manifiesta en pH neutro y nulaen
pH alealino; por ello se establece en terapéutica, que la metenamina circula
sin cambio alguno en el organismo y solo ejerce su accidn antiséptica a
nivel vesical cuando el pH de la orina es cido (8). Aparece también citada
para uso veterinario en la forma nerviosa del moquillo canino {encefalitis
viral), con aplicacion parenteral, subcuténea o endovenosa, en dosis de 1 a
2 grs diarios (10). Quizds esto indujo a su empleo en la encéfalomielitis
equina, aunque es dificil aqui precisarlo, asi como su modo de accion en
esta nosologia.

El formaldehido se ha venido empleando satisfactoriamente en el pais,
como inactivador virico en concentracion de 1:625 durante 48 horas a
37°C, para la produccion de la vacuna anti-encefalitica de aplicacion
animal y elaborada con embriones de pollo, Galle y Rios {(4), probaron
con solucion 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
vitra comao in vive, y en especial en estos (itimos, para llevarnos a estimar
que las apreciaciones originales sobre el valor terapéutico de fa urotropina
no son del todo reales, sino que posiblemente los animales tratados y
“curados”, pertenecian al porcentaje de los naturalmente recuperables sin
necesidad de tratamiento alguno. Mencionamos antes la falta de informa-
cion estadistica en cuanto a la morbilidad y mortalidad durante las
diferentes epizootias ocurridas en el pais, la cual hubiese sido de
significativo interés para valorar las apreciaciones que se hicieron en el
campo, en cuanto a la recuperacion de animales inyectados con la
metenamina,

Effect of methenamine on the Venezuelan equine encephalitis virus

Bivo A. and Benavides G. {Cétedra de Microbiologia, Facultad de
Medicina, Universidad de Carabobo, Valencia, Venezuela). Invest Clin
13 (3): 142-148,1972.- ““In vivo" and “in vitro"” studies with methenamine
were performed to test its possible effect against the Venezuelan equine
encephalitis virus. Previous field observations in veterinary practice,
claimed therapeutic value of the drug in sick animals. Our results, showed
no action of the methenamine on this virus.
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