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VI 

R E S U M E N 

CARACTERIZACIÓN DE LAS PROPIEDADES ANTIHERPÉTICAB DE CUATRO 

POLIECTROLITOB SULFATADOS: HEPARINA, CONDROITÍN, DEXTRÁN Y 

PROTAMINA. 

El efecto inhibitorio de la heparina sobre los virus herpes, 

se conoce desde 1964. Sin embargo, el tema se dej6 de estudiar 

desde entonces hasta reiniciarse a finales de los ochentas. En el 

presente trabajo, se estudió el mecanismo de inhibición sobre el 

virus herpes de tres aminoglicanos polianiónicos sulfatados: 

heparina, condroitin y dextrán sulfato, asi como un policati6n 

proteico: la protamina sulfato. 

Se utilizó principalmente el virus herpes suid o virus de la 

pseudorrabia (PRV), asi como el serpeo aimplex l (HSV-1) • Se 

utilizaron modelos in vitro en células de riñón de bovino, asi como 

un modelo in vivo en ratones co-1. 

La heparina y el dextrán mostraron un fuerte efecto anti-PRV 

in vitre, desde concentraciones tan bajas como 1.9 ug/ml, pero sólo 

cuando se añaden antes del desafio viral. La protamina también 

inhibe al PRV, pero en menor proporción que los otros dos. Por otro 

lado, el condroitin aument6 la citopatogenicidad del virus en un 

20 a 30%. 

Estos mismos polielectrolitos se probaron in vitro sobre el 

HSV-1 en células vero. El efecto fue muy parecido al observado con 

el PRV, lo que hace suponer que el receptor viral que utilizan 

ambos virus herpes pudiera ser el mismo. 

En los ensayos in vivo, s6lo la heparina mantuvo su efecto 

antiviral sobre el PRV; para que tenga este efecto debe inyectarse 
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antes y por la misma v1a que el PRV. El condroit1n y el dextrán no 

modificaron la infección, mientras que la protamina mostró un 

efecto parad6jico con respecto a su efecto in vitro, aumentando la 

letalidad del virus. 

El mecanismo de acción de la heparina, la protamina y el 

dextran es bloqueando la adherencia inicial del virus a la membrana 

celular. Este proceso es el primer paso para la penetración del 

virus a la célula, lo realiza la proteina de membrana viral gIII 

del PRV al unirse a moléculas de heparán sulfato presentes en la 

membrana celular (Zuckermannn et al., 1989). Presumiblemente la 

heparina se une a la gIII del virus, mientras que la protamina se 

une al heparán sulfato de la membrana celular. se proponen algunos 

posibles usos de los polielectrolitos, y algunas lineas de estudio 

para la mejor caracterización del fenómeno. 
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ENGLISH ABSTRACT. 

TITLE. CHARACTERIZATION OF THE ANTIVIRAL EFFECT OF FOUR SULFATED 
POLYELECTROLITES: HEPARIN, CHONDROITIN, DEXTRAN 
ANO PROTAMIN. 

The inhibitory effect of the heparin on the herpes virus 
infection, is known since 1964, However, this subject was forgotten 
since this year until 1989. 

In the present investigation, we studied the inhibitory 
mechanism of three polianionic, sulfated, glycosaminoglicanes: 
heparin, chondroitin and dextran. As well as a polycationic 
protein: protamine sulfate. 

The in vitro tests were made mainly with the sui4 herpesviru• 
1 also called pseudorabies virus (PRV), in bovin kidney cells 
(MDBK); likewise the Herpes aimplex virus 1 (HSV-1) in Vero Cells. 
The in vivo model was carried out with PRV on CD-1 mice. 

The heparin and dextran showed a strong anti-PRV effect in 
vitro. Concentrations as low as 1.9 ug/ml, inhibit PRV infection 
in 93\. The effect is achieved only when they are additionated 
before the viral challenge. Likewise, the protamine inhibits the 
PRV, but not as much as the two formers ones. In the other hand, 
the chondroitin increasead the viral citopatogenicity in a 20\. 

This polyelectrolites, were also tested in vitro against the 
HSV-1. The effect was cuantitative and cualitatively similar to 
that observed with PRV. lt make us suspect that the viral receptor 
of both herpes virus could be the same. 

At in vivo assays, only the heparin showed antiviral effect 
on PRV infection, it diminishes the letality in a 30\ (p<0.025), 
lt must be injected previously, just by the same path 
(subcutaneous) and near to the site of virus innoculation. The 
chondroitin and dextran did not modify the morbi-mortality of the 
infection, meanwhile the protamine showed a paradoxical effect with 
respect to its in vitro effect, increasing the viral lethality in 
20\ (p<0.05). 

The mechanism of action of heparin, dextran and protamine, is 
blocking the initial adherence of the virus over the plasmalemma, 
that is mediated by the viral attachment protein of the PRV callcd 
glil, and his cellular receptor the heparan sulfate. Conjecturally, 
the heparin binds to the glll of the virus, while the protamine 
binds to heparan sulfate of the plasmalemma. 

Sorne possible uses of the polyelectrolites, and research lines 
for a better characterization of the phenomenon are discussed. 
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1. - INTRODUCCIÓN. 

l. l. - HERPES VIRUS. 

l.ll.- CARACTERÍSTICAS GENERALES. 

Los virus herpes son un grupo de virus que se clasifican 

juntos en base a varias características que comparten: todos son 

virus relativamente grandes, miden de 145 a 200 nm, con 

caracteristicas morfológicas idénticas; contienen un 6.9i de DNA, 

l.7% de carbohidratos, 22.1% de fosfol1pidos y 69.2\ de prote1nas 

(Lerner 1983) y son extremadamente sensibles a la inactivación por 

eter. Los virus herpes se ensamblan dentro del núcleo de la célula 

huésped, por lo que inducen la formación de inclusiones 

intranucleares eosinofilicas (Kaplan, 1969). 

Se han descrito cerca de 80 especies de herpesvirus distintos 

(Nahmias, 1981), que parasitan desde hongos hasta animales 

invertebrados y vertebrados. De éstas, 57 especies infectan a 

mamiferos y 7 de ellas a humanos, que son: 

Herpes simplex 1 

Herpes simplex 2 

Virus Epstein-Barr 

Uerpesvirs B del mono. 

Virus variccla-zoster 

Citomegalovirus 

Herpesvirus 6 

Este último virus causa zoonosis ocasionales en humanos, 

provocando una encefalitis mortal en personas mordidas por monos 

portadores del virus; sólo hay alrededor de 20 casos reportados. 

La familia herpesviridae ha sido dividida en subfamilias según 

sus caracter1sticas de replicación. En el presente trabajo se 

realizaron experimentos con el Suid herpesvirus 1 conocido también 

como virus de la seudorrabia (PRV) y con el Herpes sir.irrl!l-lL .. ..1 (HSV-

1). Ambos virus pertenecen a la subfamilia alfa de los herpesvirus; 

estos virus se caracterizan por tener un ciclo replicativo corto 

y ser altamente citopáticos en cultivos celulares, causando una 

rápida destrucción de células susceptibles. 

otra caracterlstica importante de esta subfamilia, es que 

causa infecciones latentes, provocando cuadros recurrentes que 

pueden ser subclinicos, lo que entorpece mucho su tratamiento y 

control epidemiológico. Finalmente hay que agregar que estos dos 



TAOL/\ I. 

CARACTERISTIC/\S DE LOS vrnus llf:Rl'ES QUE HWliC'l'MI 

llUIWWS. 

Nombre de la familia. 

Acido nucleico. 

Virus que caunan enfermedad 

en humanos. 

Ta;naño aproximado. 

Sir:-.etr!a. 

?tú::iero de capsG::cro5. 

Otras características, 

llcrpc tov.iridao; 

DN/\. 

llcrpc• oimplox tlp<:> (llDV•I) 

llcrpcn ulm[llflK tl110 (llRV-2) 

Viruo var!cal4-icrntt'r -(V?.V) 

Ci lnmcqal~vtrun CCMV)-

vt rua 1:pntoln-llarr _tr.llV) 

HorPo.uvt run O ·cfol monn" 

Hcq>C\'1 í ru~ 

145 a 2fJO nm. 

1~2 



TABLA II. 

ORIGEN DEL NOMBRE DE LAS ENFERMEDADES l!ERPETICAS. 

Herpes (griego) : alude al rash vesicular y deslizante de la 

piel. 

Varicela (latín): significa ves!cula. 

Zoster (griego): significa faja, y alude al área afectada 

de la piel. 

Citomegalovirus: se refiere a los cambios histopatol6gicos 

en las c~lulas infectadas. 

Epstein-Barr virus: fu~ descrito en 1964 por M.A. Epstein, 

M. Barr, y B.G. Achon. 

Herpesvirus B del mono: herpesvirus de simios, transmitido por 

mordedura de monos portadores del virus" letal 

en humanos. 

Virus de la seudorrabia: llamado así porque causa en roedores 

una encefalítis clínicamente similar a la rabia 

llcrpcsvirus 6: Por ser el sexto virus herpes dcscri to, ouc causa 

infecci6n en humanos, 



virus (HSV-1 y PRV) tienen caracteristicas antigénicas y 

morfológicas en 'común (Petrovskys & Post, 1987; Kaplan, 1969), lo 

que permite estudiarlos juntos. 

Las enfermedades por ~simplex virus, tienen un alto 

indice de morbilidad y algunas d(! sus formas cl1nicas como el 

herpes labial, el herpes genital o la keratitis herpética, son 

causa frecuente de consulta. Adumás el HSV-1 es una de las 

principales causas de mortalidad por encefalitis viral a nivel 

mundial. A pesar de ésto, sólo s1a: han reportado en México, dos 

estudios epidemiológicos (Calderó~ Jaimes, 1988), que aunque no 

son recientes, nos dan una idea dEi la magnitud del problema. 

El primer estudio en México e1; del año 1971, el Dr. Ruiz G6mez 

demuestra, en una encuesta serológica, que más del SO\ de los 

adolescentes entre 11 y 15 años de edad, tenlan anticuerpos séricos 

neutralizantes contra Herpes simplex, evidencia indirecta de que 

hablan sufrido infección, generalmente subcl1nica, o no 

diagnosticada como herpes. El otro estudio se realizó de 1963 a 

1971, y mostró que el herpes simplex causaba el 11.6 \ de los 

casos de meningoencefalitis viral en niños de la ciudad de México 

(tabla III) (Gutiérrez, 1978). 

A partir de 1986, el horpes genital se considera una 

enfermedad de declaración obligatoria por la Organización Mundial 

de la Salud, por lo que tanto la Secretarla de Salud, como el 

Instituto Mexicano del Seguro Social reportan ya en sus anuarios 

estadisticos los indices de morbilidad por herpes genital 

(Secretaria de Salud, 1987; IMSS, 1986). 

1.12.- GENOMA VIRAL. 

El genoma de los Herpes i;implex l y 2 está constituido por 

una molécula de DNA de doble cadena, con un peso molecular de 

95,000 D (Corey, 1986; Tooze, 1.981) y 152 pares de kilobases: tiene 

información suficiente para codificar de 70 a 80 genes, hasta ahora 

sólo se conoce la función de aproximadamente la mitad de ellos 

(Hull & Me Geoch,1989), veinticuatro son prote1nas estructurales 

(Kattar Wilcox, 1989; Lycke, 1983)·. Como caracteristica 

distintiva con otros desoxi-rribonucleótidos, el DNA del HSV puede 



TABLA III. 

MENINGOENCEFALITIS VIRAL EN NI~OS DE LA 

CIUDAD DE MEXICO. 1963-1971, 

ETIOLOGIA NUMERO DE PORCENTAJE 
CASOS 

Poliovirus 34 39.6% 
Adenovirus 12 14.0 
Parotiditis 11 12,8 

Herpes simplex 10 11.6 

Coxsackie 5 5.8 
Mononucleosis 4 4,6 

FUENl'E: Manual de Infectolog!a. Dr. Gonzalo Gutiérrez. 



hidrolizarse con álcalis y contiene en su estructura varios 
ribonucleótidos (Tooze, 1981). 

La molécula de DUA de los virus herpes está formada por dos 
componentes unidos en una sola cadena doble: un componente largo 
(L) y otro corto (S), que comprenden el 82% y el 18% del genoma 

total, respectivamente. Cada uno de estos segmentos contiene una 

porción de secuencias únicas, y otra de secuencias repetidas. Las 

secuencias únicas son más grandes y se llaman UL (secuencia única 

larga) y U5 (secuencia única corta). En estas secuencias está la 

información necesaria para sintetizar la mayor parte de las 

proteínas estructurales. Ambas tienen en sus extremos otras dos 

secuencias pequeñas que están repetidas, y pueden estar o no 

invertidas, lo que le confiere también a los herpes una estructura 
única entre los virus DNA. 

Las cuatro secuencias que flanquean al componente UL se llaman 

a, by su duplicado invertido se llama: b', a', cada uno de ellos 

comprende el 6% de todo el DNA. Al componente U5 lo flanquean los 

segmentos a•,c• y c,a, que corresponden al 45% del DNA total. El 

orden final de las secuencias de genes es: 

SEGMENTO L SEGMENTO S 

~Lb' a' a 1 .c 1 .U5~ 

donde las letras con comillas representan las secuencias 

invertidas. Como los segmentos S y L se pueden invertir entre sl, 

el DUA aislado de virus puede tener cuatro isómeros difiriendo 

Cinicamente en la orientación (Reichman, 1984; Tooze, 1981). La 
importancia de estos arreglos se desconoce, 

Además, los genes del HSV se clasifican según el momento en 

que se expresan. son de tres tipos: 

genes inmediatos tempranos, llamados genes alfa, 

genes tempranos o beta y 

genes tardlos o genes gamma. 

Hay cinco genes alfa, el principal es el que codifica a la 

prote1na alfa 4 llamado también gen ICP4 ó IE175K ; está asociado 
especlf icamente con los genes alfa y regula la expresión de los 

genes beta (Kattar & Wilcox, 1989¡ Kriestie & Roizman, 1986). 



En los genes beta tenemos principalmente a los que sintetizan 

las enzimas reguladoras de la sintesis de DNA, dentro de las cuales 

está. la DNA polimerasa y la timidin cinasa; ambas enzimas son 

blanco de medicamentos antivirales. Finalmente, los genes gamma 
codifican las glicoproteinas de membrana y otras protelnas 

estructurales del virus. 

1.13. - CÁPSIDE VIRAL. 

La cápside viral es un icosaedro formado por 162 capsómeros, 

cada uno tiene forma de prisma alargado; doce de éstos son prismas 

pentagonales y los otros 150 son hexagonales al corte transversal. 
cada prisma mide 9.5 x 12.5 nm y tiene un agujero central de 4 nm 

de d iAmetro. 

1.14.- VIRUS DE LA SEUDORRABIA 

El virus de la enfermedad de Aujeszky, conocido también como 

virus de la seudorrabia (PRV) pertenece a la familia viral 

Herpetoviridae, subfamilia alfa, al igual que los herpes simplex. 

Causa en animales domésticos y salvajes, una enfermedad conocida 

como enfermedad de Aujeszky, quien la describió a principios de 

siglo. También se le llamó virus de la seudorrabia, pues en los 

animales se parece clinicamente a la rabia, posteriormente se vió 

que no ten1an ninguna relación entre s1 (Iglesias, 1987). 

En la ganadería porcina, la seudorrabia produce cuantiosas 

pérdidas económicas (Solórzano & Mercado, 1985). De hecho es una 

de las cinco enfermedades epizoóticas que produce mayores pérdidas 

económicas en la porcicultura nacional (Correa, 1985; Ramirez, 

1985), causa hasta 90\ de letalidad en lechones infectados y 

provoca abortos a cerdos en gestación. La prevención que se sigue 

para la PRV es la vacunación; lo que disminuye el número de casos, 

pero favorece la aparición de portadores asintomáticos de cepas 

patógenas; esto dificulta particularmente el control y erradicación 

de la seudorrabia (Hill, 1985; Pastoret et al., 1982), sobretodo 

cuando un animal portador asintomá.tico llega a una granja no 

protegida, se provoca una alta mortandad. 



El mecanismo es el siguiente: por un lado, el virus de la 

seudorrabia, como otros virus herpes, tiene capacidad de sobrevivir 

en el ganglio trigérnino de modo latente. Por otro lado, el PRV es 
altamente letal, por lo que un animal no vacunado que padece la 

enfermedad de Aujeszky, generalmente morirá, pero si está vacunado, 

tiene muchas posibilidades de recuperarse de la infección y quedar 

como portador del virus. cuando uno de estos animales portadores 

llega a una granja no protegida, se provoca una alta mortandad. 
Existe una amplia variedad de medicamentos antiherpéticos, 

que se usan principalmente en medicina humana (Nicholson, 1984; 

Whitley & l\lford, 1981), pero la especificidad y alto costo de 
estos fármacos, dificulta su aplicación en veterinaria. Por ésto 

es necesario investigar alternativas terapéuticas contra el PRV. 

Otra razón por la que usamos el virus de la seudorrabia en 

este trabajo, fue para probarlo como modelo de los virus Herpes 

~ 1 y 2; estos virus se están manejando con muchas medidas 

de seguridad por el riesgo de contaminación (Gómez, 1988; Rawls & 
Piccardo, 1981) . Una solución que aqui se estudia, es utilizar el 
PRV como modelo del HSV-1, ambos virus pertenecen a la subfamilia 

Alfa herpetoviridae, con un alto parecido a nivel biológico y 

molecular como se revisa a continuación (Petrovskis, 1987; Kaplan, 

1969). 

1.15.- CLl\SIFICl\CIÓN Y HOMOLOGÍA DE LOS VIRUS HERPES. 
La clasificación de los virus herpes, como la de otros virus, 

es provisional; se basa en propiedades biológicas generales y en 

los arreglos de secuencia de DNA. tos virus de la familia 

herpesyiridae, se clasifican en tres subfamilias: alfa, beta y 

gamma herpesvirus (~ooze, 1981). 

El grupo alfa incluye al herpes sirnplex l (HSV-1), y el herpes 

sirnplex 2 (HSV-2), al virus de la rnarnilitis bovina (BMV), virus de 

la seudorrabia (PRV) y el Eguid herpesvirus l (EHV). Se 
caracterizan por tener un rango de huéspedes muy variable, esto es 

desde muy amplio hasta muy especifico; y cuentan con un ciclo 

replicativo corto. son altamente citopáticos en cultivos celulares, 



causan rápida destrucción de células susceptibles y frecuentemente 

causan infecciones latentes en animales. 

La familia beta incluye al citomegalovirus humano y murino. 

La principal caracter1stica de esta familia es que agrandan células 

infectadas, de donde reciben su nombre los citomegalovirus. Los 

gamma incluyen al virus Epstein Baar y su principal caracter1stica 

es que se replican en células linfoides. 

El peso molecular del DNA de los herpcsvirus es de 87 a 105 

KO y est& constituido por dos componentes unidos covalentemente. 

Los dos tipos de herpes simplex tienen algunas diferencias 
antigénicas y están asociados con infecciones en sitios especificas 

del organismo. El HSV-1 es causante del 97 al 99\ de infecciones 

oro-labiales y keratitis herpética, mientras que el tipo 2 causa 

del 91 al 97% de las infecciones en tracto genital, as1 como el 72% 

de las infecciones del neonato. A pesar de ésto, los cuadros 

clinicos causados por estos dos agentes infecciosos, se traslapan 

y hay infecciones genitales por HSV-1, as1 como keratitis por HSV-

2. 

La homolog1a genética entre el HSV-1 y el 2 es de 50\, pero 

son lo suficientemente distintos como para tener cada uno sus 

propiedades biológicas especificas (NIH conference, 1985). Las 

secuencias homólogas se encuentran en todo el mapa genómico y la 

mayor1a de los polipéptidos de membrana del HSV-1 están 

antigénicamente relacionados con los del tipo 2 (Carey ' Spear, 

1986), con excepción de una que s1 es tipo especifico. 

Un buen ejemplo de homologia lo tenemos en la glicoprote1na 

D (gD), que es común a ambos tipos 1 y 2 y es el principal blanco 

de los anticuerpos neutralizantes. Los genes de ambas protelnas 

están altamente conservados, mostrando una homolog1a del B5t en la 

secuencia de 394 aminoácidos para la gD-1 (la glicoprote1na D del 

HSV-1) y 393 aminoácidos para la gD-2. 

Además de la homolog1a genética comparten otras 

caracteristicas estructurales: las dos liberan un péptido de 25 

aminoácidos en un proceso postraduccional, ambas contienen 3 sitios 

para N-glicosilación, cuentan con un dominio hidrofóbico que los 

ancla a la membrana y tienen los siete residuos de cisteina entre 
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los aminoácidos 66 y 202, seis de los cuales forman los tres 

puentes disulfuro de la prote!na. Una estructura muy similar se 

encontró en la gp50 del virus de la seudorrabia la cual parece ser 

la homóloga de la gD (Wilcox et al., 1988). 

El virus de la pseudorrabia, es muy parecido al herpes simplex 

humano (Robbins et al., 1989; Petrovskis & Post, 1987; Halliburton 

& Freeman, 1985; Kaplan, 1969) y pertenece al grupo lllfa 
berpesvirinae. Se ha demostrado que comparten de e a lOl de 

secuencias de DNA entre el PRV y el SHV (Tooze, 1981). La homolog1a 
aumenta al comparar marcos de lectura abierta (zonas de 

transcripci6n); como es el caso de la proteina llK del PRV y su 

s!mil en el HSV la US9, una protelna del tegumento, que muestran 

homolog1a en el 30\ de su secuencia de amino~cidos (Petrovskis & 
Post, 1987) (Fig. 2). No se sabe la función de esta prote1na, pero 

las cepas virales sin este gen son poco virulentas. 

Otras caracter!sticas que comparte el PRV con los HSV, es que 

el PRV tiene 8 glicoproteinas de membrana, varias de ellas son 

homólogas a las glicoprote1nas de membrana del HSV. 

También muestran secuencias repetidas e invertidas en su DNA; el 

número de proteinas codificadas por sus genes es similar y la 

estructura secundaria y terciaria de las proteinas de ambos virus 

es muy parecida (Highlander et al., 1989). 

1.2.-MEMBRANA VIRAL. 

1.21.-GENERALIDADES 

Una de las principales armas del HSV para su patogenicidad es 

su membrana externa. De hecho el HSV sin envoltura, pierde su 

infectividad. 
La envoltura viral, la capa más externa del virión, es una 

membrana que vista al microscopio electrónico, muestra una 

estructura trilaminar análoga a la membrana celular. El virus la 

obtiene del núcleo de la célula parasitada del siguiente modo: las 

proteinas virales se sintetizan en el citoplasma celular, y 

posteriormente se ensamblan en el núcleo, después salen al 

citoplasma por un proceso de gemación; durante este proceso el 

virus obtiene su envoltura del núcleo celular (Fig. l). As1, el 
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FIGURA 1, 
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FIGURA 2.- COMPARACIÓN DE LA ORGANIZACIÓN GENÉTICA DE DOS 

COMPONENTES DE LA REGIÓN ÚNICA DEL MSV-1 y EL PRV. LAS 

PROTEÍNAS HOMÓLOGAS SE MARCAN CON UNA FLECHA. {Petrovs

kls et al., 1987). 

13 

HSV· 1 

PRV. 



esqueleto lipídico de la membrana viral proviene del nCícleo, aunque 

también puede obtenerla de otras membranas intracelulares 

(Reichman, 1984). 
Todas las glicoprote1nas de la envoltura viral, son 

codificadas por su genoma y se ha demostrado que ninguna de estas 

proteinas proviene del huésped (eorey, 1986¡ Lycke, 1983). En 
cambio, las glicoprote1nas virales si se expresan en la superficie 

de la membrana celular infectada (NIH Conferece, 1985; Norrild, 

1981). Para este trabajo es especialmente importante la estructura 

de la membrana, pues los polielectrolitos actúan precisamente a 

este nivel. 

Ambos virus herpes simplex, expresan en su membrana siete 

glicoproteinas llamadas: gA, gB, ge, gD, gE, gF y gH. Estas 
glicoproteinas tienen diversas funciones: la ge permite la 
adhesi6n inicial del virus a la célula huésped; posteriormente la 
gB, la gD y la gH fusionan ambas membranas para la penetración del 

virus, mientras que las otras tres glicoprote1nas gA, gE y gF 
colaboran, por mecanismos no muy bien conocidos, con la replicación 

viral (WuDunn & Spear, 1989; Reichman, 1985). 
Por encontrarse en la superficie exterior de la membrana 

viral, las 7 glicoproteinas son los determinantes antigénicos 

reconocidos por el sistema inmune, e inducen la formación de 

anticuerpos neutralizantes y células T citot6xicas antigeno 

especificas capaces de eliminar una infección por herpes. 

Por esto mismo algunas de estas glicoprotelnas, son candidatos 

para la realización de vacunas antiherpéticas. Comenzaremos por 

describir cada una de ellas. 

l. 22. - GLieOPROTEÍNA e (ge) • 
La ge es la principal glicoproteina sobre la que actúan los 

polielectrolitos; y es la primera protelna que le permite al virus 

adherirse a la célula. 
La funci6n de la glicoproteina e se conoce por los estudios 

realizados en la proteína homóloga a ésta, pero que se encuentra 

en el virus de la pseudorrabia, la gIII. Esta proteina juega un 

papel clave en la adsorción viral y en su posterior liberación de 
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la célula, después de replicarse; es también un inmun6geno 

importante. 
El glicano de la gIII tiene dos funciones. La primera es la 

adsorción del virus a la célula, y la segunda es pcrmi tir una 

correcta localización de la glicoproteina en la membrana viral; 

por ejemplo, si durante la slntesis viral de la cepa vacuna! Bartha 
del virus de la PRV, se disminuye su glicosilaci6n, la ge 
permanecerá en el citoplasma celular en lugar de localizarze en la 

membrana viral (Robbins et al., 1989; Lomniczi et al., 1987). 
La principal función de la ge es la adsorción viral a la célula, 

que es el primer paso para la penetración. Por ésto la gC y la gIII 
se pueden considerar como la protelna de adherencia viral (VAP, 
Viral Atatchment Protein) o receptor inicial para adherirse a la 
célula; la adherencia se logra uniéndose a moléculas de heparán 
presentes en la membrana celular de una amplia variedad de 

mamlferos (Zuckermann et al., 1989). 
Posterior a la adherencia por la ge, la penetración se lleva 

a cabo através de un complejo de glicoprotelnas formada por la gB, 
la gD y la gH. 

cuando al PRV le falta la gIII, la adsorción es menos 
eficiente. Obviamente, los anticuerpos policlonales anti gIII 
inhiben la adsorción; aunque mutantes gIII negativas (i.e.: que no 
tienen gIII), sl se adhieren a la célula a pesar de la presencia 
de estos anticuerpos, lo que sugiere que el fenómeno de adsorción 
lo puede también realizar alguna otra glicoprotelna de membrana 
(Zuckermann et al., 1989). 

1.23.- GLICOPROTEÍNA B (gB). 
La glicoprotelna B del HSV tipo I fué la primera que se 

demostró necesaria para la infectividad viral, por lo que es la 
mejor conocida. Estos estudios se basan en el análisis de 
mutaciones del gen que codifica para esta protelna (Highlander, et 
al., 1988). La gB está relacionada antigénicamente con la gA, Su 
función es promover la penetración viral (Lycke, 1983), provocando 
la fusión de la membrana celular con la viral. Además, la gB 
promueve la fusión celular inducida por los HSV-1 y HSV-2. 



La gB tiene un peso molecular aproximado de 126 KD (Toozc, 
1981), y estA formada por 104 aminoácidos. Se divide en seis 
dominios llamados: sitio I, II, III y IV, as1 como la fracción 
transmembranal y la región citoplásmica o intracelular, que son el 

quinto y sexto dominio respectivamente (Highlander et al., 1989). 
Los sitios I, III y IV se encuentran en el extremo amino terminal 
de la molécula, distales a la membrana, mientras que el sitio II 
es proximal. El sitio IV es el más distal, abarca aproximadamente 
los aminoácidos del l al 280. El residuo 85 es tipo especifico, 
i.e.: no se encuentra en el HSV-2, que tiene una arginina en lugar 

. de la lisina que se encuentra en el HSV-1 (Highlander et al., 
1989) . 

Los anticuerpos monoclonales contra el sitio IV de la gB 
inhiben la penetración celular y la fusión de membranas celulares, 
que normalmente permiten la diseminación directa célula a célula 
al HSV. 

El sitio antigénico III, se localiza entre los aminoAcidos 
283 y 390. Se puede modificar fuertemente su antigenicidad 
cambiando una glutamina por lisina en su residuo 305, lo que impide 
su neutralizacón con anticuerpos monoclonales contra este sitio. 
Las modificaciones en los residuos 305, 277 ó 373 producen ademAs 
mutantes con defectos en la glicosilación, incapaces de penetrar 
superficies celulares. Los anticuerpos monoclonales contra el siti.o 
III neutralizan al virus sin ayuda del complemento, por el fenómeno 
de inhibición viral. 

El sitio I se localiza entre los residuos 381 y 441. Las 
mutaciones a este nivel también disminuyen la velocidad de 
penetración a la célula. El sitio II es proximal a la membrana, y 
termina uniéndose a la fracción transmembranal; se encuentra entre 

los residuos 596 y 737 de la gB. Los sitios II y III contienen 
estructuras importantes para la infección viral. Ambos dominios son 
comunes en la gB del HSV-1 y 2. 

La alteraci6n en el sitio antigénico II, también provoca 
defectos en la adición de carbohidratos y disminuye la velocidad 
de penatración viral. Lo que demuestra la importancia de la 
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estructura proteica y de la glicosilaci6n de las protelnas, para 
la penetraci6n del virus a la célula. 

1.24.- GLICOPROTEÍNA D (gD). 
La gD es otro componente importante para la fusi6n de la 

membrana del HSV con la membrana celular; la gD se encuentra en el 
HSV-1 y 2. Su polipéptido está formado por 369 aminoácidos, siete 
de ellos cistelnas, que forman J puentes disulfuro, cada ciste1na 

se llama gD cys·l a gD cys·7 (Wilcox et al., 1988); de la cys·l a 
la cys·6 forman los tres puentes disulfuro. Estos puentes se 

encuentran en el extremo amino terminal, distales a la membrana, 
entre los residuos 66 y 202, mientras que el residuo cys·7 se 

localiza transmembranalmente (Wilcox et al., 1988). Estos puentes 
disulfuro conforman la estructura terciaria y los principales 

determinantes antigénicos a la proteina. Al romper alguno de los 
puentes o substituir una de la primeras seis cistelnas se altera 
fuertemente la antigenicidad de la proteina. 

La gD es sintetizada por los ribosomas y posteriormente se 

glicosila en el aparato de Golgi. La substituci6n de alguna de las 
primeras cisteinas además de modificar su conformaci6n antigénica, 
altera la glicosilaci6n de la protelna, integrándose s6lo del O al 
10% de oligosacáridos con respecto a la gD normal. 

Fuller y Spear ( 1987), demostraron que algunos anticuerpos 
monoclonales anti gD no inhiben la adsorci6n viral, pero si evitan 
que el virus penetre a la célula. Esto implica que la funci6n de 
la gD es clave también para la fusi6n de membranas en la 
penetraci6n celular del virus. 

Inmunol6gicamente hablando, la gD estimula altos titulos de 
anticuerpos neutralizantes, que juegan un papel decisivo en los 
estadios iniciales de la infecci6n viral. Animales inmunizados con 
varias formas de gD se protegen de un desafio letal con HSV. Por 
ésto y por ser común al HSV 1 y 2, es un fuerte candidato para la 
realizaci6n de vacunas biosintéticas antiherpes (Wilcox et al., 
1988). 
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1.25,- GLICOPROTEÍNA H (gH). 
Es otra de las tres glicoprote1nas de envoltura (gB, gD y gH), 

indispensables para la infectividad viral y responsables de la 
producción de anticuerpos neutralizantes no dependientes de 
complemento. Se han encontrado diversos homólogos de gH en otros 
virus herpes. Su función es fusionar la membrana viral a la célula, 
junto con la gB y gD. Los anticuerpos monoclonales anti gil no 
bloquean la adhesión a la célula pero s1 su penetración (Fuller et 
al., 1989). 

1.26.- GLICOPROTEÍNAS A, E y F. 
Las otras tres glicoproteinas han sido menos estudiadas, por 

lo que sólo las mencionaremos brevemente. se ha demostrado que no 
son indispensables para la replicación viral en cultivos celulares, 
aunque la falta de alguna de ellas dismiuye la infectividad 
especifica del virus (Fuller et al., 1989), 

La gA está antigénicamente relacionada con la gB y juega un 
papel importante para la penetración del virus a la célula (Lycke, 
1983). 

La gE es especialmente interesante, pues tiene un receptor 

para Fe de la IgG (Carey, 1986), por lo que puede fijar 
inmunoglobulinas. Como sucede con otras prote1nas virales, se 

expresa en la membrana de células infectadas, por lo que pueden 
unirse inmunoglobulinas a la membrana celular de las células 
infectadas. El significado biológico de estos receptores para Fe 
durante la infección viral se desconoce (Lycke, 1983; Norrild, 

1981). 
1.3,- RELACIÓN VIRUS-CELULA. 

Las relacione3 huésped-parásito, involucran necesariamente la 
interacción de sus membrananas. El estudio de las superficies del 
HSV y las células as1 como su papel en esta interacción es crucial 
para la comprensión de su patogenicidad. En especial para los virus 
que inician la infección adhiriéndose a la superficie celular como 
son el virus herpes, el virus de la influenza, el rinhovirus o el 

poliovirus. El mecanismo da adherencia es importante en el ciclo 



viral, pues es el primer paso de la replicaci6n. De hecho, el virus 
herpes sin membrana pierde su capacidad infectiva (Lycke, 1983) . 

La heparina y los polielectrolitos interfieren precisamente 
a nivel de esta interacción entre las membranas celular y viral, 
por lo que es importante revisar el fen6meno de penetraci6n del 
HSV a la célula, para entender el mecanismo de acci6n de los 
polielectrolitos. 

Como se ha descrito en otros trabajos (WuDunn & Spear, 1989; 
Fuller & Spear, 1987; Morgan et al., 1968), la penetraci6n del 
virus herpes simplex a la célula se lleva a cabo por dos fenómenos 
estrechamente relacionados, pero independientes. El primero es la 
simple adherencia o adsorción del virus a la membrana celular por 

cargas i6nicas; y el segundo es la fusi6n de las membranas celular 
y viral, para que finalmente la cápside penetre al citoplasma 
(WuDunn & Spear, 1989). A continuación se describirá el primer paso 
de penetraci6n viral: la adherencia. 

1.31.- ADHERENCIA. 
Hasta hace algunos años, se desconoc!a el receptor celular 

para los virus herpes (Carey, 1985); aunque el amplio rango de 
huéspedes del virus, ya hacia sospechar que el receptor para el 
HSV deberia ser una molécula ampliamente distribuida. 

No fué sino hasta principios de 1989, cuando Spear y WuDunn, 
demostraron que la interacción inicial del virus herpes es con 

moléculas de heparán sulfato, que se encuentran frecuentemente en 
la superficie de las células, lo que permite al virus infectar a 
muchos huéspedes y tipos celulares. 

El interés por la acción antiviral de los polilelectrolitos 
se reinici6 en 1987, cuando dos grupos de investigaci6n (Ito et 
al., 1987; Veno et al., 1987), describieron que el dextrán sulfato 
y la heparina inhibian al virus de la inmunodeficiencia humana 
(HIV) in vitre. Poco después se reinici6 la investigación del 
efecto de la heparina sobre el HSV. 

La presencia de oligosacáridos en la membrana viral se 

conoc!a también desde hace varios arios, aunque no se sabia su 

función, pues se pensaba que servia s6lo para estabilizar los 
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péptidos de membrana o para evitar la digestión intracelular de 
los mismos, o para el transporte de las glicoprote!nas a la 

membrana celular, durante el proceso de replicación viral 

intracelular (Lycke, 1983). Nadie pensaba que fueran los receptores 
virales, se propon!a que el virus se adheria a la célula por las 

proteínas. En enero de 1989, WuDunn demostró que el virus herpes 
se adhiere a moléculas de heparán sulfato presentes en la membrana 
celular. Para septiembre de ese año se describió que la 
glicoprote!na viral que se une al heparán, es la ge para el HSV y 
la gIII para el PRV (Zuckermann et al., 1989). 

!l modo como WuDunn lo demostró fue marcando radiactivamente 

al virus infectivo con timidina tritiada, y posteriormente 
inhibiendo su penetración a la célula, ya fuera con policationes 
que se unen al heparán sulfato, como la poli-L-lisina y el factor 
plaquetario 4; o por medio de la digestión enzimática de la 
membrana celular con heparinasa, heparitinasa, o condroitinasa. 
Era importante, demostrar que se inhibía la adsorción y la 
penetración a la célula; para lo que comparó la entrada del virus 
radiactivo cuando éste se incubaba en células tratadas previamente 
con o sin los reactivos antes mencionados. 

La digestión enzimática del heparán sulfa.to de membrana 
celular, disminuyó significativamente la entrada del virus a las 
células, volviéndolas resistentes a la infección; no as! al digerir 
el dermatán sulfato o el condroit!n sulfato (WuDunn & spear, 1989). 

Podemos resumir, diciendo que para la adherencia del HSV a la 
célula es necesario que la ge de la membrana viral se una al 

heparán sulfato de la membrana plasmática; lográndose as1 el primer 
paso del ciclo de infección viral. Sin embargo, la unión del HSV 
con el heparán sulfato es sólo el primer paso en una cascada de 

interacciones que culmina con la fusión de la envoltura del virión 
a la membrana plasmática (WuDunn ' Spear, 1989). 

1.32.- FUSIÓN VIRUS-CÉLULA. 
La entrada del virus a la cUula se lleva a cabo por doa 

procesos distintos, la adhesión y la fusión de membranas. Fuller 



Y Spear (1987) demostraron que algunos anticuerpos monoclonales, 
que neutralizan al virus herpes reaccionando con la gD, no evitan 

la adherencia del virus a la célula, pero s1 impiden su 
penetraci6n. 

Aunque para la adsorci6n viral es suficiente la presencia 
del heparán sulfato en la membrana celular, la penetraci6n necesita 
de interacciones subsecuentes con otros receptores de la membrana 

celular, que le permitan su fusi6n y finalmente se libere la 
cápside dentro de la célula. Esta funci6n de penetraci6n la llevan 
a cabo la gB, la gD y la gH (Fuller et al., 1989). Estas protetnas 
en cambio, no se requieren para la adsorci6n inicial. Se ha 
demostrado que viriones sin gB ni gD s1 se adhieren a la célula, 
pero no pueden pentrarla. 

1.33.- FUSIÓN DE MEMBRANAS CELULARES. 
Además de producir la fusi6n de membranas entre el virus y la 

célula, la gB colabora con la fusi6n de membranas celulares que se 
observa en las infecciones por HSV¡ y es la causa de la formaci6n 
de sincicios, que es un fenómeno presente en las infecciones por 

estos virus. De hecho una linea celular que expresa la gB, induce 

la formaci6n de megacariocitos, aun sin infecci6n viral 
(Highlander, 1989). Para el PRV la penetraci6n la realiza la gII 
y la gp50, que corresponden a la gB y la gD, respectivamente. 

l. 4, - HEPARINA. 

1.41.- NATURALEZA QUÍMICA. 

La heparina e~ un carbohidrato ácido con rotaci6n 6ptica 
positiva, capaz de formar sales con metales. Pertenece al grupo de 

los mucopolisacáridos, descubierto en 1916 y utilizado en cl1nica 
como anticoagulante desde 1938 (Goodman & Gilman, 1984). Pertenece 
al grupo de los glicosaminoglicanos. La heparina se desarrolló como 
fármaco para uso cl1nico en 1935 por grupos de investigación en 
Toronto y Estocolmo. Desde entonces este fármaco se ha utilizado 
por millones de pacientes y ha sido objeto de numerosos estudios 
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(Jaques, 1985). Se encuentra regularmente en células cebadas, donde 

tiene un peso molecular de 750 KD, con sólo el 10\ de la actividad 
anticoagulante que la heparina comercial; ésta tiene un peso muy 
variable de Ja 75 KD (Jaques, 1979), y está formada por 2 a 22 
hexasacáridos. La heparina comercial tiene una actividad aproximada 

de 150 unidades internacionales (UI) de anticoagulación por mg de 
heparina, una potencia diez veces mayor que la heparina tisular 

(Goodman & Gilman, 1984). 
Dependiendo de su actividad anticoagulante, la heparina se 

puede separar en dos fracciones, una muy activa 1(3. y otra 

relativamente inactiva 1/f1 (Rosenberg et al., 1978). La fracción 
activa está formada en un 95% por cadenas repetitivas del 

tetrasacárido l/J8 , que 
Acido L-idurónico. ~ 

Acido D-glucurónico. 

contiene las siguientes hexosas: 
D-glucosarnina 6-sulfato N-acetilada ~ 

N-sulfato D-glucosarnina-6-sulfato. 
Sólo del 25 al J5 % de una preparción de heparina es de este tipo, 

pero es responsable de cerca del 90% de la actividad anticoagulante 
(Rosenberg et al., 1978). La heparina con alta actividad 
anticoagulante se une fuertemente a la antitrombina, mientras que 

la de baja actividad no se une a la antitrornbina (Thornas, 1984; 
Rosenberg & Lam, 1979). 

1.42.- EFECTOS INMUNOLÓGICOS DE LA HEPARINA. 
La mayor parte de los efectos no anticoagulantes de la 

heparina, están relacionados con mecanismos de inflamación o del 

sistema inmune (Tabla IV) • 
se pueden resumir estos efectos inmunológicos en dos: inhibe 

reacciones de hipersensibilidad como anafilaxia, sistema de 

complemento, glomerulonefritis, reacciones ant1geno-anticuerpo, 

etc.; y segundo, mejora la respuesta inmune celular: incrementa la 
migración de linfocitos B, estimula pinocitocis y fagocitosis de 

los macrófagos. 

un buen ejemplo de la importancia de la heparina en la 

respuesta inmune, lo menciona Straus en 1984, quien demostró que 
una cepa de ratones Balb/c con una baja respuesta inmune, tiene 
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una concentración tisular doble de heparina que los ratones Balb/c 
pero con alta respuesta inmune. 

La distribución de heparina durante el desarrollo fetal, 
muestra que se encuentra casi exclusivamente en el tejido 
hematopoyético y linfoide del feto: bazo, timo y ganglios 
linfáticos; mientras que del lado materno está abundantemente en 

la placenta. En el adulto se encuentra en el intestino, piel y 

pulmones -que son tejidos en contacto directo con el medio 

ambiente-, además de encontrarse en timo, y ganqlios linfáticos. 
En la tabla IV, se recopilan algunos efectos inmunológicos 

descritos para la heparina. Algunas de estas funciones son 
contradictorias y se debe a que no se ha estudiado a fondo el papel 
inmunológico de la heparina, sólo existen reportes aislados al 
respecto (Straus et al., 1984); y porque para su estudio suelen 
utilizarse preparaciones comerciales de la heparina que difieren 

mucho de la molécula nativa, como mencionamos anteriormente. El 
verdadero papel inmunológico y fisiológico de la heparina se 
conocerá bien cuando se relicen ensayos con heparina nativa, o al 

menos con heparina de alto peso molecular y baja actividad 
anticoagulante. 

1.43.- FISIOLOGÍA DE LA HEPARINA. 
Las células cebadas contienen gran cantidad de gránulos que 

les dan su caracter1stico color rnetacrornático con azul de toluidina 
y que se debe a la presencia de heparina, heparitina y condroit1n 
sulfato, además de la histarnina. Para tener una idea de la 
importancia de la heparina en la célula cebada, basta decir que los 
polianiones constituyen el 25\ y la histarnina el 9\ del contenido 
orgánico de estas células (Jaques, 1979) . 

La heparina activa rnacr6fagos y forma complejos con agentes 
tóxicos como los venenos. Por esto se puede considerar a la célula 

cebada corno un "botiqu1n de emergencia" (Jaques, 1979) . su misma 
función anticoagulante podr1a servir para facilitar algunas 
reacciones inflamatorias, permitiendo la distribución y el 
movimiento de células en la proximidad de los vasos. 
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~EFECTOS DE LA llEPARINA EN EL SISTEMA IllMUNE. 

EFECTO EN CÉLULAS INMUNES. 

ACTIVACIÓN IN1::rnrc10N. 

+ Produce linfocitosis. (1) + Inhibe linfocitos D y T. (l) 

+ Incrementa la migración de lin- + Inhibe la 11bcraci6n de exu-

focitos. (1) dado mononuclear. (2) 

+ Estimula citotoxicidad por rracró-

fagos. (2) 

+ Pranoovc la liberación de lacto-

forr.ina por los P1'1N, (21 

+ En presencia de fMrl' prorucva la 

agregación de PMN. (2) 

+ Estimula pinocitosis y fagocitosis. 

EN SISTEMA DE COMPLEMENTO. 

1\CTIVACION INllIDICIÓN. 

+ La incubación de suero y hepari- + Inlúl:e la uni6n de c1q, c1s, y Cz. (l) 

na disminuye los niveles de c 1 , + Potencia al inh:ibicklr de c1. <ll 

C2' 6 de c 3 a c 9 . (3) + Inlúl:e la anplificaci6n do ccnverusa. (l 

+ Se deposita en la superficie 

plaquetaria, atrae IgG, y las 

lisa por activación de C. 

+ La intcracciOn heparina- protami 

na, activa fuertemente a c 1 , C4 

y C2• (3) 



TABLA IV o .EFECTOS DE LA HEPARltlA EN EL SISTEMA INHUNE. 

(Continúa de la tnbla JV) 

INHIBIC1 !:E 1"1\CCiam, 

2S 

+ Inh.tbe el shock anafiltictioo en co- t lnhib? brono:espasno en pichones. Cll 

bayos, 'J pidJOOOs. (1) t Inh.1re anafilotoxinas en oo-

+ Fenórcno oo Art:hus. 11) 

+ Prooba de lupus critanatow. (1) 

+ MtiCl..lel."pJS antiriMn de rata. (ll 

+ Nefritis W l-t.lsU-Ji. {l) 

+ !nhi.00 la actividi!d de la proto!

na bánica prir.cipal, ~ cual es 

citoU:tica. 

bayos y pichooos. (1) 

+ Pruel>l de C<lall>s. lil 
+ Sooro ncfrot6xtco an conejos. (1) 

+ Junto con cortisona tiene. acci&l anti
infl<.'t'Mtoria. (5) 

EFECTO PROTECTOR CONTRA. 

+ Aminas vasoacti vas. ( 1, 4) 1 + 
+ Toxinas de peritonitis, que

maduras, veneno de víbora Rus· 

scll, tromboplastinatisular.(U 

Fármacos: curare, digitales, ouaba
!na, neomicina, polimixina. (1) 

OTROS EFECTOS RELACIONl\DOS CON SISTEMA 

INMUNE. 

+ Incrementa la elcctroncgativi- + Inhiba el crcciminnto turoral. (4,5) 

dad celular, (2) + Inhil:x> ptoliferacl.00 a:!lular. (21 

+ Efecto antiviral. (4) + f\nticoa.gulaciOn lOCoJl, pcmnitiendo la 

+ caitrol 00 proliferación oolular .16) rrovilizaci6n de OOluas inflamatorias. 

+ Incrcm:mta la lll"giog~sis tt.rroral.15) + Junto oon oortisona es un rotentc inhi

bidor de la anqio¡&¡esis. 

BIBLIOGRAFIA: 1.- Jaques, L.B., 1979. 

2.- Mitchell, 1978. 

3.- Rcnt et al., 1975. 

4.- Straus, 1984, 

5 ,- Folkman, 1983. 

6.- Parkcr, 1984, 

7.- Escobar,1988. 
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Además, la heparina promueve la liberación de lactoferrina, 
y aumenta la agregación de polimorfonucleares; los complejos de 
heparina-lactoferrina, actQan a manera de complejos inmunes para 

aumentar la degranulaci6n de polimorfonucleares (Ca ira et al., 

1983). 
En base a todas estas caracter!sticas que se mencionan en los 

pArrafos anteriores, asi como por otros efectos (tabla IV y IV·a), 
se puede considerar a la hcparina como una molécula del sistema 
inmune, aunque faltan estudios más especificas para saber cuál es 

su función principal. 
Considerando la clasificación de Roitt (1985), que divide al 

sistema inmune en dos divisiones funcionales: el sistema inmune 
innato y el adaptativo, se puede considerar a la heparina como un 
factor soluble del sistema inmune innato. Dentro de éste grupo de 
factores están clasificados, entre otros, la lisozima, el 

complemento y las proteinas de fase aguda. 

1,44.- EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARINA. 
otro de sus efectos a nivel inmunológico y que nos interesa 

especialmente, es la inhibición de algunos virus. Se ha demostrado 
que tanto la heparina como otros polielectrolitos, inhiben a un 
gran nümero de virus (Antohi et al., 1983¡ Aguilar-setién et al., 
1983¡ Vogt, 1970; Horvath & Hadhazy, 1965; Vaheri, 1964), 

El primer reporte del efecto de los pol ianiones sobre los 
virus es el de Cohen quien en 1942, utilizó estos compuestos para 
aislar y cristalizar algunos virus de plantas. En 1949 Warren 
utilizó la protamina para purificar virus. Penttinen en 1956 inhibe 
el virus de la influenza en embriones de pollo con un policatión 
el polifluoroglucinolfosfato. 

Los primeros que describen el efecto de la heparina sobre el 
HSV son Nahmias y Kibrick en 1964: haciendo estudios de 
replicación del virus herpes en leucocitos humanos, observaron que 

la presencia de heparina en el medio de cultivo, tenia un claro 
efecto inhibitorio sobre el virus. 

En ese año, Antti Vaheri descubre independientemente el mismo 
fenómeno y llega a conclusiones similares, pero su estudio es mucho 
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más extenso; todo un suplemento de cerca de 100 páginas de la Acta 
Pathologica et Microbiologica Scandinavica, se dedicó al estudio 
del efecto antiviral de la heparina. 

Es interesante recalcar que el efecto inhibitorio da la 
heparina sobre la adsorción viral se entendió bastante bien, desde 
estas primeras descripciones del fenómeno. En el primer articulo 

Nahmias y Kibrick en 1964, afirman: "La heparina ha demostrado 
afectar la infección viral en su fase más temprana, probablemente 
en la adherencia electrostática primaria del virus a la célula", 
donde se ve que el fenómeno se entendi6 bastante bien; contrario 

a lo que afirma wucunn en 1989, refiriéndose a este articulo: 
"Las bases para la inhibición del virus herpes por la heparina se 

conocían desde mucho tiempo atrás, pero no se entendió su 

mecanismo ••• 11 • 

¿Por qué entonces se olvidó el fenómeno?, parece haber dos 

razones: primero se pensó que el fenómeno era inespec1fico, por 

lo que no se le dió la importancia debida; nadie pensó que el 
receptor celular para el virus herpes pudiera ser un análogo de la 
heparina, a pesar del claro efecto inhibitorio que mostraba. Y la 
segunda razón es porque la heparina se investigó como fármaco 
anti viral. 

Por su alto efecto anticoagulante y baja acción antiviral in 
YiYQ obtenidos en varios trabajos, la relación heparina-herpes se 
dejó de estudiar, luego de los trabajos iniciales en los años 
sesentas. 

Por ejemplo, Vaheri probó sin éxito el polifluoro
glucinolfosfato y la heparina contra la queratitis experimental 
por herpes simplex l en conejo¡ en 1983 Grossman y Thonard, tampoco 
obtuvieron beneficio terapéutico al administrar heparina tópica en 
cuadros recurrentes de herpes genital. 

Asi, en el periodo comprendido entre las primeras 
publicaciones de Nahmias (1964) y la de WuDunn en 1989, hay muy 
pocos trabajos que estudien la interacción heparina-herpes. 

El único trabjo que reporta utilidad de la heparina contra el 
virus herpes in vivo es el que mencionamos anteriormente, en el que 
el Dr. Aguilar-Setién (1983) protegió a un 100\ de ratones contra 
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el virus herpes del cerdo al administrar heparina y virus por vla 
subcutánea. Sin embargo el 15\ de los ratones mor!an como 

consecuencia de las hernorrag ias causadas por el efec t:o 

anticoagulante de la heparina. 

1.45.- PROTAMINA 
La protamina es un grupo de proteínas nucleares con un peso 

molecular aproximado de 4,500 Daltones, que se obtinen del esperma 
o testlculos maduros de peces de la familia Salmonidae (Horrow, 
1985). Son fuertemente básicas con carga policatiónica, por su alto 
contenido en arginina. Cerca del 67\ de los aminoácidos de la 
protamina son residuos de arginina (Antohi et al., 1983). En 
cl1nica, la protamina se usa como antagonista de la heparina, 
cuando se han administrado dosis altas de ésta. A su vez la 
protamina es un agente trombocitopénico y liberador de histamina 
(Jaques, 1979). 

1.5.- A e y e Lo V I R • 

Los antiherpéticos son, con mucho, la terapia antiviral más 
avanzada y efectiva en la actualidad. El descubrimiento de la 
idoxiuridina al principio de los años sesentas permitió el 
tratamiento exitoso de la queratitis herpética. Le siguieron la 
vidarabina en los setentas y el acyclovir en 1979; este Gltimo, ha 
sido el más efectivo para disminuir la letalidad del virus herpes 
en los cuadros de meningoencefalitis y la infección diseminada del 
neonato. 

El acyclovir 
guanosina) (ACV) es 
primera vez el año 

(9-2-(2hidroxietoximetil) guanina, acyclo
un análogo de los nucleósidos descrito por 
de 1979 (Elion et al., 1979). Tiene un alto 

grado de especificidad contra los virus herpes simplex tipo I y 
rr, varicela zoster y contra el virus de la pseudorrabia (Thiry et 
al., 1983). Actualmente se consigue en preparacion oral 
intravenosa, tópica y oftHmica. Es el mejor antiherpético conocido 
actualmente (Hirsch & Schooley, 1983). Existen otros f.1rmacos 
antiherpéticos como son la vidarabina, el interferón, el 
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fosfonoformato, la bromovinildesoxiuridina, la trifluorotimidina, 
la idoxuridina, etc, Esta última sigue usándose en oftalmologla, 
en los casos de keratitis herpética pues tiene un buen efecto 
terapéutico y es de bajo costo (Vera, 1988). Pero el acyclovir por 
su baja toxicidad y alta especificidad contra el virus herpes 
simplex, as1 como sus excelentes resultados contra todos los tipos 
de infección herpética, es el principal avance en la terapia contra 
el virus herpes. 

Sin embargo, el acyclovir tiene sus limitaciones. En los 
cuadros de herpes agudo oral o genital, debe administrarse desde 
111 aparición de los primeros slntomas de la enfermedad; si se 
inicia el tratamiento estando presentes ya las veslculas, tiene 
poco efecto. La segunda limitación es que el herpes ha formado 
cepas resistentes al acyclovir, de hecho ya hay descritas algunas 
de éstas. 

Además tiene un alto costo, el tratamiento de un cuadro agudo 
de herpes genital con acyclovir oral, cuesta alrededor de diez dlas 
de salario mlnimo; además es muy frecuente la presentación de 
cuadros recurrentes por herpes genital u oral, .hasta 12 6 15 veces 
por año. 

Estos cuadros, no se eliminan con la administración del ACV 
durante los cuadros agudos. Por lo que se han probado tratamientos 
con ACV por perlodos prolongados, o se administra cada vez que 
aparece el cuadro herpético; pero estos tratamientos presentan a 
su vez otros problemas: 

1.- Facilitan la aparición de cepas virales resistentes al 
acyclovir (Schnipper et al., 1982; Burns et al., 1982). 

2.- Los efectos colaterales del ACV en tratamientos 
prolongados están aún en estudio, por lo que se recomienda 

este tratamiento s6lo en casos repetitivos severos o muy 
frecuentes y nunca por periodos mayores de 12 meses. 

J,- El tratamiento preventivo, dos tabletas diarias durante seis 
meses, representa un costo aproximado de casi cuatro meses de 

salario mlnimo. 
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4,- El principal problema: al suspender el acyclovir se presenta 
el mismo na.mero de recurrencias, como si no se hubiera 

administrado este tratamiento. 
Todas estas limitaciones del acyclovir, hacen ver la 

importancia del estudio de terapias alternativas contra las 

enfermedades herpéticas, que cumplan con las siguientes 

caracteristicas: que su administración en el cuadro agudo evite 

los cuadros repetitivos, que evite la aparición de cepas 

resistentes y que sea de bajo costo. 
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OBJETIVOS. 

l.- Estudiar el efecto antiviral in vitre e ~. de tres 
glicosaminoglicanos poliapi6nicos sulfatados: heparina, 
dextrAn y condroitin; sobre el virus de la seudorrabia. 

2. - Probar el efecto antiherpético de la protamina sulfato, un 
policati6n proteico. 

3. - Caracterizar el efecto de estos polielectrolitos sobre el 
virus herpes y sobre las células. 

4.- Estudiar el efecto inhibitorio de estos cuatro 
polielectrolitos sobre el virus herpes simplex l. 

5.- Evaluar la posible aplicación terapéutica de estos 
polielectrolitos contra el virus de la seudorrabia. 

6.- Probar diversas dosis de heparina ~. buscando mantener 
su efecto antiviral, sin provocar mortalidad por hemorragia. 



VIRUS. 

J.- MATERIAL Y MÉTODOS. 

3,1. - M A T B R I A L , 
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El virus de la seudarrabia o Suid herpesvirus 1, cepa Schope 

fue donado por el "Instituto de Investigaciones Forestales y 

Agropecuarias", Palo Alto, México. Los ensayos con H.ru:1?.fill 
~-1, cepa macroplaque de Roizman se ralizaron en conjunto 

con los Ores. Beatriz Gómez y Julio Santiago del laboratorio de 

Virolog1a, departamento de Ecolog1a Humana de la Facultad de 

Medicina de la U N A M • 

POLIELECTROLITOS. 

Se emplearon las siguientes substancias: heparina de membrana 

mucosa intestinal de cerdo, con una actividad de 140 UI/mg 

actividad USP (Laboratorios Proquifim, Tcnancingo Estado de 

México}¡ condroit1n sulfato sal sódica, grado II de cart1lago de 

ballena (Sigma Chemical Ce., San Luis Missouri, E.U.A.}; dextrán 

sulfato con un peso molecular promedio de aproximadamente 5,000 

daltones (Sigma Chemical Ce.) y protamina sulfato, libre de 

histonas, grado III (Sigma Chemical Ce.}. 

CULTIVO DE TEJIDOS. 

Monoestratos de células de riñón de bovino llamadas células 

MDBK (Madin Derby Bovine Kidney), se cultivaron en medio esencial 

minimo (MEM} (Gibco Laboratories, Ohio, E.U.A.), a 37ºC y 

atmósfera húmeda. 

3.2.- M É T O D O S • 

EXPERIMENTOS DE INHIBICIÓN VIRAL IN VITRO. 

Después de eliminar el sobrenadante de las células MDBK, se 

les añadió cada uno de los polielectrolitos disueltos en el MEM a 

las siguientes concentraciones: heparina, condroit1n sulfato, y 

dextrán sulfato a 500 ug/ml; la protamina sulfato a 50 ug/ml. 

Inmediatamente después se desafiaron las células con O.l ml de la 

suspensión viral, la cual contenía de 50 a 200 unidades formadoras 
de placa; después de una hora de adsorción a J7°C, los monoestratos 

celulares se cubrieron con MEM suplementado con agarosa al 1' y 

suero fetal de ternera inactivado a 57°C durante JO minutos; como 

control se usaron células infectadas con la misma dilución viral 
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pero sin polielectrolitos. Las células se incubaron a 37ºC en 
atmósfera húmeda y 5\ de co2 durante 48 a 72 horas. Posteriormente 
las células se fijaron en formol al 33\, fueron teñidas con cristal 
violeta al 0.3\, o con tinci6n de giemsa; las placas liticas eran 
visibles a simple vista, por lo que se contaron con la ayuda de un 
negatoscopio. 

ENSAYOS CON HERPES SlMPLEX l. 

Se realizó un ensayo ~ en condiciones similares, pero 
con herpes simplex-1 en lugar del suid herpesvirus y células Vero 
en lugar de células MDBK. Se usaron las mismas condiciones y 

concentraciones de polielectrolitos que en el ensayo inicial .in 
illl:2 con el PRV. 

ADICIÓN DE HEPARINA Y PROTAMINA ANTES O DESPUÉS QUE EL VIRUS. 
Para revisar el momento en que la heparina y la protamina 

inhibian al virus, se aplicaron 50 ug/ml de cada uno de éstos, a 

diferentes tiempos desde l hora antes, hasta 3 horas después del 
desafio viral. 

EFECTO DIRECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE EL VIRUS HERPES. 
El efecto directo de polielectrolitos sobre las particulas 

virales, se estudió incubando el PRV junto con cada uno de los 
poli-iones a diluciones logaritmicas desde 5,000 hasta Q,5 ug/ml, 
durante 10 minutos a 37°C, antes de añadirlo a las células. Como 

control se incubó el virus con el mismo medio de cultivo celular 
BHK-21 a 37'C pero sin polielectrolitos; finalmente se agregaron 
a monoestratos celulares y se midió su efecto citopático a las 72 

horas. Este ensayo se describe en la tabla v. 
EFECTO DIRECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE LAS CÉLULAS. 

Ahora se probó el efecto directo de los poli-iones sobre las 

células con un en~ayo similar al anterior, pero se incubaron los 
polielectrolitos con las células durante 15 minutos, después se 
lavaron con PBS y finalmente se desafiaron con el virus. La 

descripción detallada de este ensayo se muestra en la tabla V·a. 

ENSAYO CON ACYCLOVIR. 
Se realizó un ensayo para comparar la acción antiherpétiCa de 

la heparina y el acyclovir. La concentración del acyclovir fué de 

20 ug/ml, que corresponde a una dosis inhibitoria 50 (Laboratorios 



~EFECTO OE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE EL VIRUS. 

EXPERIHENTAL 

lllCUBACIÓN VIRUS·P.E.' 

(EN MEDIO BllK) 15'. 

DESFÍO DE CELULAS 

CON ESTE VIRUS. 60' --...... 
ADICIÓN DE AGAROSA 

AL 1., 

PROLIFERACIÓN VIRAL 

48-72 HR. 

CONTROL 

INCUBACIÓN VI RUS·HEDIO DHK 

15' 

DESAFÍO DE CÉLULAS 

CON ESTE VIRUS. 60' 

/ 

~EFECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE LAS CELULAS. 

EXPERIMENTAL 

INCUBACIÓN 

CÉLULAS·P.E. * 
15' 

LAVADO DE CÉLULAS COll PBS 

DESAFÍO V 1 RAL 

60' 

PROLIFERACIÓN VIRAL 

48·)2 HR. 

CONTROL 

INCUBACIÓN 
~· '• 

CÉLULAS·HEOIO BMK 

15' 

LAVADO DE CÉLULAS CON POS 

.... 
l' l l'H:lul iokctrol ltos. 



Burroughs-Wellcome), mientras que la concentración de heparina fue 
de 500 ug/ml. En todos los pozos se afiadi6 primero el antiviral y 
luego el virus. 

PRUEBAS DE PROTECCIÓN IN VIVO. 
DETERMINACIÓN DE LA VÍA DE ADMINISTRACIÓN. 

Se probaron tres vlas de administraci6n de la heparina: 
1.- Subcutánea al azar: se inyectaron virus y heparina por v1a 

subcutánea en el dorso del ratón, en un sitio escogido de 

manera indiscriminada. 
2.- Subcutánea en el mismo sitio: se marcó un punto con tinta 

indeleble en el dorso del rat6n, y en ese mismo sitio se 
administr6 el virus y las tres dosis de heparina. 

J.- Intramuscular: se administr6 el virus por vla subcutánea y la 
heparina por una vla distinta, intramuscular. Se aplicaron 
tres dosis de 50 UI de heparina a los mismos tiempos que los 
otros grupos. 
En los dos primeros grupos, la tercera dosis se inyect6 cuatro 

horas después de la inoculación viral y consisti6 en una dosis 
doble del poli-i6n, disuelta en 0.4 ml de gelatina según la técnica 
de Evans (Evans & Boller, 1946). Esta administraci6n en forma de 
gel, se us6 con el fin de alcanzar una liberación sostenida durante 
48 a 72 horas y observar si con este gel se disminuían las 

hemorragias provocadas por la heparina. 
DETERMINACIÓN DE LA DOSIS. 

Se probaron también varias dosis de heparina buscando 
disminuir la dosis de la misma, pero manteniendo su efecto 
antiviral. En todos los lotes se administr6 virus y heparina por 
vla subcutánea. Se probaron las siguientes dosis: 
a) Tres dosis de heparina 50x50xlOO en gel: 

Hora o: 50 UI de heparina subcutáneQ. 
Hora 2: 2 dosis letales 50t del PRV. 
Hora 4: 50 UI de heparina, subcutánea. 
Hora 6: 100 UI de heparina en gel. 

b) Tres dosis de heparina 25x25x50 en gel 
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Es el mismo esquema que el anterior, pero con la mitad de la 
dosis. 

c) Tres dosis de heparina soxsoxso sin gel: 
El mismo esquema que en el ensayo a), pero con la mitad de la 
dosis en la tercera administración, y sin gel. Este es el 

esquema seguido por el Dr. Aguilar-Setién en 1983. 
d) Una dosis de heparina: 

Una sola dosis de heparina de so UI sin gel, previo a la 
administraci6n de las dos dosis letales SO\ del PRV. 

PRUEBAS IN VIVO CON TODOS LOS POLIELECTROLITOS: 
En base a los dos ensayos anteriores, se realizó el ensayo 

definitivo .in....Y.i.YQ, probando los cuatro polielectrolitos. En todos 
los grupos se administraron virus y polielectrolitos por v1a 
subcutánea, siguiendo un esquema similar al de tres dosis de 

heparina (SOx50xlOO) con gel en la última administraci6n según se 
muestra en la tabla VI. 

GRUPO CONTROL. 
Se inocularon por vla subcutánea 25 ratones con 0.15 ml de la 

suspensi6n viral con dos dosis letales 50 del virus de la 
seudorrabia; aproximadamente 11,000 unidades formadoras de placa. 

GRUPOS EXPERIMENTALES. 
cuatro grupos de 25 ratones recibieron inyecciones 

subcutAneas de alguno de los polielectrolitos. 
La primera dosis se administr6 dos horas antes de la 
inoculaci6n viral, 

la segunda dosis 2 horas después del virus. 
La tercera se inyect6 4 horas después de la inoculación. En 

esta última, se administr6 la dosis doble del poli-i6n 
disuelta en 0.4 ml de gelatina según la técnica de Evans 

(Evans y Boller, 1946). 
En la tabla VI se describen detalladamente estos tiempos y 

dosis de administraci6n de los poli-iones. La observaci6n y conteo 

de la mortalidad de ratones se siguió durante 10 d1as, 

posterior a lo cual ya no mueren los ratones por seudorrabia. 
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Tl\BL.'\ VI. , 
ESQUEMA DE PROTECCION DE RATONES CONTRA EL VIRUS DE 

LA PSEUDORRABIA, POR MEDIO OE POLIELECTROLITOS.(+) 

GRUPO la.DOSIS V IR~S 2a. DOSIS Ja. DOSIS. 

2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS. 

CONTROL PBS 1 OL50% PBS GEL (•) 

HEPARINA 50 UI " 50 U! 100 UI , 
CONO RO IT IN 5 mg " 5 mg 10 mg 

, 
DEXTRAN 1 mg " 1 mg 2 mg 

PROTAMINA O. 5 mg " O. 5 mg l mg 

(+) Tanto el virus como los polielectrolitos se administraron 
subcutáneamente. 

(•) La tercera dosis se administró con un gel según la fórmula 
de l.!vans , con el fin de obtener una liberación lenta del 
fármaco. 
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PRUEBAS ESTADÍSTICAS. 
Los resultados se evaluaron estad1sticamente por la prueba de 

'chi' cuadrada y por análisis de varianza (Daniel, 1974). 
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4.- RESULTADOS, 

4.11.- PRIMEROS ENSAYOS Il:!....lU.TRQ (Figs. 3 y 4). 

El primer ensayo que se realiz6 fue para estudiar ll.....9!:Ql!J<Q 

mQ!!Q el efecto antiviral io....YiJ;l:Q de los polielectrolitos; por lo 

que se probaron concentraciones altas de los polielectrolitos: 

heparina, condroit1n y dextrán sulfatados a 500 ug/ml y la 

protamina a 50 ug/ml. 

La figura 3 muestra las fotograf1as de un ensayo de protección 

de las células MDBK contra el virus de la seudorrabia. Cada 

part1cula viral que infecta a una célula forma una zona 11tica en 

el monoestrato que se identifica como una perforación en la 

monocapa celular. A simple vista se observa que la heparina, el 

dextrán y la protamina reducen el número de placas 11ticas, en 

cambio el condroit1n sulfato las aumenta. El número de placas que 

se observa en ésta figura 3 se cuantif ic6 y graf ic6 en la figura 

4. 

La heparina redujo claramente el número de placas formadas 

por el virus de la seudorrabia en 1.4 x log10 (Fig. 4); el dextrán 

sulfato también redujo el número de las placas en l. o log10 La 

protamina las disminuy6 en 1.2 log10 • Por otra parte, el condroitin 

sulfato aument6 en un 35\ el número de placas 11ticas con respecto 

al control. 
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4.12.-DETERMINACIÓN DE LA DOSIS INHIBITORIA IN VITRO (Fig. 5). 

Como puede verse en la figura 4, se utilizó una sola 

concentración de los poli-iones, por lo que a continuación se 

probaron diversas concentraciones desde 0.5 hasta 5,000 ug/ml de 

cada uno de ellos. Los resultados se muestran en la figura 5. 

Nuevamente se confirmó que la heparina y el dextrán sulfato 

tienen un fuerte efecto antiviral; desde concentraciones tan bajas 

como 5 ug/ml se logra casi 100\ de inhibición. 

La protamina en cambio, mostró un efecto antiviral menor que 

en el primer ensayo; y menor efecto también que la heparina y la 

protamina; el máximo efecto protector se alcanza a lOOug/ml. A 

concentraciones iguales o mayores de 500 ug/ml, la protamina es 

citotóxica sobre las células MDBK, lo que impide probarla a estas 

concentraciones. Esta es la razón por la que se añadió otra dosis 

de protamina no tóxica de 100 ug/ml, que no se utilizó con los 

otros polielectrolitos. 

De nuevo, el condroit1n no inhibe al virus; sino que aumentó 

el número de placas llticas significativamente entre 20 y 40 % a 

todas las concentraciones, excepto a 5,000 ug/ml en que redujo en 

15\ el número de placas. 
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INHIBICIÓN DEL VIRUS PRV, UTILIZANDO CONCENTRACIONES 

LOGARÍTMICAS DE CADA POLIELECTROLITO. 



4.13.- ENSAYOS~ CON DOSIS BAJAS DE HEPARINA (Fig. 6). 

Se probaron dosis menores de heparina, para concer la m1nima 

concentraci6n inhibitoria ~. La concentraci6n de heparina, 

con un claro efecto antiviral más baja fue de 1.9 ug/ml, que 

muestra aun 93' de inhibici6n; a 0.6 ug/ml inhibe s6lo un 15' con 

respecto al control. 

4.14.- PROTECCIÓN I!i..Y.lIBQ AL AÑADIR HEPARINA Y PROTAMINA 

DESPUÉS DEL DESFIO VIRAL (Fig.7). 

Al afiadir la protamina y la heparina a varios tiempos después 

del desafio viral (Fig. 7). Básicamente se observa que los dos 

polielectrolitos inhiben al PRV s6lo si se afiaden antes que el 

virus penetre a la célula. Si la protamina se adiciona 15 minutos 

después, disminuye mucho su efecto antiviral y a los 60 minutos ya 

no lo presenta. De manera similar, al añadir heparina de una a tres 

horas después que el virus ha penetrado disminuye su efecto entre 

ªº' y 100\ 

4.15.-INHIBICION INTRACELULAR. 

Por el contrario, la heparina inhibi6 en un 20 t al virus al 

afiadirse hasta tres horas después que éste (Fig.7). El análisis de 

este sencillo f en6meno de inhibici6n intracelular es 

particularmente interesante, y se comenta en el capitulo de 

discusi6n. 
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4.16,- ADICIÓN DE LJ\ PROTAMINA ANTES DEL VIRUS (Fig.B). 

Ahora se revisó lo contrario, el efecto antiviral de la 

protamina al añadirla antes del desafio viral. Hay que recalcar 

que son varios tiempos (60, 40 y 20 minutos) antes que el virus 

(Fig. 8) y no después, como en el ensayo anterior (Fig. 7). 

La adición de la protamina antes que el virus, también 

disminuye su efecto antiviral: a mayor tiempo desde la adición de 

6sta hasta el desafio, presenta menor efecto. Como puede verse, la 

m~xima acción antiviral se logra al añadir la protamina al mismo 

tiempo que el virus. 

4.17.- SITIO DE ACCIÓN DE LOS POLIELECTROLITOS (Figs. 9 y 10). 

Los polielectrolitos podrian actuar a dos niveles: en la 

cálula o en el virus. A este respecto, los reportes previos son 

contradictorios. 

Para estudiar ésto hicimos dos ensayos, uno incubando los 

polielectrolitos con el virus antes del desafio; y el otro· 

incubando los polielectrolitos con las células 15 minutos y 

eliminandolos antes del desafio, segün se explica en material y 

métodos y en la tablas V y V·a. 

El efecto de!os polielectrolitos sobre el virus se analiza al 

incubar estos dos antes de desafiar las células y se muestra en la 

figura 9. En cambio el efecto de los polielectrolitos sobre las 

células se observa en la figura 10. 
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4,18,- EFECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE EL VIRUS (Fig.9). 

El efecto de los polielectrolitos sobre los virus se muestra en 

las cuatro gráficas de la figura nueve. Si quisiéramos resumir este 

efecto, diriamos que los polielectrolitos no mostraron efecto 

viricida directo: 

La heparina inhibe igual, si se afiade a las células antes del 

virus, o si se incuba con el virus antes de agregarlo a las 

células. 

El condroitln no produjo incremento de letalidad, cuando se 

incubó primero con el virus, fen6meno que sl se aprecia cuando 

se anade a las células antes del virus. 

El dextrán, al igual que la heparina, produjo una inhibición 

menor a la dilución más baja. 

La protamina tinen un efecto inhibitorio un poco menor cuando 

se agrega al virus y se incuba previamente al desafio de las 

células. 

En resúmen: la protamina, heparina y dextrán tienen el mismo 

efecto antiviral excepto en una de las concentraciones, lo que no 

alcanza significancia estadlstica que nos haga pensar que el efecto 

sea lisis directa del virus por los polielectrolitos. 

4.19.-EFECTO A NIVEL CELULAR (Fig.10), 

Para estudiar si el efecto de los polielectrolitos era sobre 

las células, se incubaron los poli-iones con las células durante 

15 minutos a J7°C, posteriormente se lavaron éstas con PBS y 

finalmente se agregó el virus (Tabla V•a). 
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FIGURA 9. 

En láscuat~o: gr5flcas sc)'cprcscrita así: 

------Virus y Polic.lcctrolitos 

incubados untes de agregarlos a las células, 

+------Adición de polielectrolitos a 

las células MOBK, antes del desafío. 
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Los resultados se ven en la figura 10. Ninguno de los 

poiielectrolitos inhibi6 al virus si el poli-ion se lava antes del 

desafio viral. Un simple lavado de los polielectrolitos, antes del 

desafio elimina prácticamente todo efecto antiviral. 

4.20.- ENSAYOS CON HERPES SIMPLEX VIRUS (Figs, 11 y 12), 

Todos los ensayos revisados hasta aqui, se hicieron con el 

herpes suid, pero tenlamos especial interés en observar el efecto 

sobre el herpes humano. Los ensayos con HSV se observan en la 

figura 11, y se comparan con los del PRV en la figura 12. 

Los cuatro polielectroli tos muestran porcentajes de inhibici6n 

o facilitaci6n (en el caso de condroitin), similares con ambos 

virus. Esta identidad de efecto se aprecia mejor en la figura 12, 

donde se compara la acción sobre ambos virus. 

4.21.- COMPARACIÓN DEL EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARINA Y 

EL ACYCLOVIR (Fig. 13). 

Se hizo un ensayo ~ para comparar el efecto antiviral 

del acyclovir y la heparina, asi corno para probar un posible efecto 

sinérgico. El acyclovir se usó a las concentraciones recomendadas 

para ensayos in vitre (20 ng/rnl), pues a dosis mayores, causa 

efecto citot6xico. 

A estas concentraciones, la heparina mostró un efecto 

antiherpético in vitre mayor qua el acyclovir (Fig. 13). 

La ültirna columna de la figura 13, muestra el efecto 

inhibitorio al estar presentes los dos f~rmacos. se observa 
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FIGURA 11, 
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prácticamente la misma inhibición que al afiadir heparina sola, por 

lo que no se puede concluir si hay o no efecto sinérgico. 

4.J,- ENSAYOS 11LJll.YQ. 

En 19BJ el Dr. Aguilar-setién utilizó un modelo inyectando el 

virus y la heparina por via subcutánea, obteniendo en aquella 

ocasión 100\ de protección en los ratones inyectados con heparina, 

aunque con una mortalidad por hemorragia del 15% de ratones, como 

efecto secundario de la heparina. 

En el presente trabajo, al utilizar ese mismo esquema de 

protección no obtuvimos porcentajes de protección mayores al 10\ 

con respecto al control. Se hicieron varios ensayos con heparina 

para probar que v1a y dosis era la más efectiva contra el SHV-1, 

4.Jl.-DETERMINACIÓN DE LA VÍA DE ADMINISTRACIÓN DE LA 

HEPARINA IN VIVO (Fig.14). 

Primero se estudiaron otras v1as de administración. En la 

figura 14 se observa la mortalidad por virus de la pseudorrabia al 

utilizar tres v1as de administración de la heparina: dos 

subcutáneas en el dorso del animal, la primera inyectando virus y 

polielectrolitos en sitios distintos (v1a subcutánea al azar). El 

segundo grupo se marcó con tinta indeleble en un punto del dorso, 

para administrar virus y heparina en el mismo sitio (v1a subcutánea 

en el mismo sitio) • Al tercer grupo se le administr6 el virus por 

v1a intramuscular y la heparina por v1a subcutánea (v1a subcutánea

intramuscular) • 
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VÍA DE AOHIHISTRACIÓH. 

COHPARACIÓH DEL EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARlllA, AL ADHI· 

NISTRARLA POR DIVERSAS VÍAS. EN TODOS LOS CASOS, EL VIRUS 

SE ADMINISTRÓ POR VÍA SUBCUTÁNEA. 
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Como se ve en la figura 14, la via subcutánea al azar es la 

que mejor protege a los ratones contra la seudorrabia, disminuyendo 

la mortalidad hasta 30\ con respecto al control, contra 10 y 17\ 

de protección al inyectar por las otras vlas. 

4.32.- DETERMINACIÓN DE LA DOSIS (Fig.15). 

Una vez conocida la mejor vta de administración, subcutánea 

al azar, se probaron cuatro dosis distintas, la que mejor protegió 

a los ratones fué la dosis 50x50x100 UI + gel, que corresponde a 

tres dosis de heparina: dos primeras de 50 UI y la tercera de 100 

UI en gelatina, para obtener su liberación durante 24-48 horas. 

Ensayamos de nuevo tres dosis de 50 UI sin gelatina subcutáneas 

(50X5DX50), pero ésta mostr6 menor protección contra el PRV y mayor 

mortalidad por hemorragia (Fig. 15). 

4.JJ.-MORTALIDAD POR HEMORRAGIA [TABLA VIl). 

Se analizó la mortalidad por hemorragia segfin la vla y dosis, 

los resultados se muestran en la tabla VII. La vla subcutánea al 

azar fue la mejor, pues no provocó muertes por hemorragia, en 

cambio por vla intramuscular murieron 40% de los ratones; por vla 

subcutánea en el mismo sitio, murieron el JO\ de ratones por 

hemorragia al dla siguiente de la administración de la heparina 

(tabla VII). 

Por lo que la dosis que se eligió para proteger a los ratones 

en el ensayo definitivo, fué la triple de heparina con la última 

dosis administrada en gel (50x50xlOO+gel). 
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FIGURA 15, 

------------------··-·--------------
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(
11
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VÍA DE DOS 1 S .. GEL HORTAL! DAD POR PORCENTAJE 

ADMÓN. HEPARINA. HEHORRAG IA DE PROTECCIÓN. 

CONTROL o% 

s .c. 50 X 50 X 100 sr o % 30 \ 

s .c. 25 X 25 X 50 sr o% 10 \ 

s .c. 50 X 50 X 50 No 30 % 1 o \ 

s .c. 50 No o % 4 \ 

l .H. 50 X 50 X 50 No 40 % 8 \ 

•s.c.M.s. 50 X 50 X 100 Sí 30 % 19 \ 

TABLA VII. - COHPARAC 1 ÓN DE LA MORTALIDAD POR HEMORRAG 1 A Y LA 

PROTECCIÓN OBTENIDA AL ADMINISTRAR LA HEPARINA POR LAS 

VÍAS Y DOSIS QUE SE OBSERVAN EN LAS FIGS. 13 y 14. 

* Subcutánea en el mismo sitio. 

** Dos Is en Un 1 dades lnternaclon.:des de 
Heparlna. 
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4.34.- EXPERIMENTO IN VIVO CON OTROS POLIELECTROLITOS (Fig. 16). 

Se realizó finalmente, el ensayo in vivo más importante, con 

todos los otros polielectrolitos. Se utilizó un esquema de 

administración de cada una de éstos similar al de la heparina: 

dos dosis iniciales, con una tercera disuelta en gel. 

La descripción detallada de estas dosis se muestra en el 

capitulo de métodos, en la tabla VI. 

La heparina fue el único polielectroli to que disminuyó la 

mortalidad por virus de la seudorrabia .in....lll.YQ en un 21• (p<0.025) 

(Fig. 16). Ni el condroit1n ni el dextrán sulfato modificaron los 

porcentajes de mortalidad causada por el virus de la seudorrabia. 

Los ratones tratados con protamina, tuvieron en cambio, niayor 

mortandad que el grupo control (p<0.05). 
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EFECTO l.tLY1.TilQ DE LOS POLIELECTROLITOS. 
Tres de los cuatro polielectrolitos probados, tienen una 

fuerte acción antiviral. La heparina y el dextrán sulfatados 
mostraron una curva de inhibición sobre el PRV in yitro 
prácticamente idéntica (Fig. 5). concentraciones tan bajas como 

Sug/ml, inhiben al virus casi en un 100\. 
Aunque en el ensayo inicial (Fig. 4), la protamina mostró casi 

el mismo efecto que la heparina y el dextrán, al probar diversas 
concentraciones de la protamina se observó que en realidad tiene 

mucho menor efecto que los dos anteriores. AdemAs, mostró un fuerte 

efecto citot6xico a concentraciones por arriba de 500 ug/ml. Los 

otros tres polianiones no son tóxicos aún a concentraciones tan 
altas como 5 mg/ml. 

El condroitin en cambio, aumentó la citopatogenicidad del 
virus hasta en un 35%. Este fenómeno se discute a continuaci6n. 

CONDROITÍN SULFATO Y ESPECIFICIDAD DE LA REACCIÓN. 

A pesar de que el condroitin tiene carga aniónica, la misma 
que la heparina; aumentó la patogenicidad de ambos virus herpes en 
lugar de inhibirlos (Figs. 4 y 12). Este fenómeno sugiere que el 

efecto antiviral de los polielectrolitos es especifico y no un 
simple efecto de cargas iónicas contrarias que bloquean el fenómeno 

do adherencia. 
Si la reacción fuera sólo por cargas iónicas, inespecifica, 

cualquier polianión inhibiria al virus, lo que no se ha observado 
ni por nosotros, ni por otros autores como Vaheri, quien en 1964 

utilizó monosacáridos cargados aniónicamcnte sin tampoco inhibir 

al virus. 

ENSAYOS IN VITRO CON DOSIS BAJAS DE HEPARINA. 
La heparina inhibió al PRV en un 93\ a concentraciones tan 

bajas como 1.9 ug/ml. Hay que recalcar esta fuerte acción antiviral 

pues muestra por un lado la potencia, y de algún modo también, la 

especifidad de la reacción. Si se hubiera valorado adecuadamente 

esta acción inhibitoria en los arios sesentas, el hallazgo no 
hubiera caido en el olvido. 
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Este ensayo ayuda a explicar el mecanismo de acción de los 

polielectrolitos. Se ha propuesto que la heparina se une a la gIII 
del PRV, y esto bloquea un mecanismo patogénico clave del virus 
herpes: la fusión de membranas viral y celular (Zuckermann et 

al., 1989). La gIII es la molécula de la •• ~.embrana viral que se 
ancla a la membrana celular. A este tipo de· moléculas con las que 

el virus se une a membranas celulares se les llama VAP o prote1nas 
de adhesión viral (Viral Atatchment Protein). 

si la heparina y la protamina inhiben al virus antes de que 
éste penetre, deben hacerlo bloqueando la unión de la gIII al 
heparán sulfato. Por su carga aniónica la heparina y el dextrán 
deben unirse a la gIII, mientras que la protamina debe unirse a la 

molécula de heparán sulfato de la membrana celular. 

INHIBICIÓN INTRACELULAR. 
Como mencionamos en resultados, la heparina inhibió en un 20\ 

al virus al añadirse hasta tres horas después que éste (Fig.7). El 

análisis de este sencillo fenómeno de inhibición intracelular es 
particularmente interesante. 

El mecanismo de acción de la heparina para inhibir al virus 

intracelularmente, podr1a ser bloqueando el mecanismo de 

diseminación intracelular, que se lleva a cabo fusionando membranas 
celulares (Fig. l), función que es realizada por la gB cuando se 
expresa en la membrana celular, durante la replicación viral 

(Zuckermann, 1989). 
Este bloqueo de la diseminación intracelular, es un fenómeno 

que se ha observado desde hace muchos años en los ensayos de 

inhibición de placa, (que es una técnica de rutina en virolog1a). 

No se conoc1a bien por qué mecanismo suced1a ésto. Sólo se hab1a 
observado que la adición de concentraciones altas de agarosa a los 

pozos de cultivo inhib1a la formación de placas 11ticas virales. 
Le agarosa es una mezcla de carbohidratos, varios de ellos con 

cargas polianiónicas, que inhiben la diseminación intracelular. De 
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hecho, para contrarrestar este efecto inhibitorio de la agarosa, 
se recomienda disminuir la concentración de ésta, o anadir 
protamina al medio para neutralizar el efecto de los polianiones 
(Lennete, 1981). 

Pero este efecto inhibitorio del 20\ post-desafio, podr1a 
mediarse por algún otro mecanismo, interfer6n por ejemplo, aunque 

no hemos· estudiado esta posibilidad. En todo caso, lo que nos dice 
este fenómeno, es que el 80\ del efecto antiviral de la heparina 
es por inhibición de la adsorción viral y el 20\ restante, por 
algún otro mecanismo. 

Nos inclinamos a pensar que el mecanismo de inhibición 
intracelular, es bloqueando la fusión de membranas celulares, pero 

se necesitan otros ensayos para demostrarlo con certeza. 

ADICIÓN DE LA PROTAMINA DIVERSOS TIEMPOS ANTES DEL VIRUS. 
También fue interesante que al anadir la protamina a diversos 

tiempos antes que el virus, se disminula fuertemente su acción 
antiviral (Fig. 8). ¿Qué sucedió con la protamina?, hay varias 
posibilidades: que haya ingresado a las células, que se 
desnaturalice, o que su carga sea neutralizada por amortiguadores 
presentes en el medio de cultivo. Nos inclinamos por la primera 
posibilidad, pues una caracter1stica de la protamina es incrementar 
la entrada de macromoléculas a la célula (Folkman et al., 1983), 
por lo que podr1a internarse al citoplasma y perder as1 su 
efectividad. 

Esta disminución del efecto de la protamina al anadirse antes 
que el virus también sugiere, pero na demuestra, que su efecto 

antiviral no es induciendo interferón. Si fuera as1, podr1a 
anadirse algunos minutos antes o después que el virus y mantendr1a 
la inducción de interferón. 

Basándonos en el hecho que el virus se une a las moléculas de 
heparán sulfato de la membrana celular por la gIII (Wu Dunn et al., 
1989¡ zuckerman et al., 1989) y que los pelielectrolitos actúan 
durante la adsorción viral (Figs. 7 y 8) •• pueden concluir otros 
dos detalles del mecanismo de acción de los poli-iones: 
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a) La heparina y el dextrán actúan a nivel de membrana viral, y 
más espec1ficamente sobre los glicanos de la gIII, que tienen 
carga catiónica. 

b) La protamina bloquea a ese mismo nivel pero actuando sobre el 
receptor de membrana celular: el heparán sulfato. 

SITIO DE ACCIÓN DE LOS POLIELECTROLITOS. 
Ya que se hab1a definido que los polilelectrolitos actúan 

extracelularmente, justo antes de que el virus penetre a la célula, 

es decir durante la penetración viral, hab1a que descartar otros 
dos posible mecanismos de inhibición de los polielectrolitos: 
a) Efecto viricida directo. 
b) Efecto citotóxico. 

Si los polielectrolitos no tuvieran ninguno de estos dos 
efectos podr1amos prá.cticamente asegurar que acta.an sobre los 

mecanismos de penetración viral. 

EFECTO SOBRE LAS CÉLULAS. 
Como se muestra en' la figura 10, un simple lavado de los 

polielectrolitos antes del desafio viral, elimina prácticamente 
todo efecto antiviral. Esto demuestra en primer lugar, que el 
efecto antiviral de los polielectrolitos, no es por daño celular. 

Esto se puede explicar porque los polielectrolitos se unen a 
las glicoproteinas de membrana por medio de enlaces iónicos que 
aon enlaces de baja energ1a y un simple lavado los remueve. 

De este ensayo se desprenden otras conclusiones importantes: 
a) es indispensaLle que los polielectrolitos estén presentes 

durante el desafio viral para que ejerzan su efecto 
inhibitorio, 

b) debido a estos enlaces de baja afinidad, es muy fácil remover 
su efecto antiviral. Esto explica, en buena medida, por qu6 
tienen tan baja acción in....ll.iYll., 

c) El mecanismo de acción de los polielectrolitos no es viricida 
ni citotóxico, sino que inhiben los rnecanismoos de penetración 
del virus a la célula. 
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El efecto antiherpético de la protamina sólo se ha mencionado 
en la bibliograf1a por Vaheri en 1964. En la extensa revisión que 
hizo, probando el efecto antiherpético de varias decenas de 

substancias emparentadas con la heparina, menciona que la protamina 

inhibe al virus herpes simplex humano, pero no realizó más ensayos. 

Sin conocer ese experimento de Vaheri, hallamos el mismo 

fenómeno de inhibición con protamina ~. Por su potencial 
utilización como antiviral, era de especial interés estudiarlo, 

por lo que se hicieron varios ensayos especiales con ésta; 
finalmente mostró menor acción que la heparina, pero su estudio 

ayudó a comprender mejor la relación polielectrolitos-virus-célula. 
La protamina mostró menor efecto antiviral que la heparina y 

el dextr6n. Sólo a concentraciones de 50 y 100 ug/ml se obtiene un 
buen efecto antiherpético (Fig.3). La protamina, a concentraciones 
iguales o mayores de 500 ug/ml, mostró un fuerte efecto citotóxico, 
sobretodo si se queda en el sobrenadante celular durante las 72 
horas de proliferación viral. 

EFECTO CITOTÓXICO DE LA PROTAMINA. 

Cabe preguntarse si la protamina inhibe al virus por acción 
viricida directa, pues se ha descrito que algunos policationes como 
la protamina y la histona Hl causan picnosis al virus de la 

influenza y tienen efecto bacteriol1tico (Antohi et al., 1983). 
Además está nuestra observación de su efecto citotóxico. Por lo 

que quizá la protamina actúa lisando al virus o dañando a las 
células antes de la penetración. 

Los experimentos de la Fig. y 10, descartan esta 
posibilidad, pues de ser as1, el virus incubado con protamina 

mostrarla un efecto antiviral mayor que cuando no se incubaron .. 

Esto sugiere que su acción es a nivel de la adsorción modificando 
la carga i6nica de las membranas celular y viral. 

Una última posibilidad en cuanto al mecanismo de acción de la 
protamina serla inhibiendo directamente el metabolismo celular, e 

indirectamente la replicación viral. Tampoco parece ser el caso, 



pues la adición de la protamina sólo JO minutos después del desaf lo 
viral, no bloquea su replicación (Fig. 7). si el mecanismo de 
acción de la protamina fuera inhibiendo el metabolismo celular, su 
adición aún varias horas después del desafio, mostrarla una 
inhibición similar. 

ENSAYOS CON HERPES SIMPLEX VIRUS. 
Sorprendentemente, los cuatro polielectrolitos tienen un 

efecto muy parecido sobre ambos virus herpes, lo que sugiere que 
utilizan los mismos receptores de membrana, aunque faltan más 

ensayos para probarlo con certeza. 

COMPARACIÓN DEL EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARINA Y 
EL ACYCLOVIR. 

In vitre, la heparina mostró mayor efecto antiviral que el 
acyclovir, lo que comprueba la fuerte acción atiherpética de la 
heparina; pero i.n.....Y.!YQ, ésta tiene muy poca acción antiviral. El 
acyclovir actúa a nivel intracelular inhibiendo la slntesis de DNA, 
que lo hace un medicamento ideal para tratar la infección herpética 
aguda. Por el contrario, la heparina que actúa a nivel 
extracelular, tiene muy poca acción in vivo, como veremos en 

seguida. 

ANÁLISIS DE LOS ENSAYOS Ill....YI.YQ.. 

Entre muchos poli-iones con efecto antiherpético in vitre, la 
heparina es casi el único que se ha probado in vivo (Vaheri, 1964¡ 
Aguilar-Setién, 1983¡ Grossman y Thonnard, 1983). De estos 
trabajos, sólo reporta resultados positivos el Dr. Aguilar. 

Siguiendo esa misma metodologla, no obtuvimos protección mayor 
del 10\ (Figs. 14 y 15). Al probar otras dosis y vlas de 
administración, se obtuvieron porcentajes de protección contra el 
PRV entre el 20 y el 40\ (Figs. 14 a 16). De cualquier modo, la 
protección obtenida ahora con la heparina, alcanza una buena 
aignificancia estadlstica (p<0.01), además que ahora se evitaron 
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las muertes por hemorragia, gracias a la administración de la 

heparina en gel en la tercera dosis, para su liberación lenta. 
Cabe recalcar que para lograr estos porcentajes de protección 

es indispensable administrar la heparina antes que el virus, y por 
la misma v1a que éste, ~: es necesario que la heparina esté 
presente sobre las células retadas, al momento del desafio viral. 

Si se administra la heparina por v1a intramuscular y el virus por 
v1a subcutánea, no hay protección (Fig. 15). 

No sabemos por qué esta diferencia, hay varias posibilidades: 
una es que en esta ocasión hayamos obtenido un porcentaje de 

protección más real que en 198J. También podr1a intervenir alguna 
variable desconocida v. gr.: el lote de heparina utilizado 
entonces, o la experiencia inmunológica del ratón; si el lote de 
ratones utilizado en aquella ocasión hab1a tenido contancto con 
algún otro virus herpes no letal, se mostrarla resistencia cruzada 
a la infección por el PRV. 

También se probaron el condroit1n y el dextrán para evaluar 
su acción atiherpética in Y..iYQ, y tratar de substituir a la 
heparina que provoca una alta mortalidad por hemorragia. Es la 
primera ocasión que se prueban estos dos polianiones como 

antivirales .in....Yi.XQ, El dextrán que tuvo un buen efecto antiviral 

.i.n.....Y.i.tJ, no mostr6 ningún efecto .i.J¡_Y.J.y¡¡. El condroit1n tampoco 
mostró acción antiviral in....J!.1.y¡¡. 

A pesar de los bajos resultados obtenidos por estos ensayos, 

hace falta estudiar otros polielectrolitos que podr1an tener más 
efecto antiviral. En especial hay que probar los fragmentos 1B

0 

(fracción altamente activa) y el fragmento 1B1 (fracción 
relativamente inactiva) de la heparina; también la heparina nativa, 
o heparina de alto peso molecular y baja actividad anticoagulante. 

EFECTO PARADÓJICO IJL.'lIYQ DE LA PROTAMINA. 
También es el primer ensayo .iJL..!Li.l¡¡¡ que se realiza con la 

protamina contra algún virus. Ésta mostró un efecto contrario a 
sus resultados in yitro (Fig. 5), pues ~ incrementó la 
letalidad del PRV (Fig. 16), a éste fenómeno lo nombramos efecto 
paradójico de la protamina. 



73 

Este efecto paradójico podrla explicarse simplemente por los 
diferentes modelos utilizados; el modelo in......l!lJ;rg en células de 
rift6n de bovino, mientras que .in.....Y.i.Y.2 es en rat6n. Pero no es la 
primera vez que se observa un efecto de este tipo con 

polielectrolitos. Por ejemplo, se ha demostrado que algunas 
moltculas de heparina de bajo peso molecular y con muy poco efecto 
anticoagulante in..Yi..!;J::Q, tienen un alto efecto .l.n....Y.ilm· Igualmente, 
algunos fragmentos de heparina con un alto efecto in....YiJ;.r.Q contra 
el factor Xa de la coagulación, al probarlos en animales no son tan 
efectivos como se esperarla (Thomas, 1984). 

•rambién se han descrito efectos 
polielectrolitos, pero en modelos virales; 
sulfato inhibe in yitro al virus del 

paradójicos de los 
v.gr.: el dextrán 
sarcoma aviario a 

concentraciones de ug/ml, pero aumenta su infectividad a 
concentraciones mayores (Vogt, 1970). Un último ejemplo interesante 
del efecto paradój ice: la heparina promueve el crecimiento de 

angiomas .i..n.._yj_yQ, pero si se administra simultáneamente con 
cortisona, se inhibe la angiogénesis (Folkman, et al. 1983). 

ACCIÓN ESPECÍFICA E INESPECÍFICA DE LOS 
POLIELECTROLITOS, 

Hasta aqul hemos mencionado que la heparina actúa uniéndose 
a la gIII de la membrana viral; pero si por el contrario, nos 
basamos en un reporte de Espinoza et al. de 1987, en que demuestran 

por microscopia electrónica, que la heparina se adhiere a la 
membrana celular; o en la observación de que la heparina se une 
rápidamente a células de la pared vascular; se pensarla lo 
contrario, que la heparina bloquea al virus uniéndose a la membrana 

celular y no a la membrana viral. 
Esto, junto con el efecto paradójico de la protamina nos hace 

pensar que los polielectrolitos podrlan actuar con las membranas 
celular y viral, a dos niveles uno especifico y el otro 
inespeclfico: 

A nivel especlf ico: como hemos mencionado ampliamente, con 

receptores como la gIII o el heparán sulfato. 



A nivel inespec1fico: can otros glicosaminoglicanos presentes 
en las membranas, que tengan diversas cargas. Dependiendo de 
la molécula a que se unan, facilitarán (como el condroit1n 
sulfato), o inactivarAn al virus (como la protamina o la 
heparina) . 

Estas interacciones especificas e inespec1ficas, explicar1an 
los efectos parad6jicos y contradictorios reportados en éste y 
otros trabajos (Esplnoza et al., 1987; Thomas, 1984; Folkman et 
al., 1983; Vogt et al., 1970). 

Otra conclusión importante es que si se obtuviera un enlace 
polielectrolito-membrana de mayor fuerza, se lograr1a una 
inhibici6n viral mayor y a concentraciones bajas de los 
polielectrolitos, lo que permitir1a su uso ~. 



e o N e L u s I o N E s . 

l. - GENERALES. 
1.1. Los polielectrolitos inhiben al virus s6lo antes de que éste 

penetre a la célula. 
l. 2. El virus herpes se une incialmente a la célula por cargas 

i6nicas de la membrana celular. Es probable que se adhiera a 
una molécula similar a la heparina. Por ser un enlace de tipo 
i6nico, es f&cilmente disociable. 

1.3. El mecanismo de acci6n de los polielectrolitos es bloqueando 
esta adherencia inicial del virus a la célula. 

1.4. Los polielectrolitos pueden actuar sobre las dos membranas: 
celular y viral. Presumiblemente, la heparina se une a la 

gIII del virus, mientras que la protamina se une a la molécula 
heparinoide de membrana celular. 

2.- POLIANIONES. 
2.1. La heparina y el dextrán tienen una fuerte acci6n antiviral 

.in....Y.i.tJ:., si se afiaden antes que el virus penetre a la célula. 

2.2, El condroitin sulfato, por el contrario, aumenta el número de 
placas liticas producidas por el virus. 

2.3. Después que el virus penetra a la célula, la heparina muestra 
aún un 20% de inhibici6n, que podria ser bloqueando la fusión 
de membranas celulares entre celulas infectadas y células 
sanas. 

3.-PROTAMINA. 
J.l. La protamina también inhibe al virus herpes, pero en menor 

proporci6n que la heparina y el dextrán. 
3.2. Su mecanismo de acci6n no es por efecto viricida directo ni 

por inhibici6n del metabolismo celular. 
3.3, Actúa al mismo nivel que la heparina y el dextr&n, inhibiendo 

la adsorci6n viral. 
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4.- ESPECIFICIDAD DE LA REACCIDN. 
4.- La unión heparina-gIII es especifica y no por simple atracción 

de cargas contrarias, pues el condroitin sulfato que también 
tiene carga aniónica no inhibe al virus. 

5.- EFECTO SOBRE HERPES HUMANO. 
5.- Los polielectrolitos inhiben en proporciones similares al HSV 

y al PRV, lo que sugiere que estos dos virus podr1an compartir 
receptores celulares, aunque faltan ensayos más especificas 

para demostrarlo. 

6, - EFECTO llLYI!lQ. 

6.1. Sólo la heparina mantiene su acci6n antiviral J..n....yiyQ. 

6.2. Al igual que el efecto in vitre. el efecto ~ de la 
heparina es preventivo, i.e.: sólo tiene acción protectora si 
se administra antes que el virus y por la misma v1a 
(subcutánea), de manera que se inhiba al virus antes de que 
penetre a las células. 

6.J. La protamina en cambio muestra efecto paradójico: In vitre 
inhibe al PRV, pero in vivo facilita la infección. 

6. 4. Se disminuyó la mortalidad por hemorragia al administrar 
heparina con gel para su lenta liberación. 

6.5. sin embargo, el bajo porcentaje de inhibición de la infecci6n 
in....Y!YQ, impide aún que los polielectrolitos tengan utilidad 
práctica, 
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