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EFECTO DEL ISOPRINOSINE (METISOPRINOL) EN LA
INFECCION EXPERIMENTAL DE LA GASTROENTERITIS
TRANSMISIBLE DEL CERDO

FABIOLA CORTES MARQUEZ

Asesores:

M.V.2. Pablo Herndndez Jduregui
M.V.Z. Joaquin Garcia Rivas

El Isoprinosine (sal del dcido paracetamidobenzoico) es una droga con
propledades antivirales, las cuales han sido descritas contra algunos
virus tanto"in vivo" como "in vitro". EIl objetivo del presente estudio
fue probar su efecto contra el virus de la gastroenteritis transmisible
de cerdo. La evaluaci6n histolégica asf como el estudio de la interac
cién de la célula intestinal y el virus a nivel ultraestructural.

Para el experimento se utilizaron doce lechones que se dividieron en

cuatro grupos:

A) stete lechones inoculados con el virus G.E.T. y a las veinticuatro
horas se les suministré el Isoprinosine oral cada cuatro horas a
dosis de 50 mg. /kg. /dfa /lechén.

B) Dos lechones se infectaron y no se les administrd la droga.

C) Dos lechones controles sin infectar, se les dié solamente el Isoprino
sine a la misma dosis durante el mismo tiempo que a los lechones
problema.

D) Un control que se le suministré placebo.

En el transcurso del experimento se observaron los signos clinicos en

todos los lechones infectados con el virus del G.E.T., incluyendo los

lechoncs que estaban recibiendo el lIsoprinosine, por lo que se decidié
sacrificar a los que estaban moribundos. Se tomaron fragmentos del in
testino delgado para estudios en microscopfa de luz y electrénica, Ob-~
servandosc en todas ellas una marcada atrofia de las vellosidades intes-
tinales y particulas virales en diferentes etapas de su replicacion.

Los resultados indican que el Isoprinosine no es eficaz en el tratamien-

to de la G.E.T. ni altera el ciclo de replicactén del virus de la gastro

enteritis transmisible del cerdo en las dosis utilizadas.

Junio 12, 1979.




EFECTO DEL ISOPRINOSINE (METISOPRINOL) EN LA INFECCION
EXPERIMENTAL DE LA GASTROENTERITIS TRANSMISIBLE
DEL CERDO

INTRODUCCION

En 1946 Doyle y Hutching fueron los primeros en dascribir la gastro-
enteritis transmisible del cerdo, como una de las principales causas
de muerte en los lechones del Este de los Estados Unidos. Sugirieron
también su etiologia viral, como "un ugente infeccioso de naturaleza
filtrable”. .

La gastroenteritis transmisible (G.E.T.) es una enfennedad.entérica
que afecta a los cerdos de cualquier edad, la mortalidad es del 100% en
los lechones menores de dos semanas de edad, la cual va disminuyen-
do después de las cinco semanas de edad.

Ha quedado demostrado que es inducida por un virus (Bohl y col., 1969),
altamente contagiosa (morbilidad 100%). El periodo de incubacién es
corto de 18 a 72 horas, caracterizada por vémito, diarrea profusa,

deshidratacién y pérdida rdpida de peso.

ETIOLOGIA

El agente causal es un virus del grupo de los coronavirus (Tajima 1970,
Bohl y col. 1969). Presenta las siguientes caracteristicas: Mide de 70
a 180 nm., contiene un genoma ARN, es moderadamente pleomdérfico,

estable a un Ph de 3. sensible al ster y al formol, en su superficic



presenta proyecciones que semejan la corona solar,

Sus nucleocapsides se desarrollan en el citoplasma y maduran en vesf-
culas citopldsmicas (Wagner y col. 1973).

El virus puede ser aislado ya sea en cultivo de tejidos de cerdo (Han-
cock y col. 1959, Harada, 1963, Lee, 1956), o bien al través de ino-
culaciones en lechones (Hooper and Haelterman, 1966a).

PATOGENIA

El virus es ingerido e infecta las células epiteliales columnares del
intestino delgado; como resultado de la replicacién viral, la cual se
lleva al cabo en 4 6 5 horas, se libera el virus al lumen del intesti-
no y las células infectadas, lisadas, son eliminadas a la luz intesti-
nal.

Después de varios ciclos de replicacién viral, la mayorfa de las célu-
las del intestino involucradas dan lugar a la condicién descrita como
"atrofia de las vellosidades intestinales” en la cual las vellosidades se
encuentran dramdticamente reducidas en longitud.

Las anormalidades epiteliales, se demuestran plenamente a las 24 ho-
ras, después del inicio de la infeccién y estd proporcionalmente rela-
cionado con la cantidad de virus infectante adquirida, la edad del cer-
do, la virulencia del virus y probablemante la prescncia de anticuer-
pos adquiridos por inmunidad pasiva al través del calostro en el lumen
intestinal (Staley, 1969). Es evidente que la atrofia de vellostdades
intcstinales condiciona un sfndrome de absorcidn intestinal deficiente,

que se refleja por el estado nutricional de los animales infectados




(Haclterman, 1972, Hooper and Haelterman, 1966b, Thake, 1968).

ULTRAESTRUCTURA

Los estudios con cl microscopio electrénico en células del intestino
infectadas por el virus de G.E.T., han revelado las siguientes alte-
raciones celulares:

En las microvellosidades acortamiento, reduccién en nimero y distri-
bucién irregular, mitocondrias inflamadas, reticulo endopldsmico gra-
nular. Particulas virales, sobre todo dentro de vesiculas citopldsmi-
cas (Chadler y col. 1969, Olson, 1973, Thake 1968, Waxler, 1972).
CICLO VIRAL A NIVEL ULTRAESTRUCTURAL

Wagner y col., 1973, postulan que la entrada del virus de la G.E.T.
dentro de las células epiteliales del intestino de los lechones recién
nacidos, se efectia al través de una red de tibulos citopldsmicos de
origen plasmalémico.

En animales no infectados aparecen tibulos similares que parecen ser
los responsables de la absorcién indiscriminada de grandes cantidades
de macromoléculas del calostro durante los primeros dias de vida
(Mautisson, 1957, Staley, 1969). Subsccuentemente a la entrada del
virug en la céluia, se suscita un periodo de eclipse (Fig. A - 1). La
replicacién viral ocurre dentro de las invaginaciones de los microca-
naliculos y sc hace plenamente aparente mediante la maduracién viral
en vesiculas intracitopldsmicas (Fig. A - lI). Una vez alcanzada la
replicacién viral, la célula se destruye y deja libres las partfculas vi-

rales por madio del sistema de exclusién de membranas, comun a my




chas infecciones virales; sin embargo este proceso se lleva al cabo con
mucha rapidez y es dificil visualizarlo al microscopio electrénico

(Fig. A - 1),

TERAPIA

En la actualidad no hay un tratamiento efectivo contra la gastroenteri-
tis transmisible del cerdo, sobre todo en lechones menores de 10 dias
de cdad.

Bay y col., 1952, hicieron un estudio en lechones de 1 a S dias de
edad, infectados experimentalmente con G.E.T. a los que les fueron
administradas con fines terapéuticos: circulina, estreptomicina y cloro-
micetina, sin encontrar ningin beneficio.

Whitehair y col., 1948 sf notaron cierta mejoria en lechones desteta-
dos, infectados, al administrirseles sulfatiazol o sulfaguanidina dismi-
nuyeron los signos ciinicos y aumentaron de peso. Tambi&n Wallas y
Whitchair, 1965, reportan mgjorias al administrar clortetraciclina a le
chones de 11 dias de edad.

Es probable que dichas mejorias en lechones de 2 a 5 semanas de edad
tratados con antibactcrianos se hayan debido a que reducfan las compli-
caciones sccundarias por bacterias.

Inclusive se han probado sucros inmuncs orales (Haelterman, 1963),
sangre completa oral (Noble, 1964) con cierto éxito terapéutico. Como
tratamicento paliativo es aconsejable administrar suero oral y proporcio-

nar un medio ambiente scco.




El maiicamento "Isoprinosine"” (también conocido como NPT 10.381,
NP 113; Isoprinosina o Metisoprinol), se encuentra actualmente en el
mercado de México, €ste tiene capacidad antivirica avalada por estu-
dios realizados por sus descubridores: Gordon, Glasky, Brown, Ron-
sen. Lynes, Woodard y col.

El lsoprinosine es un producto de condensacién del dcido para acetami-
dobenzoico, inosina y dimetilaminoisopropanol en una proporcién de
1:3 (Doty y col., 1970) (Ver fig. B.). Se sugiere que su mecanismo
de accién es sobre los ribosomas del hospedador alterdndolo de tal
forma que hace ineficaz el ARN mensajero del virus para su replica-
cién.

OBJETIVO

Teniendo en cuenta que el Isoprinosine actda inhibiendo el ARN mensa-
jero viral para su replicacitn, es nuestro interés probar su efecto, con
tra el virus de la gastroenteritis transmisible del cerdo, ya que produ-
ce grandes pérdidas econdémicas a los porciculiores del pafs por su ele-
vada morbilidad y mortalidad en lechones. La evaluacién histolégica,
asf como el estudio de la interaccion de la célula intestinal y el virus,
a nivel ultraestructural, permitiran interpretar los posibles efectos que

el lsoprinosine tenga sobre el virus en cuestidn,
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizé Isoprinosine en tabletas suministradas por via oral a dosis

de 50 mg/kg de peso, Para producir la enfermedad, empleamos el vi-

rus de la gastroenteritis transmisible cepa Texcoco aislada en el INIP

a partir de un brote de campo por el Dr. Antonio Morllla y por el

Dr. Ramén Bautista en diciembre de 1977. La cepa ha sido manteni-

da a través de pases en lechones susceptibles. El virus tiene un tf-

tulo de 103 dosis infectante por ml. inoculado por via oral a lechones
de 1 a 3 dfas de nacidos (10°/DL/m1/oral/lech6n/dfa).

Usamos 12 lechones recién nacidos (1 a 3 dfas de edad) que /fmeron di-

vididos en cuatro grupos:

a) 7 lechones se inocularon con el virus de G.E.T. por via oral; des
pués de transcurridas 24 horas, se les administré Isoprinosine 50
mg/kg/1 dfa/lech6én, cada 4 horas durante 5 dfas.

b) A dos lechones controles se les infect6 y no se les administr6 la
droga.

c) Dos controles sin infectar se les dié solamente el Isoprinosine a la
misma dosis y durante el mismo tiempo que a los lechones proble-
ma.

d) Un control al que se le suministré placebo.

Diariamente se estudiaron los animales, para detectar cualquier signo

clihico de 1a enfermedad. Todos los cerdos que presentaron signos

clfnicos de enfermedad al grado de peligrar su vida, fueron sacrifica-




dos por electrocucion y se procedi6 a realizar la necropsia.

Se obtuvieron tejidos representativos de yeyuno e fleon de las dreas
que macroscépicamente mostraban lesién. E'l material fue dividido
para estudios de microscopfa de luz y electrénica.

Para microscopia de luz, se fijaron fragmentos de intestino delgado
en formalina al 10 para estudios convencionales de parafina.

Para microscopfa electronica la muestra fue fragmentada finamente y
fijado en glutaraldehido al 3% en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por
una hora y media (Sabatini, 1963) y postfijado por una hora, en tetrs-
xido de osmio al 1% (Millonig, 1962). Posteriormente se deshidrata-
ron en alcoholes de concentracién ascendente y se incluyeron en resi-
nas de araldita (Glauert y col., 1958). Después de la polimerizacién
se obtuvieron cortes de una micra en un ultramicrotomo Porter Blum
MT-2 y se tifieron con Paragén, con objeto de seleccionar el epitelio
de la luz intestinal. Una vez logrado ésto se rebajaron los tejidos de-
jando exclusivamente el drea por estudiar y se seccionaron de 400 a
600 R se recogieron en rejillas de cobre, se contrastaron con citrato
de plomo (Reynolds, 1963) y acetato de uranilo (Watson y col. 1958) y

se observaron en un microscopio electrénico Philips EM-300.



RESULTADOS

EVALUACION CLINICA

Todos los lechones que fueron inoculados con el virus de la G.E.T.,
enfermaron a los 2-3 dfas de post infecci6n inclusive a los que se les
estaba administrando el Isoprinosine oral.

Asf que se decidié sacrificar a los que estaban moribundos, entre el
5°y el 6°dfa, por medio de electrocucion.

A la necropsia era aparente la deshidratacién, el intestino delgado es-
taba distendido con un flufldo amarillento espumoso, lasg paredes adel-
gazadas y transparentes, debido a la atrofia de las vellosidades.

MICROSCOFIA DE LUZ

Las observaciones hechas al microscopio de luz revelaron la evidente
atroffa y acortamiento de las vellosidades en comparacién con las ve-
llosidades de los lechones control (Foto 1 y 2). X 400.
ULTRAESTRUCTURA

Con el microscopio electrénico pudimos corroborar que las lesiones a

las células y el crecimiento viral eran muy similares tanto en los cer-
dos infectados no tratados como en los infectados tratados con Isopri-

nosine, por lo que se describirdn simultineamente.

Las microvellosidades intestinales se encontraron reducidas en tamafio
y en nimero al grado que muchas células s6lo mostraron algunas mi-

crovellosidades y la presencia de pardculas virales en diferentes eta-

pas de replicacion.



La microfotografia # 3 muestra una célula de absorcién epitelial de

un control. Las microvellosidades (MC) llenan el borde apical de la
célula y tienen las dimensiones normales . Reticulo endopldsmico ru-
goso (R) membrana intercelular (M). X 40 000.

Foto # 4: Microfotograffa de 2 células intestinales de un cerdo infec
tado por G.E.T. Note los virus en la superficie de una célula (V).
Note el niimero y longitud de las micfovellosldades (MC) membrana
de separacién entre dos células (M). X 10 000.

Foto # 5: Microfotograffa a mayor aumento de las microvellosidades
(MC) con virus (V) en su suerficie. Cuando se estudian preparacio-
nes con tinciones negativas, los coronavirus permiten ver su corona
solar. Con la metodologia de cortes incluidos en resinas epoxy, co-
mo fue el caso del material aquf usado, la corona solar no es visible
en su totalidad. X 130 00O0.

Foto # 6: Microfotografia de una célula intestinal de fleon de lechon
infectado con la G.E.T. Note la pérdida de las microvellosidades
(MC) formacién de vesfculas (VE) en la zona apical que sugieren la
incorporacion de partfculas virales y su disolucién en la fase de eclip
se. X 60 000.

Foto # 7: Microfotograffa electrénica de dos células cpiteliales; las
membranas citopldsmicas de ambas células (M) muestran partfculas
virales de coronavirus en maduracién (V) X 130 000.

Foto # 8 Microfotografia clectrdnica que presenta una vesicula intra

citopldsmica viral (VS), notc las particulas virales en fase de madu-

racion. X 100 000.















CONCLUSION Y DISCUSION

Brown y Gordon en 1970, sugieren que el mecanismo de accién del iso-
prinusine se ejerce sobre los ribosomas del hospedador, alterdndolo de
tal forma que hace ineficaz el ARN mensajero del virus. Hay clerta
similitud de accién con la del interferSn, pudiendo pensarse que ésta
droga pertenece al grupo de los que inducen la produccién de este ele-
mento propio de la célula o que representa un equivalente sintético del
mismo (Gordon y Ronsen, 1970a, Poniwni. 1971). El Isoprinosine mar-
cado con Cl4, muestra una vida media en el suero de 3 horas y se ex-
creta por la orina rdpidamente (Settineri y col. 1974).

El Isoprinosine ha sido utilizado recientemente en diferentes padecimien
tos humanos virales como Sarampién Hepatitis, Herpes Zoster y Herpes
simple, con resultados halagadores (Ink, 1971, Muflarro y col. 1973,
Ahumada y col. 1972, Stenberg y Macotela, 1972). En animales se ha
probado en la influenza del ratén, fibroma viral y queratitis herpética
en conejos con buenos resultados (Glasky y col. 1971, Chang y Weins-
tein, 1973, Ink, 1970). Aunque también sc han obtenido resultados con-
tradictorios en las siguientes enfermadades: encefalomiocarditis viral,
hempes virus hominis tipo 2 y rabia en ratones; viruela en conejos. ri-
notraqueitis y panlcucopenia en gato, moquillo en huroncs. influenza y
gastrenteritis transmigible on el cordo aujesky en ratones (Glasgow.
1972, Ink. 1971, Estrada y col.. 1979, Nazara v col. 1979),

Ln cultivo de tejidos 2l Isoprinosine ha probade tener efectividad redu-

ciendo ¢l ndimero de particulas virales tanto de virns ARN, rales como



polio, influenza Aj Hunk Kong e influenza APRg). En virus del tipo
ADN como adenovirus y herpes virus (Gordon y Brown, 1971, Gordon
y Ronsen 1970 b, Chang y Weinstein 1973 y Muldoon,. 1972).
Recientemente Herndndez Jduregui y colaboradores reallzaron. un estu
dio utilizando células de rifidn de hamster en cultivo de tejidos inocu
lados con virus rdbico y estudiaron la interaccién del Isoprinosine con
este virus.

Los resultados indican que utilizando metodologlas variadas, como in-
munoftuorescencia, titulacion de virus y microscopia electrénica el
namero de células infectadas se reduce en aquellos grupos de células
tratados con Isoprinosine. El nimero de vesfculas conteniendo virus
en replicacion, el nimero de matrices virales, asf como el nimero
de virus madurando en membranas citopl4smicas, se encontraron tam
bién reducides en aquellos grupos tratados con Isoprinosine. El tftu-
lo del virus también se encontré disminufdo en agquellos grupos tra-
tados con la droga, reduciéndose hasta dos logaritmos a las 24 y 48
horas respectivamente flemdndez Jduregui, 1979).

Es un hecho que clfnicamente los resultados de éste experimento no
fueran satisfactorios. Es probable que la velocidad de replicacidn
del virus de la G.E.T. (4 a 6 horas) haga que ¢l nGmero de virus
presentes cn la luz intestinal y en las células de absorcién del epi-
telio sea numeroso y permitan demostrar las manifestaciones clihi-

cas.




Otra posibilidad es que el Isoprinosine no sea metabolizado por la célu-
la dc absorcién intestinal, lo que darfa como n;sulmdo que el efecto
antiviral no se presentara. Como en todo trabajo de tipo farmacolé-
gico, scria necesario repetir este experimento varias veces llevando

al cabo diferentes curvas de dosis-respuesta.

Para cl tratamiento de la G.E.T. no se contempla en la actualidad si-
no la tcrapia de tipo inmunol6gica, la cual da resultados variables sin

embargo de cierta efectividad.
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