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RESUMEN: La familia Herpesviridae agrupa patégenos de importancia tanto para la salud humana
como animal. Las manifestaciones clinicas causadas por estos virus abarcan desde afecciones cutaneas
relativamente leves hasta patologias méas graves como la encefalitis. EI Unico método actualmente
disponible para controlar estas infecciones es la quimioterapia antiviral. Las metodologias de busqueda
de antivirales llevan implicito la realizacion de ensayos farmacol6gicos tanto a nivel in vitro como in
vivo. Estos ultimos son los llamados modelos animales que brindan informacion exclusiva sobre la
respuesta del organismo a la infeccion viral. En € presente trabajo se presenta una revision actualizada
sobrelos modelosin vivo que son utilizados dentro de la evaluacion preclinica de compuestos inhibidor es
en la multiplicacion de los virus de her pes smples (HSV-1y HSV-2).
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ANIMAL MODELSIN PRECLINICAL EVALUATION OF ANTIVIRAL DRUGS AGAINST
HERPES SIMPLEX VIRUS

ABSTRACT: The Herpesviridae family includes pathogens infecting animals as well as humans. The
symptomatology associated to these infections varies from mild skin vesicular lesions to severe illness,
like viral encephalitis. Nowadays, the only available approach to control them consists of antiviral
chemotherapy. The methodology to search for antiviral compounds involves both in vitro and in vivo
pharmacologic assays. Thein vivo assays are carried out in animal models and give exclusive information
about host responses to viral infection. The present work reviews the up-to-date knowledge about in
vivo models used in preclinical evaluation of both HSV-1 and HSV-2 inhibitors.
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INTRODUCCION En las investigaciones farmacolégicas los ensa-

yos con animales de experimentacion resultan impres-

Los llamados modelos in vivo 0 modelos anima-  cindibles para la busqueda y aplicacion de posibles
les, constituyen sistemas experimentales de gran uti-  medidas terapéuticas encaminadas tanto a la preven-
lidad en la investigacion, por cuanto permiten laapli-  cién como al tratamiento de la enfermedad. Estos
cacion de técnicas de analisis que no pueden em-  ensayos, una vez realizados, permiten medir la efica-

plearse en el hombre por razones éticas. Por otra  cia y seguridad de determinado producto ya sea de
parte, estos modelos brindan informaciones que no origen sintético o natural (2).

pueden ser obtenidas mediante técnicas in vitro como
los cultivos celulares, donde los resultados experimen-
tales no siempre reproducen lo que ocurre en el orga-
nismo como un todo (1).

Abordar la bisqueda de farmacos con efecto
antiviral requiere hacer uso de modelos que repro-
duzcan la patologia viral lo mas similarmente posible



a como ocurre en el hospedero natural. Estos mode-
los, sin embargo, solamente consiguen aproximarse
al cuadro clinico verdadero y su confiabilidad depen-
de de tres factores fundamentales: la especie selec-
cionada, el estado inmunoldgico en que se encuentra
el hospedero, y la ruta de inoculacion preferente del
virus con el que se pretende realizar la investigacion.
Para el caso particular de los virus de la familia
Herpesviridae, a estos factores hay que agregar su
capacidad de desarrollar unainfeccion latente (3), que
consiste en la propiedad del genoma viral de persistir
por periodos de tiempo variables en un estado de re-
lativa inactividad y baja expresion genética, lo cual le
permite a estos virus escapar de los principales
efectores de la respuesta inmunoldgica (4; 5).

Las infecciones producidas por los virus del her-
pes simple son la causa de lesiones vesiculares cuta-
neas, estomatitis, y en ocasiones pueden conducir a
cuadros clinicos mas severos como las encefalitis (6).

El presente trabajo aborda los principales mode-
los animales que se emplean para la evaluacion
preclinica de compuestos que se han mostrado acti-
vos frente a HSV en los ensayos previos de pesquisa
de actividad antiviral en cultivos celulares (in vitro).
Los ensayos en ambos tipos de modelos son etapas
necesarias de la evaluacion preclinica de productos
con vistas a su aplicacién en humanos.

MATERIALESY METODOS

Se consultaron, como fuentes primarias de infor-
macion, articulos originales y comunicaciones cortas
publicadas en revistas cientificas indizadas en bases
de datos internacionales como PubMed (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) y SciELO (http://
www.scielo.org). También se utilizo literatura prove-
niente de fuentes secundarias (libros de texto, articu-
los de revision, monografias, tesis de grado y pagi-
nas web).
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DESARROLLO

Caracteristicas generales de los virus del herpes
simple

Como el resto de los herpesvirus, los virus del
herpes simple tipo 1 (HSV-1) y tipo 2 (HSV-2),
(subfamilia Alphaherpesvirinae) presentan una mo-
I[écula de ADN de doble cadena de gran tamarfo
como material genético. Son dos especies virales
genética y morfolégicamente muy relacionadas
pero diferentes desde el punto de vista clinico y
epidemiolégico (6). HSV-1 se asocia con lesiones
cutaneas localizadas por encima de la mitad del
torso, como el herpes labial, las encefalitis, esto-
matitis, infecciones oculares y algunos casos de
herpes generalizado. Es transmitido fundamental-
mente por la saliva. En cambio, HSV-2 afecta prin-
cipalmente a los genitales y areas circundantes;
también puede producir cuadros severos de ence-
falitis. Se puede transmitir por contacto directo du-
rante el intercurso genital y también por la saliva.
La transmision madre-hijo durante los primeros 6
meses de vida del neonato es muy comun. La re-
lacion entre la localizacién de las lesiones
herpéticas y el tipo de virus no es absoluta, pu-
diéndose encontrar HSV-2 causando lesiones en
la bocay HSV-1 en los genitales, aunque con una
frecuencia menor (7).

Modelos de infeccion

Existen varios modelos animales que intentan
reproducir la patogénesis herpesviral simulando di-
ferentes cuadros clinicos de la infeccion. La Tabla
1 resume los principales sistemas hospederos que
se emplean con este fin, las sintomatologias aso-
ciados y la medida de cuantificacion de las mismas
durante el ensayo.

A continuacién se presentan algunas
especificidades de cada uno de estos modelos.

TABLA 1. Modelos de infecciéon con HSV./ Models of infection with HSV

Virus Modelo Cuadro clinico Medida de la infeccion
ratqn encefalitis mortalidad, conducta
conegjo
HSV-1 conejo enfermedad ocul ar
curiel lesion en piel severidad de lesién, titulo viral
raon herpes genital
curiel PESg
raton herpes neonatal diseminado :
HSV-2 raton encefalitis mortalidad
curiel herpes genital severidad, titulo y recurrencia
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Modelos de infeccion para HSV-1

El modelo de ratén para HSV-1 reproduce la en-
cefalitis. Este modelo fue descrito inicialmente por De
Clercq y Luczak (8). La patogénesis experimental de
esta infeccion se caracteriza por una rapida disemina-
cion del virus desde la nasofaringe hasta el nervio
trigémino, luego de la inoculacion intranasal, resultan-
do en la muerte del animal por encefalitis aguda. Este
mismo modelo, pero inoculando HSV-2 en lugar de
HSV-1, permite reproducir la infeccion herpética en
neonatos. Ha sido un modelo muy empleado en las
evaluaciones preclinicas para farmacos anti-HSV (9).

La infeccién cutdnea por HSV-1 que utiliza el mo-
delo de curiel o cobayo, ilustra en gran medida lo que
ocurre en el humano con el herpes labial (10). Luego
de depilar un flanco del animal, se procede a escarifi-
car el area e inocular. La infeccidn que se produce, se
caracteriza por un rapido desarrollo de vesiculas que
miden entre 3 y 5 mm de diametro. La cicatrizacion
de dichas lesiones tiene lugar entre los dias 10y 12
post-inoculacion. El empleo de este modelo resulta
algo engorroso por dos factores fundamentales que
son, el tamafio, la dificil manipulacion de los cobayos.
La ventaja fundamental de este modelo es que los
animales no desarrollan lesiones zosteriformes, ni
mueren por complicaciones neuroldgicas, lo que si
ocurre cuando se emplean ratones. No obstante, el
modelo de ratdn resulta muy Util para estudios in vivo
de eficacia antiviral de compuestos frente a HSV-1,
segln lo demostraron Lipipun et al. (11), quienes de-
mostraron la efectividad de tres extractos de plantas
sobre la disminucidn de las lesiones que caracterizan
este tipo de infeccidn.

Modelos de infeccion para HSV-2

Para estudiar infecciones genitales se emplean con
mayor frecuencia los modelos basados en curieles y
ratones hembras, inoculados por via intravaginal con
HSV-2. Este ltimo resulta especialmente muy eco-
némico en comparacion con el de curiel, por lo que
ha sido muy usado para realizar pesquisas iniciales
de drogas, determinacion de dosis efectivas y regi-
menes de tratamiento frente a la replicacion viral en
la vagina de estos animales (12). Se ha comprobado
gue los resultados obtenidos en este modelo de ra-
ton coinciden con los observados en la clinica. En
contraste, este modelo resulta desventajoso, ya que
el ratén frecuentemente puede morir de
encefalomielitis aguda y no se producen las tipicas
lesiones en la piel de los genitales externos. Ademas
no se manifiestan episodios de recurrencia esponta-
neos (13). Cuando se emplean curieles, luego de la
inoculacion intravaginal con HSV-2, el virus se replica
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a titulos elevados en el tracto vaginal, y a menor es-
cala en tteroy cuello. El virus invade las vias nervio-
sas entre 24 y 36 horas, involucrando los ganglios
dorsales y la médula espinal durante los dias 2y 3
horas post-infeccién. Desde los ganglios dorsales y/o
la médula espinal, el HSV-2 desciende por via nervio-
sa a la piel de los genitales, produciendo lesiones los
dias 3y 4. Lareplicacion de HSV-2 en la médula, pue-
de causar pardlisis y en caso de que alcance el cere-
bro, sobreviene encefalitis y la muerte. En este mo-
delo de curiel, la latencia viral se desarrolla en los
ganglios dorsales. Todos los animales infectados
manifiestan recurrencia espontanea y desarrollan
eritemas externos o vesiculas. Las ventajas funda-
mentales sobre el modelo de raton consisten en que
los animales son susceptibles a este tipo de infec-
cion, la mortalidad es minima a consecuencia de este
proceso y permite estudiar la latencia viral caracteris-
tica con episodios de recurrencia, en el 100% de las
unidades experimentales (14). Sin embargo, posee
algunas desventajas dados su elevado costo, el es-
pacio requerido y el cuidado adicional que requiere
esta especie de animales. A pesar de los inconve-
nientes de ambos modelos, actualmente son muy
empleados como herramientas de gran utilidad en
diversas investigaciones (15).

Los modelos in vivo también pueden seleccionarse
sobre la base de su similitud con las entidades clini-
cas producidas por herpesvirus en el hombre. En este
sentido, pueden reproducir cuadros de queratitis
herpética, lesiones cutaneas y genitales, asi como la
encefalitis herpética.

Lesiones oculares (queratitis y queratoconjun-
tivitis herpéticas)

Este modelo emplea conejos Nueva Zelanda de 2
Kg de peso aproximado. Luego de la inmovilizacion
en cepo, se toma uno de los ojos como control de
virus y el otro como unidad de ensayo para el trata-
miento con el producto a evaluar, luego de la infec-
cion. La inoculacion se realiza con 10° unidades
formadoras de placas (u.f.p.) de HSV-1. A las 48 ho-
ras se comienza el tratamiento con soluciones de los
compuestos a evaluar en forma de gotas o colirios en
el ojo durante 5 dias y transcurrido este tiempo se
procede a cuantificar los sintomas clinicos. El otro
método difiere del anterior en que antes de la inocu-
lacién se escarifica la cornea de ambos ojos, lo que
garantiza mayor éxito de la infeccion. Este proceso
produce un trauma ocular que asegura una puerta de
entrada para el virus, seguidamente se inoculan alre-
dedor de 108 u.f.p. del virus y a las 48 horas se proce-
de a realizar el tratamiento durante una semana, pu-
diéndose emplear para ello el producto en forma de



ungiiento tépico o de colirio (16). La cuantificacion de
las lesiones se realiza empleando una escala que va
desde 0 hasta 5, para ello se divide la cérnea en cua-
tro cuadrantes y se considera como grado 0 ausen-
cia de lesion; grado 1 es la afectacion de un cuadran-
te de la corneay asi sucesivamente los restantes nu-
meros hasta el 4 se asocian al nUmero de cuadrantes
afectados, el 5 se considera dafio maximo y total del
area, el cual incluye también la secrecion. Esta
cuantificacién es mas precisa cuando se emplea un
transiluminador para visualizar la lesion. Este modelo
de conejo resulta muy ventajoso por cuanto se pue-
den visualizar y cuantificar mejor las lesiones dado el
tamafio del ojo del animal con respecto a otras espe-
cies empleadas.

Como un caso particular de afeccién en la cérnea,
la queratitis herpética estromal puede ser reproduci-
da por un modelo murino (17). Para ello, los ratones
Balb/c de cinco a siete semanas de nacidos, son
anestesiados con 2 mg de ketamina por via
intraperitoneal. La cérnea del ojo derecho de cada
animal se escarifica en ocho sitios mediante el em-
pleo de una aguja 27 y seguidamente se inocula una
suspension que contiene alrededor de 10*u.f.p. de
virus. La severidad de las lesiones en la cornea pue-
de evaluarse clinicamente a los dias 2,4, 7,11y 16
post infeccion, empleando un sistema que tiene en
cuenta la densidad del infiltrado inflamatorio, la
neovascularizacion y la presencia de Ulceras. El in-
conveniente principal de este modelo, expuesto por
los propios autores, lo constituye la escarificacion,
gue debe ser realizada con extremo cuidado, debido
al pequerio tamario de los ojos del animal. Siguiendo
este disefio experimental Pifarré et al. (18) demostra-
ron recientemente la actividad antiviral e
inmunomoduladora de la meliacina, compuesto ex-
traido del extracto crudo de hojas de la planta Melia
azedarach L.

Lesiones genitales

Como ya ha sido tratado anteriormente, la espe-
cie que se emplea es el curiel hembra, con un peso
corporal que oscila entre 350 y 550 g, se procede ala
inoculacion intravaginal de 10°~ 106 u.f.fp. de HSV-2.
Transcurridas 4 h post-infeccion se procede al trata-
miento con el producto escogido en forma de gel o
ungliento, 2 veces al dia durante 12 dias. Al cabo de
este tiempo, se procede a la cuantificacion de las le-
siones, una vez concluido el tratamiento, donde se
consideran: vesiculas, Ulceras, pustulas, nivel de ede-
ma en vagina y retencion urinaria. Como se mencio-
né previamente, este es un modelo que tiende es-
pontdneamente a la recurrencia (19).
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Lesiones cutaneas

En este caso se pueden emplear dos modelos con
ratones. Un abordaje consiste en el uso de ratones
machos desnudos, como bién es conocido este tipo
de animal inmunodeficiente es muy empleado en las
investigaciones biomédicas, especificamente relacio-
nadas con estudios de oncologia, enfermedades in-
fecciosas, etc, ademas de que el hecho de carecer
de pelo, facilita la formacion de lesiones y evita el efec-
to irritante en ocasiones de la depilacién necesaria
cuando se trata de un ratdn sin estas caracteristicas.
En este caso su peso corporal debe oscilar entre 15y
25¢g. Estos son anestesiados con metoxifluorano e
inmediatamente se les escarifica la region lumbar
sobre la que se aplican 10 TCID50 de HSV-1. De in-
mediato se retira el exceso de virus y transcurridos 4
dias se cuantifican las lesiones, mediante un sistema
de puntuacién como se describe (20). Como es co-
nocido este tipo de animal inmunodeficiente es muy
empleado en las investigaciones biomédicas,
especificamente relacionadas con estudios de onco-
logia, enfermedades infecciosas, etc, ademas de que
el hecho de carecer de pelo, facilita la formacién de
lesiones y evita el efecto irritante en ocasiones de la
depilaciéon necesaria cuando se trata de un raton sin
estas caracteristicas.

En otro abordaje se emplean ratones machos no
consanguineos de tipo Balb/c, de 6 semanas de naci-
dos, a los cuales se les depila una de las patas trase-
ras. Al cabo de 24 h se escarifica esta zona con agu-
jas 27 y se aplican 10° u.f.p. de HSV-1. Pasadas 8 h
se procede a administrar el producto, que puede ser
en forma de ungiiento o empleando otra via. Se rea-
lizan 3 aplicaciones diarias durante 10 dias, al cabo
de los cuales se cuantifican las lesiones mediante el
empleo de una puntuacién desde 0 hasta 3, conside-
rando: Ono lesién, lvesiculas localizadas en el sitio
de aplicacion, 2=el criterio considerado en 1 mas la
presencia de inflamacién y 3=muerte del animal (21).
Haciendo uso de este modelo se demostro la capaci-
dad de un ungiiento de Phyllanthus orbicularis H.B.K.
de prevenir la aparicion de lesiones herpéticas en el
60% de los ratones tratados, mientras que el 20%
mostro lesiones sin inflamacion (22).

Encefalitis herpética

En este modelo son muy usados los ratones de 20
a 25 g de peso corporal, inoculados por via
intracerebral con 100 LD50 de HSV-1y el tratamiento
se lleva a cabo por via subcutanea (2 6 3 h transcurri-
das la infeccién). El tratamiento se contindia 2 veces
por dia durante 5 dias y el tiempo de sobrevivencia se
cuantifica a partir de los 14 dias post-infeccion (23).

Rev. Salud Anim. Vol. 31 No. 2 (2009)



90

Existen también modelos de encefalitis herpéticas
en ratones neonatos que brindan informacion muy
valiosa sobre aspectos de la respuesta inmunolégica
a la infeccion por HSV (24).

Como se ha expresado anteriormente, se atribu-
yen a HSV-2 la mayoria de las lesiones herpéticas en
neonatos, por lo que es muy importante establecer
modelos de infeccién que reproduzcan este cuadro
clinico en animales. En este sentido, el modelo de
curiel recién nacido es el ideal para la evaluacion de
candidatos vacunales, antivirales y el empleo de tera-
pia combinada con drogas de inmunomoduladoras.
En este modelo los neonatos se inoculan con HSV-2
y se distribuyen en diferentes grupos experimentales
con vistas a recibir el tratamiento correspondiente
durante 10 dias. Diariamente se observa y registran
las lesiones cutaneas, la pérdida de peso, las altera-
ciones del sistema nervioso central y la muerte. Du-
rante 45 dias se realiza un seguimiento de la
sobrevivencia, con vistas a evaluar la eficacia de la
terapia sobre la incidencia y frecuencia de episodios
de recurrencia con lesiones cutaneas.(25).

Resulta interesante el informe de los ensayos rea-
lizados en humanos con herpes genital y herpes la-
bial por Rooney et al. (26). En este trabajo se induce
la reactivacion de herpes labial mediante exposicion
a la luz ultravioleta (524 nm). Este ensayo fue em-
pleado en la evaluacién de terapias antivirales y se
constaté que las lesiones se desarrollaron en el 70%
de los voluntarios, después de 72 h de exposicion.

CONSIDERACIONES FINALES

Es conocido que los llamados modelos de anima-
les pequefios, entre los que se encuentran las princi-
pales especies seleccionadas para los ensayos des-
critos (ratén, cobayo y conejo), poseen varias venta-
jas para su empleo como son su disponibilidad, el bajo
costo y la facilidad de manipulacién(27). Por otra par-
te, la eleccién del biomodelo adecuado, constituye un
aspecto ético, relacionado muy estrechamente con el

bienestar animal (28), en este sentido, existen princi-
pios éticos (29), que resultan de estricto cumplimien-
to durante el transcurso del experimento entre los que
se encuentran:

- Posibilitar el minimo de manipulaciones al animal y
las intervenciones en su entorno, evitando
perturbarlo o provocarle reacciones de alerta o re-
fugio.

- Ofrecerle un entorno confortable y protegido en cuan-
to a agentes fisicos, quimicos y biolégicos.

- Lograr la seguridad del confinamiento, evitando su
escape o fuga, la penetracién de otros animales, la
exposicion a dafios y la ausencia de peligros.

- Las areas de alojamiento de los animales deben ser
especificas para este propdsito y responder a los
requerimientos establecidos, para la actividad de que
se trate.

- Lograr los objetivos del experimento, validacion con
el minimo de variables de tiempo y de animales.

A manera de resumen y como ha sido discutido
anteriormente en este trabajo, podemos decir que el
modelo de cobayo hembra, es empleado por exce-
lencia para reproducir la infecciéon por herpes simples
tipo 2 por su similitud con los episodios de recurrencia
en el humano. Si se trata de reproducir la infeccién
por herpes simples tipo 1 debe seleccionarse un mo-
delo de ratdn hembra, que posibilita que la depilacion,
previa induccion de la lesién, permanezca intacta por
la ausencia de hormonas masculinas. En el caso de
la queratitis herpética, el modelo méas usado es el de
conejo por la facilidad de observacion de la lesién en
un ojo de mayor tamafo y finalmente, para reproducir
cuadros clinicos mas severos es recomendable el uso
de ratones neonatos (Tabla 2).

La informacion brindada, pretende servir de guia
para las investigaciones farmacoldgicas y virologicas
gue requieran el empleo de modelos animales como
una etapa necesaria para la blisqueda de posibles
productos con actividad antiherpética.

TABLA 2. Modelos de infeccién con HSV mas empleados./ Models of infection with HSV used more frequently

Principales I ndicador es evaluados Referencia
modelos
Raton Lesion cutanea (HSV-1) (12), (13) (14), (22)
Curiel Infeccion genita y episodios de recurrencia (HSV-2) (10), (15) (19
Conegjo Queratitis herpética (HSV-1) (16) (24)
Ratén Queratitis estromal herpética (HSV-1) a7) (18)
Ratdn neonato Encefalitis herpética (25)
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