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RESUMEN.
CARACTERIZACION DE LAS8 PROPIEDADES ANTIHERPETICAS DE CUATRO
POLIECTROLITOS SULFATADOS: EEPARINA, CONDROITIN, DEXTRAN Y

PROTAMINA.

El efecto inhibitorio de la heparina sobre los virus herpes,
se conoce desde 1964, Sin embargo, el tema se dejé de estudiar
desde entonces hasta reiniciarse a finales de los ochentas. En el
presente trabajo, se estudié el mecanismo de inhibicién sobre el
virus herpes de tres aminoglicanos polianiénicos sulfatados:
heparina, condroitin y dextradn sulfato, asi como un policatién
proteico: la protamina sulfato.

Se utilizé principalmente el virus herpes suid o virus de la
pseudorrabia (PRV), asi como el Herpes simplex 1 (HSV-1). Se
utilizaron modelos in vitro en células de rifién de bovino, asi como
un modelo in vivo en ratones cD-1.

La heparina y el dextr&n mostrarcn un fuerte efecto anti-PRV
in vitro, desde concentraciones tan bajas como 1.9 ug/ml, perc sélo
cuando se afiaden antes del desaffo viral. La protamina también
inhibe al PRV, pero en menor proporcién que los otros dos. Por otro
lado, el condroitin aumentd 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 via que el PRV, El condroitin y el dextra&n no
modificaron la infeccién, mientras que la protamina mostrd un
efecto paradéjico con respecto a su efecto in vitro, aumentando la
letalidad del virus.

El mecanismo de accién 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 penetracién del
virus a la célula, lo realiza la proteina de membrana viral gIII
del PRV al unirse a moléculas de heparin 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 heparén sulfato de la membrana celular. Se proponen algunos
posibles usos de los polielectrclitos, y algunas lineas de estudio

para la mejor caracterizacién del fenémeno.
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ENGLISH ABSTRACT.

TITLE. CHARACTERIZATION OF THE ANTIVIRAL EFFECT OF FOUR SULFATED
POLYELECTROLITES: HEPARIN, CHONDROITIN, DEXTRAN
AND 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 Suid herpesvirus
1 also called pseudorablies virus (PRV), in bovin kidney cells
(MDBK) ; likewise the Herpes simplex 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
wvitre. 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, It 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).
It 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 called
gIII, and his cellular receptor the heparan sulfate. Conjecturally,
the heparin binds to the gIII of the virus, while the protamine
binds to heparan sulfate of the plasmalemma.

Some possible uses of the polyelectrolites, and research lines
for a better characterization of the phenomenon are discussed.
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1.- INTRODUCCION.
1.1.- HERPES VIRUS.
1.11.~- CARACTERISTICAS GENERALES.

Los virus herpes son un grupo de virus gque se clasifican
juntos en base a varias caracteristicas que comparten: todos son
virus relativamente grandes, miden de 145 a 200 nm, con
caracteristicas morfolégicas idénticas; contienen un 6.9% de DNA,
1.7% de carbohidratos, 22.1% de fosfolipidos y 69.2% de proteinas
(Lerner 1983) y son extremadamente sensibles a la inactivacién por
eter. Los virus herpes se ensamblan dentro del nicleo de la célula
huésped, por 1lo que inducen la formacién 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 Virus varicela-zoster
Herpes simplex 2 Citomegalovirus
Virus Epstein-Barr Herpesvirus 6

Herpesvirs B del mono.

Este dltimo virus causa zoonosis ocasionales en humanos,
provocande una encefalitis mortal en personas mordidas por monos
portadores del virus; sbélo hay alrededor de 20 casos reportados.

La familia herpesviridae ha sido dividida en subfamilias segdn
sus caracteristicas de replicacién. En el presente trabajo se
realizaron experimentos con el Suid herpesvirus 1 conocido también
como virus de la seudorrabia (PRV) y con el Herpes_simplex 1 (HSV-
1) . Ambos virus pertenecen a la subfamilia alfa de los herpesvirus;
estos virus se caracterizan por tener un ciclo replicativo corte
y ser altamente citopadticos en cultivos celulares, causando una
rapida destruccién de células susceptibles.

otra caracteristica importante de esta subfamilia, es que
causa infecciones latentes, provocando cuadros recurrentes que
pueden ser subclinicos, 1o que entorpece mucho su tratamiento y
control epidemiolégico. Finalmente hay que agregar que estos dos



TABLA T,

CARACTER{STICAS DE LOS VIRUS HERPES QUE - TNFECTAN

HUMANOS,

Nombre de la familia,
Acido nucleico.
Virus que causan enfermedad

en humanos.

Tamanio aprozimadc.
Simetrla,
Nfmero de capsémercs.

Otras caracterfsticas,

Herpetoviridag, -

DNA. -
llerpes simplex tipo 1 (HV-1)
Horpes simplox tipo 2. (IBY-2)

virus-varicela=zonter (Vav) . o

Citonegalovirus(CHv)

virus Epotein-Barc ,‘(H}sv,‘j
Herpesvirin n:dql,mphdir:;
Herpeswirus -6 ’
145 a 206 nm,

Folitdrico

162

Sannlhlun‘al ethoer,
Cantiencn envortura

Estahlecen tnfecciones latentoy )




TABLA II.
ORIGEN DEL NOMBRE DE LAS ENFERMEDADES HERPéTICAS.

Herpes (grieqo)~ alude al: rash ves1cu1ar y -deslizante de ‘la
p1e1 i

Varicela(latfn): significa vesfcula,

Zoster (grxego).ksignxfica faga, y alude al area afectada .
“de’la piel.” ‘

Cltomegalov1rus- se ref1ere a los cambios histopatolégicos

e en las células infectadas.

Epstein—Barr virus fué 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 asi porque causa en roedores
una encefalitis clfnicamente similar a la rabia

Herpesvirus 6: Por ser el sexto virus herpes descrito, que causa

infeccién en humanos,




virus (HSV-1 y PRV) tienen caracteristicas antigénicas vy
morfoldgicas en ‘comtin (Petrovskys & Post, 1987; Kaplan, 1969), lo
que permite estudiarlos juntos.

las enfermedades por Herpes simplex virus, tienen un alto
indice de morbilidad y algunas de sus formas clinicas como el
herpes labial, el herpes genital o la keratitis herpética, son
causa frecuente de consulta. Ademds el HSV-1 es una de las
principales causas de mortalidad por encefalitis viral a nivel
mundial. A pesar de ésto, s6lo se han reportado en México, dos
estudios epidemiolégicos (Calderén Jaimes, 1988), que aunque no
son recientes, nos dan una idea de la magnitud del problema.

El primer estudio en México es del afio 1971, el Dr. Ruiz Gémez
demuestra, en una encuesta serolégica, que mds del 80% de los
adolescentes entre 11 y 15 afos de edad, tenian anticuerpos séricos
neutralizantes contra Herpes simplex, evidencia indirecta de que
habian sufrido infeccién, generalmente subclinica, o no
diagnosticada como herpes. El otro estudio se realizé6 de 1963 a
1971, y mostré que el herpes simplex causaba el 11.6 % de los
casos de meningoencefalitis viral en nifos de la ciudad de México
(tabla III} (Gutiérrez, 1978).

A partir de 1986, el herpes genital se considera una
enfermedad de declaracién obligatoria por la Organizacién Mundial
de la Salud, por lo que tanto la Secretarfia 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 simplex 1 y 2 estd constituido por
una molécula de DNA de doble cadena, con un peso molecular de
95,000 D {(Corey, 1986; Tooze, 1981) y 152 pares de kilobases: tiene
informacién suficiente para codificar de 70 a 80 genes, hasta ahora
s6lo se conoce la funcién de aproximadamente la mitad de ellos
(Hull & Mc Geoch,1989), veinticuatro son proteinas estructurales
{Kattar & Wilcox, 1989; Lycke, 1983).. Como caracteristica
distintiva con otros desoxi-rribonucleétidos, el DNA del HSV puede



TABLA III.

MENINGOENCEFALITIS VIRAL EN NIROS DE LA

CIUDAD DE MEXICO. 1963-1971,
ETIOLOGfA NdMERO 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

FUENTE: Manual de Infectologfa. Dr. Gonzalo Gutiérrez,




hidrolizarse con 4lcalis y contiene en su estructura varios
ribonucleétidos (Tooze, 1981).

La molécula de DNA de los virus herpes estd 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
porcién de secuencias Gnicas, y otra de secuencias repetidas. lLas
secuencias Gnicas son mds grandes y se llaman U, (secuencia idnica
larga) y U; (secuencia Gnica corta). En estas secuencias estd la
informacién necesaria para sintetizar la mayor parte de las
proteinas estructurales. Ambas tienen en sus extremos otras dos
secuencias pequefias que estdn repetidas, y pueden estar o no
invertidas, lo que le confiere también a los herpes una estructura
Gnica entre los virus DNA.

Las cuatro secuenclas que flanquean al componente U, se llaman
a, b y su duplicado invertido se llama: b', a', cada uno de ellos
comprende el 6% de todo el DNA. Al componente U; 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, SEGMENTQ S

a, b, U, b', a', at,c', U, ¢c, a,

donde las letras con comillas representan las secuencias
invertidas. Como los segmentos S y L se pueden invertir entre si,
el DNA ajslado de virus puede tener cuatro isémeros difiriendo
Gnicamente en la orientacién (Reichman, 1984; Tooze, 1981). La
importancia de estos arregqlos se desconoce.

Ademas, los genes del HSV se clasifican segn el momento en
que se expresan. Son de tres tipos:

- genes inmediatos tempranos, llamados genes alfa,
- genes tempranos o beta y
- genes tardios o genes gamma.

Hay cinco genes alfa, el principal es el que codifica a la
proteina alfa 4 llamado también gen ICP4 & IE175K ; estd asociado
especificamente con los genes alfa y regula la expresién 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
estd 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 proteinas
estructurales del virus.

1.13.- CAPSIDE VIRAL,

La cépside viral es un icosaedro formado por 162 capsémeros,
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 di&metro.

1.14.- VIRUS DE LA SEUDORRABIA

El virus de la enfermedad de AujeszKy, conocido también como
virus de 1la seudorrabia (PRV) pertenece a la familia wviral
Herpetovijridae, subfamilia alfa, al igual que los herpes simplex.
Causa en animales domésticos y salvajes, una enfermedad conocida
como enfermedad de Aujeszky, quien la describié a principios de
sigle. También se le 1llamé virus de la seudorrabia, pues en los
animales se parece clinicamente a la rabia, posteriormente se vié
que no tenfan ninguna relacién entre s{ (Iglesias, 1987).

En la ganaderia porcina, la seudorrabia produce cuantiosas
pérdidas econémicas (Solérzano & Mercado, 1985). De hecho es una
de las cinco enfermedades epizobticas que produce mayores pérdidas
econémicas en la porcicultura nacional (Correa, 1985; Ramirez,
1985), causa hasta 90% de letalidad en lechones infectados y
provoca abortos a cerdos en gestacién. La prevencién que se sigue
para la PRV es la vacunacién; lo que disminuye el nGmero de casos,
pero favorece la aparicién de portadores asintomiticos de cepas
patégenas; esto dificulta particularmente el control y erradicacién
de la seudorrabia (Hill, 1985; Pastoret et al., 1982), sobretodo
cuando un animal portador asintomitico llega a una granja no
protegida, se provoca una alta mortandad.



El mecanismo es el siguiente: por un lado, el virus de la
seudorrabla, como otros virus herpes, tiene capacidad de sobrevivir
en el ganglioc trigémino de modo latente. Por otro lado, el PRV es
altamente letal, por lo gue un animal no vacunade que padece la
enfermedad de AujeszKy, generalmente morir8, pero si estd vacunado,
tiene muchas posibilidades de recuperarse de la infeccién 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 & Alford, 1981), pero la especificidad y alto costo de
estos farmacos, dificulta su aplicacién en veterinaria. Por ésto
es necesario investigar alternativas terapéuticas contra el PRV.

Otra razén por la que usamos el virus de la seudorrabla en
este trabajo, fue para probarlo como modelo de los virus Herpes
simplex 1 y 2; estos virus se estdn manejando con muchas medidas
de seguridad por el riesgo de contaminacién (Gémez, 1988; Rawls &
Piccardo, 1981). Una solucién 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 biolégico y
molecular como se revisa a continuacibn (Petrovskis, 1987; Kaplan,
1969) .

1.15,- CLASIFICACIdN Y HOMOLOGiA DE LOS VIRUS HERPES.

La clasificacién de los virus herpes, como la de otros virus,
es provisional; se basa en propiedades biolégicas generales y en
los arreglos de secuencia de DNA. Los virus de 1la familia
herpesviridae, se clasifican en tres subfamilias: alfa, beta y
gamma herpesvirus (Tooze, 1981).

El grupo alfa incluye al herpes simplex 1 (HSV-1), y el herpes
simplex 2 (HSV-2), al virus de la mamilitis bovina (BMV), virus de
la seudorrabia (PRV) y el Equid herpesvirus 1 (EHV). Se
caracterizan por tener un rango de huéspedes muy variable, esto es

desde muy amplio hasta muy especifico; y cuentan con un cicle
replicativo corto. Son altamente citopaticos en cultivos celulares,



causan rédpida destruccién de células susceptibles y frecuentemente
causan infecciones latentes en animales.

La familia beta incluye al citomegalovirus humano y murino.
La principal caracteristica 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 caracteristica
es que se replican en células linfoides.

El peso molecular del DNA de los herpesvirus es de 87 a 105
KD y estd constituido por dos compeonentes unidos covalentemente.
Los dos tipos de heipes simplex tienen algunas diferencias
antigénicas y estan asociados con infecciones en sitios especificos
del organismo. El HSV-1 es causante del 97 al 99% de infecciones
oro-labjales y keratitis herpética, mientras que el tipo 2 causa
del 91 al 97% de las infecciones en tracto genital, asi 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 infeccliones genitales por HSV-1, asf como keratitis por HSV-
2.

La homologia genética entre el HSV-1 y el 2 es de 50%, pero
son lo suficlientemente distintos como para tener cada uno sus
propiedades biolégicas especificas (NIH Conference, 1985). Las
secuencias homélogas se encuentran en todo el mapa genémico y la
mayorfa de los polipéptidos de membrana del HSV-1 estén
antigénicamente relacionados con los del tipo 2 (Corey & Spear,
1986}, con excepcién de una que si es tipo especifico.

Un buen ejemplo de homologia lo tenemos en la glicoproteina
D (gD), Que es comin a ambos tipos 1 y 2 y es el principal blance
de los anticuerpos neutralizantes. Los genes de ambas proteinas
estdn altamente conservados, mostrando una homologfa del 85% en la
secuencia de 394 aminodcidos para la gD-1 (la glicoproteina D del
HSV-1) y 393 aminodcidos para la gD-2.

Ademis de la homologia genética comparten otras
caracteristicas estructurales: las dos liberan un péptido de 25
aminodcidos en un proceso postraduccional, ambas contienen 3 sitios
para N-glicosilacién, cuentan con un dominio hidrofébico que los
ancla a la membrana y tienen los siete residuos de cisteina entre

10



los aminoidcidos 66 y 202, seis de los cuales forman los tres
puentes disulfuro de la proteina. Una estructura muy similar se
encontrd en la gp50 del virus de la seudorrabia la cual parece ser
la homéloga 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 grupe Alfa

esviri . Se ha demostrado gque comparten de 8 a 10% de
secuencias de DNA entre el PRV y el SHV (Tooze, 1981), La homologia
aumenta al comparar marcos de lectura abierta (zonas de
transcripcién); como es el caso de la proteina 11K del PRV y su
simil en el HSV la US9, una protefna del tegumento, que muestran
homologfa en el 30% de su secuencia de aminodcidos (Petrovskis &
Post, 1987) (Fig. 2). No se sabe la funcién de esta proteina, pero
las cepas virales sin este gen son poco virulentas.

Otras caracteristicas que comparte el PRV con los HSV, es que
el PRV tiene 8 glicoproteinas de membrana, varias de ellas son
homélogas a las glicoproteinas de membrana del HSV.

También muestran.secuencias repetidas e invertidas en su DNA; el
nGmero de protefnas 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, plerde su
infectividad.

La envoltura viral, la capa mis externa del virién, es una
membrana que vista al microscopio electrénico, muestra una
estructura trilaminar aniloga a la membrana celular. El virus la
obtiene del nficleo de la célula parasitada del siguiente modo: las
protefnas virales se sintetizan en el citoplasma celular, y
posteriormente se ensamblan en el ndcleo, después salen al
citoplasma por un proceso de gemacién; durante este proceso el
virus obtiene su envoltura del nGcleo celular (Fig. 1). Asi, el
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FIGURA 2,- COMPARACION DE LA ORGANIZACION GEMETICA DE. DOS
COMPONENTES DE LA REGIGN UNICA DEL HSV-1 y EL PRV, LAS
PROTETNAS HOMGLOGAS SE MARCAN CON UNA FLECHA. {Petrovs-
kis et al., 1987).
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esqueleto lipidico de la membrana viral proviene del nficleo, aunque
también puede obtenerla de otras membranas intracelulares
(Reichman, 1984).

Todas las glicoprotefnas de 1la envoltura viral, son
codificadas por su genoma y se ha demostrado que ninguna de estas
proteinas proviene del huésped (Corey, 1986; Lycke, 1983). En
cambio, las glicoproteinas 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 actdan precisamente a
este nivel.

Ambos virus herpes simplex, expresan en su membrana siete
glicoproteinas llamadas: gh, gB, gC, gD, gE, gF y gH. Estas
glicoproteinas tienen diversas funciones: la gC permite 1la
adhesién inicial del virus a la célula huésped; posteriormente la
gB, la gD y la gH fusionan ambas membranas para la penetracién del
virus, mientras gue las otras tres glicoproteinas gA, gE y gF
colaboran, por mecanismos no muy bien conocidos, con la replicacién
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 formacién de
anticuerpos neutralizantes y células T citotéxicas antigeno
especificas capaces de eliminar una infeccién por herpes.

Por esto mismo algunas de estas glicoproteinas, son candidatos
para la realizacién de vacunas antiherpéticas., Comenzaremos por
describir cada una de ellas.

1.22.- GLICOPROTEINA C (gC).

La gC es la principal glicoproteina sobre la que actdan los
polielectrolitos; y es la primera proteina que le permite al virus
adherirse a la célula.

La funcién de la glicoproteina C se conoce por los estudios
realizados en la proteina homéloga a ésta, peroc gue se encuentra
en el virus de la pseudorrabia, la gIII. Esta proteina juega un
papel clave en la adsorcién viral y en su posterior liberacién de

14



15

la célula, después de replicarse; es también un inmunégeno
importante.

El glicano de la gIII tiene dos funciones. La primera es la
adsorcibén del virus a la célula, y la segunda es permitir una
correcta localizacién de la glicoproteina en la membrana viral;
por ejemplo, si durante la sintesis viral de la cepa vacunal Bartha
del virus de la PRV, se disminuye su glicosilacién, la gC
permanecerd en el citoplasma celular en lugar de localizarze en la
membrana viral (Robbins et al., 198%; Lomniczi et al., 1987).

La principal funcién de la gC es la adsorcién viral a la célula,
que es el primer paso para la penetracién. Por ésto la gCy la glIII
se pueden considerar como la proteina de adherencia viral (VAP,
Viral Atatchment Protein) o receptor inicial para adherirse a la
célula; la adherencia se logra uniéndose a moléculas de heparéan
presentes en la membrana celular de una amplia variedad de
mamiferos (Zuckermann et al., 1989).

Posterior a la adherencia por la gC, la penetracién se lleva
a cabo através de un complejo de glicoproteinas formada por la gB,
la gbh y la gH.

Cuando al PRV le falta la gIII, la adsorcién es menos
eficiente. Obviamente, los anticuerpos policlonales anti qIII
inhiben la adsorcién; aunqgue mutantes gIII negativas (i.e.: que no
tienen gIII), si se adhieren a la célula a pesar de la presencia
de estos anticuerpos, lo que sugiere que el fenémeno de adsorcién
lo puede también realizar alguna otra glicoproteina de membrana
(Zuckermann et al., 1989).

1.23.- GLICOPROTEINA B (gB).

La glicoproteina B del HSV tipo I fué la primera que se
demostré necesaria para la infectividad viral, por lo que es la
mejor conocida. Estos estudios se basan en el anadlisis de
mutaciones del gen que codifica para esta proteina (Highlander, et
al., 1988). La gB estd relacionada antigénicamente con la gA. Su
funcién es promover la penetracién viral (Lycke, 1983}, provocando
la fusién de la membrana celular con la viral. Ademids, la gB
promueve la fusidn celular inducida por los HSV-1 y HSV-2.



La gB tiene un peso molecular aproximado de 126 KD (Tooze,
1981), y est& formada por 104 aminodcidos, Se divide en seis
dominios llamados: sitio I, II, III y IV, asi como la fraccién
transmembranal y la regién citopl&smica 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 m&s distal, abarca aproximadamente
los aminodcidos del 1 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 penetracién celular y la fusién de membranas celulares,
gue normalmente permiten la diseminacién directa célula a célula
al HSV.

El sitio antigénico III, se localiza entre los aminodcidos
283 y 390. Se puede modificar fuertemente su antigenicidad
cambiando una glutamina por lisina en su residuo 305, lo que impide
su neutralizacén con anticuerpos monoclonales contra este sitio.
Las modificaciones en los residuos 305, 277 6 373 producen ademis
mutantes con defectos en la glicosilacién, incapaces de penetrar
superficies celulares. Los anticuerpos monoclonales contra el sitio
III neutralizan al virus sin ayuda del complemento, por el fendmeno
de inhibicién viral.

El sitio I se localiza entre los residuos 381 y 441. Las
mutaciones a este nivel también disminuyen 1la velocidad de
penetracién a la célula. El sitio IX es proximal a la membrana, y
termina uniéndose a la fraccién transmembranal; se encuentra entre
los residuos 596 y 737 de la gB. Los sitios II y III contienen
estructuras importantes para la infeccién viral. Ambos dominios son
comunes en la gB del HSV-1 y 2.

La alteracidn en el sitio antigénico II, también provoca
defectos en la adicién de carbohidratos y disminuye la velocidad
de penetracién viral. Lo gque demuestra la importancia de 1la
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estructura proteica y de la glicosilacién de las proteinas, para
la penetracién del virus a la célula.

1.24.- GLICOPROTEINA D (gD).

La gD es otro componente importante para la fusién de la
membrana del HSV con la membrana celular; la gD se encuentra en el
HSV~1 y 2. Su polipéptido estd formado por 369 amino&cidos, siete
de ellos cistefnas, que forman 3 puentes disulfuro, cada cisteina
se llama gD cys'1 a gD cys*7 (Wilcox et al., 1988); de la cys'1 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 protefina.

La gD es sintetizada por los ribosomas y posteriormente se
glicosila en el aparato de Golgi. La substitucidén de alguna de las
primeras cisteinas ademis de modificar su conformacién antigénica,
altera la glicosilacién de la proteina, integréndose sélo del 0 al
10% de oligosacdridos con respecto a la gD normal.

Fuller y Spear (1987), demostraron gque algunos anticuerpos
monoclonales anti gD no inhiben la adsorcién viral, pero si evitan
que el virus penetre a la célula. Esto implica gue la funcién de
la gD es clave también para la fusién de membranas en 1la
penetracién celular del virus. .

Inmunolégicamente hablando, la gD estimula altos titulos de
anticuerpos neutralizantes, que juegan un papel decisive en los
estadfos iniciales de la infeccién viral. Animales inmunizados con
varias formas de gD se protegen de un desafio letal con HSV. Por
ésto y por ser comin al HSV 1 y 2, es un fuerte candidato para la
realizacién de vacunas biosintéticas antiherpes (Wilcox et al.,
1988) .
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1.25,- GLICOPROTEINA H (gH).

Es otra de las tres glicoproteinas de envoltura (gB, gD y gH),
indispensables para la infectividad viral y responsables de la
produccién de anticuerpos neutralizantes no dependientes de
complemento. Se han encontrado diversos homélogos de gH en otros
virus herpes. Su funcién es fusionar la membrana viral a la célula,
junto con la gB y gD. Los anticuerpos monoclonales anti gH no
bloquean la adhesién a la célula pero si su penetracién (Fuller et
al., 1989).

1.26.~ GLICOPROTEINAS A, E y F.

Las otras tres glicoprotefnas han sido menos estudiadas, por
lo que s8lo las mencionaremos brevemente. Se ha demostrado que no
son indispensables para la replicacién viral en cultivos celulares,
aunque la falta de alguna de ellas dismiuye la infectividad
especifica del virus (Fuller et al., 1989).

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

La gE es especialmente interesante, pues tiene un receptor
para Fc de la IgG {Corey, 1986), por lo que puede fijar
inmunoglobulinas. Como sucede con otras proteinas 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 biolégico de estos receptores para Fc
durante la infeccién viral se desconoce (Lycke, 1983; Norrild,
1981).

1.3,- RELACIGN VIRUS-CELULA.

Las relaciones huésped-parasito, involucran necesariamente la
interaccién de sus membrananas. El estudio de las superficies del
HSV y las células asi{ como su papel en esta interaccién es crucial
para la comprensién de su patogenicidad. En especial para los virus
que inician la infeccién adhiriéndose a la superficie celular como
son el virus herpes, el virus de la influenza, el rinhovirus o el
poliovirus. El mecanismo de adherencia es importante en el ciclo



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

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

Como se ha descrito en otros trabajos (WuDunn & Spear, 1989;
Fuller & Spear, 1987; Morgan et al., 1968), la penetracién del
virus herpes simplex a la célula se lleva a cabo por dos fenémenos
estrechamente relacionados, pero independientes. El primero es la
simple adherencia o adsorcién del virus a la membrana celular por
cargas lénicas; y el segundo es la fusién de las membranas celular
y viral, para que finalmente la cépside penetre al citoplasma
(Wubunn & Spear, 1989). A continuacién se describiré el primer paso
de penetracién viral: la adherencia.

1.31.~ ADHERENCIA.

Hasta hace algunos afios, se desconocia el receptor celular
para los virus herpes (Corey, 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 1589, cuando Spear y WuDunn,
demostraron gque la interaccién inicial del virus herpes es con
moléculas de heparén sulfato, gue se encuentran frecuentemente en
la superficie de las células, lo gue permite al virus infectar a
muchos huéspedes y tipos celulares.

El interés por la accién antiviral de los polilelectrolitos
se reinicié en 1987, cuando dos grupos de investigacién (Ito et
al., 1987; Veno et al., 1987), describieron que el dextré&n sulfato
Yy la heparina inhibfan al virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) in vitro. Poco después se reinicié la investigacién del
efecto de la heparina sobre el HSV.

La presencia de oligosacdridos en la membrana viral se
conocfa también desde hace varios afios, aunque no se sabia su
funcién, pues se pensaba que servia sélo para estabilizar los
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péptidos de membrana o para evitar la digestién intracelular de
los mismos, o para el transporte de las glicoprotefnas a la
membrana celular, durante el proceso de replicacién viral
intracelular (Lycke, 1983). Nadie pensaba que fueran los receptores
virales, se proponia gque el virus se adherfa a la célula por las
protefnas. En enero de 1989, WuDunn demostrd que el virus herpes
se adhiere a moléculas de hepardn sulfato presentes en la membrana
celular. Para septiembre de ese afio se describié que la
glicoproteina viral que se une al hepardn, es la gC para el HSV y
la gIIX para el PRV (Zuckermann et al., 1989},

El modo como WuDunn lo demostré fue marcando radiactivamente
al virus infectivo con timidina tritiada, y posteriormente
inhibiendo su penetracién a la célula, ya fuera con policationes
que se unen al hepardn sulfato, como la poli-L-lisina y el factor
plaquetario 4; o por medio de la digestién enzimitica de 1la
membrana celular con heparinasa, heparitinasa, o condreitinasa.
Era importante, demostrar que se inhibfa la adsorcién y 1la
penetracién a la célula; para lo gue compard la entrada del virus
radiactivo cuando éste se incubaba en células tratadas previamente
con o sin los reactivos antes mencionados.

La digestién enzimdtica del heparéan sulfato de membrana
celular, disminuyé significativamente la entrada del virus a las
células, volviéndolas resistentes a la infeccién; no asfi al digerir
el dermatadn sulfato o el condroitin sulfato (WuDunn & Spear, 1989}).

Podemos resumir, diciendc que para la adherencia del HSV a la
célula es necesario que la gC de la membrana viral se una al
heparén sulfato de la membrana plasmitica; logr&ndose as{ el primer
pasc del ciclo de infeccién viral. Sin embarge, la unién del HSV
con el heparén sulfato es sé6lo el primer paso en una cascada de
interacciones que culmina con la fusién de la envoltura del virién
a la membrana plasmitica (WuDunn & Spear, 1989).

1.32.- FUSION VIRUS-CELULA.
La entrada del virus a la célula se lleva a cabo por dos
procesos distintos, la adhesién y la fusién de membranas, Fuller



Y Spear (1987) demostraron que algunos anticuerpos monoclonales,
dque neutralizan al virus herpes reaccionando con la gD, no evitan
la adherencia del virus a la célula, pero si impiden su
penetracién.

’ Aunque para la adsorcién viral es suficiente la presencia
del heparén sulfato en la membrana celular, la penetracién necesita
de interacciones subsecuentes con otros receptores de la membrana
celular, que le permitan su fusién y finalmente se libere 1la
cipside dentro de la célula. Esta funcién de penetracién la llevan
a cabo la gB, la gb y la gH (Fuller et al., 1989). Estas proteinas
en cambio, no se requieren para la adsorcién inicial. Se ha
demostrado que viriones sin gB ni gD s{ se adhieren a la célula,
pero no pueden pentrarla.

1.33.- FUSIdN DE MEMBRANAS CELULARES.

Adem&s de producir la fusién de membranas entre el virus y la
célula, la gB colabora con la fusién de membranas celulares que se
observa en las infecciones por HSV; y es la causa de la formacién
de sincicios, que es un fenémeno presente en las infecciones por
estos virus. De hecho una linea celular que expresa la gB, induce
la formacién de megacariocitos, aun sin infecciétn viral
(Highlander, 1989). Para el PRV la penetracién la realiza la gII
y la gp50, que corresponden a la gB y la gD, respectivamente.

1.4.- HEPARINA.
1.41.- NATURALEZA QUIMICA.

La heparina es un carbohidrato &cido con rotacién éptica
positiva, capaz de formar sales con metales. Pertenece al grupo de
los mucopolisacidridos, descubierto en 1916 y utilizado en clinica
como anticoagulante desde 1938 (Goodman & Gilman, 1984). Pertenece
al grupo de los glicosaminoglicanos. La heparina se desarrollé como
farmaco para uso clinico en 1935 por grupos de investigacién en
Toronto y Estocolmo. Desde entonces este firmaco se ha utilizado
por millones de pacientes y ha sido objeto de numerosos estudios
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{(Jagques, 1985). Se encuentra regularmente en células cebadas, donde
tiene un peso molecular de 750 KD, con s6lo el 10% de la actividad
anticoagulante que la heparina comercial; ésta tiene un peso muy
variable de 3 a 75 KD (Jaques, 1979), y estd formada por 2 a 22
hexasac&ridos. La heparina comercial tiene una actividad aproximada
de 150 unidades internacionales (UI) de anticoagulacién por mg de
heparina, una potencia diez veces mayor que la heparina tisular
{Goodman & Gilman, 1984).

pependiendo de su actividad anticoagulante, la heparina se
puede separar en dos fracciones, una muy activa 1/3. y otra
relativamente inactiva 1;% (Rosenberg et al,, 1978), La fraccién
activa estd formada en un 95% por cadenas repetitivas del
tetrasacirido yﬂ, que contiene las siguientes hexosas:
Acido L-idurénico. -—- D-glucosamina 6-sulfato N-acetilada -—
Acido D-glucurénico. — N-sulfato D-glucosamina-6-sulfato.
S61o del 25 al 35 % de una preparcién 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 antitrombina (Thomas, 1984;
Rosenberg & Lam, 1979).

1.42.- EFECTOS INMUNOLdGICOS DE LA HEPARINA.

La mayor parte de los efectos no anticoagulantes de la
heparina, estdn relacionados con mecanismos de inflamacién o del
sistema inmune (Tabla IV).

Se pueden resumir estos efectos inmunolégicos en dos: inhibe
reacciones de hipersensibilidad como anafilaxia, sistema de
complemento, glomerulonefritis, reacciones antfgeno-anticuerpo,
etc.; y segundo, mejora la respuesta inmune celular: incrementa la
migracién de linfocitos B, estimula pinocitocis y fagocitosis de
los macréfagos.

Un buen ejemplo de la importancia de la heparina en la
respuesta inmune, lo menciona Straus en 1984, gquien demostré que
una cepa de ratones Balb/c con una baja respuesta inmune, tiene
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una concentracién tisular doble de heparina que los ratones Balb/c
pero con alta respuesta inmune.

La distribucién de heparina durante el desarrollo fetal,
muestra que se encuentra casl exclusivamente en el tejido
hematopoyético y linfoide del feto: bazo, timo y ganglios
linf4ticos; mientras que del lado materno estd 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-, ademis de encontrarse en timo, y ganglios linfédticos.

En la tabla IV, se recopilan algunos efectos inmunolégicos
descritos para la heparina. Algunas de estas funcicnes son
contradictorias y se debe a que no se ha estudiade a fondo el papel
inmunolégico de la heparina, sélo 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. E1
verdadero papel inmunolégico y fisiolégico de la heparina se
conocerd bien cuando se relicen ensayos con heparina nativa, o al
menos con heparina de alto peso molecular y baja actividad
anticoagulante.

1.43.- FISIOLOGIA DE LA HEPARINA.

Las células cebadas contienen gran cantidad de granulos que
les dan su caracteristico color metacromdtico con azul de toluidina
y que se debe a la presencia de heparina, heparitina y condroitin
sulfato, ademis de la histamina. Para tener una idea de 1la
importancia de la heparina en la célula cebada, basta decir gue los
polianiones constituyen el 25% y la histamina el 9% del contenido
organico de estas células (Jaques, 1979).

La heparina activa macréfagos y forma complejos con agentes
téxicos como los venenos. Por esto se puede considerar a la célula
cebada como un "botiquin de emergencia" (Jaques, 1979). Su misma
funcién anticoagulante podrfa servir para facilitar algunas
reacciones inflamatorias, permitiendo 1la distribucién y el
movimiento de células en la proximidad de los vasos.



TABLA |V, EFECTOS DE LA HEPARINA
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EN EL SISTEMA INMUNE.

EFECTO EN CEL

ULAS INMUNES.

na, activa fuertemente a Cl’ Cy

ACTIVACION INIITRICTON,
+ Produce linfocitosis. (1} + Inhibe iinfocitos By T. (1)
+ Incrementa la migracién de lin- {+ Inhibe la liberacién de exu-
focitos. (1) dado mononuclear. (2)
+ Estimula citotoxicidad por macré- : .
fagos., (2)
+ Prameve la lberacifn de lacto-
ferrina por los PMN, (2)
+ En presencia de PMIP prameve la
agregacitn de PMN, (2)
+ Estimula pinocitosis y fagocitosis.
EN SISTEMA DE COMPLEMENTO.
ACTIVACIC;N INHIBICI(;N.
+ La incubacién de suero y hepari- |+ Inhibe la unién do Ciar Gsi ¥ Gy 1)
na disminuye los niveles de €y |+ Potencia al inhibidor de Gy (D
Cye 6 de Cy a Cyu (3) + Inhibe la arplificaci6n de convertasa. (1
+ Se deposita en la superficie
plaquetaria, atrae IgG, y las
lisa por activacifn de C.
+ La interaccién heparina- protami-

y Gy (3)




JABLA IV 2 EFECTOS DE LA HEPARIHA EN
{Continda de la tabla IV)
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EL SISTEHA IHHUNE. ~

INHIBICIGH DI REACCIONES,

+ Inhibe el shock anafilictico en oo~ Jt
bayos, y pichones. (1) +
+ Fenmeno de Arthus., (1)
+ Prucba de lupus eritematoso. (1)
+ Anticuerpos antirinfn de rata. (1 |+
+ Nefritis de Masugi, (1) +
+ Inhibe la actividad de la protef-
na bisica prircipal, la cwl es
citolitica,

Inhibe hronccespasme en pichones, (1)
Inhibe anafilotoxinas en oo
hayos y pichones. (1)

Prueba de Coombs. (1)

Suero nefrotéxico en conejos. (1)
Junto oon cortisona tiene accidn anti-
inflanatoria. (5)

EFECTO PROTECTOR CONTRA.

+ Aminas vasoactivas, (1,4} +

+ Toxipas de peritonitis, que-
maduras, veneno de vibora Rus-
sell, tromboplastina tisular.(l}

Firmacos: curare, digitales, ouaba-

ina, neomicina, polimixina., (1)

OTROS EFECTOS RELACIONADOS COM SISTEMA
INMUNE.

+ Incrementa la electronegativi-,+
dad celular, (2} +

+ Efecto antiviral, (4} +

+ Control de proliferacién celular, (6}

+ Incramenta la angiogénesis tumoral{S)H+

Inhibe el crecimiento tumoral. (4,5)
Inhibe proliferacitn celular. (2)
Anticoagulacidn local, permitiendo la
movilizacién de ofluas inflamatorias.
Junto con cortisona es un potente fnhi-
bidor de la angiogénesis.

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

2.~ Mitchell, 1978,

3.~ Rent et al,, 1975,

4,- Straus, 1984,
5,- Folkman, 1983,
6.~ Parker, 1984,
7.- Escobar 1388,
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Ademds, la heparina promueve la liberacién de lactoferrina,
y -aumenta la agregacién de polimorfonucleares; los complejos de
heparina-lactoferrina, actiian a manera de complejos inmunes para
aumentar la degranulacién de polimorfonucleares (Cairo et al.,
1983) .

En base a todas estas caracteristicas que se mencionan en los
parrafos anteriores, asi como por otros efectos (tabla IV y IV-a),
se puede considerar a la heparina como una molécula del sistema
inmune, aunque faltan estudios mis especificos para saber cuil es
su funcién principal.

Considerando la clasificacién 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 estdn clasificados, entre otros, la 1lisozima, el
complemento y las proteinas de fase aguda. .

1,44.- EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARINA.

Otro de sus efectos a nivel inmunolégico y que nos interesa
especialmente, es la inhibicién de algunos virus. Se ha demostrado
que tanto la heparina como otros polielectrolitos, inhiben a un
gran nGmero 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 polianiones sobre los
virus es el de Cochen quien en 1942, utilizé estos compuestos para
aislar y cristalizar algunos virus de plantas. En 1949 Warren
utilizé la protamina para purificar virus. Penttinen en 1956 inhibe
el virus de la influenza en embriones de polle con un policatién
el polifluoroglucinolfosfato.

Los primeros que describen el efecto de la heparina sobre el
HSV son Nahmias y Kibrick en 1964: haciendo estudios de
replicacién del virus herpes en leucocitos humanos, observaron que
la presencia de heparina en el medio de cultivo, tenfa un claro
efecto inhibitorio sobre el virus.

En ese afio, Antti Vaheri descubre independientemente el mismo
fenémeno y llega a conclusiones similares, pero su estudio es mucho
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mis extenso; todo un suplemento de cerca de 100 p&ginas de la Acta
Pathologica et Microbiologica Scandinavica, se dedicé al estudio
del efecto antiviral de la heparina.

Es interesante recalcar que el efecto inhibitorio de 1la
heparina sobre la adsorcién viral se entendid bastante bien, desde
estas primeras descripciones del fenémeno. En el primer articulo
Nahmias y Kibrick en 1964, afirman: “La heparina ha demostrado
afectar la infeccidn viral en su fase m&s temprana, probablemente
en la adherencia electrostdtica primaria del virus a la célula",
donde se ve que el fenémeno se entendié bastante bien; contrario
a lo que afirma WuDunn en 1989, refiriéndose a este articulo:
"Las bases para la inhibicién del virus herpes por la heparina se
conocfan desde mucho tiempo atris, pero no se entendié su
mecanismo...".

¢Por qué entonces se olvidé el fendémeno?, parece haber dos
razones: primero se pensé que el fendmeno era inespecifico, por
lo que no se le dié la importancia debida; nadie pensé que el
receptor celular para el virus herpes pudiera ser un andlogo de la
heparina, a pesar del claro efecto inhibitorio que mostraba. Y la
sequnda razén es porque la heparina se investigé como fé&rmaco
antiviral,

Por su alto efecto anticoagulante y baja accién antiviral in
vivo obtenidos en varios trabajos, la relacién heparina-herpes se
dej6 de estudiar, 1luego de los trabajos iniciales en 1los aiios
sesentas.

Por ejemplo, Vaheri probé sin éxito el polifluoro-~
glucinolfosfato y la heparina contra la queratitis experimental
por herpes simplex 1 en conejo; en 1983 Grossman y Thonard, tampoco
obtuvieron beneficio terapéutico al administrar heparina tépica en
cuadros recurrentes de herpes genital.

Asf{, en el 9perfodo comprendido entre las primeras
publicaciones de Nahmias (1964) y la de WuDunn en 1989, hay muy
pocos trabajos que estudien la interaccién heparina-herpes.

El Gnico trabjo que reporta utilidad de la heparina contra el
virus herpes jn vivo es el que mencionamos anteriormente, en el gue
el Dr. Aguilar-Setién (1983) protegid a un 100% de ratones contra
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el virus herpes del cerdo al administrar heparina y virus por via
subcutdnea. 8Sin embargo el 15% de los ratones morfan como
consecuencia de las hemorragias causadas por el efec to
anticoagulante de la heparina.

1.45.~ PROTAMINA .

La protamina es un grupo de proteinas nucleares con un peso
molecular aproximado de 4,500 Daltones, que se obtinen del esperma
o testiculos maduros de peces de la familia Salmonjdae (Horrow,
1985). Son fuertemente basicas con carga policatiénica, por au alto
contenido en arginina. Cerca del 67% de los aminoicidos de la
protamina son residuos de arginina (Antohi et al., 1983). En
clinica, 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
(Jagues, 1979).

1.5,-ACYCLOVIR,

Los antiherpéticos son, con mucho, la terapia antiviral mé&s
avanzada y efectiva en la actualidad. El1 descubrimiento de 1la
idoxiuridina al principio de los afios sesentas permitié el
tratamiento exitoso de la queratitis herpética. Le siguieron la
vidarabina en los setentas y el acyclovir en 1979; este Gltimo, ha
sido el m&s efectivo para disminuir la letalidad del virus herpes
en los cuadros de meningoencefalitis y la infeccién diseminada del
neonato.

El acyclovir (9-2-(2hidroxietoximetil) guanina, acyclo-~
guanosina) (ACV) es un andlogo de los nucleésidos descrito por
primera vez el afio de 1979 (Elion et al., 1979). Tiene un alto
grado de especificidad contra los virus herpes simplex tipo I y
II, varicela zoster y contra el virus de la pseudorrabia (Thiry et
al., 1983). Actualmente se consigue en preparacion oral
intravenosa, tépica y oftdlmica. Es el mejor antiherpético conocido
actualmente (Hirsch & Schooley, 1983). Existen otros farmacos
antiherpéticos como son la vidarabina, el interferén, el
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fosfonoformato, la bromovinildesoxiuridina, la trifluorotimidina,
la idoxuridina, etc. Esta Gltima sique usdndose en oftalmologia,
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, asi como sus excelentes resultados contra todos los tipos
de infeccién 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
la aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad; si se
inicia el tratamiento estando presentes ya las vesiculas, tiene
paco efecto. La segunda limitacién es que el herpes ha formado
cepas resistentes al acyclovir, de hecho ya hay descritas algunas
de éstas.

Ademds tiene un alto costo, el tratamiento de un cuadro agudo
de herpes genital con acyclovir oral, cuesta alrededor de diez dias
de salario minimo; ademds es muy frecuente la presentacidn de
cuadros recurrentes por herpes genital u oral, hasta 12 6 15 veces
por aio.

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

1,- Facilitan la aparicién de cepas virales resistentes al

acyclovir (Schnipper et al, 1982; Burns et al, 1982).

2.- Los efectos colaterales del ACV en tratamientos

prolongados estadn aGn 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.

3.- El tratamiento preventivo, dos tabletas diarias durante seis
meses, representa un costo aproximado de casi cuatro meses de
salario minimo.
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4.~ El principal problema: al suspender el acyclovir se presenta
el mismo nGmero de recurrencias, como si no se hubiera
administrado este tratamiento.

Todas estas limitaciones del acyclovir, hacen ver 1la
importancia del estudio de terapias alternativas contra las
enfermedades herpéticas, dque cumplan con las siguientes
caracteristicas: que su administracién en el cuadro agudo evite
los cuadros repetitivos, que evite 1la aparicién de cepas
resistentes y que sea de bajo costo.
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OBJETIVOS.

1.~

BEstudiar el efecto antiviral jin vitro e in vivo, de tres
glicosaminoglicanos poliapiénicas sulfatados: heparina,
dextr&n y condroitin; sobre el virus de la seudorrabia.

Probar el efecto antiherpético de la protamina sulfato, un

policatién proteico.

Caracterlzar el efecto de estos polielectrolitos sobre el
virus herpes y sobre las células.

Estudiar el efecto inhibitorio de  estos cuatro
polielectrolitos sobre el virus herpes simplex 1.

Evaluar la posible aplicacién terapéutica de estos
polielectrolitos contra el virus de la seudorrabia.

Probar diversas dosls de heparina in vive, buscando mantener
su efecto antiviral, sin provocar mortalidad por hemorragia.
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3.~ MATERIAL Y METODOS.
3,1. ~XAMTERIAL.
VIRUS.

El virus de la seudorrabia o Sujd herpesvirus 1, cepa Schope
fue donado por el "Instituto de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias", Palo Alto, México., Los ensayos con Herpes
simplex-1, cepa macroplaque de Roizman se ralizaron en conjunto
con los Dres. Beatriz Gémez y Julio Santiago del laboratorio de
Virologfa, departamento de Ecologfa Humana de la Facultad de
Medicina de 1a UNA 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, Tenancingo Estado de
México); condroitin sulfato sal sédica, grado II de cartilago de
ballena (Sigma Chemical Co., San Luis Missouri, E.U.A.); dextran
sulfato con un peso molecular promedio de aproximadamente 5,000
daltones (Sigma Chemical Co.) y protamina sulfato, 1libre de
histonas, grado III (Sigma Chemical Co.).

CULTIVO DE TEJIDOS.

Monoestratos de células de rifi6n de bovino llamadas células
MDBK (Madin Derby Bovine Kidney), se cultivaron en medio esencial
minimo (MEM) (Gibco Laboratories, Ohio, E.U.A.), a 37°C y
atmésfera hGmeda.

3.2.-METODOS .
EXPERIMENTOS DE INHIBICISON VIRAL IN VITRO.

Después de eliminar el sobrenadante de las células MDBK, se
les afiadié cada uno de los polielectrolitos disueltos en el MEM a
las sigulentes concentraciones: heparina, condroitin sulfato, y
dextrédn sulfato a 500 ug/ml; la protamina sulfato a 50 ug/ml.
Inmediatamente después se desafiaron las células con 0.1 ml de la
suspensién viral, la cual contenia de 50 a 200 unidades formadoras
de placa; después de una hora de adsorcién a 37°C, los monoestratos
celulares se cubrieron con MEM suplementado con agarosa al 1% y
suero fetal de ternera inactivado a 57°C durante 30 minutos; como
control se usaron células infectadas con la misma dilucién viral
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perc sin polielectrolitos. Las células se incubaron a 37°C en
atmésfera himeda y 5% de €O, durante 48 a 72 horas. Posteriormente
las células se fijaron en formol al 33%, fueron tefiidas con cristal
violeta al 0.3%, o con tincién de giemsa; las placas liticas eran
visibles a simple vista, por lo que se contaron con la ayuda de un
negatoscopio.

ENSAYOS CON HERPES SIMPLEX I.

Se realizé un ensayo ipn_vitro 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
vitro con el PRV.

ADICION DE HEPARINA Y PROTAMINA ANTES O DESPUES QUE EL VIRUS.

Para revisar el momento en gque la heparina y la protamina
inhibfan al virus, se aplicaron 50 ug/ml de cada uno de &stos, a
diferentes tiempos desde 1 hora antes, hasta 3 horas después del
desaffo viral,

EFECTO DIRECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE EL VIRUS HERPES.

El efecto directo de polielectrolitos sobre las particulas
virales, se estudié incubando el PRV junto con cada uno de los
poli-iones a diluciones logaritmicas desde 5,000 hasta 0.5 ug/ml,
durante 10 minutos a 37°C, antes de afadirlo a las células. Como
control se incubé 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 midié su efecto citopdtico a las 72
horas. Este ensayo se describe en la tabla V.

EFECTO DIRECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE LAS CéLULAS.

Ahora se probd el efecto directo de los poli-iones sobre las
células con un ensayo 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
descripcién detallada de este ensayo se muestra en la tabla V-a.

ENSAYO CON ACYCLOVIR. .

Se realizdé un ensayo para comparar la accién antiherpética de
la heparina y el acyclovir. La concentracién del acyclovir fué de
20 ug/ml, que corresponde a una dosis inhibitoria 50 (Laboratorios
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TABLA V. EFECTO DE LOS PDLIEI;ECTRDLITOS SOBRE EL_VIRUS.

EXPERIMENTAL ) CONTROL

INCUBACION VIRUS-P.E.X . INCUBACION VIRUS-HEDIO BHK
(EN MEDIO BHK) 15°, 15

DESF(0 DE CELULAS DESAFIO DE CELULAS

CON ESTE VIRUS. 60° CON ESTE VIRUS. 60°

ADICION DE AGAROSA
AL T T

|

PROLIFERACION VIRAL
48-72 HR.

TABLA V_ EFECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE LAS CELULAS.

EXPERIMENTAL CONTROL
INCUBACIGN INCUBACIGN
CELULAS-P.E, * CELULAS-MEDIO BHK
15¢ 15
LAVADO DE CELULAS CON PBS LAVADO DE CELULAS CON PBS

\ ‘/
DESAFIO VIRAL
60!

PROLIFERACION VIRAL
48-72 HR.

AN
(*) PE:loliclectrolitos.



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

PRUEBAS DE PROTECCION IN__VIVO.

DETERMINACION DE LA VIA DE ADMINISTRACI(SN.

Se probaron tres vias de administracién de la heparina:

1.- Subcutdnea al azar: se inyectaron virus y heparina por via
subcuténea en el dorso del ratén, en un sitio escogido de
manera indiscriminada.

2.- Subcutdnea en el mismo sitio: se marcé un punto con tinta
indeleble en el dorso del ratén, y en ese mismo sitio se
administré el virus y las tres dosis de heparina.

3,- Intramyscular: se administré el virus por via subcuté&nea y la
heparina por una via 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 inoculacién viral y consistié en una dosis
doble del poli-ién, disuelta en 0.4 ml de gelatina segln la técnica
de Evans (Evans & Boller, 1946). Esta administracién en forma de
gel, se usé con el fin de alcanzar una liberacién sostenida durante
48 a 72 horas y observar si con este gel se disminufan las
hemorragias provocadas por la heparina.

DETERMINACION DE LA DOSIS.

Se probaron también varias dosis de heparina buscande
disminuir la dosis de la misma, pero manteniendo su efecto
antiviral., En todos los lotes se administré virus y heparina por
via subcutdnea. Se probaron las siguientes dosis:

a) Tres dosis de heparina 50x50x100 en gel:

Hora 0: 50 UI de heparina subcuténea,

Hora 2: 2 dosis letales 50% del PRV.

Hora 4: 50 UI de heparina, subcutanea.

Hora 6: 100 UI de heparina en gel.

b} Tres dosis de heparina 25x25x50 en gel :

35



Es el mismo esquema que el anterior, pero con la mitad de la

dosis.

c) Tres dosis de heparina 50x50x50 sin gel:

El mismo esquema que en el ensayo a), pero con la mitad de la

dosis en la tercera administracién, 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 50 UI sin gel, previo a la

administracién de las dos dosis letales 50% del PRV.

PRUEBAS IN VIVO CON TODOS LOS POLIELECTROLITOS:

En base a los dos ensayos anteriores, se realizé el ensayo
definitivo in vivo, probando los cuatro polielectrolitos. En todos
los grupos se administraron virus y polielectrolitos por via
subcutdnea, siquiendo un esquema similar al de tres dosis de
heparina (50x50x100) con gel en la Giltima administracién segfin se
muestra en la tabla VI.

GRUPO CONTROL.

Se inocularon por via subcutdnea 25 ratones con 0,15 ml de la
suspensién viral con dos dosis letales 50 del virus de 1la
seudorrabia; aproximadamente 11,000 unidades formadoras de placa.

GRUPOS EXPERIMENTALES.

Cuatro grupos de 25 ratones recibleron 3 inyecciones
subcutdneas de alguno de los polielectrolitos.

- La primera dosis se administré dos horas antes de la
inoculacién viral,

- la segunda dosis 2 horas después del virus.

- La tercera se inyectd 4 horas después de la inoculacién. En
esta fGltima, se administré la dosis doble del poli-ién
disuelta en 0.4 ml de gelatina seglin la técnica de Evans
{Evans y Boller, 1946).

En la tabla VI se describen detalladamente estos tiempos y
dosis de administracién de los poli-iones. La observacién y conteo
de la mortalidad de ratones se siguié durante 10 dfas,
posterior a lo cual ya no mueren los ratones por seudorrabia.
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TABLA VI
ESQUEMA DE PROTECCI6N DE RATONES CONTRA EL VIRUS DE
LA PSEUDORRABIA, POR MEDIO DE POLIELECTROLITOS,(+)

TRUFO T3, 00515 ] VIRUS 75, DOSIS| 3a. DOSIS.
' 2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS.
CONTROL PBS T DLy PBS GEL (%)
HEPARINA | 50 uI . 50 U1 100 Ul
CONDROITIN | 5 mg " 5 mg 10 ng
DEXTRAN 1 mg o 1 mg 2 ng
PROTAMINA | 0.5 mg : 0.5 mg 1 mg

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

{*) La tercera dosis se administrd con un gel segdn la férmula
de Bvans , con el fin de obtener una liberacidn lenta del
farmaco.
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PRUEBAS ESTADISTICAS.
Los resultados se evaluaron estadisticamente por la prueba de
‘chi' cuadrada y por anilisis de varianza (Daniel, 1974).
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4-RESULTADOS.
4.1.- RESULTADOS DE LOS ENSAYOS IN VITRO.

4.11.- PRIMEROS ENSAYOS IN VITRO.
4.12.- DETERMINACION DE LA DOSIS INHIBITORIA IN VITRO.
4.13.~ ENSAYOS IN VITRO CON MICRODOSIS DE HEPARINA.

" 4.14.~ PROTECCION AL ARADIR PROTAMINA Y HEPARINA DESPUES

DEL DESAFIO VIRAL.
4.15.- INHIBXCION INTRACELULAR.
4.16.~ ADICIGN DE LA PROTAMINA ANTES DEL VIRUS,
4.17.- SITIO DE ACCION DE LOS POLIELECTROLITOS.
4.18.- EFECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE EL VIRUS.
4.19.~ EFECTO DE LOS POLIELECTROLITOS A NIVEL CELULAR.
4.20.- ENSAYOS CON HERPES SIMPLEX VIRUS,
4.21,- COMPARACION DEL EFECTO ANTIHERPETICO DE LA HEPA-

RINA Y EL ACYCLOVIR.

4.3.-ENSAYOS 1N VIVO.
4.31.- VIA DE ADMINISTRACION DE LA HEPARINA.
4.32.- DETERMINACION DE LA DOSIS.
4.33,- MORTALIDAD POR HEMORRAGIA.

4.34,~ ENSAYOS IN VIVO CON OTROS POLIELECTROLITOS.
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4.- RESULTADOS.

4.11.- PRIMEROS ENSAYOS IN VITRO (Figs. 3 y 4).

El primer ensayoc que se realizé fue para estudiar a_grosso
modo el efecto antiviral jn_vitro de los polielectrolitos; por lo
que se probaron concentraciones altas de los polielectrolitos:
heparina, condroitin y dextr4n sulfatados a 500 ug/ml y 1la
protamina a 50 ug/ml.

La figura 3 muestra las fotografias de un ensayo de proteccién
de las células MDBK contra el virus de la seudorrabia. cada
particula viral que infecta a una célula forma una zona litica en
el monoestrato que se identifica como una perforacién en 1la
monocapa celular. A simple vista se observa que la heparina, el
dextr&n y la protamina reducen el nimero de placas liticas, en
cambio el condroitin sulfato las aumenta. El nGmero de placas que
se observa en ésta figura 3 se cuantificé y graficé en la figura
4.

La heparina redujo claramente el nimero de placas formadas
por el virus de la seudorrabia en 1.4 x log,, (Fig. 4); el dextrén
sulfato también redujo el ndmero de las placas en 1.0 log,, La
protamina las disminuyé en 1.2 log,,. Por otra parte, el condroitin
sulfato aumenté en un 35% el nimero de placas lfticas con respecto

al control.



FIGURA 3 4]

EFECTO DE LOS POLIELECTROLITOS SOBRE EL NUMERO Y TAMARO DE LAS

PLACAS LITICAS PRODUCIDAS POR EL VIRUS DE LA PSEUDORRABIA.

CONDROITIN SULFATO DEXTRAN SULFATO,
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FIGURA 4 . EFECTO IN VI'TRO DE LOS POLIELECTROLITOS
SOBRE EL VIRUS Suid herpesvirus 1,

[ m— | l
CONTROL HEPARINA CONDROITIN ~ DEXTRAN PROTAMINA
500 ug/ml 500 ug/ml 600 ug/ml 50 ug/ml

POLIELECTROLITOS.

El. EXPERIMENTO DE LA FIGURA 3 SE CONTABILIZé Y SE HIZO UNA COMPA-
RACIdN PORCENTUAL, TOMANDO EL CONTROL COMO 100% DE PLACAS.




4.12.-DETERMINACIdN DE LA DOSIS INHIBITORIA IN VITRO (Fig. 5).

Como puede verse en la figura 4, se utilizé una sola
concentracién de los poli-iones, por lo que a continuacién 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 confirmé que la heparina y el dextrédn sulfato
tienen un fuerte efecto antiviral; desde concentraciones tan bajas
como 5 ug/ml se logra casi 100% de inhibicién.

La protamina en cambio, mostré un efecto antiviral menor que
en el primer ensayo; y menor efecto también que la heparina y la
protamina; el maximo efecto protector se alcanza a 100ug/ml. A
concentraciones iguales o mayores de 500 ug/ml, la protamina es
citotéxica sobre las células MDBK, lo que impide probarla a estas
concentraciones. Esta es la razén por la que se afadié otra dosis
de protamina no téxica de 100 ug/ml, gque no se utilizé con los
otros polielectrolitos.

De nuevo, el condroitin no inhibe al virus; sino que aumenté
el nGmero de placas liticas significativamente entre 20 y 40 % a
todas las concentraciones, excepto a 5,000 ug/ml en que redujo en

15% el nGmero de placas.

43



Porcentaje de placas con respecto al

control

120% ~

100% 4

80%

60% 4

40%

20% 4

Lz

FIGURA 5 ,

Condroitin
sulfato

v'Protamina

i Heparina:——— = =
Dextran:

- * T ™

-

0.5 5 50 500 5,000
CONCENTRACION EN ug/ml.

INHIBICION DEL VIRUS PRV, UTILIZANDO CONCENTRACIONES
LOGARITMICAS DE CADA POLIELECTROLITO.



45

4.13.- ENSAYOS IN VITRO CON DOSIS BAJAS DE HEPARINA (Fig, 6).
Se probaron dosis menores de heparina, para concer la minima
concentracién inhibitoria in vitro. La concentracién de heparina,
con un claro efecto antiviral m&s baja fue de 1.9 ug/ml, que
muestra atin 93% de inhibicién; a 0.6 ug/ml inhibe s6lo un 15% con

respecto al control.

4.14.- PROTECCIéN IN VITRO AL ARADIR HEPARINA Y PROTAMINA
DESPUES DEL DESFIO VIRAL (Fig.7).

Al afiadir la protamina y la heparina a varios tiempos después
del desaffo viral (Fig. 7). B&sicamente se observa que los dos
polielectrolitos inhiben al PRV sélo si se afladen 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 afiadir heparina de una a tres
horas después que el virus ha penetrado disminuye su efecto entre

80t y 100%

4.15.-INHIBIC16N INTRACELULAR.

Por el contrario, la heparina inhibié en un 20 % al virus al
afladirse hasta tres horas después que &ste (Fig.7). El an8lisis de
este sencille fenémeno de inhibicién intracelular es
particularmente interesante, y se comenta en el capitulo de

discusién,
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4.16,~ ADICI(SN DE LA PROTAMINA ANTES DEL VIRUS (Fig.8).

Ahora se revis6é lo contrario, el efecto antiviral de la
protamina al ahadirla antes del desaffo 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 adicién de 1la protamina antes que el virus, también
disminuye su efecto antiviral: a mayor tiempo desde la adicién de
ésta hasta el desafio, presenta menor efecto. Como puede verse, la
m&xima accién antiviral se logra al afiadir la protamina al mismo

tiempo que el virus.

4.17.- SITIO DE ACCIGN DE LOS POLIELECTROLITOS (Figs. 9 y 10).
Los polielectrolitos podrian actuar a dos niveles: en la
célula o en el virus. R este respecto, los reportes previos son
contradictorios.

Para estudiar ésto hicimos dos ensayos, uno incubando los
polielectrolitos con el virus antes del desaffo; y el otro
incubando los polielectrolitos con 1las células 15 minutos y
eliminandolos antes del desafio, seglGn se explica en material y
métodos y en la tablas V y V-a.

El efecto delos 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 graficas de la figura nueve. Si quisiéramos resumir este

efecto, dirfamos 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 condroitin no produjo incremento de letalidad, cuando se
incubd primero con el virus, fenémeno que si se aprecia cuando
se aflade a las células antes del virus.

- El dextré&n, al igual que la heparina, produjo una inhibicién
menor a la dilucién mis baja.

- La protamina tinen un efecto inhibitorio un poco menor cuande
se agrega al virus y se incuba previamente al desaffio de las
células.

En resfimen: la protamina, heparina y dextran tienen el mismo
efecto antiviral excepto en una de las concentraciones, lo que no
alcanza significancia estadistica 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 37°C, posteriormente se lavaron éstas con PBS y

finalmente se agregd el virus (Tabla V-a).
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Los resultados se ven en la figura 10. Ninguno de los
polielectrolitos inhibié al virus si el poli-ion se lava antes del
desafio viral. Un simple lavado de los polielectrolitos, antes del

desaffo elimina practicamente 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 teniamos especial interés en observar el efecto
sobre el herpes humano. Los ensayos con HSV se observan en la
fiqura 11, y se comparan con los del PRV en la figura 12.

Los cuatro polielectrolitos muestran porcentajes de inhibicién
o facilitacién (en el caso de condroitin), similares con ambos
virus, Esta identidad de efecto se aprecia mejor en la figura 12,

donde se compara la accién sobre ambos virus.

4.21.- COMPARACION DEL EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARINA Y
EL ACYCLOVIR (Fig. 13).

Se hizo un ensayo in vitro para comparar el efecto antiviral
del acyclovir y la heparina, asi como para probar un posible efecto
sinérgico. El acyclovir se us6 a las concentraciones recomendadas
para ensayos in_vitro (20 ng/ml), pues a dosis mayores, causa
efecto citotéxico.

A estas concentraciones, la heparina mostré un efecto
antiherpético in vitro mayor que el acyclovir (Fig. 13).
La dltima columna de 1la figura 13, muestra el efecto

inhibitorio al estar presentes los dos f&rmacos. Se observa
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pricticamente la misma inhibicién que al afiadir heparina sola, por

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

4.3,~ ENSAYOS IN VIVO.

En 1983 el Dr. Aguilar-Setién utilizé un modelo inyectando el
virus y la heparina por via subcuténea, obteniendo en aquella
ocasién 100% de proteccién 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
proteccién no obtuvimos porcentajes de proteccién mayores al io0%
con respecto al control. Se hicieron varios ensayos con heparina

para probar que via y dosis era la mis efectiva contra el SHV-1,

4.31.-DETERMINACIéN DE LA VfA DE ADMINISTRACION DE LA
HEPARINA IN VIVO (Fig.14).

Primero se estudiaron otras vias de administracién. En 1la
figura 14 se observa la mortalidad por virus de la pseudorrabia al
utilizar tres vias de administracién de la heparina: dos
subcuténeas en el dorso del animal, la primera inyectando virus y
polielectrolitos en sitios distintos {via subcutinea al azar). El
segundo grupo se marcé con tinta indeleble en un punto del dorso,
para administrar virus y heparina en el mismo sitio (via subcuténea
en el mismo sitio). Al tercer grupo se le administré el virus por
via intramuscular y la heparina por via subcutinea (via subcuténea-

intramuscular).
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Como se ve en la figura 14, la via subcutdnea 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 proteccién al inyectar por las otras vias.

4.32.- DETERMINACION DE LA DOSIS (Pig.15).

Una vez conocida la mejor via de administracién, subcuténea
al azar, se probaron cuatro dosis distintas, la gque mejor protegié6
a los ratones fué la dosis 50x50x100 UI + gel, gque corresponde a
tres dosis de heparina; dos primeras de 50 UI y la tercera de 100
UI en gelatina, para obtener su liberacién durante 24-48 horas,
Ensayamos de nuevo tres dosis de 50 UI sin gelatina subcutdneas
{50%50%50) , pero ésta mostré menor proteccién contra el PRV y mayor

mortalidad por hemorragia (Fig. 15).

4.33.-MORTALIDAD POR HEMORRAGIA (TABLA VI).

Se analizbé la mortalidad por hemorragia segfn la via y dosis,
los resultados se muestran en la tabla VII. La via subcutdnea al
azar fue la mejor, pues no provocé muertes por hemorragia, en
cambio por via intramuscular murieron 40% de los ratones; por via
subcutinea en el mismo sitio, murieron el 30% de ratones por
hemorragia al dia siguiente de la administracién de la heparina
{tabla VII).

Por lo gue la dosis que se eliqib para proteger a los ratones
en el ensayo definitivo, fué la triple de heparina con la filtima

dosis administrada en gel (50x50x100+gel).
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via oE pos 1§ ** D GEL MORTALIDAD POR  PORCENTAJE

ADHGN . HEPARINA. HEMORRAG A DE PROTECCION.

CONTROL — hmad 0% -

S.C. 50 x 50 x 100 ST 02 30 %

s.C. 25 x 25 x 50 st 0% 108

§.c. 50 x 50 x 50 No 30% E 104

s.c. 50 No 03 4%

.M. 50 x 50 x 50 No ho 27 é 3
#S.CM.S 50 x 50 x 100 st 30 % 194

TABLA VIl - COMPARACION DE LA MORTALIDAD POR HEMORRAGIA Y LA

PROTECCION OBTENIDA AL ADMINISTRAR LA HEPARINA POR‘LAS

VIAS Y DOSIS QUE SE DBSERVAN EN LAS FIGS. 13 y 1k,

* Subcutdnea en e) mismo sitio.

% Dosis en Unidades Internacionales de

Heparina.
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4.34.- EXPERIMENTO IN VIVO CON OTROS POLIELECTROLITOS (Fig. 16). .

Se realizé finalmente, el ensayo in vivo mis importante, con
todos los otros polielectrolitos. Se utilizé un esquema de
administracién de cada una de éstos similar al de la heparina:
dos dosis iniciales, con una tercera disuelta en gel.

La descripcién detallada de estas dosis se muestra en el
capitulo de métodos, en la tabla VI.

La heparina fue el Gnico polielectrolito que disminuyé 1la
mortalidad por virus de la seudorrabia in vivo en un 218 (p<0.025)
(Fig. 16). Ni el condroitin ni el dextr&n sulfatoc mocdificaron los
porcentajes de mortalidad causada por el virus de la seudorrabia.
Los ratones tratados con protamina, tuvieron en cambio, mayor

mortandad que el grupo control (p<0.05).
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EFECTO IN VITRO DE LOS POLIELECTROLITOS.

Tres de los cuatro polielectrolitos probados, tienen una
fuerte accién antiviral. La heparina y el dextrin sulfatados
mostraron una curva de inhibicién sobre el PRV 4in vitro
pricticamente idéntica (Fig, 5). Concentraciones tan bajas como
5ug/ml, inhiben al virus casi en un 100%.

Aungue en el ensayo inicial (Fig. 4), la protamina mostré casi
el mismo efecto que la heparina y el dextrén, al probar diversas
concentraciones de la protamina se observé que en realidad tiene
mucho menor efecto que los dos anteriores. Ademis, mostrd un fuerte
efecto citotébxico a concentraciones por arriba de 500 ug/ml. Los
otros tres polianiones no son téxicos aGn a concentraciones tan
altas como 5 mg/ml.

El condroitin en cambio, aumentd la citopatogenicidad del
virus hasta en un 35%. Este fenémeno se discute a continuacién.

CONDROITI'N SULFATO Y ESPECIFICIDAD DE LA REACCI(SN.

A pesar de que el condroitin tiene carga aniénica, la misma
que la heparina; aumenté la patogenicidad de ambos virus herpes en
lugar de inhibirlos (Figs., 4 y 12). Este fenbmeno sugiere que el
efecto antiviral de los polielectrolitos es especifico y no un
simple efecto de cargas i6nicas contrarias que bloquean el fenémeno
de adherencia.

Si la reaccién fuera sblo por cargas iénicas, inespecifica,
cualquier polianién inhibirfa al virus, lo que no se ha observado
ni por nosotros, ni por otros autores como Vaheri, quien en 1964
utilizé monosacdridos cargados aniénicamente sin tampoco inhibir
al virus.

ENSAYOS IN VITRC CON DOSIS BAJAS DE HEPARINA.

La heparina inhibié al PRV en un 93% a concentraciones tan
bajas como 1.9 ug/ml. Hay que recalcar esta fuerte accién antiviral
pues muestra por un lado la potencia, y de algGn modo también, la
especifidad de la reaccién. Si se hubiera valorado adecuadamente
esta accién inhibitoria en los afios sesentas, el hallazgo no
hubiera cafdo en el olvido.
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PROTECCIO& IN VITRO AL ANADIR HEPARINA Y PROTAMINA
DESPUES DEL DESFIO VIRAL.

Este ensayo ayuda a explicar el mecanismo de accién 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 fusién de membranas viral y celular (Zuckermann et
al., 1989). La gIII es la molécula de la membrana viral que se
ancla a la membrana celular. A este tipe d;‘ﬁoléculas con las que
el virus se une a membranas celulares se les llama VAP o proteinas
de adhesién viral (Viral Atatchment Protein).

Si la heparina y la protamina inhiben al virus antes de que
éste penetre, deben hacerlo blogueando la unién de la gIII al
hepardn sulfato. Por su carga aniénica la heparina y el dextrén
deben unirse a la gITI, mientras que la protamina debe unirse a la
molécula de hepardn sulfato de la membrana celular.

INHIBICI&N INTRACELULAR.

Como mencionamos en resultados, la heparina inhibié en un 20%
al virus al afadirse hasta tres horas después que éste (Fig.7). El
andlisis de este sencillo fenémeno de inhibicidén intracelular es
particularmente interesante.

El mecanismo de accién de la heparina para inhibir al virus
intracelularmente, podria ser bloqueando el mecanismo de
diseminacién intracelular, que se lleva a cabo fusionando membranas
celulares (Fig. 1), funcién que es realizada por la gB cuando se
expresa en la membrana celular, durante la replicacién viral
{Zuckermann, 1989).

Este bloqueo de la diseminacién intracelular, es un fenémeno
que se ha observado desde hace muchos afios en los ensayos de
inhibicién de placa, (gue es una técnica de rutina en virologia).
No se conocia bien por qué mecanismo sucedia ésto. 56lo se habia
observado que la adicién de concentraciones altas de agarosa a los
pozos de cultivo inhibia la formacién de placas liticas virales.
La agarosa es una mezcla de carbohidratos, varios de ellos con
cargas polianiénicas, que inhiben la diseminacién intracelular. De
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hechs, para contrarrestar este efecto inhibitorio de la agarosa,
se recomienda disminuir la concentracién de ésta, o afiadir
protamina al medio para neutralizar el efecto de los polianiones
{Lennete, 1981).

Pero este efecto inhibitorio del 20% post-desaffo, podria
mediarse por algGn otro mecanismo, interferén por ejemplo, aungue
no hemos estudiado esta posibilidad. En todo caso, lo que nos dice
este fenémeno, es que el 80% del efecto antiviral de la heparina
es por inhibicién de la adsorcién viral y el 20% restante, por
algln otro mecanismo.

Nos inclinamos a pensar que el mecanismo de 4inhibicién
intracelular, es bloqueando la fusién de membranas celulares, pero
se necesitan otros ensayos para demostrarlo con certeza.

ADICIéN DE LA PROTAMINA DIVERSOS TIEMPOS ANTES DEL VIRUS.

También fue interesante que al afadir la protamina a diversos
tiempos antes que el virus, se disminuia fuertemente su accién
antiviral (Fig. 8). ¢Qué sucedié6 con la protamina?, hay varias
posibilidades: que haya ingresado a las células, que &e
desnaturalice, o que su carga sea neutralizada por amortiguadores
presentes en el medio de cultivo. Nos inclinamos por la primera
posibilidad, pues una caracteristica de la protamina es incrementar
la entrada de macromoléculas a la célula (Folkman et al., 1983),
por lo que podria internarse al citoplasma y perder asi su
efectividad.

Esta disminucién del efecto de la protamina al afadirse antes
que el virus también sugiere, pero no demuestra, que su efecto
antiviral no es induciendo interferén. Si fuera asl, podria
afladirse algunos minutos antes o después que el virus y mantendrf{a
la induccién de interferdn.

Basdndonos en el hecho que el virus se une a las moléculas de
heparan sulfato de la membrana celular por la gIII (Wu Dunn et al.,
1989; Zuckerman et al., 1989) y que loa pelielectrolitos actfian
durante la adsorcién viral (Figs. 7 y 8) se pueden concluir otros
dos detalles del mecanismo de accién de los poli-iones:



69

a) La Heparina y el dextran actfian a nivel de membrana viral, y
més especificamente sobre los glicanos de la gIII, que tienen
carga catiénica.

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

SITIO DE ACCIéN DE LOS POLIELECTROLITOS.

Ya que se habja definido que los polilelectrolitos actdan
extracelularmente, justo antes de que el virus penetre a la célula,
es decir durante la penetracién viral, habfia que descartar otros
dos posible mecanismos de inhibicién de los polielectrolitos:

a) Efecto viricida directo.
b) Efecto citotéxico,

si los polielectrolitos no tuvieran ninguno de estos dos
efectos podriamos précticamente asegurar que actGan sobre los
mecanismos de penetracién viral.

EFECTO SOBRE LAS CELULAS.

como se muestra en la figura 10, un simple lavado de los
polielectrolitos antes del desafio viral, elimina précticamente
todo efecto antiviral. Estoc demuestra en primer lugar, que el
efecto antiviral de los polielectrolitos, no es por dafio celular.

Esto se puede explicar porque los polielectrolitos se unen a
las glicoprotefinas de membrana por medio de enlaces 1lénicos que
son enlaces de baja energia y un simple lavado los remueve.

De este ensayo se desprenden otras conclusiones importantes:

a) as indispensable gque los polielectrolitos estén presentes
durante el desaffo viral para que ejerzan su efecto
inhibitorio,

b) debido a estos enlaces de baja afinidad, es muy facil remover
su efecto antiviral, Esto explica, en buena medida, por qué
tienen tan baja accién in vivo.

c) El mecanismo de accién de los polielectrolitos no es viricida
ni citot6xico, sino que inhiben los mecanismoos de penetracién
del virus a la célula.
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ALGUNAS CONSIDERACIONES DEL EFECTO ANTIHERPETICO
IN VITRO DE LA PROTAMINA.

El efecto antiherpético de la protamina s6lo se ha mencionado
en la bibliografia por Vaheri en 1964. En la extensa revisién que
hizo, probando el efecto antiherpético de varias decenas de
substancias emparentadas con la heparina, menciona gue la protamina
inhibe al virus herpes simplex humano, pero no realiz6 m&s ensayos.

Sin conocer ese experimento de Vaheri, hallamos el mnismo
fendmeno de inhibicién con protamina in_vitrgo. Por su potencial
utilizacién como antiviral, era de especial interés estudiarlo,
por lo que se hicieron varios ensayos especiales con ésta;
finalmente mostrd menor accién que la heparina, pero su estudio
ayudé a comprender mejor la relacién polielectrolitos-virus-célula.

La protamina mostré menor efecto antiviral que la heparina y
el dextran. Sélo 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, mostré un fuerte efecto citotédxico,
sobretodo si se queda en el sobrenadante celular durante las 72
horas de proliferacién viral.

EFECTO CITOTGXICO DE LA PROTAMINA.

Cabe preguntarse si la protamina inhibe al virus por accién
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 bacteriolitico (Antohi et al., 1983).
Ademds estd nuestra observacién de su efecto citotéxico. Por lo
que quiz& la protamina actda lisando al virus o dafiando a las
células antes de la penetracién.

Los experimentos de la Fig. 9 y 10, descartan esta
posibilidad, pues de ser asi, el virus incubado con protamina
mostrarfa un efecto antiviral mayor que cuando no se incubaron..
Esto sugiere que su accién es a nivel de la adsorcién modificando
la carga i6nica de las membranas celular y viral.

Una Gltima posibilidad en cuanto al mecanismo de accién de la
protamina serfa inhibiendo directamente el metabolismo celular, e
indirectamente la replicacién viral. Tampoco parece ser el caso,



pues la adicién de la protamina s&lo 30 minutos después del desafio
viral, no bloguea su replicacién (Fig. 7). Si el mecanismo de
accién de la protamina fuera inhibiendo el metabolismo celular, su
adicién aGn varias horas después del desaffo, mostrarfa una
inhibicién similar.

ENSAYOS CON HERPES SIMPLEX VIRUS.
Sorprendentemente, los cuatro polielectrolitos tienen un
efecto muy parecido sobre ambos virus herpes, lo gue sugliere que
utilizan los mismos receptores de membrana, aunque faltan mas
ensayos para probarlo con certeza.

COMPARACIéN DEL EFECTO ANTIVIRAL DE LA HEPARINA Y
EL ACYCLOVIR.

In_vitro, la heparina mostrd mayor efecto antiviral que el
acyclovir, lo que comprueba la fuerte accién atiherpética de la
heparina; pero in vivo, ésta tiene muy poca accién antiviral, El
acyclovir actGa a nivel intracelular inhibiendo la sintesis de DNA,
que lo hace un medicamento ideal para tratar la infeccidn herpética
aguda. Por el contrario, la heparina que acta a nivel
extracelular, tiene muy poca accién in vive, como veremos en
sequida.

ANALISIS DE LOS ENSAYOS IN_VIVO.

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

Siguiendo esa misma metodologia, no obtuvimos proteccién mayor
del 10% (Figs. 14 y 15). Al probar otras dosis y vias de
administracién, se obtuvieron porcentajes de proteccién contra el
PRV entre el 20 y el 40% (Figs. 14 a 16). De cualgquier modo, 1la
proteccién obtenida ahora con la heparina, alcanza una buena
significancia estadistica (p<0.01), ademds que ahora se evitaron
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las muertes por hemorragia, gracias a la administracién de 1la
heparina en gel en la tercera dosis, para su liberacién lenta.

Cabe recalcar que para lograr estos porcentajes de proteccién
es indispensable administrar la heparina antes que el virus, y por
la misma via que éste, j.e.: es necesario que la heparina esté
presente sobre las células retadas, al momento del desafio viral.
Si se administra la heparina por via intramuscular y el virus por
via subcutdnea, no hay proteccién (Fig. 15).

No sabemos por qué esta diferencla, hay varias posibilidades:

una es que en esta ocasién hayamos obtenido un porcentaje de

proteccién mis real que en 1983. También podria intervenir alguna
variable desconocida v. gr.: el lote de heparina utilizado
entonces, o la experiencia inmunolégica del ratén; si el lote de
ratones utilizado en aquella ocasién habfa tenido contancto con
algin otro virus herpes no letal, se mostraria resistencia cruzada
a la infeccién por el PRV,

También se probaron el condroitin y el dextradn para evaluar
su accién atiherpética in yivo, y tratar de substituir a la
heparina que provoca una alta mortalidad por hemorragia. Es la
primera ocasidén que se prueban estos dos polianiones como
antivirales in vivo. El dextran que tuvo un buen efecto antiviral
in vitrg, no mostré ningin efecto in_vivo. El condroitin tampoco
mostré acciébn antiviral jin vivoe.

A pesar de los bajos resultados obtenidos por estos ensayos,
hace falta estudiar otros polielectrolitos gue podrian tener mis
efecto antiviral. En especial hay que probar los fragmentos 18,
(fraccién altamente activa) y el fragmento 18; (fraccién
relativamente inactiva) de la heparina; también la heparina nativa,
o heparina de alto peso molecular y baja actividad anticoagulante.

EFECTO PARADéJICO IN VIVO DE LA PROTAMINA.

También es el primer ensayo in vivo que se realiza con la
protamina contra algin virus. Esta mostr6 un efecto contrario a
sus resultados in vitro (Fig. 5), pues jin vivo incrementé 1la
letalidad del PRV (Fig. 16), a éste fenémenoc lo nombramos efecto
paraddjico de la protamina.
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Este efecto paraddjico podria explicarse simplemente por los
diferentes modelos utilizados; el modelo in vitro en células de
rifibn de bovino, mientras que in vivo es en ratén. Pero no es la
primera vez que se observa un efecto de este tipo con
polielectrolitos. Por ejemplo, se ha demostrado gque algunas
moléculas de h'eparina de bajo peso melecular y con muy poco efecto
anticoagulante in vitro, tienen un alto efecto in vivo. Igualmente,
algunos fragmentos de heparina con un alto efecto in vitro contra
el factor Xa de la coagulacién, al probarlos en animales no son tan
efectivos como se esperarfa (Thomas, 1984).

También se han descrito efectos paradéjices de los
polielectrolitos, pero en modelos virales; v.gr.: el dextrin
sulfato inhibe jin_ vitro al wvirus del sarcoma aviario a
concentraciones de 4 ug/ml, pero aumenta su infectividad a
concentraciones mayores (Vogt, 1970). Un Gltimo ejemplo interesante
del efecto paraddjico: la heparina promueve el crecimiento de
angiomas jn vive, pero si se administra simult&neamente con
cortisona, se inhibe la angiogénesis (Folkman, et al. 1983).

ACCION ESPECIFICA E INESPECIFICA DE LOS
POLIELECTROLITOS.

Hasta aqui hemos mencionado que la heparina act@a 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 electrénica, que la heparina se adhiere a la
membrana celular; o en la observacién de que la heparina se une
rapidamente a células de la pared vascular; se pensaria lo
contrario, que la heparina bloquea al virus uniéndose a la membrana
celular y no a la membrana viral.

Esto, junto con el efecto paradbéjico de la protamina nos hace
pensar que los polielectrolitos podrian actuar con las wembranas
celular y wviral, a dos niveles uno especifico y el otro
inespecifico:

- A nivel especifico: como hemos mencionado ampliamente, con
receptores como la gIII o el heparén sulfato.
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- A nivel inespecf{fico: con otros glicosaminoglicanos presentes
en las membranas, gque tengan diversas cargas. Dependiendo de
la molécula a que se unan, facilitardn (como el condroitin
sulfato), o inactivar&n al virus (come la protamina o la
heparina).

Estas interacciones especificas e inespecificas, explicarian
los efectos paraddjicos y contradictorios reportados en éste y
otros trabajos (Espinoza et al., 1987; Thomas, 1984; Folkman et
al., 1983; Vogt et al., 1970 ).

Otra conclusién importante es que si se obtuviera un enlace
polielectrolito-membrana de mayor fuerza, se lograria una
inhibicién viral mayor y a concentraciones bajas de 1los
polielectrolitos, lo que permitiria su usec in vive.



CONCLUSIONES.

1.- GENERALES.
Los polielectrolitos inhiben al virus s6lo antes de que éste
penetre a la célula.
El virus herpes se une incialmente a la célula por cargas
iénicas de la membrana celular. Es probable que se adhiera a
una molécula similar a la heparina. Por ser un enlace de tipo
i6nico, es facilmente disociable.
El mecanismo de accién de los polielectrolitos es blogueando
esta adherencia inicial del virus a la célula.
Los polielectrolitos pueden actuar sobre las dos menmbranas:
celular y viral. Presumiblemente, la heparina se une a la
gIII del virus, mientras que la protamina se une a la molécula
heparinocide de membrana celular.

2.~ POLIANIONES.
La heparina y el dextr&n tienen una fuerte accién antiviral

in vitro, si se afiaden antes que el virus penetre a la célula.

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

Después que el virus penetra a la célula, la heparina muestra
aGn un 20% de inhibicién, que podria ser blogueando la fusién
de membranas celulares entre celulas infectadas y células
sanas.

3.-PROTAMINA.
La protamina también inhibe al virus herpes, pero en menor
propercién que la heparina y el dextréan.
Su mecanismo de accién no es por efecto viricida directo ni
por inhibicién del metabolismo celular.
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ActGa al mismo nivel que la heparina y el dextradn, inhibiendo

la adsorcién viral.
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4.- ESPECIFICIDAD DE LA REACCIdN.
La unién heparina-gIII es especifica y no por simple atraccién
de cargas contrarias, pues el condroitin sulfato que también
tiene carga aniénica no inhibe al virus.

5.~ EFECTO SOBRE HERPES HUMANO.
Los polielectrolitos inhiben en proporciones similares al HSV
y al PRV, lo que sugiere que estos dos virus podrian compartir
receptores celulares, aunque faltan ensayos m&s especificos
para demestrarlo.

6.- EFECTO IN VIVO.
S6lo la heparina mantiene su accién antiviral jin vivo.
Al igual gque el efecto in vitro, el efecto jin vivo de la
heparina es preventivo, i.e.: s6lo tiene acci6bn protectora si
se administra antes que el virus y por la misma via
(subcutdnea), de manera que se inhiba al virus antes de que
penetre a las células.
La protamina en cambio muestra efecto paradéjico: In vitro
inhibe al PRV, pero in vivo facilita la infeccién.
Se disminuyé la mortalidad por hemorragia al administrar
heparina con gel para su lenta liberacién.
Sin embargo, el bajo porcentaje de inhibicién de la infeccién
in vivo, impide afin que los polielectrolitos tengan utilidad
practica.
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