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CAPITULO I.

ANTECEDENTES HISTORICOS.

1957

1960

1962

1963

1964

Alick Isaacs y Jean Lindenman (1), del Instituto Nacional de Investiga

cién Médica en Londres, descubren un agente de interferencia viral: u-

na proteina, secretada por células infectadas por virus, que permite a

‘ otras células resistir la infeccibn viral. Ellos le dan el nombre de

INTERFERON.

Isaacs (2), en sus investigaciones en células de embrién de pollo ex
puestas a virus de la influenza, demuestra la produccién de las par--
ticulas del interferén (IFN) capaces de proteger a células de pollo

contra otros virus, pero no a células de animales de otras especies.

Ho (3) es el primer investigador, seguido por Baron e Isaacs (4), en
obtener el IFN humano preparado en lineas celulares primarias y secun

darias.

Cantell y Mc Laren (5) por un lado y Wheelock (6) por otro, obtienen
el IFN por un método de induccién., siendo los primeros en utilizar es
te tipo de m&todos.

Ho, por su parte, desarrolla sus éxperimentos utilizando el método de .
induccién en placas con virus RMC,

Wheelock realiza varios trabajos: primero se dedica a investigar canti
dades del IFN»existenteé en el suero humano durante las infecciones vi
rales, y despuds trabaja con la ceba 17 D de virus de 1a fiebre amari.
11a e investiga las cantidades de virus circulante, del IFN y de anti~
cuerpos y, fmalmente, realiza experimentos con el IFN utilizando téc-
nicas de hemaglutinacién , para observar sus efectos como 1nh1b1dor del

crecimiento de virus en leucocitos.

Thomas Merigan y col. (7) trabajando en el Departamento de Medicina de

la Universidad de Stanford en Califernia, son los primeros en demos --



2
trar algunas caracteristicas moleculares del IFN y demuestran también
algunas de las propiedades fisicas y quimicas de los IFNs obtenidos
en el pollo y en el ratén; ademfs desarrollaron métodos para su puri

ficacibn,

1965 Grosh y Giford {8) estudian los efectos del IFN a nivel bioquimico,
trabajando en la parte dinimica de la induccién, con la timidina ci-
nasa y la incorporacién de la H-3 timidina en cultivos celulares de

fibroblastos de pollo infectados con virus de vacuna.

1965 Hallum, Younger y Stinebring (9) relacionan actividad del IFN con las
pro_tg.’mas presentes en la circulacidn y que mostraban peso molecular
mayor de 20 000 daltons inyectando con endotoxinas o bacterias a ra-

tones, Aqu@éparecen las primeras bases sobre la induccibn.

1965 Kleinshmidt (10) y Murphy inician los printgros experimentos sobre la

induccidén del IFN por medio de una sustancia llamada estatolén.

1965 A finales de este afio Younger y cols (11) hacen importantes descubri-
mientos sobre la influencia que tienen las sustancias inhibidoras de

la sintesis de proteinas én la formacibén del IFN en ratones.

1966 Burke y Morrison {12) en experimentos para producir el IFN en células
embrionarias de pollo, dan los primeros indicios sobre el importante

pPapel que juega el DNA en la induccibn y produccién del IFN,

1966  Wagner y Huang (13), también interesados en los mecanismos de accibn
del IFN, desarrollan experimentos sobre la inhibicibn del RNA v 1a
-s.’mfesis del IFN, trabajando con células ixiﬁectadas por virus de estoma

titis vesicular,
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1966

1967

1967

1967

1968

3.
En tanto continfian realizfndose estudios sobre la posibilidad de inducir

la produccién del IFN, Isaacs y col.(14)encuentran un inhibidor de 1a -
produccién del IFN,

Younger y Stinebring {15), que ya han trabajado bastante con el IFN,
comienzan a experimentar con distintas substancias para probar su ca-
pacidad para inducir la produccién del IFN,; entre dichas sustancias

cabe mencionar el estatolén y algunas endotoxinas bacterianas.

Casi a finales de este afio,, Marcus y Salb (16), investigadores dedicados
a estudiar la estructura molecular del IFN, publican el primer trabajo
relacionado con las bases moleculares de la accién del interferén y .
confirman informes anteriores sobre el efecto inhjbidor de la sintesis

del ARN viral como uno de sus principales efectos antivirales,

Vilcek(17) trabaja sobre inductores del IFN y encuentra una técnica
para potenciar la accién del IFN utilizando extractos de Escherichia

coli.

Levine y cols (18) demuestran que el IFN actfia también Sobre algunas
enzimas que dntervienen en la sintesis del ADN viral, en experimentos

en células infectadas por virus de vacuna.

Truden, Sigel y Dietrich (19) encuentran en células tumorales infectadas

por el virus de Erlich, un antagonista del IFN.

Merigan y Finkelstein (20) realizan estudios sobre la induccién del
IFi\T y sus efectos antivirales "in vive", experimentando con varios
polfmeros anifnicos sintéticos y estudiando varios factores involucra
dos en la produccibn del estado antiviral inducido por dichos polime-

ros. Inician ademis la produccién del IFN en mayor escala.
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4.
Younger y Hallum (21) realizan también estudios de la induccién del IF

con polimeros sintéticos; estos investigadores-estudian en ratones, el
efecto de los polinuclebtidos sintéticos de doble cadena, tratando de

demostrar si son inductores ¢ liberadores del IFN.

principios de este afio De Clerck y col. (23) utilizan métodos inmmolé

gicos orientados a la obtencién del IFN a mayores concentraciones,

Por otro lado Katon N y Eggers (24) trabajan en la bfinqueda de nuevos
factores capaces de acrecentar la sintesis del IFN en sistemas. c'elul_g

res " in vitro".

A finales de este afio ya se han hecho importantes descubrimientos sobre .
los mecanismos de la induccidn, como los derivados de los trabajos de
Bausek y Merigan (25), quienes estudiaron la interaccién de la célula con
los pblimenos sintéticos usados como inductores y su relacién con la
produccibn del 'intgrferén. Monto Ho y Yang Ke (26) presentaron una hip
tesis baséda en resultados obtenidos al estudiar el posible mecanismo

de accibn en la estimalacidn y produccibn del interferén con polinucle_é;

tidos sintéticos. Lo tual ha sido un paso importante para'descubrir_

. la necesidad de que el inductor tenga una estructura secundaria esta-

1970

1970

ble,

Durante la purificacién’del IFN humano,,Carter (27) encuentra dos COMe

ponentes activos a los que denomina IFN-aifa.e IFN—beta, de diferente

punto isceléctrico, Esta es la primera evidencia de que el IFN presenta

distintas estructuras moleculares,

Merigan (28) publica los resultados de la estructura molecular de los
inductores del IFN, en particular del ARN de doble cadena; material

relativamente f&cil de obtener y capaz de producir un alto rendimien

to.
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1972,

1972

1973

1973

1973

Se
En este afio se publica un informe de Tan y col. (29) acerca de
la cinética, formacién y liberacidn del IFN intracelular.
Informaclén obtenida de los experimentos realizedos en el Insti-

tuto Nacional de la Salud en Canada.

Stewart (30), que a partir de este afio publicar& wna larga serie de
trabajos sobre el IFN, reporta que los nuclebtidos sintético; ‘més

usados hasta entonces son téxicos para las células, y que se obser
va ademhs un marcado incremento de la susceptibilidad a la togici-

L
A
dad en aquellas células previamente tratadas con el IFN. '

Kleinsmidt (32) publica un extenso trabajo sobre la bioquimica del
IFN, incluyendo su induccifn y posibles inductores. En ese trabajo se

refiere ampliamente a la purificacién y propiedades del IFN, y tam-

_ bién plantea un posible mecanismo de accién y algunos usos potencia

les del IFN,

Nuevas investigaciones realizadas por Stewart II y col,(31) demuestran
que el ARN de doble cadena induce efectos citopiticos en algunas célu-

las cultivadas "in vitro".' :

De Clercq, Stewart II y De Somer (33)encuentran que, en el caso de in-
duccién con polinuclebtidos sintéticos, el poly (rC) desempefia un papel
m&s importante que el poly (rI) en la induccién de IFN por el complejo

poly (rC).poly(ri).

Rodgers y Merigan (34) investigan sobre la produccién del IFN en células
individuales, y encuentran un buen rendimiento para activar muchas célu-
las a partir de unas pocas iniciales que han sido tratadas con virus

de la estomatitis vesicular.
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1973 Al estudiar las caracteristicas del enlace celular en el caso del

IFN humano, Berman y Vilceck (35) encuentran las condiciones ade-
cuadas para que el enlace entre el IFN y la célula sea efectiva y

de lugar al estado antiviral.

1973 Las evidencias de que los interferones son glicoproteinas con un
contenido variable de residuos Acidos terminales, con ciertos azfi~

cares en sitios espec{ficos, son obtenidas por Dorner y Scribam

(37).

1974 Stewart II {36) publica un trabajo en el que no solo se refiere al
IFN sino a todo un sistema de proteinas con diferente estructura
molecular. Por medio de ;a cromatografia y la electroforesis logra
separar dos especies moleculares diferentes del interferén de ra-

tén, diferentes también en peso molecular y en actividad antiviral,

1974 Después de la publicacién de datos acerca de la naturaleza protefca
(glicoprotefca) del IFN se llevan a cabo experimentos orientados a
definir las vias metabblicas involucradas en su produccibn, utilizan
do procesos contrarios como inhibicién o supresibn de la produéciGn
del IFN por medio de inhibidores de la glicosilacifn. Havell y col.
(38) trabajaron con el inductor poly (ri).poly(rC) y encontraron que
al afiadir un inhibidor como la D-glucosamina se inhibe la sgintesis

de interfrén biolbgicamente activo .

1975 Vengris y col. (39) demiestran experimentalmente que es necesaria la
liberaciébn del IFN a partir de la célula productora para que ocurra el

establecimiento del estado antiviral,

1975 Los investigadores Wiebe y Joklik (40), trabajando con reovirus, de-
muestran el fenémeno de inhibicibn de la repiicacién viral, y apor--
tan una prueba mis de que el IFN es capaz de alterar el mecanismo de

de replicacibén de los virus.
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1975

1975

1975

1976
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Dianzani y Baron (41) realizan pruebas sobre el progreso de varias

infecciones virales, el efecto que tiene sobre ellas la aplicacifén
de IFN exfgenc y como afectan la produccifn del IFN endégeno, sus
resultados indican que la administracién de IFN da por consecuencia

una accibn répida de resistencia a los virus.

Otra propiedad del IFN es puesta en evidencia por Marcus y Sekellick
(42), quienes demuestran su capacidad para inducir resistencia to--
tal a la accibn citopatogénica de algunos virus; células expuestas

a cantidades suficientes de IFN no Pue'rovn destruidas por los virus.

Pitha y col. (43) estudian el etecto del IFN en infecciones por vi-~
rus productores de leucemia, utilizéndolo tanto en forma exbgena co
mo por induccién endbgena; eﬁcontrmdo que el IFN inhibe la replica
cién viral en ambos cases, y también que la produccién viral en cé-

lulas crénicamente infectadas s6lo se suprime en presencia del IFN,

Trabajando sobre la inhibicién de la sintesis del ARNm del IFN, po.r

medio de una sustancia llamada 5,6, dicloro, 1 beta D= ribofuranbsil
benzimidazol (DRV), Seghal, Tamm y Vilceck (44) encuentran la primera
evidencia de que el DRV puede inhibir la si{ntesis del ARNm, disminu-

yende la produccién de IIE‘N. Este es un inhibidor reversible capaz de

- potenciar o superinducir al pc‘qu(rI).poly(rC) en la produccién del

IFN.

Vengris y col. (45) trabajan sobre la intervencién de la membrana ce-
lular en la accién del IFN y sugieren el enlace de éste con'ganglié-
sidos de la membrana; plantean también la posibilidad de que la mem-

bfana tenga un papel regulador de la accién del IFN.
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1977

8.
Samuel y Farris (46) encuentran que el efecto antiviral del IFN es

mhximo en células de especies hom8logas.

Hajnicka y Fuchsberger (47) obtienen una preparacién del IFN de un
alto grado de pureza, empleando cromatograff{a de afinidad en un

inmunoadsorbente y anticuerpos especificos purificados.

Ishitsuka y Nomuwra (48) desarrollan un método sencillo y eficiente
para titular el IFN, utilizande microplacas para trabajar con un

gran nfimero de muestras.

Al realizar estudios sobre los niveles de complemento durante la
induccién del IFN, Rathova y col. (49) obtienen datos prelimina-
res que indican que el IFN puede raducir el nivel del complemento

"in vivo',

Marcus y col. (50) demiestran la accién del IFN sobre el virus de
la estomatitis vesicular y comprueban que la transcripcién primaria

del virus es inhibida por el IFN.

Huang (1 27) estudia el efecto del IFN en la Pagocitosis y demuestra

que es capaz de potenciar este mecanismo de defensa en animales.

Cantell (53) publica un mportante articulo sobre 1as perspectivas
para la apl:.caci6n clinica del IFN exfgeno, en el tratamiento de
infecciones respiratorias, hepat:.tls, sarcoma oncogénico y algunos

otros tumores,
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1577

9.

Newmann y cols, (55) comparan el efecto del IFN de fibroblastos
con el IFN de leucocitos en la prevencién de infecciones por
virus del herpes simple, y encuentran que la diferencia en efecti~

vidad es insignificante.

Uno de los investigadores mis dedicados al estudio del IFN, Stewart

11 (56), publica resultados de estudios detallados sobre su estruc-

. tura, inductores y efectos sobre las células.
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Hajnicka y cols. (58) desarrcllen un buen método para le purifica-~

cidn de IFN de ratdn, utilizando cromatografia de afinidad con un
inmunoadsorbente.
Aboud y cols(57) obtlenen buenos resultados administrando IFN exé-

geno en infecciones por virus de la leucemia murina.

Cantell y cols(59) logran producir IFN humano de origen leucocita-

. 8
rio en gran escala, a una concentracidn de 10 U T/ml.

Al estudiar la accidn del IFN como una sustancia reguladora capaz -
de modular la respuesta en ratones adultos y recién nacidos, Strau-

negard y cols(60) encuentran gue el IFN pusds tener tanto sfecto -

supresor como efecto pqtanciador de la respussta inmune.

Por medio de un métado de electroforesis, Fuchsberger y Borecky (61)

logran avances importanbeé en la caracterdzacidn del IFN.

Sehgal y cols (62) encuentran un procedimiento para realizer la sd-

‘perinduccidn de IFN en fibroblastos humanos;ésto lo consiguen &l —

incrementar la estabilidad del ARNm del IFN,

En el curso de este afo Stewart M, Stewart II y cols(63) trabajan

"~ an dilucidar las caracteristicas bioguimicas del IFN, y realizan ~

pruebas para determinar el tamefio molecular y la carga eléctrica -
de los IFNs; encusntran q‘ua exloben més de 2 IFNs humanos de dife~

rente peso molecular.

Scott y cols(64) estudian el efecto del IFN humano de origen fibro-

bléstico en 19 adultos voluntaries infectados con virus de vaccinia, y ob=

servan un grado significativo de proteccidn en 13 individuos.
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11,
Después de lograr la sintesis de 2 diferentes tipos de IFN humano

en cultivos celulares de fibroblastos, Havell y cols (67) estable
cen sus diferentes actividades antigénicas y sus caracter{sticas

fisico - quimicas,

_Greenberg y cols (68) desarrollan un método répido y efectivo de

utilizacibén del IFN leucocitario, aplichndolo por via intx;anasal;
sus experimentos indican que el epitelio nasal puede volverse an-
tiviral en vivo, por lo que podria considerfrsele un método profi-

lictico para infecciones respiratorias virales.

Stinbring y Chape (69) publican un trabajo sobre la produccién y
usos clinicos del IFN, enfocando principalmente el 4rea de enfer-
medades tumurales, y hacen mencibn del costo extremadamente alto

del IFN y sus posibles perspectivas a corto plazo.

Al realizar estudios sobre la bioquimica de la induccibn de IFN,-
Milles y cols (70) plantean una hipbtesis conformacional del poli-
maclebtido y llegan a la conclusibén de que es necesaria la presencia

del radical 2'-0H en el inductor.

Estudiando también la parte bioquimica de los inductores, Sehgal y

col.(7'1) encuentran en sus éxperimentos 2 componentes que intervie:

nen directamente en el mecanismo de induccién,
Mattheus y col.’ (72) desarrollan una técnica para detectar IFN en el
suero, sugiriendo que esta técnica podrfa ser muy fitil en la detec-

cién de infecciones virales,

En un anflisis comparativo del IFN y el ARNm de la protefna antivi-
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ral, 1o cual da apoyo a la teoria de que el IFN actia via una pro-

teina antiviral.

1979 Emeny y Morgan [74) realizan estudios en célulaes tratadas con el —-
poly(rI)}.poly(rC) después de la eplicacién de IFN, encontrando un
notable efecto cltotixico en cdlulas der ratén y un efecto menor en
células de embridn de pollo; en células de primates no resulta re-
sulta citotéxico.

1979 En uﬁ trabajo acerca dsl papel del IFN sn las infecclones virales
Mer:i:gan y Sommenfeld (75) sugleren que el IFN estd directamente in
-volucrado en el proceso 'de las infecciones virales, ya sea por ac—
cidn directa sobre la replicacidn viral o por interaccién en otros

mecanismos inmunes .

4979  Stewart (76) publica un amplio informe scbre la accidn antiviral — -
del IFN, mencionando la existencla ds diversas respusstas pmvoca?

das por el IFN tanto "“in vivo" come "in vitro®.

1979 Jameson y Groassberg (77) logran preducir IFN en células tumorales
humanas (1ineas estables) y demuestran que diversas células deriva-

das de tumores tiernen la capacidad de preducir IFN.

1980 - E1 invastigador .japonés Takenakka {79) derruestra que el IFN juega -
un papel importants como mecanismo de defensa en inf‘eccionas del —
tracto respiratorio supsrior, para lo cual utiliza virus de inf'luen
za tanto "in vivo" como "in vitro".

1980 DOtros investigadores japoneses, Yonehara y cols (e0) desarrollan ~--
una técnica rdpida y efectiva para purificar IFN de células de ra-
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tén, por medio de inmunoprecipitacidn con aminoicidos radiactives.

1980  Salit y Ogburn {81) realizan los estudios para determinar si es
posible separar las 2 actividades principales del IFN, actividad
antiviral y la inhibicidén del crecimiento, por medio de procesos

electroféreticos enzimiticos.

1980 Otto y col.(82) trabajan con los 2 tipos mis importantes de IFN
humano, el leucocitario y el fibrobléstico, para tratar de dife-
renciar sus actividades antivirales en relacién a su sensibili--

dad a enzimas como las proteasas.

1980 Berg y Heron (83) logran la completa purificacifn de IFN leucoci-

tario humano, con un alto Pactor de purificacién,

1980 Erim {84) realiza pruebas para demostrar los efectos "in vitro"del
IFN en la terapia contra tumores, encontrando muy buencs resulta-
dos enianimales; en el hombre ocurre frecuentemente una regresién
del tumor, posiblémente debido a pequefias dosis que se usan para

evitar la toxicidad.

1980 Faucomnier (85) encuentra que los cultives celulares de higado humano
inducidos por el virus Sendai producen da manera constante cantidades

de IFN de més de 10° UI/ml.

1980 Rubin y Gupta (86) investigadores ameriéahos, trabajan con los IFNs
1y II para probar sus diferentes eficacias como agentes antiproli-
ferativos y antivirales, obteniendo como conclusién que al parecer

el IFN tipo II puede ser un potente agente antitumoral.
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Bordan y Hawkins (87) emplean el IFN para el tratamiento de neopla~
sias y enfermedadea virales como el herpes, encontrando qua par lo
manns limita &l progreso de los tumores y , en 8l caso de infeccio-

nes, puede sar un potente agante antiviral.

Shigekasu, Nagata y cols (88) trabajan sobre la genética del IFN, -
logrando dilucidar la estructura de una de los B ganes cromosomales

que codifican pera el alfe-IFN humana.

Gaoffray, Allen y Fantas (90) tambidn reslizan experimentos sabre
1la parts gendtica responsable de la protduccidn del IFN deduciends -
que las 2 mejores clases de intarferon humano, el tipo I alfa (1eu-
cocitarin) y el bets (fibrobldstico}, ss podrian distinguir serols-

glcamenis y tendrian origen en diferentss genes estructurales.

Sedmak y Brossherg (89) realizan algunos experimentos con diferen~--
tes tipos de sales raras do lantdnidos, qus logran potenciar la acti
vidad del IFN y también lo estabilizen contra varios factores.

Tamulevich y. Bakessi (91) encuentran que leos IFNs fibrobldstico, lsy
cociterio y linfoblédstico tienen una marcada ectividad antiviral en
la replicacidn de herpes virus e una concentracidn de 500 UI/mi , —
pero una actividad mfnima contra virus neurotrépicos, de donds lagran
dilucidar algunos aspsctos sobre la selectividad viral del IFN.

‘Raffault y cols (92) realizen experimentos para la utilizacién de ~

células hepiticas en la produccidn del IFN, abteniendo buenos ren—
dimientos.

Billian y cols (93) trabajan en conedos y wonos, aplicdndoles IFN
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intramuscular para observar la distribucién posterior del IFN sn -
los tejidos. |

Hayes {94) publica una interesants revisién de los interferones ali-
fa y beta y plantea las diferenclas existentes en ambos, tanto anti

génicas como fisicoquimicas.

Gipta y cols (95), en sus experimentos con el IFN, encusntran prime-
ramente qus éste induce a un cierto nimsro de proteinas que se rela-
cionan al asﬁado antiviral. Despuds descubren que la respussts celu~
las estd sujeta a rsgulacién y pueds manipularse, cosa que logran —

utilizando actinomicina D.

Fujita y Kohno (95) demuestran que la respuesta inicial del IFN re-
quiere primariemente de una sintesis de proteinas.

Vornk y cols (97) logren determinar las propiedadss del IFN de célu=-
las L de ratdn, inducido por poly (ri),poly(rC).

Peter Lengyel (99) del Departamento de Biofisica y Bloguimica de la

Universidad de Yale, publica un trabajo sobre sus experimentos acer-
ca de la bioguimica del IFN y sus acciones. En 61 habla ds la estruc
tura del IFN, su induccidn, el papel del AANm de f[FN, él aislamiento
de los genes del IFN, la estructura del mismo, su sintesis, activi—
dad y efectos, asi como informacifn muy importants sobre muchas da -

las enzimas involucradas en el proceso de induccién y produccién del
IFN.

“Nallache (100) realiza investigaciones sobre el decrecimiento del —

poder natural de las célules asesinas {killer) cuando se aplica —

alfa, beta o gamma IFN.
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1983 Wallecke (101) tanbiénldascubm qua las c8lulas tratadas con IFN
son potenciadas en su capacidad de’ liberar linfotoxinas (linfoci-
nas); esto depende también de la fitohemaglutinina, pero no tiene

relacidn con 1la sintesis da proteinas.

1983 Vanderbussche y cols (102) trabajen con lineas celulares derivadas
de cariocarcinomas y prusban los efectos del IFN schre ellas, encon
trando que son refractarias al IFN y que éste ‘tiene poco efecto anti
antiviral.

1983 Sidney Pestka (103) publica un trabajo en el que explica ampliaments
la produccién y marnufactura del IFN humano trabajando con Egcherichisg
goli, produciendo suficients éantidad da interferfin para llevar a —
cabo prusbas. clinicas .‘
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CAPITULO II
CARACTERISTICAS DEL INTERFERON,

En los afios 30's, varios investigadores describieron el fenbmeno de
interferencia viral, por el cual la infeccién de un animal por un virus
de algin modo le protegia contra otra infeccibn subsecuente producida por
otro virus.

En 1957, Alick Isaacs y Jean Lindenmann (1) del Instituto Nacional
de Investigacién Médica en Londres, encontraron un agente de interferen-
cia viral, de naturaleza proteica, liberada por las cflulas expuestas al
virus y que éermitia a otras células resistir otras infecciones virales
y le dieron el nombre de Interferfn (IFN). Estos investigadores trabajaban
con células de pollo expuestas al virus de influenza, observando que pro-
tegia a células de pollo, pero no a otras especies celulares, contra la
infeccibn por otros virus.

Ellos demostraron que en la membrana alantoidea de embriones de po-

- 1lo, inoculados con el virus inactivados de influenza, se producia una sus
tancia solubie que era diferente a los anticuerpos y hacfa a las membranas
resistentes a los ataques de virus activos posteriormente.

El interferén conocido inicialmente como una protefna, es ahora iden-
tificado ccmo una familia de proteinas, muchas de las cuales forman parte
de una‘ secuencia hombloga, que aparece en una gran variedad de especies de
vertebrados degsde peces hasta el hombre, como respuesta no sélo a virusb —-—
sino a sustancias como endotoxinas microbianas, a rickettsias y a ciertos
polinuclebtidos sintéticos, as{ como a ciertas cadenas de 4cidos nucleicos
y otras sustancias quimicas. . |

Merigan (7) en 1966 logré preparar IFN humano en células de piel de -
neonato y pudo dar a conocer algunas de sus propiedades fisicas y quimicas

como sont

~ E1 IFN humano es estable en albfimina bovina al 0.025% a =20°C por lo menos

un afio y a 4°C por lo menos 9 meses, liofilizado es estable guardado a ~
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- 27°C, logrando una concentracién de 1 :90 000 Unidades.
- Bl IFN pierde su actividad total en 2 h de incubacién coﬁ tripsina a 37°C
y pH=8.5 . Sus resultados indicaron que se trataba de una proteina con peso
molecular aproximado de 26 000 daltons.

Carter (27), en sus experimentos de purificacién de IFN humano y de ra-
tén, detectéd miltiples componentes activos; en el caso del IFN humano, utili
zando el método de electroforesis separb 2 protefnas de diferente peso mo--
lecular que son las formas A y B, la forma B de punto isoeléctricoAS.G, te~-
nfa un peso molecular de 24000 daltons y la A con punto isoeléctrico‘ de 5,35
y de peso molecular de 12 000 D. Estos datos sugieren que la forma B se encon
traba como un dimero,

Se conocen muchos tipos de IFN distintos, segfin la especie que los pro-
duce. En el IFN humano se han hecho diferentes clasificaciones; la mis comfn
y aceptada se basa en las caracteristicas que tienen algunos IFNs de resis-
" tir el pH 4cido hasta de 2 y se denomina tipo I, de acuerdo a Salvin y Youn
ger (104).

Los dos IFNs humanos mis activos del tipo I, el leucocitario (IFN alfa) y
" el fibroblistico (IFN beta), pueden distinguirse serolégicamente y ha sido
demostrado que se producen por genes estructuralmente diferentes.
La secuencia de aminoicidos terminales de ambos IFNs es diferente pero 1las
cadenas presentan algunas ireas hom610gé\s en su secuencia, como se ha de-
mostrado por cromatografia de afinidad, electroforesis en: gel de 8DS-poli

acrilamida y punto isoeléctrico.

Se ha explicado la diferencia o heterogenicidad tomando en cuenta la
diferente glicosilacién de la molécula, como reportan Dorner (37) y Ven~
gris (45), o bien que puede ser debido a la degradacién parcial de la
molécula nativa. ' ‘ | '

. G, Allen (90) demostrd que los IFNs alfa son una Pamilia de protef-

nas de por lo menos 5 diferentes tipos, ya que tienen diferente peso mo-
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lecular, pero de secuencias.de aminoficidos homblogas en gran parte. Genét_%
camente provienen de genes estructuralmente diferentes, La secuencia de
aminocidos en el alfa y el beta IFN se logré establecer por medio de elec
troforesis utilizando como revelador ninhidrina, obteniéndose resultados un
poco diferentes y coincidiendo sflo en algunas regiones sus aminohcidos ,
los resultados indican que el IFN alfa consiste de una cadena peptidica ho
mogenea y el IFN beta consta de una mezcla de por lo menos 3 pé&ptidos. Asi
pues se puede afirmar que la di_feréncia entre los IFNs alfa y beta reside
principalmente en su diferente secuencia de aminofcidos y a su peso molecu
lar, ademis de proceder de distintos genes estructurales. (Hayes 94).
Hasta la fecha se han llevado a cabo numerosos estudios para llegar
a la secuencia completa que conforma'el IFN y a partir de ella explicar su
comportamiento, asl como utilizar esta informacién en la investigacibn so-
bre la ingenieria genética orientada a la utilizacién de bacterias, como .

Bscherichia coli, empleando técmcas de cambios en sus genes para codificar la

produccidn de IF'N. Algunos. de los pmnczpales investigadores en esta A4rea
son Lengyel (99), Rubinstein (105) y Pestka (103), el primero de los cua

les publicé en 1982 una revisidn sobre la Bioqufmica del IFN asf como de

sus acciones, Esta revisifn es muy completa y actualizada, recomendable ‘para

obtener mayor informacién sobre los siguiéntes aspectosé

Perspectivas del IFN.

Ensayos, induccién, ARNm del interferfn y su papel en la sintesis de IFN.

Producci6n del IFN humano.

Sintesis del IFN humano en E. coli y levaduras. .

Estructura del IFN humano s:.ntetizado en B, coli.
- Actividad del IFN humano sintetizado en E. coli. _
- Enlace del IFN con la célula y establec:i.nuento del estado antiviral,

Enz:mas mvolucradas en la acc16n del interferfn.

VArios de estos aspectos serhn tratados en esta monograffa ron ampli-
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plitud sin embargo, sobre ingenierfa genética no entraremos en detalles —
bésicamente porque en torno a ella se ha creado un nuevo lenguaje cientf
Pico, por demis extenso y complejo que serfa muy diffcil de abordar correc
tamente.
El sistema del IFN puede definirse como una compleja cadena de even-
tos moleculares que cubren los siguientes pasos:
1. El1 reconocimiento de la molécula especifica inductora del IFN.
2. La activacién de la transcripcifn de la informacién genética previamen
te expresada por el ARNm del IFN.
3. El proceso regulador y la traduccibén del ARNm del IFN.
4, La sintesis y secrecién subsecuente de la proteina denominada IFN.
5. Interaccifn del IFN y reconocimiento de la célula susceptible.
6, Activacibn de la transcripcibn de otros genes previamente expresados -
genéticamente,
7. Traduccién de esta transcripcidn.
8. Alteracién del metabolismo celular, una o mls expresiones del IFN.
Asi, el IFN puede ser plamteado como una serie de eventos que tienmen
lugar en 2 c&lulas diferentes (Figura I). Como resultado de eventos ocu-—
rridos en la superficie de una cflula definida que parecen activar la --
transcripcién y la traduccién de secuencias particulares. Hay también ge~
nes reguladores que producen ciertas funciones controladas que limitan --
temporalmente la activacién de este sistema (stevart IT 56).
Stewart II (56) plantea asi la posible accién del IFN:
A. Induccibn de la sinteais de IFN.
1. Molécula inductora del IFN.
2. MWolécula identificadora del inductor de IFN.
3. Gen estructural del IFN.
4. Gen regulador del IFN.
S. ARN mensajero del IFN.

6. Molécula reguladora.
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7. Interferén.
B. Respuesta celular al tratamiento con IFN,
1. Interferbn.
2. Reconocimiento del IFN,
3. Gen estructural para la respuesta al IFN,
4. ARNm para la respuesta.
5. Gen regulador.
6. Molécula reguladora.
7. Protefna antiviral (PAV).
8. Protefna de respuesta no antiviral, '

Estos componentes se han dividido en 2 grupos: induccibm y actividad

del IFN por mera conveniencia de conceptos, ya que esta divisifn es mis -
aparente que real, asi como el hecho de que una célula normal es capaz de

ambos procesos, induccién y sintesis de IFN,

MECANISMOS DE ACCION.

El papel del IFN no es de ningfin modo como una molécula de accibn anti
viral directa, sino mis bien ejerce en las-células un efecto antiviral reac
cionando cdn ellas y desencadenando la accibn de otra proteina secundaria,
que es aparentemente un polipéptido, éunque bien podrfa ser una protefna -
completa de estructuras primaria, secundaria y terciaria.

Se han obtenido datos que hacen creer que el efecto del interferén —-
eat$ basado en 4‘proteinas celulares:

1. Una proteina o foco receptor que identifica la molécula inductora del -
IFN.
2, E1 interferén propiamente.
3. Un represor de la sintesis del IFN.
4. Una proteina antiviral,
?or lo general se acepta el mecanismo de accibén del IFN que exige la

produccién de la proteina antiviral (PAV), porque los inhibidares de la -
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sfntesis de ARNm (actinomicina D) o de protefnas (Ciclohexamida) bloquean
por completo la accibn del IFS en contra del virus, como explican Sokolova
y Stewart II (108, 109),

Una vez que el IFN ha entrado en contacto con la célula, atraviesa la
membrana celular y llega al nficleo; una vez ahf, activa el genoma celular por
un mecanismo de represifn sobre un gen, originando la sfntesis de un ARNm ~
el cual se traduce para que se efectfie la sintesis de la protefna antiviral.

Parece ser que el efecto de la PAV consiste en inhibir o bloguear la

replicacién del virus a nivel de la trahscripcién o la traduccién,
Al haber produccibn del IFN durante la infeccién viral, las células mls =-
cercanas a las células productoras de IFN son las que presentan mayor resis
tencia a los virus y si con este mecanismo se logra evifar o limitar la in-
feccibn en el sitio de entrada, esto impedird la diseminacién hasta focos ~
lejanos & si acaso seri minima, de ahf que 1la intervenéi&: precoz del IFN -
sea tan importante paka la evolucibén de una infeccibn viral. .

Por filtimo, el interferén puede proteger a los 8rganos antes de que --
los virus lleguen a ellos, a través de la sangre o linfa, ;ra que en pruebas
clIni_cas ha sido posible demostrar que en pocas horas despfies de la viremia
hay IFN en el suero y es capaz de alcanzar ripidamente los 6rganos suscep--

tibles.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL INTERFERON.

La_induccién del IFN en célulés de mamiferos ofrece un excelente siste
ma modelo para estudiar los factores invglucrados en la regulacifn dela ~~
sintesis de proteinas en los mamfferos ya que tiene dos ventajas sobre las -
demis pioteinas celﬁlares inducidas. Primero, la sintesis del IFN es produc-
to ﬁe una induccifn real; la mayorfa de las células producen cantidades no -
detectables de IFN de manera consecutiva y su induccién requiere de la esti-
milacién de 105 genés transeriptores, asi como. de la sintesis de la protefna

"in novo", como explica Lengyel (99)..
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En segundo lugar, casi todas las células son capaces de producir IFN -
mediante la induccibn adecuada.El requerimiento de ADN dependiente de la -
sintes'is de ARN después de la induccién de IFN, ha sido sugerida por DE Mae
yer y Guignard (109) en experimentos donde la actinomicina D fue affadida —-
después de la induccién, encontréndose que con este método se inhibfa la --
sintesis de IFN. ‘

Estudios hechos pogborner y Scribam (37) realizados en conejos, demues
tran que los IFNs son glicoproteinas y que siguen las rutas biosintéticas -
de otios tipos de protefnas secretadas por células.Stewart II explica que -

en sus trabajos pudd observar que el ADN celular dependiente de la sinte—-
sis de ARN y el proceso de sintesis proteica completo son necesarios para -

el establecimiento del estado antiviral.

ACCION DEI, INTERFERON. .
Ha hahido gran controversia acerca de las alteraciones que son realmen-
te debidas a la accién del IFN y las que son debidas a otras respuestas celu
lares aiternativas.
Sin embargo, hay varias evidencias sobre el hecho de que muchas respues
tas celulares antivirales y algunas no antivirales, de las cuales se hablari
' mis adelante, pueden atribuirse en mayor o menor grado al efecto del IFN, co
mo respaldanrcon sus trabajos Shaughnessy (110), Stewart II (56) y otros.
Estas referencias ratifican que el IFN es capaz de dar origen a una gama de
respuestas activas.
Recientemente, Stewart IT (56) ha demostrado que el IFN leucocitario hu
mano .contiene‘ dos fra;:ciones morleculares‘ diferentes y que ambas tienen un e--
fecto antiviral diferente pero constante, Las evidencias de lé'actividad an-
tiviral del IFN nos permiten creer que el significado biol8gico dél IFN debe
ser mayor que el de un mero agente antiviral.
El témino "cebar" (priming) fue utilizado por Isaacs y Burke (111) para

describir la aplicacién de una pequefia dosis de IFN en la membrana alantoidea
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de embriones de pollo, previo a la induccién con virus de influenza. E1 IFN-
puede ser producido en dichas membranas cuande se tiene un inductor adecua-
do y no solamente con el virus. Otros investigadores como De Clerck y De So~
mmer (33) han reportado que el uso de dosis cebantes de IFN para producir el
IFN, logra precondicionar a las células, antes de inducirlas, lo que permite
después la obtencién de dosis mayores de IFN.

Sumandose a la produccién de IFN incrementada, el nuevo IFN es detecta-
ble y liberado m&s ré&pidamente por las células cebadas anteriormente que por
las otras, como explica Friedman (115) junto con Levy (116). |

Contrariamente a los investigadores anteriores, VilceK y otros (106) , -
encontraron que el pretratamiento con.IFN previo a la induccién inhibfa la ha
bilidad de las células a responder al inductgr y a producir el IFN posterior-
mente.

Sin embargo, Friedman (115) demostr§ que el tratamiento previo de las —-
células con bajas dosis de IFN potenciaba la induccibén de IFN, pero que altas -
. ‘dosis del mismo la inhibfan. De este modo, mientras las células tratadas con
dosis bajas adecuadas, en presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas

son potenciadas en su produccién. .

El efecto de peqguefias dosis de IFN no es limitante a la potenciacibn de
la induccién del IFN.E1l cebado con una pequeifia dosis puede también influen--
ciar los mecanismos de respuesta al IFN.Stewart II (56) ha comnicado que las

. células de pollo cebadas con IFN homblogo desarrollan una respuesta antiviral
‘ significativamente mayor. » ‘

El cebado con dosis minimas de IFN también es capaz de reducir la canti-
dad de IFN requerido para causar inhibicién a la mitosis. '

La naturaleza de este mecanismo de cebade no es muy claro; algunas evi--
dencias sugieren que este fendmeno no est& directamente relacionado a la ca~
paé:‘.dad antiviral del IFN, y que tal vez varias actividades que se le atribu-
yef; correspondan a otros mecanismos asociados a la mambrana celular.KlFinsch-

midt (32) ha sugerido que el cebado por medio del propio IFN es un fenbmeno -
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de membrana, y por el contrario De Clerck ha encontrado que las células pi'et_l_'_a
tadas no mostraban incremento en el rendimiento de IFN después de inducirlas
con poly (rI).poly(rC).

Se especula que el cebado actfia socbre la célﬁla enmascarando o ajustan-
do los sitios receptores,El efecto cebante ha sido demostrado como algo espe
cifico a la especie celular de qune se trate.Podemes concluir que es posible
el hecho de que una pequeria cantidad de IFN producido por unas cuantas célu-
las inicialmente infectadas durante una infeccién viral, puede :ser suficien-
te para iniciar a muchas otras células a producir IFN m&s tempranamente y con
mayor rendimiento cuando son expuestas subsecuentemente al inductor.

EL fenémeno de cebado tiene varias aplicacicnes y ha sido usadoreciente--
mente para elevar la produccién de IFN en células humanas dipliodes y leucow-

citarias, come explican en sus commicaciones Billiaw (115) y Berg (83).

INTERFERON Y 1A MEMBRANA PLASMATICA.

Hay un gran nﬁmeg'o de publiéaciones sobre  las muchas actividades no anti-
virales que pueden atribuirse al IFN, que comfinmente son 1lamadas modificacio—-
nes de la membrana celular.Evidencias directas de que el IFN tiene un efecto
en los antfgenos (Ags) de superficie han sido obtenidas por Lindahl (116), --
qﬁién observé durante la exposicién de células de ratbn.que presentaban leucemia
frente al IFN, un iricremento en el enlace.del anticuerpo (Ac)_especifico de —-
histocompatibilidad de ratén (H2-d).Sin embargo,una sublfnea de c€lulas L1210~
IFN resistentes fue incapaz de responcier de esta manera.El enlace de Concana-
valina A{ComA) a las células L1210 se incrementd altamente en 48 horas de tra
tamiento con IFN, segfin Vengris (45) y Aboud (57) en sus trabajos sobre el pa
pel del IFN'y la membrana celular en las infecciones virales.

En relaci(sn a las alteraciones .asociadas con los sitios de enlace en 1la
superficie celular, son conocidas muchas enzimas relacionadas y cuya actividad
sigue su curso después de la exposicién al IFN. Friedman {112) report$ que el
AMPc fue significativamente potenciado en la respuesta allIFN. La asociacién
del AMP~ciclasa con la membrana plasm&tica hace de de esto una observacibn in

. teresante,
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Recientemente Allen y cols, (118), as{ como Stewart II (108) encontraron que
‘el AMPc y algunos de sus derivados eran afectados 'por la accién del IFN en
células de pollo. De todos los nuclebtidoes ciclicos que investigaron, el -
menos.activo es el AMPc. Estos datos aunados a los hallazgos de que el IFN
por sf mismo puede incrementar significativamente los niveles de AMPc en -
las cflulas de rifibn de ratén, sug1eren que el AMPc puede jugar un impor--
tante papel en la respuesta celular al IFN.

Se sabe que el tratamiento con IFN puede causar cambios estructurales
y funcionales en la membrana plasmética de células susceptibles;estas modi..
ficaciones son esenciales para la expresibn de varias respuestas biolbgicas
de las células, que ocurren después de la exposicibn al IFN y dan lugar a -
un estado que no permite la repiicacio'n';virﬂ.

Es interesante seflalar las similitudes respecto a los modos de accién
del IFN y algunas hormonas polipept‘idicas como la insulina. El IFN, como la
insulina, permanece activo cuando es unido covalentemente a un soporte de -
Sefarosa, lo cual sugiere que no requiere entrar a la cflula para lograr —-
sus efectos, como explican Stewart 11(56) y cols, Ademis, como explica BlaTT
(119). la accibn de ambos -IFN e insulina - puede ser inhibida bloqueando
la ATP-asa responsable del intercambio de sodio y potasio en la membrana de
enlace, V

El IFN también ha sido sefialado como résponsable de inducir alteracio=-
nes en la respuesta a condiciones citotdxicas.Merigan (20) observé que, si
bien la replicacién de vaccinia virus fue impedida en células L tratadas con
IFN, esﬁas células degéﬁeraban ripidamente déépués de 3 horas de infeccifn -
con una alta multiplicacién del virus. Cultivos celulares ' no tratados con -

IFN permanecieron morfbldgicamente "intactos™ despufs de 24 horas de infeccibn.

Estas observaciones han sido complementadas por HOrak (120), quien mi-

’ fdi6 cuantitativamente esta destruccién por medio de un marcador de Cr51 am-
coplado a las células tratadas con IFN. No occurrlélin incremento en la des—-

truccién de las cé_lixlas'marcadas si estas eran previamente tratadas con in-
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hibidores de la sintesis de protefnas como Actinomicina D, previo al trata-
miento con IFN. Estos autores sugieren que la alteracién celular causada ——
junto con el efecto especifico viral son responsables de la temprana degme-
truccién de las células tratadas con IFN. .

Gauntt y Lockart (‘l 21) han comunicado sus experiencias con Mengo virus
en células L, y consideran que esta falla en la proteccién de las células -
contra la destruccidn puede deberse a que las células han sido tomadas para
la replicacién viral anteriormente, ya que la destruccién no es una respues
ta inmediata sino que ocurre después de 4-5 horas de la infeccién y viene -~
enseguida de un periocdo de actividad metabblica alterada.

Otros cambios de las células tratadas con IFN en situaciones de citotg
xicidad en infecciones virales fueron primeramente relacionadas por Stewart
quien observbd que las células I se volvian susceptibles al IFN después de ser
susceptibles a la citotoxicidad por poly(rI).poly(rC) y por dobles cadenas -
de ARN, La magnitud de la respuesta dependia de la concentracibn de IFN y de
la cantidad de poly (rI).poly(rC) usados en las pruebas.

En vivo ha sido reportado que los inductores del IFN potencian la leta
lidad de las endotoxinas de ratén, y se ha sugerido que este incremento del
poder letal est& mediado por el IFN, como argumentan Huang y cols (122).
Como han sefialado varios autores, la muerte de una célula puede ser benéfi-
ca para el organismo multicelular! y podemos preguntarnos si una de las fun
ciones del IFN sea la de ejercer este tipo de control en las células“in vi-
¥er _

EL EFECTO INHIBIDOR DE LA MULTIPLICACION CELULAR DEBIDO AL INTERFERON.

Uno de los mhs recientes y significativos avances en este campo de la
investigacién ha sido el renovado interés hacia la capacidad del IFN para inh_'c_
bir la maltiplicacibn celular. La primera evidencia experimental que indic6 que
el IFN tenfa un efecto en el crecimiento celular en mamiferos, fue presentada

por Paucker y cols (123), quienes demostraron que el IFN inhibia el creci--

miento de células L en suspensién, y que el grado de inhibicibn era directa
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mente proporcional a su actividad antiviral, Este efecto de inhibicibn era
reversible y al retirarse el IFN, el crecimiento celular gradualmente retor
naba a la normalidad.

Se ha demostrado en el IFN, la presencia de el factor capaz de producir
este efecto y sus propiedades biolégicas son similares a las del principic
antiviral,

Han sido muchos los autores que han realizado estudios sobre el hecho
de que el IFN inhibe el crecimiento celular como una respuesta de su accibn
y se han obtenido siempre resultados similares, encontréndose que el IFN -
de unadeterminada especie celular no inhibe el crecimiento de las células
de otra especie. La inhibicién del crecimiento no esti limitada a cultivos
celulares en condiciones " jn vitro", ya que se ha demostrado también "in

En suma, puede decirse que esta capacidad de inhibicibn celular es de
una maghitud variable dependiendo del tipo de células (hapliode, diploide,
homéloga o heterbloga, joven o vieja ), de la densidad de poblacién celular
del tiempo de exposicibn, del tipo de IFN y de las condiciones bajo las cua
les es utilizado, Se trata de un fenbmeno reproducible, de carfcter comple-
jo y probablemente de tanta importancia biolSgica como el efecto antiviral.

Como puede verse, el IFN pfovoca una gran variadad de respuestas biol§
gicas que se discutirén posteriormente, incluyendo su importancia en el me-

canismo de accién durante los procesos de transcripcién del ADN,

EFECTQS DEL INTERFERON EN LA RESPUESTA INMUNE "IN VIvVO" E "IN VITRQO".

El IFN originalmente descrito como una proteiha antiviral, es de hecho
un grupo de glicoproteinas de diversos orfgenes celulares,como han descrito
varios autores (Merigan-20, Ho Amstrong-26, Younger-21, StewartII-56 y otros)
tambié‘n‘es sabido que los ahora llamados interferones pueden ser inducidos
por numerosos agentes, ademés de virus, y que pueden funcionar no sblo para

conferir 1.pr.‘a‘ceccién contra los virus en células normales y malignas.
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Similarmente, el IFN es conocido como un inhibidor y modulador, ya --
que regula varios aspectos de la respuesta inmne.

El tipo de IFN producido por células linfoides o no, en respuesta a -
virus o a polinuclebtidos sintéticos, es el que conocemos como IFN Tipo I
o IFN clésico. E1 IFN producido por linfocitos en respuesta celular a"Ags
especificos o pof la proliferacién celular como respuesta a mitégenos, se
conoce como IFN Tipo 1II o IFN jnmune, El tipo 11 difiere del I en que es -~
considerablemente mis 14bil a la exposicibn a un pH= 2.Como por otro ladé
el antisuero contra el tipo I no neutraliza el tipo II, se cree que tienen
sitios antigéﬁicos diférentes.

Pero no sblo el tipo I y II son diferentes, sino que hay ademis varios
subtipos entre los cuales hay‘también notables diferencias tanto en sitios
antigénicos como en peso molecular y otras propiedades.Respecto a los crite
rios sobre los efet¢tos en la respuesta inmune del IFN, tanto tipo I como II,
se conoce lo siguiente:

'EFECTOS "IN VITRO",

1. Efectos en la produccién de anticuerpos (Acs).

SE han realizado estudios con eritrocitos de carnero, linfocitos Ty B
o macréfagos, tratfndolos por separado con IFN, obteniéndose como resultado
el decremento o'supresién de la produccibn’de Ads, dependiendo esto de la
cantidad de unidades de IFN empleadas.

Concluyen los autores Gisler y cols (124) que el IFN no tiene efectos
sobre macr&fsgos en su papel de célula soporte duranté la reaccidn primaria,
ayudando en linfocitos T . Ademfs demostraron que las dosis de IFN emplea-—
das y el tiempo de adicién del mismo en el cultivo tiene un efecto supresivo
o potenciaddr de la respuesta inmune primaria.

Asi, varios autores han demostrado que el IFN puedqﬁnhibir, o bajo cier
tas circunstan;iasvespecificas potenciar, la respuesta primaria de Acs a -~

Ags .
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Otros autores realizaron experimentos en cultivos celulares de rififn
de ratbén, encontrando que el IFN actfia en la inhibicién de Acs primarios -
dependiendo de la etapa en que se afiada, y sus resultados sugieren que el —
IFN actfia en varios eventos primarios involucrados en la induccién de la ——
produccién de Acs, lo que se manifiesta después en el sistema "in vitro",

En suma,concluye Stewart II(56) que el IFN ha sido reportado como capaz
de afectar ambas respuestas (primaria y secundaria) de Acs "jn vitro'.
Este efecto toma fuerza en los eventos tempranos, pues muchos datos indican
qﬁe la exposicibn de cultivos al IFN por sblo 4 horas fue suficiente para
afectar la formacifn de Acs 5 dias después. En los sistemas productores de
Acs "in vitro", el IFN pareée afectar los linfocitos B primariamente pero no
afecta ni macréfagos ni linfocitos T. La dosis de IFN y el tiempo de admi--
nistracién relativo es critico en la determinacifn del efecto; el méximo
efecto inmndsupresor fue observade cuando el IFN se afiade al mismo tiempo
que el antfgeno (Ag). Bl IFN tipo I por si mismo es inmunosupresor cuando -
se afiade al mismo tiempo que el Ag probado. '

Bajo ciertas circunstancias el IFN tipo I puede tener un efecto poten-
ciédor de. la respuesta inmune primaria de Acs "in vitro", si es dado a ba--
jas dosis o en varios intervalos después del Ag.

2, Efecto en la expresibn de antfgenos de superficie.

Lindahl y cols. (129) FPueron quienes realizaron varios estudios con —-
linfocitos sensibilizados, utilizando Cr51 como marcador pé.ra probar los e~
fectos del IFN en la respuesta de Ags de superficie, encqntrando como resulta
"dos que el'IFji,tipo I "in vitrg" puede afectar la citotoxicidad ‘de linfoci-
tos de ratén éensibilizadc;s por células tumorales.y pbtenciar la expresibn de
Ags de histocompétibilidad en células tumorales de ratén, el efecto del IFN
en la citotokicidad de linfocitos requiere s6lo-de de 3 a 4 horas de pretrax.
tamiento con Bajos niveles de IFN, mientras que el efecto en la expresibn -
de Ags de superficie requiere de por lo menos 12 a 24 horas con _dosis mis al

tas de IFN. Si bien el mecanismo de accibn en algunos de estos efectos-esco~
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nocido, se sabe que éstos sélo funcionan en los Ags de superficie que no es-
tén expresados al mAximo.

3. Efectos en la proliferacidn de células inmunes.

Una vez establecido que las preparaciones de IFN inhibian la multiplica
cibn celular de varios cultivos celulares "in vitro", tanto de ¢élulas tumo-
rales como normales, fue l6gico para los investigadores examinar la respues-
ta proliferativa de linfocitos estimulados por agentes mitogénicos.

Lindahl (125) y m&s recientemente Pacheco (126) realjzaron estudios al -
respecto encontrando que numerosas preparaciones de IFN tipo I han demostra--
do inhibir la proliferacién de linfocitos frente a agentes mif:cgénicos, ¥y que
el IFN adicionado justo antes o simulténeamente al agente da el miximo efecto
inhibidor.

El efecto es en la sintesis de ambos Acidos mucleicos y se pierde si el
IFN se afiade 24 horas después de iniciado el cultivo. Los niveles de IFN vis-
tos en pacientes tratados con IFN son suficientes para suprimir la respuesta
proliferativa de los linfocitos donadores a muchos antfgenos y mitégenos, su-
giriendo ésto que ambos tipos de linfocitos éon afectados por el IFN.

4, Efectos en la fagocitosis.

Siendo conocido que tanto el IFN como sus inductores pueden suprimir la

' infeccibn por varios agentes no virales y qi.u: los macrbfagos a veces juegan .-
ei_papel de lla{re en la fagocié;)sis y eventual destruccibn de tales agentes,

" Huang y colsv (127) investigaron la posibilidad de que el IFN pueda tener al--
gﬁh efecto én la propiedad fagocitica de los macféfagos y los resultados fﬁe-‘

- ron que diversas preparaciones de IFN tipo I pueden incrementar la proporéién
de célulés peritoneéles mononucleares capaces de fagocitar particulas inertes
de carbéun,

7 Se i‘equieren m&s investigaciones para establecer las condiéiones en las que -
el IFN tiene ese efecto en la fagocitosis por macréfagos de bacterias, hongos

|y otros parhsitos.



EFECTOS DEL IFN EN LA RESPUESTA INMUNE "IN VIVO".

1. Efectos en la produccién de anticuerpos.

La cantidad de IFN requerida para producir un efecto en varios aspectos
de la respuesta inmune en el sistema " in.wiuvn " es considerablemente mhs —
grande que la requerida para lograr los mismos efectos "ip vitra®. Stewaft -
II (56) nos explica los resultados obtenidos por varios autores :

El tratamiento "jin vjvo" de ratones con IFN tipo I ha demostrado ser —
supresor de la respuesta primaria y secundaria de Acs debido a Ags timo-de——
péndientes, y de la respuesta primaria en los timo- independi_entes.

La dosis de IFN, el tiempo de administraciébn y las dosis del Ag prueba
son factores criticos en la determinacién del efecto del IFN.ﬁés maximos e——
fectos inmunosupresores en la respuesta primaria ocurren cuando el IFN se -
afiade de 4 a 48 horas antes del Ag, 'y a bajas dosis de IFN dadas después del
Ag tienen un minimo incremento, E1 IFN parece actuar directamente en la res-
puesta primaria por medio de su accibn en los macr6fagos y células B,

El IFN tipo I puede también reducir la producéién de IgE por células de
ratbn,

2. Rfectos en varios aspectos de inmunidad celular.

a. Expresifn de Ags de histocompatibilidad.Lindahl ¥y cols, (125) habfan de-

mostrado previamente que el tratamiento con IFN de timocitos y células'del -
bazo "ip vitro", daba como resultado un incremento en la expresibn de los —
Ags de histocompatibilidad, MAs recientemente realizaron estudios para obser
-var el efecto " in yivo" de los Ags .de histocompatibilidad en los mismos ti-
por celulares con el marcador Cr51. El trat'amiento con IFN no produjo por si
mismo un decremento en el total de células, ni de timocitos ni de células —-
del bazo, asi que los iWestigadores dedujeron que el IFN no fuﬁciona como -
un mecanismo de destruccién selectiva o de inhibicién de la pobl.;a‘cibn con ~——
el Ag - H2, péro si produce un incremento de los Ags -H2 de los timocitos.

Similar a lo observado "in vitro", el IFN parecia tener un maydr efecto en -
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en las células timicas.

Hay una observacifn que varfa en los estudios "in vivo" y los " in vi--
tro%; mientras que “in vitro" se observbd incremento por el IFN sb6lo en célu-
las jbvenes de bazo, el efecto " in vivo" se di6 tanto encélulas jévenes co-
mo maduras, siendo una posible explicacibn el hecho de que " in vivo" las —-
cantidades de IFN pueden ser moduladas por la célula y esto no es factible ~
Y in vitro".

b. Respuesta proliferativa a mitbgenos.El efecto inmumosupresor observado --—

cuando el IFN se aRadjo " in vivo" a linfocitos estimalados por mitbgenos, se
ha visto también cuando se han tratado animales vivos. con IFN.

Estudios concernientes al efecto del IFN en la respuesta a mitégenos -«
por linfocitos vivos han sido realizados por Brodeur y Merigan {(130) y Pache
co (126), y los resultados indican que el IFN administrado "in vivo" a rato-
nes ocasiona una depreéi6n de la respuesta proliferativa de linfocitos, este
efecto immunosupresor es dependiente de la dosis y del tiempo, teniendo un -~
méximo de respuesta cuando el IFN se da 24 horas antes del mitSgeno. Los lin
focitos de pacientes tratados con el inductor Poly {rl).Poly(rC) muestran -

también cierto efecto disminufdo de la respuesta proliferativa.

. Hipersensibilidad de tipo retardada.Debido a las numerosas observaciones
concernientes al efecto inmunosupresor de los virus, De Maeyer y cols (129)
decidieron i'nvestigar‘ la posibilidad de que 1a ihmunosupresi6n inducida por
virus pudiera estar mediada poe el IFN y sus inductores, concluyendo que el
tratamiento de animales con IFN producia un efecto inhibidor en la hipersén-
sibilidad de tipo retardado, siendo el efecto del IFN vAlido sbélo si éste se
administraba el dia anterior a la exposicibn al ﬁapteno o Ag; en suma, el ~--
IFN tipo I puede inhibir la respuesta aferente y deferente de la hipersensi
bilidad retardada frente a Ags y haptenos. ' .

d. Inmunidad en transplantes.Los mis recientes estudios realizados en la ~--

URSS sugieren que el suero que contiene bajos niveles de IFN quimicamente in

ducidec o viral, administrado a ratones después de un aloinjerto, causa una -
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aceleracién del rechazo del injerto en un lapso de 3 dfas.En contraste a es-
tos tudios, otras investigaciones indican que el IFN tipo I en muy altas do-
sis puede retardar el rechazo de aloinjertos por varios dfas, no habiendo «
de momento argumentos que apoyen dichos hallazgos y quedando pendientes de -~
respuesta ambas posibilidades.

3. Efectos en la fagocitosis.

Parece ser que el JFN tipo I por sf mismo tiene " in vivo" un efecto po
tenciador de la fagocitosis (Stewart II 56), requiriéndose, sin embargo, una
dosis 10 000 veces mayor para causar el mismo efecto "in vitro",

4, Efectos en el complemento.

Se ha encontrado que el IFN y algunos de sus inductores ocasionan CaMee
bios en los niveles de complemento.En el suero de ratones con tumores malié- |
nos , que han sido tratados con IFN humano, se ha> observado un decremento -
en la reaccién de fijacién de complemento a numeosos virus y micoplasmas,
Estosocurre generalmente a los 3 meses del tratamiento con IFN y nersiste -~

hasta 12 meses después de terminado el tratamiento.

OBSERVACIONES ACERCA DEL SISTEMA INMUNE RELACIONADAS A PACIENTES TRATADOS
CON_INTERFERON. ‘

La evaluacifn de los efectos de la terapia con IFN "in vivo " en huma-
nos esti complicada por el hecho de que muchos pacientes pueden estar siendo
tratados con otros f&rmacos, ademis del IFN. Los estudios conciernen bésica-
mente a pacientes con alglm tumor maligno, y tratados con agentes quimio te-
rapefiticos que ocasionan inmunosupresién ademéé de sus efectos citostiticos
y citocidas en las cflulas tumorales.

También el proceso maligno por si mismo puede ocasionar efectos; depre--
sivos en la respuesta immune,Sin embarge , dado ei reciente incremento en -~

el uso del IFN en este tipo de casos hace importante analizar datos acerca -
7 de su .éfecto en la respuesta inmune,

Stewart II {56) obtuvo los siguientes datos, recopilados de diversos --



estudios:

Los ensayos clinicos con el IFN en el tratamiento de pacientes con en
fermedades malignas y/b infecciones han rendido bastante informacién acerca
de la respuesta inmuge frente al IFN, Bl IFN usado en pruebas clinicas fue -
del tipo I{4cido resistente), empleando dosis masivas de 4 x 104 hasta de --
1 x 107 unidades /ml.al dfa, en cantidades suficientes para alcanzar niveles
en el suero de 50 a 100 U/hl. Se encontr$ ,en gemneral, que el IFN no era ~--
téxico ni antigénico en los humanos. Por otro lado, no se presentaron alte-
raciones en los linfocitos ¥y los niveles de inmunoglobulinas précticamente -
no fueron alterados.

Los pacientes tratados con IFN para sus ;umures malignos no tuvieron -
virtualmente infecciongs virales, y las que hubo fueron menos severas que en
los pacientes no tratados con IFN. Bn el capftulo dedicado a usos del IFN se

“hablars mis ampliamente de suus efectos.,



CAPITULO III
INDUCTORES DEL INTERFERON.

Una amplia variedad de virus, microorganismos y productos ffngicos, &-
cidos nucleicos tanto de origen animal como sintétices, polimeros y sustan-
cias de bajo peso molecular han demostrado ser eficientes para inducir la =
produccién de IFN en cultivos de células y /o en organismos completos.
(Stewart II 56, Kleinschmidt 32, Merigan 20 y otros).

Ho y amstrong (117) recientemente presentaron la clasificacién mis co--
mén sobre inductores -que dice:

1. Se congsideran inductores del tipo A aquellas sustancias capaces de -estimn
lar por lo menos 103 unidades por mililitro de IFN en cultivos celulares y -
en sangre ciculante de animales cuando es administrado en cantidades de mi—
" crogramos.

2, Los inductores del tipo B, por otro lado, son casi inactivos en cultivo -
celular y tamBién son inferiores en términos de la cantidad de IFN preducida
generalmente mucho menos a 103' U/ml, y la cantidad de inductor reqixerida, ——
que puede ser altamente téxica a la célula, est§ en cantidades hasta de mili
- gramos,Ho y Amstrong clasificaron separadamente estos inductores en inducto-
res de linfocitos o macréfagos e inductores de fibroblastos.

Stewart II (31) y Cordell, explican que toda clase de inductores de ti-
po A contienen por sf mismos una doble éadena de ARN que, en el caso de vi--
rus, aparentemente realizan la sintesis directa de la doble cadena de ARN en

: alguna'etapa durante su replicacién intracelular. '

8i la designacibn de "inductor" es aplicada en su significado genético,
el término se aplicaria solamente a sustancias cuyas moléculas tuvieran el -
papel de iniciador de los eventos para obtener como producto final una nue-
fa protefna particular. E1 ARN de doble cadena parece ser el candidato ms -
indiqado para el papei de mgl_écula inductora,

En la actualidad se ha trabajado en toda una serie de sustanci;; que =-

han demostrado ser capaces de inducir cantidades aceptables de IFN; vamos a



a7.

ocuparnos de ellos y de algunos de sus requerimientos e inconvenientes,

MECANISMO DE INDUCCION DEL INTERFERON POR POLINUCLEOTIDOS SINTETICOS.

El mecanismo de induccién del IFN involucra la aparicién de una protef-
na antiviral, que es el interferén, por medic de un inductor bien definido -
y sﬁ interaccién subsecuente con la célula, lo cual conduce al desarrollo =~
del estado antiviral.

El IFN puede ser inducido en cultivoes celulares por polinucleStides sin
téticos como son los complejos de doble cadena de los Acidos poli-inosinico
y poli-citidilico -Poly (rI).Poly(rC) -, como han demostrado en sus investi-
gaciones Kleinschmidt (32) y De Clercq (33).Ambos inductores activan el geno
ma celular y el ARN mensajero del IFN para que éste sea sintetizado.

De Clercq ha presentado evidencias de que en este sistema la sintesis «
de ADN y ARN junto con otras proteinas es esencial. La produccién de IFN en
cultivo celular inducido por virus de Newclastle y por Poly(rI).Poly (rC) -~
~ muestra una diferente sensibilidad a la Campotericina, que es inhibidora de
la sintesis de ADN y ARN, lo cual reafirma lo antes dicho respecto a la rela
cién de la produccién de IFN con dichas moléculas.

Lé induccién del IFN por polinucleétidos sintéticos, como Poly (rI). --
Poly (r€), no es un proceso simple, Ir;volucra una serie de pasos, asf, hay =
ciértos requerimientos estructurales que deben cumplirse para que la funcién
de los polinuclebtidos sea llevada a cabo, '

En priﬁér lugar, para ser un inductor activo de iF’N, el polinuclebtido
oel polimero sintético débe contener en su estructura molegular una secuen-
c;;la densa y regular de cardas negativas, es decir, debe ser un polianién. Cp
mo puede. notarse, los requerimientos son mis o menos especificos.

' Respecto a la etapa en que el inductor hace contacto con la célula, ca-
be decir que no es un paso que reggle grandemente el proceso de induccién.

D tos obtenidos por Ho (26) y De Clercq (33) indicanlque la induccibn debe -
ocurrir por el contacto externo del inductor con la membrana celular., La ac-

tivacién de la induccién causa la inactivacién o represifén del genoma celu-
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lar y permite la transcripcibén del gene del IFN y la sfntesis de ARNm del
IFN., Las sintesis del IFN y de su ARNm en fibroblastos humanos inducidos por
Poly (rI).Poly (rC), parecen ir estrechamente paralelas. Esto indica que la
produccién de IFN por polinuclebtidos sintéticos en la célula es una sinte-
sis "nueva" y eso elimina la posibilidad de que el inductor realice la acti
vacién de moléculas preformadas de IFN.

La sintesis de IFN en las células parece estar regulada por la célula -
a un nivel post~ transcripcién, como explican Stewart II (56) y Havell (38).
Esta conclusién est& basada en experimentos con inhibidores metabblicos y -
no ha sido afin confirmada a nivel moleculér.

Después de que el IFN ha sido sintetizado, pasa a otra célula o pasa al
medio externo celular y el efecfo antiviral es induciso. Hay evidencias ex-
perimentales que demuestran que la induccifn del estado antiviral es un fenf

meno de membrana,

RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA DEL POLINUCLEOTIDO Y SU ACTIVIDAD ANTIVIRAL.

Stewart II (56) y Kleinschmidt (32) explican que, ademfs de la antes —-
mencionada relacibn entre la estructura del inductor y su eficiencia como =~
tal, hay Pactores muy importantes y otros m&s bien triviales o que tienen po
ca importancia en el fenbémeno de induccibn. Segfin estos autores, las propie-
dades esencialeé de un inductor son :

1. La presencia de un grupo 2;OH (2- hidréxilo) en un azficar central del po-
linucleétido,
2. Alto peso molecular,

3, Resistencia adecuada del polinuclebtido a la degradacibn.

1. Presencia de un grupo 2-0H.

La presencia de ribosa parece ser una exigencia estructural para que ~-
ocurra la induccién; se ha demostrado que solo polimeros que centengan ribo-

sa son buenos inductores. También en este aspecto , se ha demostrado experi.
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mentalmente que interviene la posicién de la ribosa, ya que habiéndose proba
do diferentes posiciones, se han encontrado diferentes resistencias a la de-
gradacién, Pero en el punto més adecuado para evitar la degradacién, se en-—-
cuentra también que el inductor resulta disminuido en su efecto como tal, lo
éual indica que la disminucién de habilidad inductora est& directamente rela
cionada con la posicibén del grupo 2 -OH del residuc de ribosa antes mencio--
nado. Se ha tratado de hacer diferentes sustituciones en la posicién 2 con -
diferentes radicales, obteniéndose los resultados de la tabla I.

Como puede verse, algunas modificaciones estructurales estabilizan al -
nuclebtido contra la actividad degradativa de la ribonucleasa, pero en todos
los casos hay decrecimiento en la actividad antiviral, como demostraron Ho
y cols, (26).

La sustitucién de la posicibn 2 no afecta grandemente el peso molecu--
lar ni su estabilidad térmica (’I‘m = temperatura a la cual se disocia el 50%
de 1a doble cadena del complejo). Esto nos indica que la pérdida de la habi-
lidad inductora va en relacibn directa a la sustitucién del radical 2-OH de
la ribosa.

La importancia del mencionado grupo 2-0H en la induccién es debido a -
que la posicién se encuentra fuera de la hélice de ARN y puede ser parte di-
recta de la seflal de reconocimiento ; afin m&s, se ha encontrado que la pre~--
sencia de grupos hidrdxilo en la configuracién de pentosas fosfatadas en la
estructura de la cadena del polinucleétido sirve como una de las determinan-
tes del sitio de reconocimiento en el receptor del polinuclebtido. (Merigan
Finkestein 20).

Merigan y cols. demostraron que la modificacién quimica del residuo ri-
bosa, como el 2-0H en la cadena del Poly (rI).Poly (rC), reduce dristicamen-
te la actividad del complejo, demostrando esto con una prueba de Acs anti-
polinuclebtido,

En resumen, los cambios estructurales con cambios en los .sitios de re-

conocimiento hacen que el complejo pierda capacidad inductora.



TABLAI

Efecto de la metilacién de 2-0H del residuo ribosa en la actividad

antiviral de los complejos de poliribonuclebtidos de doble cadena,

COMPLEJO SUSTITUCION HOMOPOLIMERO RESISTENCIA ACTIVIDAD

MODIFICADO ‘Tm c.C A NUCLEASAS ANTIVIRAL.
o

Poly (ri).Poly(rl) === =mm—o 62 1 1
’ 214 Poly (rc)  52° < 0.01 S 1

Poly (rI)  35° < 0,01 >1

2101 Poly (rC)  66° < 0.01 >1

210CH,  Poly (xC) 61.5° £ 0.01 S
Poly(rA).Poly(rU) -—- — 56° 1 1
21.F Poly (ru) 75° 0.1 <1

21-c1 Poly (ru) 56° 0.0 >

21-0CH,  Poly (rV) 70° 0.0 S 1

21, Poly (rU)  59° 0.01 >1

21-0-00-CH, Poly (xU) 57° 0.01 >1

Poly (ra)  30° 0,01 > 1.

Los valores obtenidos anteriomente son comparativos con el valor de

uno, considerado para los polinuclebtidos originales,
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Finalmente, debemos considerar laposibilidad de que el residuo de ribo=-
sa en la cadena del inductor sea esencial para que el inductor sea transpor-
tado por la ribonucleasa tramsportadora.

Segfin Merigan (20), el Poly(rI).Poly(rC)puede inducir la actividad de -
la ribonucleasa transportadora asociada a la membrana celular, Es sabido --
que la entrada del complejo a la célula se facilita por ribonucleasas asocia
das a la membrana.

Recientemente se ha demostrado que la actividad del Poly(rI).Poly(rC) -
en cultivos celulares puede restituido o incluso excederse si los homopolime
ros constituyentes son adicionados sistemhticamente. Merigan realizb experi-
mentos encaminados a la demostraci6n del funcionamiento del complejo Poly(--
rI).Poly(rC), y del papel que desempefia cada uno de ellos en el proceso y en
el mecanismo de accibn.Sus experimentos se realizaron en cultivos celulares
de rifién de conejo. La induccién fue medida por medio de la observacién de -
placas virales, utilizando virus de estomatitis vesicular (VSV), y el IFN —
fue caracterizado con tripsina y por su resistencia frente a la ribénucleasa
pancréatica. La produccibén fue determinada en diferentes intervalos de tiem-
po después de la exposicibn al complejo completo ,adicionando primariamente
el Poly (rI) seguido del Poly(rC) y visceversa, y también usindolos por se--
parado.

Los resultados mﬁestrén claramente que‘el régimen PolY(rI) seguido de -
Poly (rC) produjo una respuesta de IFN mucho mis alta que el régimen de PolY
(rC) seguido de Poly (r1). Las cantidades de IfN producidas en los inicios -
no miestran una diferencia marcada; sin embargo, después de 7-24 horas los -
tftulos de IFN producidos por Poly (rI) seguido de Poly (rC) son consistente
mente mis altos que en los otros casos, déndose los valores mis bajos con el
uso de cada complejo por:separado. ‘ ‘

La posible explicacibén de esto es que el complejo Poly (rI) Poly(rC) es
t4 mhs firmemente enlazado a la célula si los polimeros son adicionados en -

ese corden,
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Para demostrar dicha hipb6tesis, se utilizaron cultivos celulares que -
fueron tratados con el polimero complejo o con cada polimero por separado y
después tratados con ribonucleasa pancréatica o poli-lisina; se esperd la ~
produccibn de IFN y se encontrb que los tftulos se redujeron marcadamente -~
con Poly(rC)Poly(rI) y con cada complejo separado, y que hubo menor reduc-
cibn con el complejo Poly (rI).Poly(rC), Las células expuestas son, por tan-
to las mis protegidas cuando se usa este complejo y en ese orden.

Estos estudios demuestran que la adici6n‘de1 complejo Poly(rI).Poly( -
rC) da al enlace mis firmeza y eficiencia, y sugiere que el sitio receptor -
en el complejo es reconocio mucho antes en la parte de Poly(rI) que en la -

Poly(zC).

RELACION DEL PESO MOLECULAR DEL RIBONUCLEQTIDO CON SU CAPACIDAD INDUCTORA.

La capacidad inductora del complejo Poly(rI).Poly(rC) parece estar rela
cionada con el peso molecular, circunstancia que ocasiona una sustancial re-
ducciéh de posibilidades, ya que reducciones en el tamafio molecular del com-
plejo conllevan la reduccién de la actividad antiviral,

Stewart II (56) sefiala que en algﬁnos anilisis se ha visto que el inter
valo de pesos moleculares debe ser entre 5 Sy 10 S (104a 12 x 104 daltons).
Sin embargo, cuando el peso molecular es mayor de 10 S la actividad decrece

y algo similar ocurre cuando es menor a 5 S, de donde se sefiala el intervalo

éptimo entre estas cifras,

RELACION PE LA RESISTENCIA A LA DEGRADACTION CON EL FODER_DE INDUCCION.

La resistencia a la degradécién es también un factor importante comc ya
se méncioné; la actividad de ciertas enzimas es una de las causas del decre-
cimiento de la actividad antiviral. Esto eété basado en los experimentos de
Stewart II (56} y De Clercq (33), quienes demostraron que cuanto més resis—-
tente es un polirmero a la degradacibn, tanto mis poder de inductor tiene.

La adicién de sustancias como la poli~lisina al complejo, por el contra
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rio, incrementa la produccién del IFN. La importancia de la resistencia a -
las nucleasas tiene como base la observacibn en diferentes animales asf co-
mogktudios en cultivos celulares. Se ha dilucidado que el incremento de la
actividad biolégica del cdmplejo est4 relacionada a otros factores, ademis
de la resistencia a la degradacién, como el ya indicado grupo 2-0H de la ri-
bosa, Siendo ios factores determinantes los ya enumerados, afin restan otros
que también participan en el buen funcionamiento del complejo.

Para la induccién es también importante que el inductor presente una es
tructura compleja, como 1o es el ser un polimuclebdtido de doble cadena y es-
tructura sécundaria.

E1l IFN se induce de diversas maneras por polianiones naturales y sinté-
ticos incluyendo polinuclebtidos, plasticos y polisachridos, Las similitudes
en la estructura secundaria de estas sustancias fue sugerida en trabajos rea
lizados por Merigan (20) quien ha ébtenido resultados tfabaﬁando con diver--
sas sustancias con estructura de doble hélice. Los Acidos nucleicos de doble
cadena con un alto potencial de induccién han sido obtenidos de diversas -
fuentes, desde hongos, bacterias y animales hasta virus de plamtas.

Uﬁ fcido nucleico sintético al cual nos hemos referido ampliamente es -
el Poly (rI).Poly(rC), que se considera un derivado del 4cido policitidflico
que es acoplado al 4cido poliinosflico; este par de sustancias ha demostrado
ser el mas activo'inductor, y es ademis fhcil de obtener de fuentes comercia
les.Quizé es por esta razbén que sea el inductor méé estudiado hasta el momen
to. Aproximadamente otros 40 4cidos nucieicos han sido estudiadds coh rela-—
cién a su habilidad inductora, y de ahf ha surgido el conocimiento de las ne
cesidades e§tructura1es del inductor.’

Merigan considera que otro inductor, el ARN de doble cadena es mucho -4
més efectivo que cualquiera otro y que l1@g moléculas de doble cadena forma--

_das complementariamente por pares de bases son_mucho mis efectivas y activas
que 3 o0 4 cadenas de moléculas de cadena sencilla. .

Los complejos de doble cadena pueden formarse entre 2 homopolimeros al-
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ser complementarios o a través de un proceso llamado templado, en el que son
enlazados los polimeros alternativos o las dos cadenas semejantes.Experimen—'
tos similares se han hecho con ARN natural y se ha observado gran contraste
entre la baja actividad de la cadena simple y la del complejo de una doble -
cadena replicativa.

Estos tipos de homopolimeros que tienden a formar complejos de policade
nas tienen una actividad muy alta ejemplos de ellos son el 4cido inosinico -
y el poliguanilico, asi como el polixantinico , y como agregados puede hablar

se de los Acidos poliadenflico y policitidflico.

Merigan (29) afirma que es posible que la estimulacibn natural del IFN
involucre la sintesis o la localizacibn de una cadena simple de ARN en el —-
sitio critico dentro de la célula, mis alli.del nivel donde actfan los re--
querimientos de dobles cadenas.

- Bl requerimiento de una estructura sec-undaria estable est4 bisicamente
relacionado a la resistencia.térmica de esas moléculas, y como ya sabemos --
tiene mucho que ver con la actividad inductora. La estabilidad térmica de la
doble cadena puede extrapolarse a la Tm, ya que mientras mis alta es la Tm -
el polimero es més estable,S61o los polinucleétidos que tienen su Tm mayor
de 60°C poseen mixima actividad antiviral, y por tanto resultan los induc-—
_ tor:zs bptimos.

Sin embargo, el potencial amtiviral no est4 correlacionao con el incre-
mento nuy elevado de Tm, ya que el complejo mis activo, el Poly (rI).Poly( -
rC), tiene una Tm de 62°C a diferencia de complejos menos activos con Tm --
may alta, como el Poly (rA).Poly (rU) con Tm de 69°C y el Poly(rG).Poly(zC)
de Tm mayor de 100°C. '

La actividad de lo.fs polinuclébtidos complejos se puede inducir por in--
cubacién a 37°C en presencia de cationes divalentes como Mg++ y Cat+.

Algunas conclusiones de lo expuesto pueden resumirse como sigue:

1. Los inductores tienen una estructura que puede compararse a la de 1los -=
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4cidos nucleicos virales,

2. La interrupcibn de una de las cadenas en la hélice del complejo reduce la
actividad inductora del IFN. ‘

"3. E1 complejo Poly(rI).Poly(rC) es m&s activo biolégicamente que el Poly( -
rC).Poly(rI).

4, Es necesario que el cémplejo inductor forme una doble cadena por medio de
la asociacién de pares de bases en su estructura.

5. Al ser un sistema biolSgico, requiere de condiciones especiales como los
sistemas vivos, como son la temperatura de 37°C y_la presencia de cationes

divalentes como Ca++ y Mg++.

OTROS INDUCTORES DEL INTERFERON.

Ya hemos mencionado las caracterifticas necesarias de una molécila para
ser un buen inductor de IFN; no obstante, cabe mehcionar otras sustancias =~
que se han estudiade con este fin, si bien no han dado los mejores resulta-
dos, pero qué han servido como pautas a seguir en la experimgntacibn relacio

. nada.al IFN.

1. Cadenas simples de polinuclebétidos.

De Clercq (33) y Merigan(28) estudiaron ampliamente'una gama de induc-
tores y, si bien sabian que efa necesario tener una estructura de doble hé-
lice encontraron varias excepciones como son el Poly (rG), Poly (rI) y el
Poly (rX); todos estos homopolimeros resultaron sSer mis o menos buenos induc
fores, y dieron pie para estudios posteriores de algunas combinaciones entre
.ellos, y que son buenog inductores.

Asi, bajo condiciones experimentales adecuadas, estas cadenas simples
pueden formar c;denas dobles o multicadenas complejas. ‘

Fﬁe‘asi como se encontr$ que las cadenas inactivas de Poly(rI) y de Po-
1y(rC) incapaces de producir un buen estado antiviral por ellas mismas, cuan
do se plegaban Formando un complejo producfan excelentes cantidades de IFN -

eﬁ las células ,y esto se lograba adicionando sustancias como la DEAR-dex---



trezna y polilisina.
Este fue el punto de partida para el descubrimiento de que es necesaria
la formaci6tn de un complejo y la presencia de cationes.

2. El efecto de compuestos polibAsicos.

El pretratamiento de las células con sustancias polib&sicascomo DEAE-
dextrana o poli-lisina, o la adicién de estas sustancias con el inductor, in
crementa la actividad antiviral. Los investigadores atribuyeron muchos de es
tos efectos a un incremento de la asimilacién del inductor y a su proteccién
contra la degradacién por nucleasas.

Estudios con Poly(rI).Poly(rC) muestran que &stos forman un complejo =~
terciario con DEAE-dextrana en una equivalencia de 1:1 .Se ha sugerido que -
el cambio en la porcién de masa, cuando ocurre la formacibn del complejo va
aéompaﬁada de un incremento en la resistencia a la degradacién por ribonu~—-—
cleasa pancréatica; el efecto del DEAE- dextrana puede ser explicado sbélo --
por la accibén directa del complejo polibésico sobre la membrana celulay, y -
existen datos que indican que los determinates de réconocimiento se encuen-
tran en el complejo polimicleétido (Kleinschmidt 32). -

3. Otros inductores en estudio.

Uno de ellos es el copolimero formado por grupos carboxilices, que pue-
den presentarse en diferentes posiciones a lo largo de la cadena del polfime-
ro; no se han observado variaciongs en la produccibén de IFN pese a mlltiples
bcambios en la cadena., Otras modificacicnes, como la adicién de grupbs amida;
no afectan tampoco. Estos compuestos no funcionan bien por el peso molecular
que comparado con compuestos activos se deéuce que debe ser mayor de 3 000,
De cualquier manera, algo interesante es , el hecho de que 1@. indqctores
tienen comﬁdnentes polianiénicos, incluyendo los polinuclebdtidos, Caba men
cionar la suposicién de Kleinschmidt (32) de que los polianiones actfian en
lavrepresi6n de la sintesis de ARN, '

El afioc de 1983 se llev6 a cabo en La Habana, Cuba un congreso sobre el
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IFN v algunos de sus inductores que se mencionaron como viables son :

a. Compuestos naturales inductores del IFN. Tanto en la URSS como en otros

palses se est& prestando gran atencién a compuestos de origen natural que -
pueden inducir la produccibn del IFN humano. Entre &stos se encuentran ex-
tractos de Eleuterococcus senticosus maxim, Panax Gingseng Q.A., Aralia mag
dshuria y otros. Se estan caracterfsticas comparativas de los extractos y -
hasta la fecha los resultados parecen favorables, Se han empleado estos ma-
teriales bilégicamente activos en la quimioterapia, como adyuvantes, asi co-
mo en la radioterapia intensiva.

b. Se ha estudiado la induccién de IFN en los leucocitos de pollo con Conca-

navalina A (Con A). En suspensiones de leucocitos expuéstos a Con A se indu-

jo la induccién y produccién de IFN, y al cuarto dfa de tratamiento se alcan
26 un nivel de produccién de 10° U/ml; el IFN se establece a pH =2, 14bil a
56°C y sensible a la tripsina. Se encontro también que se puede potenciar la
produccién del IFN con el éster de formol 12-0-tetradecanoil (formol -~ 13 -~
acetato )

En combinacién con Con A , afin se realizan estudios que darin resultado
para pr6ximos estudios.

c. En 1983 se realizaron también trabajos sobre induccibn del IFN por £lavo-

virus y arbovirus en células de linea { L-M); el IFN inducido por 6 tipos de

Flavovirus se compard con el efecto de 5 tipos de arbovirus en células f£ibro
blésticas de ratén (L-M) encontrindose, que los arbovirus inducen cantidades
significativamente mayores de IFN que los flavovirus.

d. Induccibn del IFN en las células L por particulas defectuosas de virus de

la estomatitis vesicular .Los experimentos se han realizado en cultivos celu

lares BHX-21, con particulas dei’ectuosas de VSV 'con diferentes contenidos de
ARN. Se observaron las capacidades de tales partfculas para producir IFN y -
se encontré qué no hay relacién con los contenidos de ARN sencillo.

e. En los mAs recientes estudios sobre induccién de IFN se estén empleando =

mitantes de Escherichia coli (Pestka 105) y se han obtenido buenos resulta—-
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dos , afin cuando el costdb actual continfia siendo elevado para su produccidn

comercial.



CAPITULO IV,
POTENCIAL TERAPEUTICO DEL IFN. .
TRATAMIENTO CON I?N HUMANO COMO AGENTE PROFILACTICO.

El presenta capitulo nos presenta los datos hasta la fecha publicados
que han »ermitido dilucidar el papel del IFN en el organismo y su uso en --
nranbsitos terapbuticos y nrofillctico.

Las técnicas mis comunes empleadas para tales fines son bisicamente :
1la roduccibén del interferdén en cultivos celulares y su administracién na-
renteral, la administracién de diversos compuestos, principalmente ARN de
doble cadena, tanto sintéticos como naturales capaces de estimular la pro-
duccibn del IFN endégeno, la administracién de Acs especificos para el IFN .
Al jarecer el IFN ha demostrado ser fitil en tres 4reas médicas principalmen-
te : -rofiléxis , terajia antiviral y antitumoral e inmunologia clinica.

Bs obvio que varias acciones del IFN, descritas al principio "invitro",
tienen un notencial terapeﬁtico y profilhctico, como son : la canacidad del
IFN de inducir resistencia a la infeccibn por virus y otros parésitos intra-
celulares; frenar el crecimiento celular, particularmente répido en el caso
de células tumoralés, potenciar la expresién antigénica asf como potenciar o
inhibir las funciones inmunes. -

Los IFNs son aparentemente inocuos, "no téxicos" para células no infec
tadas y"no antigénicos" en especie. Las accionmes del IFN pueden volverse e-
videntes en cuestién de horas y no hay un per@odo refractario en las células
después de su induccién por IFN, como explica Morgan (74), en contraste al -
efecto refractario que ocurre en las células durante una repetida estimula-
cibn por inductores.

Asi, el IFN no sblo actfia révidamente sino que es efective durante una
re>etida y »rolongada administracién, pudiendo observarse un incremento geo-
métrico entre la respuesta antiviral y la concentracién del IFN, los efectos
Pueden ser controlados por medio de la via de administracién y las diferen-

tes dosis empleadas.



ESTUDIOS REALIZADOS "IN VIVO'.

El uso m&s importante del IFN es en el campo de.la proPiléxisz y terapia
antiviral, ya que toda una serie de compuestos quimicos empleados para dicho
£in presentan una limitada aplicabilidad ; como explica en su trabajo Meri--
gan T.C. (130), la resistencia viral a dichas sustancias se desarrolla répi-
damente mientras que no han sido reportados virus que hayan desarrollado re-
sistencia hacia un estado antiviral debido al IFN. Vacunas de virus atemua-
dos o inactivados no son aﬁn viables para la prevencién de algunas enferme-
dades virales y otras no se pueden usar en situaciones adversas (por ej: en
infecciones por influenza, parainfluenza y rinovirus), como la existencia -
de mfiltiples serotipos que presentan extensas variaciones antigénicas , es-
tos virus generalmente no representan una amenaza a la vida, perc tienen --
una gran importancia econfmica por la morbilidad que ocasionan. Muy impor--
tantes también son diversos virus contra los cuales no se cuenta con vacu--
nas afin, como los de 1a hepatitis, el virus sincicial respiratorio, los Echo
virus y otros que causan epidemias y dafios graves como meningitis y parfli--
sis. Los virus Cooxackie causan frecuentemente epidemias de mialgias, pro--
blemas respiratorios, miocarditis, que pueden dejar secuelas como reporta,
en sus traﬁajos ‘sobre los efectos de los virus en el sistema cardiovascular
pankey (131). ‘

Los Herpes virus tipos I y II ambos con afinidad neurotrépica son la --
causa de infecciones que pueden volverse latentes, crénicas y recurrentes, -
el tipo I causa lesiones recurrentes y algunas veces emcefalitis, y el tipo
II que al parecer se transmite por contacto sexual, ha sido implicado en el
chncer cervical, '

En el caso de estos virus la posibilidad de una vacuna atenuada ha re--
preéentado un gran esfuerzo y se ha comprobado que puede inducir infecciones
latentes, por; lo que su empleo representa un posible riesgo. Muchos virus de
localizacién mandial causan enfermedades aéintomé.ticas <) répidamenté limita=

das en individuos inmunocompetentes, ‘sin embargo, estos mismos virus son —-
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una amenaza para la vida en el caso de gindividuos inmunodeficientes o inmi--
nodeprimidos,

Dentro de los primeros seis meses después de un injerto, la persona re-
ceptora de transplante renal inmunodeprimida es parcialmente susceptible a
fnuy severas infecciones virales y en muchas ocaciones mortales. Asf, es im--
portante que un agente antiviral de amplio espectro sea disponible para un -
tratamiento 'y que pueda incluse emplearse antes de que el agente causal haya
sido especificamente identificado, de este modo, un agente no téxico que ==
pueda ser efectivo en la prevencibn o terapia de diversas infecciones vira--
ies puede contribuir sustancialmente al desarrollo de otras formas de trata-
miento y a mejorar la salud p@blica.

Un agente que también sea efectivo contra par&sitos intracelulares nos
daria una amplia ventaja sobre otros tipos de medicamentos.

El IFN puede ser considerado el antiviral no téxico de amplio espectro
mientra se encuentra otro antiviral "ideal". En muchas especies animales, el
IFN ha demostrado ser inhibidor de la multiplicacién y propagacién de vﬁms
oncogénicos asf como sus interacciones, E1 IFN puede demorar, inhibir o su-
primir tumores inducidos por virus, como han encontrado en sus trabajos Ave-
ri y cols. (132), quienes observaron que el IFN inhibe la tranformacién celu
lar por el virus del sarcoma mfino. '

Hasta ahora preparaciones humanas del IFN han demostrado ser capaces -
de broducir actividad antiviral contra tumores viralmente inducidos en los:-
primates; Laufs y cols (133) demostraron la influencia del IFN en la multi-
‘pl:i.cacibn de Herpes virus oncogénicos tanto en cultivos celulares como en —=
primates no humanos, _

"Los IFﬁs humanos son capaces de inducir actividad celular, no sblo del
estado antiviral sino también de efectos sobre las células huésped que pue--
dén mediar acciones antitun\;)rales, muchas de las células pueden intervenir
en la inhibicién del- tumor. '

Todas las consideraciones anteriores son un poderoso incentive para el
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estudio de los efectos de los IFNs homélogos en tumores humanos de posible
etiologfa viral.

EL SITEMA DEL INTERFERON Zi INFECCIONES VIRALES NATURALES.

Muchas infecciones virales en la naturaleza no suscitan enfermedades —-
sintomiticas. La diseminacifn de mfiltiples virus es efectivamente detenida -
por los mecanismos de defensa del organismo; en los casos de infe_cciones pri
marias en que ne hay inmnidad previa, se cree que el sistema del interferén
contribuye de manera importante en la capacidad del organismo susceptible pa
ra resistir la diseminacién interna de algunos virua altamente infecciosos.

Stewart II (56) ha encontrado evidencias que indican que la activacién
del sistema del IFN por un virus invasor constituye uno de los primeros meca
nismos de defensa del organismo. Con sus estudios ha demostrado que el meca-
nism;: de induccibn y accién del IFN se activa de manera efectiva en un tiems
_po corto (entre 5 y 17 horas), siendo el total del tiempo requerido conside-
rablemente menor que el que necesita la respuesta primaria de‘Acs, que es de
algunos dias, -

Afin en presencia de Acs, el sistema del IFN parece ser un importante =
componente naturél de resistencia del huésped, lo que se ha podido comprobar
titulando las cantidades de IFN que pueden localizarse en los sitios de mul-
tiplica:cién viral,

Los sitos de accién del IFN y de los Acs no son los mismos; el IFN ejer
se su accién intr‘acelularmente, en el sitjo de replicacién viral mientras -~-
que los Acs reaccionan en flufdos extracelulares directamente con los virio-
nes, antes de que estos penetren a la cflula., Sin embargo, en gran parte de
las infecciones virales la importancia relativa del IFN es dif4cil de apre--
ciar de manera precisa principalmente por las complejas y numerosas respues-
tas del huésped hacia los virus invasores,

Machos investigadoreé han tratado de dete?minar si el incremento en 1;\

susceptibilidadl de algunos individuos a las infecciones virales puede deber-
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se a defectos en su sistema de IFN. Los resultados de la mayorfa indican —-
que la actividad del IFN parece contribuir significativamente en 1la resisten
cia de la infeccién viral, en algunas enfermedades de manera muy notable y -
en otras apenas perceptible. También hay marcada diferencia si el IFN ha si
do administrado de manera exfgena lo que ayuda a reforzar y alargar la pro--

teccibén contra los virus, que confiere el IFN endfgenamente .

FARMACOCINETICA Y ESTUDIOS DE TOXICIDAD CON EL INTEREERON.

Un punto muy importante en el estudio de cualquier sustancia farmacol6-
gicamente activa es su cinética .dentro del organismo y sus posib_les consem——
cuencias mediatas o inmediatas, de ahf que un gran nfimero de investigadores
se han orientado al estudio de la posible toxicidad del IFN y de sus indﬁctg
res (Stewart IIV, Merigan, Ho M y otros ). '

Ho (26, 117) encontr§ que el IFN tiene una vida media muy corta en vivo
'y probablemente pﬁede medirse en los minufos posteriores a su inoculacién in
travenosa y en horas en la inoculacién intramiscular,

La inééulacibn subcutinea demostré dar nivel_és del IFN de mayor dura---
cibn, pero esta via de administracifn ha sido usada sélo en los més recien--
tes estudios. EI patrén de accifn del IFN es similar en todas las especies -
estudiadas; r&pido al principio y desbués m&s lento; en el hombre, como en-- '
coﬁtr{: en sus estudios Stewart II (56) este patrén permite mantener un nivel
constante de IFN por la administracié_n de una dosis "alta" y posteriormente
| la mitad de esa dosis cada 12 horas; con Sproximadamnté 2x 105 U de IFN -
pbr Kg de pesb cobporal, se puede mantener_ 100 U de actividad antiviral por
litro de plasma durante 12 horas. No se ha encontrado a la fecha otro méto-
do para prolongar est‘a fase de mesei:la que no sea la aplicacién inicial de -~
una alta dosis.

El IFN se excreta en una paquefla cantidad en la orina; en sus experimen
tos Ho encontrd que con un nivel de 200 U antivirales por ml de suero, sélo

10 U por ml se encontraron en la orina, con lo que puede considerarse que el
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IFN se difunde rdpidamente en los tejidos y los érgancs para ser liberado --
lentamente después de un periodo de tiempo. .

La barrera sangufnea cerebral puede ser un importante,si no absoluto,
obstéculo para alcanzar el sistema nervioso central.Otras barreras para la
difusibén del IFN son la barrera sanguinea del ojo y posiblemente la placen-
ta ; sin embargo, Korsantiya y cols ( 134) trabajaron en la transmisién ~—
transplacentaria del IFN endégeno y los resultados indican que el IFN cruzé
la placenta en las pruebas efectuadas en ratas prefiadas infectadas con virus
de Newcastle. Estos resultados fueron discuridos por otros investigadores —
que atribuyen el resultado a la transmisi{ih del IFN a través de la ‘1eche na-
terna, :

Respecto a la toxicidad en dosis efectivas en terapia antiviral, s6lo -
han sido reportadas algunas molestias leves como eritema local y fiebre tran
sitoria en pacientes que han recibido IFN leucocitario humano; afin estos mi-
nimos efectos no pueden atribuirse directamente al IFN "per se ", ya que -
todas las preparaciones empleadas en el presente y en el pasado tienen en su
composicién otras protefnas ademis del IFN.

Con la reciente disponibilidad de preparaciones muylpotentes de IFN y -
1a observacién de ciertos efectos' de éste, como la actividad mtiWral en
ratones que requieren administraciones repqtidés por largo tiempo, se ha in-
tentado establecer el rango de dosis claramente t@xico para las especies.

En ratones recién nacidos Gresser (1 35) reporta que la inyeccibén diaria
de 0,05 ml de IFN de ratén con titulo 1 x 10° U/ml produjo la muerte de los
ratones entre los dias 11 y 14. Los higadoé de los ratones muertos presen- '
taban wna extensa degeneracién celular. Si las inoculaciones eran suspendi-—-
' das entre los dias 6 y 8 la mayoria de los ratones -sobrevivian. Sin embargo,
estbs ratones fallecfan después, a partir del dia 35, a causa de glomerulo--
nefritis, fallas cardfacas v pulmdnes edematosos y hemoi-ragico. Estos efec--
tos no se encontraron con las preparaciones control. |

Asf, parece ser que la respuesta téxica, puede ocurrir enseguida de uma
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administracién diaria de muy altas dosis de IFN homblogo. Es interesante a
este respecto, que en 3 de 6 lactantes humanos tratados con IFN 1eucocitario
para 1nfecc1ones generalizadas por citomegalovirus, en que se aplicaron 1.8
a3.5x 10 U/Kg de peso cada dfa durante 7 a 14 dias, se encontrd un aumen
to de una enzima del higado, la aspartato-aminotranf‘erasa, como informan de
sus experimentos Arvin y cols. (136).

De este modo el IFN parece afectar las funciones hepéticas més rSpida--
mente en niﬁos que en adultos, ya que sblo los nifios mostraron este efecto.
Salvo esto, los lactantes no presentaron otros efectos.

La toxicidad no puede ser extrapolada de una especie a‘ otra dadas las .
caracteristicas de cada una de ellas. La administracién de IFN exfgeno 1no -
pide la induccién de IFN endbgeno ni interfiere con la produccién de Acs, En
el transcurso del tratamiento antiviral puede aparecer un efecto de inmuno-
depresién de Acs; pero esto puede deberse a una restriccibn de la masa anti
génica debido a que el IFN indujo la inhibicién de la multiplicacién viral,

Los riesgos potenciales involucrados en la terapia del IFN no se deri-
van de la toxicidad de las moléculas activas sobre las células, sino que --
por ser una molécula mediadora fisiolégicamente es capaz de alterar una va=-_
riedad de funciones y propiedades celulares como las proliferativas, las sin
téticas 4+ las enzimfticas, las antigénicas ; etc.

En verdad la £armacologia de tales mediadores naturales puede esperarse
que difiera cualitativamente de las sustancias no fisiolbgicas (férmacos) y
que son mAs especj.ficas, discriminativas y sutiles en sus efectos, 8in toxi-
cidad directa para las células y tejidos, érganos y sistemas ocasionando po-
sibles desajustes en el organismo. como un todo.‘ Ya tratamos en el cap{tulo -
anteriox- la capacidad del IFN de afectar las células del sistema inmme como
ejemplo de lo antes dicho. ‘ V

Estos datos marcan al Im como una de las sustancias farmacolégicamente

més activas tomandd en cuenta el importante factor de que sus efectos sobre



las cflulas no afectadas parecezi ser, completamente reversibles,
Conocidas ya las principales caracter{sticas del IFN, puede hablarse w-
ahora de las propiedades terapefiticas e interpretacién de los estudios clfini

cos en que se ha trabajado con &1.

BUSQUEDA DEL INTERFERON “ IN VIVO" EN ANOS RECIENTES.

Los experimentos "in vivo" con el IFN comenzaron un poco después de que
Isaacs y Lindenmann descubrieron al IFN. Muchos de los estudios iniciales no
se basaron en un claro entendimiento de la relacién entre la multiplicacifn
viral y la enfermedad, y las condiciones bajo las cualesr el IFN podia inter-
venir en este proceso; tampoco inclufan la ma.yoria de los estudios, prepara
ciones control de IFN "falso" (placebo). ni proveian de informacién sobre --
la potencia del IFN empleado, ni datos sobre la toxicidad "in vivo" de las
preparacionas, Asf, cuando preparaciones muy crudas fueron administradas y
se encontrd marcada actividad profilléctica antiviral, se aplicaba sisteméti

camente al sujeto pero sin controles adecuados.

DATOS RECIENTES DEL INTERFERON COMO ANTIVIRAL.

1. Administracién t6pica del interferon.

Infecciones localizadas por virus herpes y vaccinia virus; el primer ex
perimento en el cual wna preparacién demostrb conferir proteccién contra una

) inf:‘eccién viral en el hombre fue reportada en 1963, este involucraba la inhi
bicién de la replicacién de virus vaccinia en un grupo de voluntarios que —-
lfueron inoculados con. IFN y luego con el v’ims . Habfa disponible una peque-
fia cantidad de IFN preparado en cultives celulares de rifién’ de mono y su ad-
ministracién local en un bien disefiado experimento condujo a rﬁagn@ficos ré—-
sultados p&a el Comite Cient{fico del mi que en 1962 se habla formado con
el f£in de buscar toda la informacién Gtil sobre el IFN,Este mismo tipo de —-

IFN, aplicado a pacientes con queratitis vaccinal quqﬁ:resentaban extensas y
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progresivas lesiones epiteliales ulcerativas, lograba el aclaramiento de la
opacidad de las cérneas en un tiempo de 24 horas, y la mejora de las lesio-
nes en cuestibén de dias. Este Gltimo descubrimiento en el hombre fue prece-
dido por iguales resultados en ojos de Yconejo, como inform$ en sus experi--
mentos Cantell (53).

La primera evidencia inequivoca de la eficacia terapefitica de las pre-
paraciones del IFN humano en enfermedades naturales se obtuv§ en 1976 ., En
un experimento doble ciego con placebo , Newman y cols, (1 38) trabajaron w-
40 pacientes con queratitis dendrftica herpética a los que se aplicaron 2 -
gotas de una preparacién leucocftica de IFN (3 millones de U/ml) o 2 gotas

‘de solucién de albfimina cada dfa. Todas las cérneas enfermas en el grupo ==
de 22 pacientes tratados con IFN se libraron de los virus que actﬁaban deSm—
prendiendo las cbrneas y mejoraron significativamente mAs répido'que las -
del grupo control,
Stewart IT (56) en su extenso trabajo refier otros intentos llevados a cabo
al principio de 1976, para emplear al IFN vcomo un medicamento en infecciones
7 localizadas. v tam'bién pruebas con diferentes inductores para:producirlo,
El ojo fue érecuentemente elegido para este fipo de estudios, ya que ofrece
oportunidades finicas por el rapido reconocimiento de la enfermedad y el aise-
lamiento del agente infeccioso, posibilidag y facilidad para la aplicaién de
"un agente terapefitico. TAmbién permitia pruebas clinicas con cantidades rela-
tivamente pequefias de la sustancia antiviral,

En suma, el ojo es el sitio de un gran mﬁmero de infecciones no bacte-~
rianas como el herpes y vaccinia virus, ambas cusantes de ulcei'aciones pPro-
gresivas profuhdas y diversas enfermedades peligrosas para la visién. Las ins
fecciones por herpes virus son caractefistinmente_ progresivas en su severim-
dad, y hay ademis otros virus que pueden afectar el ojo humano.

De ahi que después de emplear otros antivirales con resultados parciale-

" mente buenos, el IFN puede a este respecto ser un mejor agente antiviral, ya
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que su aplicacién local en el ojb ha sido ensayada repetidas veces en modelos
animales en el hombre.

5in embargo, la patogénesis de las infecciones oculares es muy compleja
y poco entendida por la variedad de tejidos y células involucrados y los dife
rentes grupos de agentes infecciosos.

Hablaremos enseguida de los principales intentos realizados y sus resul-
tados , recopilacién hecha por Stewart II (56).

Una preparacifn de IFN demostrb ser efectiva contra la queratitis vacci
nal severa en clrnea humana, pero se halld inefectiva contra queratitis her-
pética. El uso de varios modelos animales reveld que lag especies pﬁeden di-
ferir en su respuesta a tratamientos similares para enfermedades semejantes,

Asf, el IFN se encontr§ ineficaz en el tratamiento del ojo de conejo y

present@ alta efectividad protectora en monos. Ahora se conocen algunas de -

las aparentes diferencias entre especies, por ejemplo; se ha establecido que
el IFN producido por induccibén con ARN es ineficaz en primates por sufrir ri
pida degradacién debida a que en el suero humano existen una gi*an cantidad -
de nucleasas. |

Otro factor muy importante en la variaci)@n de resultados es el tiempo -
y tipo de tratamiento. Bn una investigacibn §obre queratitis herpética huma-
na qhe se llevé a cabo en Alemania empleando una dosis diaria total de 4 x —
104‘ U/ml de IFN, que fue aplicada en varias dosis pequefias, no tuvo efectos -
benéficos, pudiendo deberse dicho resultado a que la dosis total fuese insu--
ficiente no en cuanto a cantidad sine a la seriacibn de las dosis repetidas -
inapropiadas. En contraste, otro estudio sobre queratitis ulcerativa herpéti-
ca u#ando s6lo una dosis lotal diaria conteniendo 187 U/mi , mostrd una dismi
nucién de los s@nfomas dentro de las ‘2‘4 horas posteriores a su aplicaién , --
sin signos aparentes de toxic_:idad u otros signos externos ,

Como Finter (137) predijo, estos filtimos resultados confirman que una —-
simple dosis diaria con un alto tftulo puede ser efectiva no sblo en la pre--

.vencién de infecciones primarias, sino en la supresién del establecimiento -
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de las manifestaciones clfnicas en el ojo. Una evaluacién del efecto del IFN
leucocitario humano en la frecuencia de la recurrencia de la enfermedad her-
pética del ojo, es importante en la préctica médica, ya que no hay afin un —-
métddo efectivo para prevenir la recurrencia de dicha enfermedad.

Infortunadamente, las relativamente grandes cantidades del mis potente
IFN( ‘IO6 a 107 U/ml ) que son idealmente requeridas para el tratamiento pro
Piléctico en los pacientes, no son factibles de utilizarse.

Asf, hasta 1976 parecia cierto que el IFN leucocitario hum;no dado lo-
calmente a concentraciones adecuadas {3 a 10 x 106 U/ml ) en aplicaciones —-
diarias era efectivo contra la querato-conjuntivitis en el hombre. En 1977
Newmann y cols (55) presentaron un trabajo comparativo en que evaluaron el
IFN leucocitario y Fibrobléstico en la prevencifn de queratitis herpética -
en monos. '

Cuando emplearon 1.9 x 103 U/hl obtuvieron males resultados, siendo en-~
tonces utilizadas dosgis de 1.9 x 106 Ufml y obteniendose buenos resultados.
No encontraron ninguna diferencia notable entre los dos tipos de IFN emplea
dos,

7 En 1980 Overall y;éols. (139) informaron sobre la sensibilidad de los
herpes virus tipos I y II a tres diferentes preparaciones de IFN humano ob-
éervéndose una sensibilidad ligeramente mayor al IFN por el tipo IX. Estos
resultados indican que ambos tipos son sensibles ql.IFN v por tanto éste —-
tiene un importante potencial terapéitico en las infecciones por herpes vi
rus.

En 1983, durante el Congreso sobre IFN llevado a cabo en Cuba, Gonzalez
Yy cdls. del Centro de Salud Animal de La Habana Cuba, presentaron su evalua-
cién experimental del IFN leucocitario bovino en terneros inoculados con her
pes virus, utilizando el IFN leucocitaric en una dosis finica de 2.5 x‘103 ()
por Kg de peso en'terneros inoculados con una cepa de seudodeimatosiénnodular
los resultades mostraron la eficiencia del IFN.frente a la'sintomatologia —

de la enfermedéd, ademis de demostrar que el producto es inocuo.



60.

INFECCIONES DEL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR .INFLUENZA Y RHINOVIRUS.

Como es conocido por la mayorfia de investigadores lod mixovirus son -

altamente sensibles a la accién del IFN "in vitro" e "in vivo" cuando el -—-

IFN es administrado en aerosoles; los esfuerzos han sido orientados a li-
berar al IFN localmente en el sitio de miltiplicacién viral en el tracto res
piratorio humano. Los investigadores rusos y japoneses han reportado efectos
profilécticos medibles, contra las infecciones por virus de influenza en el
hombre, tanto en situaciones naturales como expérimentales, con la administra
cién de bajas dosis de preparaciones de IFN dadas por aspersién intranasal.

Dichas preparaciones se pueden conseguir comercialmente en la URSS.

Los rinovirus se replican en la muco‘sa superficial respiratoria, y fue
de recuperarse IFN a t@tulos bajos por médio de lavados nasales durante las
infecciones por rinovirus, Merigan (130) inform$ al Comite Cientffico del —
Interferdn,de sus estudios empleando IFN en forma de aerosol como profilicti
co contra la infeccién por rinovirus en dosis de 107 U por paciente ., Encon-
trd que en 16 voluntarios se inhibié la sintomatologfa , lo que no ocurrio -
con el grupo control-placebo. Mientras que cantidades medibles de IFN fueron
halladas localmente hasta 17 horas despgés de su aplicacién, se sugirib que
- s6lo se requiere un tratamiento de 24 horas para mantener suprimida la infec
cién. '

En 1978 Greenberg (68) y cols, demostraron en sus experimentos la acti-
vidad antiviral del IFN humano leucocitario en el epitelio nasal, as{ como
" la variaci&n de este efecto dependiendo de la concentracién y tiempo de apli
>caci6n. Ese estudio comparaba la actividad del IFN intranasal, tanto en go-—
taé nasales como en un algodbn impregnado‘ que se méntenia en la nariz por ~-
una hora. Loé resultados indicarpn que las células epiteliales nasales desa-
rrollaban el estado antiviral "jn vivo" con la aplicacifn del IFN humano, pe
- ro ﬁara la profiléxis ‘era ;i.mport'ante el m&todo de aplicacibén habiendo dado -
‘mejores resulfados el tratamiento con gotas. ‘

Takenaka (141) del Instituto de Otorrinolaringologfa de Tokio, publicé
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en 1980 un informe sobre el papel del IFN en las infecciones virales del —
tracto respiratorio superior. Como resultado de sus experimentos, considera
que el IFN parece ser un factor muy importante de defensa local en este ti-
po de infecciones. En ese mismo afio, Greenberg y Johnson realizaron estudios
sobre la induccién del estado antiviral en el epitelio nasal comparando el
IFN que se obtuvd como respuesta de laa células y el IFN fibroblastico, en-
contrando que el estado antiviral se desarroll$ mis con el IFN fibroblastico,
Esto podia demostrar que el estado antiviral se desarrollaba mis con dosis -
de IFN més o menos altas.

Finalmente, en 1983 en el Congreso del IFN se presentd el trabajo de —
Diaz y Dorticés (142) sobre el uso profilé.ctiéo de unpreparado intranasal de
IFN en afecciones virales del tracto respiratorio‘ superior; trabajaron con
3 grupos (grupo contraplacebo, grupo de dosis maxima y grupo de dosis minima)
encontrando que posterior al tratamiento la incidencia de infecciones fue me
nor en el grupo de dosis minima, no encontréndose efectos secundarios en el

grupo y aprecifndose los mayores efectos en el de dosis méxima,

ADMINISTRACION LOCAL Y SISTEMATICA DEL INTERFERON EN ENCEFALITIS.

) El IFN ha sido empleado tanto'de manera local como sitemética en varios
tipos de encefalitis, en donde la mortalid!ad alcanza hésta wn 50%, 105 pri--
meros ensayos se llevaron a cabo en encefalitis causada por herpes virus y -
en modelos animales, Ya en humanos se ha probado en encefalitis herpética
del recién nacido, observandose buenos resultados cuando se emplearon altas
dbs‘is de IFN y manteniéndolo por largos periodos de tiempo, siendo el factor
limitante la dificultad para obtener grandes dosis de IFN. Otra de las ence-
falitis en que se ha empleado el IFN es en los casos de Togavirus y Rabdovi-
rus { fenner 143) ya que estos virus son altamente sensibles al IFN tanto "-
' im.viyo" como Min vitro"; en los experimentos con togavirus, demostré ofrecer
proteccibn significativa si se aplicaba un dia después de la infeccibn. Sin 4

" embargo, la patogénesis y epidemiologia de estas infecciones puede hacer im~
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En el caso de rabdovirus se han realizado pocos experimentos en humanos
por 1o que aGn no hay resultados claros al respecto a s accibn en estos ca
s0s,

LA APLICACION SISTEMATICA DEL IFN E INDUCTORES DEL INTERFERON.

1. Infecciones por Toga, Rabdo y Picornavirus.

La mayoria de los primeros estudios en el uso profiléctico o terapefiti
co del IFN exbgeno demostrd que la actividad del IFN es mis efectiva cuando
se le emplea de manera sistémica; los virus mhs usados han sido los Togavi-
rus, Rabdovirus y Picornavirus que causan respectivamente encefalitis, ence
falomiocarditis y meningitis asépticasy Los resultados indican una accién -
protectora del IFN con el virus de la encefalomiocarditié tanto con el IFN
como con algunos de sus inductores como Poly {rI).Poly(rC) y Estatolén, ad-
ministrados 2 veces al dfa en dosis de 4 a 8 » 104 U/ml demostraron dar pro
teccibn efectiva hasta en un 40¥ . E1 IFN adem4s de lo antes mencionado, ha
sido empleado en experimentos con enterovirus (Armstrong 120) del grupo Cox
sackie , que son causantes de una amélia variedad de infecciones; hasta aho-
ra ,sin embargo, los estudios no esté.h del todo terminados en su aplicacién
humana.

La poca disponibilidad de preparados de IFN humano es una limitacién -~
para emprender estudios sobre la aplicacién sistémica del IFN como profiiég
tico. Como se describib al principio de este capitulo, los primeros estudios
con el IFN como antiviral en el hombre fueron llevados a cabo pbr administra
cién tépica, como son las inyecciones sucutfneas, gotas nasales y oft&lmicas
o aplicaciones con aerosdles, en la p::eiencién de infecciones en vias respi
ratorias altas (Greenberg 68); sin embargo, existen evidencias de el IFN -
exégeno humano leucocitario administrado sistémicamente ofrece proteccién -
efectix)a contra infecciones virales.

Stewart II (56) ha recopilado datos muy importantes a este respecto:
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En Bstocolmo, en aflos recientes se llev§ a cabo un tratamiento a 50
pacientes de céncer con IFN humano leucocitario, aplicéndolo sistémicamen
te en dosis de 2 a 3 x 106 U/ml dos veces por semana durante por 10 Mmenos
18 meses, dado que estos pacientes son muy propensos a otras infecciones vi
rales; fue un dato importante el comprobar que durapte ese tiempo no tuvie-
ron ninguna infeccién viral. De igual manera pueden citarse otros ejemplos
de tratamientos parecidos realizados en otros pafses, donde los resultados
- han sido alentadores,

De sus informes Stewart II resume que puede sugerirse con bastante sequ
ridad que el IFN humano leucocitario aplicado sistémicamente, siguiendo un
régimen similar al empleado en Suecia, ofrece una profilfxis efectiva con--
'tré infecciones virales locales y sistémicas en pacientes con céncer.

En los inicios del capitulo nos hemos referido a diversas-.aplicaciones
que se han probado con el IFN, enfocadas siempre en principid a animales; a=-
hora nes ocuparemos especificamente sobre el empleo del IFN en la terapia ~—-
antiviral en el hombre.

El considerable nfimero de evidencias obtenidas por divérsos estudios —
dieron pie para el intento de emplear al IFN en programas de terabia en en--

Permedades sistémicas.

HEPATITIS CRONICA.

La hepatitis B es una enfermedad de suma importancia en los paises occi
dentales, por lo que son varios los inVekévtigadores que han realizado experi-
mentos con el IFN sobrévtodo. en pacientes con hepatitis crénica; este proble
ma fue también seleccionado por la facilidad éara cuantifioar los marcadores
virales en las muestras de sangre. :

El primer estudio realizado con 4 pacientes en Finlandia por Cantell (-
53), fue llevado a cabo en los' casos de hepatitis crénica y> enfermedades ac-
tivas del higado, persistentes por seis meses. Se lea plicaron dosis de 6 x -

103 a?2 x 105 U/Kg de peso, y se cuantificaron los marcadores virales'en el
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suero; el Ag HB fue medido por radioizmnoensayo, y estos pacientes presen
taban altos niveles de la particula Dane asociada a una ADN- polimerasa.
Como resultado se encontrd que después de cada inyeceibn de IFN hubo un i_a_
pldo y notable descenso en el nivel de la ADN polimerasa, segfin la dosis --
de IFN aplicada; también Pueron afectadas las partf{culas Dane, y el efecto
en los niveles de ‘Ag HB fue més variable y menos promunciade. ‘

La adminiétraci&n del IFN fue bien tolerada por. los pacientes durante
el tratamiento que fue hasta un miximo de 15 semanas, sin cambio en la ac-
tividad del higado, Todos estos efectos se observaron en 5 diferentes expe
rimentos, con resultados iguales. El IFN parece suprimir la presencia de --
las particulas Dane asociadas a la hepatitis B, y sus efectos persistieron
poi- un tiempo considerable después del tratamiento.

La 'hepatitis B parece ser altamente susceptible a la actividad antivi-
ral de dos distintas preparaciones de IFN, asi como un inductor, con lo que
nos ofrece una preciosa oportunidad no sQlo de explorar con el sistema IFN
la terapia antiviral en esta enfermedad, sino como un valioso patrén de com
paracién en distintes enfoques de dicha terapia,

El inductor empleado en estos experiméntos es un complejo de Poly (rl).
Poly (rC) con L-lisina, &cido poiiribos;nico -policitidflico (PICL), que fue
empleado al principio pob Lin (63) y col¢, y que parece temer una gram venta
ja por ser resitente a las nucleasas del“sugro, ¥y quizé por esta razén un -
mejor inductor en primateé. En este estudio se emplearon chimpancés infecta
dos cr@ﬁicamente con hepatitis B utiiizando como inductor al PICL en propor
éi@n de 3 mg por Xg de pesd en dos diferentes experiencias, la primera éplig
cando elvaICL una vez al dfa durante dos perfodos de 6 dfas, y la segunda --
cada tercer dfa for siete semanas, Los resultados durante el tratamiento in-
dicaron un decremento de las pér.';culas Dane asociadas a la hepatitis por la
ADN polimerasa y del Ag HB. La respuesta de inmmidad humoral no fue afec-
tada, E1 nivel del IFN en el suero vérid:onsiderablemente durante los trata

mientos.
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Resultaron interesantes las observaciones hechas con el PICL, ya que -
todos los animales tratados mostrarbn dependencia a la droga y cambios hematg
poyéticos y bioquimicos, asi como hepatotoxicidad; sin embargo, los efectos

‘ tbxi:os del PICL parecen ser reversibles, lo que lo hace un inductor superior
en términos de indice terapéutico. Con esto no puede decirse que ya se ha -
curado la hepatitis B, sino que pudiendo administrarse por un buen perfodo
de tiempo parece ser capaz de prolongar el efecto curativo.

Las implicaciones de estos hallazgos tienen gran importancia para la -
salud, ya que demuestran que dos diferentes preparados de IFN humano exbgeno,
asj. como un inductor endégeno (PICL) ; son efectivos en la supresi§n del vi-
rus responszble de la etiologfa de la hepatitis, que es una enfermedad se--
ria crénica, conti'a la que no hay una terapia por completo efectiva, Asf, -
el IFN puede ser la oportunidad para‘limitar o suprimir la infectividad de

algunos virus activos, pudiendo liegar a su erradicacién.

RUBEOLA CONGENITA.

La rubeola congénita presenta importancia debido a las propiedades- te-
ratogénicés del virus, ya que los defectos en el recién nacido : cataratas,
malformaciones cardiacas y retraso mental, estén ascciados a una infeccién
por virus de rubeola durante el embarazo; el sindrome de la‘rubeola congéni-
ta es fatal en el 20% de los casos. La infeccibn es miy persistente, y dado
que sblo hay un serotipo de virus parece una buena opcién la vacu:nacﬂn, pe-
ro los virus atemuados parecen ser por si mismos teratogénicos, de ahi la -
‘necesidad de un buen tratamiento contra las embriopatias causadas por rubeo
la. ‘ :

Banatvala y cols. (145) han hallado que el virus de rubeola , si bien
es relativamem:‘e pobre inductor de IFN, en cultivos fetales puede inducir
IFN "jin vitro" tamto en células de mono como humanas, y es absolutament sen
sible .al IFN  en cultivos celulares humanos. Una cantidad tan pequefia --

como 4 U de IFN humano es capai de reducir el rendimiento de virus hasta -~
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en un 90X. Sin embargo, resultados posteriores mostraron que cuahdo las cé
lulas son tomadas de lactantes infectadas en el fitero y cultivadas "“in vi-
tro" se establecfa en el cultivo, una infeccibh crénica y ni afin cantida--
des de 100 U de IFN exfgeno bastaban para suprimir la produccién de virus.

A la Pecha los resultados de diversos trabajos indican que el papel -
" del IFN en esta infeccién congénita es muy pobre y que la profiléxis con -
£1 es impractica por el momento, teniendo quizé en el futuro un mejor pa=-—

pel en este Area.

HERFES ZOSTER.

Los herpes virus son estructuralmente complejos. Son deoxiribovirus -
que tienen una especial afinidad por el sistema nervioso y la piel, y tien
den a producir infecciones latentes y/o recurrentes; los que afectan al =
hombre son los herpes viz:us tipos I y II, varicela -zoster, citomegalovirus
y virus de Epsfein Barr, estando los ‘herpes IyII 'involucrados en carcino -
mas cei'vicos y el Epstein Barr en la monorcleosis ‘,1infoma de Burkitt y -
carcinoma nascfaringeo. ‘

Todos los herpes virus estimilan la produccién de IFN y son sensibles
; su efecto amtiviral, pero se reguigre elevadas dosis de IFN para inhibir
la préducci6n del virus. Armstrong y cols. (1 46) trabajaron con IFN en her
pes zoster, que éeg@n evidencias previas parecia tener un papel interesante
en esta enférmedad.

.Los estudios previos en 17 pacientes con hepes zoster diseminado, se -
llevaron a cabo d4ndoles dosis de 107 U/ml por dfa por via intramscular. o
_intravenosa, incremntandose las dosis hasta 8 x 10! U/ml por dia durante -
3 dias consecutives ; 9 de los pacientes preséntabé.h hasta 100 lesiones en
la piel, El resultado fue que, pese a que 195" pacientes se hallab‘an iMo-
deprimidos, no hubo exteixsi@n de las lesiones a las visceras u brganos, co-
sa ™y comfin en pacientes deb'ilitadps. El nivel medio de IFN que puede ser

mantenido en ‘circulaci{m aplicado intramuscular, correspondié a 17 veces el )
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minimo necesario para mostrar efecto antiviral en cultivos celulares infec
tados con virus de varicela zoster. A esta concentracibén el IFN se predice
como un marcado inhibidor de otros tipos de virus mis sensibles,

No hubo reaccién téxica en los huéspedes, lo cual es una buena seiial,
En estudios subsecuentes, los autores coinciden en afirmar su impresibn de
que las lesiones mejoraron mucho més ripidamente en los pacientes tratados

que en Jlos control placebo, como expone en su informe Emodi (1 47), del De-
- partamento de Medicina Nuclear en Zurich Suiza.

En 1980, Weimar y cols. (148) trabajaron en monos rhesus empleando el
IFN como profiléctico contra infecciones posteriores por vaccinia virus en
la piel, obteniendo como resultado que 9 de los monos tratades durante 7 -
dfas con 5 x 105 U/Kg al dia resultaron completamente protegidos, tanto in-
travenosa como intramiscular; la aplicacién de dosis menores estuvo correla
cionada con la cantidad y severidad de las lesiones en los demfs monos. Las
dosis m4s eficaces fueron de 5 x 1 05 U/Ig de IFN.fibroblastico 01.25 x 105
U/Xg de’ IFN leucocitario.

Estudios mis recientes realizados por Merigan y cols. (149) trabajan-
do con IFN leucocitario como tratamiento a la varicela zoster en pacientes
con chncer, indicaron que las lesiones disminuyeron y las lesiones dista--
les, si bien no tuvieron progreso, témpoco mostraron regresi&n de dermato-
mas primarios. No hube evidencias de empeoramiento en lesiones ni tampoco
grandes mejoras.

Respecto a herpes virus ongogénicos y neurotrbpicos, hay trabajos bas-
tante recientes llevados a la prictica por DAniel y cols.{ 91), realizados
en primates ; utilizando IFN humano fibrobléstico, leucocitario y lin_.EobIas
tico, demostraron tener una marcada actividad frente a algunos herpes virus,
cuando se trabajd con dosis de 500 U/ml o mayores, pero sblo actividad mini
na contra 2 virus neurotrépicog; los tres IFNs resultaron igualmente efecti
vos, siendo estos efectos permanentes hasta por varios meses después de con

cluidocel tratamiento.
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El informe més reciente sobre el uso del IFN en la terapia de herpes
virus la llevaron a cabo Gonz8lez y cols, (140), quienes trabajaron en for
ma experimental con IFN leucocitario bovino en terneros inoculados con her
pes virus, dande como resultado una eficacia notable ldel IFN frente a la
sintomatologia de dicha infeccibn y siendo ademis el IFN inocuo para los a

nimales.

INFECCIONES CONGENITAS POR CITOMEGALOVIRUS,

El citomegalovii‘us (CHV) es ubicuo del grupo Herpes, son un grupo que
generalmente ataca en la infancia y causa infecciones crénicas en células
de glindulas salivales., Sin embargo, también pueden adquirirse por via pla
centaria ocasionando "inclusién citomegilica " que en el recién nacido es
frecuentemente mortal. La infeccibn por CMV es la causa mis frecuente de -

.microcefalia y de dafios auditives y visuales ,el virus también puede trans
mitirse por via transfusional, Estudios "in vitre" han demostrado que la —-
maltiplicacién del CMV se puede inhibir con el inductor del IFN Poly (ri1).-
Poly (rC), como demostrd en sus estudios Arvin y cols. (136). Los primeros
resultados fueron favorables, sin embargo aparecfan algunos efectos adverw
805 como un descenso temporal de peso y una elevacién de las enzimas hepi-
ticas (transitoria) y fiebre.

El efecto del IFN en infecciones debidas a complicaciones en transplan
tes de médula fsea ha: sido favorable, como informa en sus trabajos O0'Reilly
(130).

En resumen puede considerarse que el IFN ofrece buenas perspectivas en

1la terapia anti-CMV en pacientes inminodeprimidos.

INTERFERDﬁ Y LOS PARASITOS CELULARES

Hay numerosos informes que establecen que el IFN ext)geno y los inducto
res del IFN son capaces de afectar el c¢recimiento de microorganismos parf-

sitos; daremos sélo unos cuantos ejemplos ya que no es parte esencial de -~
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este trabajo y nuestro pricipal enfoque es hacia los virus,.

Los efectos del IFN en la multiplicacién de parfsitos protozecos se han
estudiado en toxoplasma, esporozoos, trypanosomas y plasmodios, y sus efec-
tos parecen limitados a los protozoarios que viven por lo menos parte de su

ciclo de vida dentro de la célula,

IFN COM) AGENTE ANTITUMORAL.

En los siguientes parrafos resumiremos la mayorfa de datos relacionados
con los efectos del IFN en la oncogénesis y el establecimiento de tumores
animales, acercindonos después a sus efectos en los pacientes humanos con -
'céhcer.

1. Tumores inducides por oncornavirus.

Todos los virus oncogénicos del tipo ARN Oncornavirus pertenecen a los
Leucovirus. Todos los Oncornavirus estudiados son capaces de inducir IFN y
los preparados de IFN son inhibidores efectivos de su crecimiento " in vitro®
seglin los trabajos de Sarma y cols. (151, 152 )de donde puede asegurarse que
el IFN puede inhiﬁir el desarrollo de muchas enfermedades malignas causadas
por Oncornavirus. Algunos estudios muy importantes se relacionan con :

a. Tumores inducidos en el laboratorio por cadenas de virus,- Los experimen-
tos en animales demostraron que el IFN a}ﬁlicado un poco antes de la infec-
cibn experimentel con el virus , hacia bajar el crecimiento y rendimiento -

de virus, e incluso suprimir los virus causantes de leucemia y sarcomas.

b. Leucemia en ratones.- La leucemia es un mal espont_éneo en ratones, ya que
segtin varios estudios el 8% de los ratones entre los 6 y 8 meses de edad la
desarrollan. En sus experimentos, Gresser (153) trabajé con altas dosis de

IFN aplicadas a ratones diariamente, iniciando la aplicacién en la Pase pre
Leucémica y obteniendo como resultado una buena proteccién, Los ratones han
sido extensamente empleados en la bﬁsqueda de quimioterapia. En suma se en~

cqntré que existe una relaci(m entre la dosis y via de administracién, con
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el efecto antitumoral, La idea de que los efectos inmunosupresores pueden
ser disociados de los efectos antitumorales del IFN no es factible, ya -~
que como antes se mencionb el IFN interviene tambiéfi en algunos procesos
de inmunidad. Los estudios realizados en retones, han dado resultados muy
alentadores; no obstante, cabe decir que las dosis de IFN requeridas para
cada especie varian y en el caso de mamiferos son demasiado altas e imprac
ticables: una dosis de 5 x 105 U/20 g de peso en ratones equivale a 2.5 x -~

10 U/kg de peso para el hombre.

TUMORES YRANSPLANTABLES DE VARIAS ETIOLOGIAS,

Las enfermedades neoplésicas se han establecido en varios casos como -
de origen viral (Stewart II 56). Un gran nfimero de lfneas celulares tumora
les son mantenidas vivas o los tumores s6lidos han sido transplantedos -«
para usarse en pruebas antitumorales y otras modalidades de terapia del -
chncer,

Muchos tumores transplantables han sido estudiados para observar su -
'susceptibilidad a ser inhibidos por el IFN o sus inductores. Sus propieda-
des malignas no dependen de los viriones (Oncornavirus) puesto que han si-
do encontrados ﬁon frecuencia asociados a cf&lulas normales, Los tumores -
transplantaﬁles son generalmente derivados de tumores primarios de etiolo-
g;a viral o bien &e nenpiasias inducidas por agentes cancerigenos. indepeg
dientemente de su origen, son altamente malignos ya que en machos casos un

inéculo de una a 10 células es suficiente para originar un tumor. Estos tg
mores transplantables han dido estudiados, por Gresser y cols ,(154 )}, quienes
en sus experimentos en el laboratorioc hallaron inhibicién en el crecimiento
de los mismos empleando preparaciones de IFN homblogo.

En el transéurso de estos estudios se observé:

a. La repe.tida admini;tracifm de preparados de IFN ¥ un tratamiento prolon-
gado parecen necesarios pafé resultados Sptimos.

b, 5i el IFN se da solo antes del transplante del tumor (24 horas) &ste no
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tiene efecto.

c. Los tumores asciticos fueron més répidamente suprimidos en cultives ce
lulares en suspensibn que en tumores sflidos.

d. Hay una marcada relacién entre la dosis del IFN y la extensifn de la —-
inhibicién tumoral.

e. No hubo pruebas evidentes de muerte en células tumorales; sin embargo,

muchas c€lulas debieron eliminarse, miex:xtras que las células tumorales vi

vas se recuperaron tanto en el tratamiento como en los 'controles.

£, Las células tumorales tratadas con IFN que sobrevivieron mostraron un -
awnento en la resistencia a una reinoculacifn de células tumorales.

Los efectos de los inductores del IFN han sido exfensamnte estudia~
dos y han mostrado ser capaces de inhibir el crecimiento tumoral, inclu~-
yeno tumores sélidos‘ como.el de Walker , Erich y otros hepatomas, como ex-
plican Bart y cols. (156 ) que trabajaron con inductores sintéticos de po-
liribonuclebtidos de doble cadena. En vivo demostraron que, por ejemplo, -
la inyeccién de Poly (rI),Poly (rC) ejercfa marcada inhibicién de un mela-
noma maligno en ratones y prolongaba la vida de los animales con tumores —
localizados. E1l mecanismo de estos efectos no parece ser de caracteristicas
inmmoldgicas.

Los resultados de la mayoria coinciden con el hecho de que el IFN tie-

ne un papel en este mecanismo de imhibicién,

TUMORES INDUCIDOS POR DEOXIRIBOVIRUS.

Hay una gran variedad de deoxiribovirus que tienen potencial oncogénico, y
han sido base de estudios con el IFN. Los principaleé virus de este tipo -~
que han sido estudiados son :adenovirus , pbr Haase y cols {157), quiénes
‘ observaron como efecto del IFN, cierta regresi@n de los tumores, si bien
parece ser que los inductores como el Poly (rI).Poly (rC) ejercen una fun-
cién de inmnoestimulacién que puede relacionarse a la regresifn.

Del mismo modo, otros estudios realizados con herpes virus, papiloma-
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virus , poliomavirus y virus SV40 han dado resultados alentadores en va—e
rios casos, pero afin no son suficientes los estudios realizados y hay mu-

cho campo por investigar.

TUMORES INDUCIDOS FOR CANCERIGENOS QUIMICOS.

Muy pocos estudios han sido emprendidos para conocer los efectos del
IFN o sus inductores en los eventos relacionados con la transformacién celu
lar "in vitro" o la carcinogénesis "jn vivo" resultantes de la exposicibn -
celular a cancerfgenos quimicos. l

Salerno y cols {158) han estudiado el efecto del IFN de ratén en tumo
res inducidos en ratones por el beta-metil colantreno. El {ratamiento com-
pleto con IF‘N'suprimié el desarrolle del tumor en los animales tratados.

En estos experimentos, el mecanismo por‘el cual el IFN anula quimicg.—
mente la carcinogénesis parece ser que es una reaccién a nivel de multipli
cacidén celular, Este tema es también una buena fuente de estudios para te-

ner mayores y mis claras respuestas al respecto.

EE‘_EC‘TOS ANTITUMORALES EN EL HOMBRE.

Los intentos de tratar pacientes humanos de chncer por medio de pre-
paracionés de IFN hﬁmano fueron ciertamente una consecuencia de las prime-
fas evidencias de que se presentaba una inhibicién de los virus 6ncogéni—-
cos en estudios con‘animalés.

Los leucocitos y células amibticas humanas son buenas fuentes de IFN
humano y los sistemas de cultivos ceiulaxjes fueron los que permitieron que
estos estudios pudieran llevarse a cabo al propoi'cionar cantidades relati-
vamente grandes de IFN necesario.

En el primer grupc de pacientes tratados con IFN entre 1963 y a3%66 --
(Stewért 11 56) , oncé de ellos presentaban leucemia mieélocitica y 3 eran
recién nacidos cbn infecciones congénitas por citomegalovirus, De estos -

estudios no se obtuvieron resultados medibles, pero demostr§ que el IFN —-
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crudo era bien tolerado por los pacientes de culaquier edad afin en algu-~
nos muy debilitados.

Sin embargo, esto fue aparentemente lo que origind un incremento en
los experimentos encaminados a los ensayos con el IFN en el hombre; lo cual
requerf{a de preparaciones con tftulos mucho mayores y un alto grado de pu-
rif‘icaci6n, que las empleadas antes no posefan. Si calculamos las cantida-
des de IFN que fueron empleadas en estos pacientes con el IFN disponible -
en ese entonces y en el largo perfodo que se les aplivcé (alrededor de 400
dfas ), podemos decir que ellos probablemente recibieron menos de 10 mille
nes de unidades activas de IFN.

La produccibn de IFN humano para usos clinicos y particularmente para

los ensayos antitumorales requiere un esfuerzo formidable y costoso.
No obstante, comenzando en 1963 el Dr. Kari Cantell (59) del Laboratorio -
Central de Salud Pfiblica en Helsinki dirigid sus . .esfuerzos a la produccién
de IFN , utilizando las mAs factibles y baratas células diploides humanas
en qrahdes cantidades, los leucocitos. Se empefib en el desarrollo e impro-
visacién de métodos Sptimos para el cultivo de estas células, produccibn -
¥ capécidad de divisién simple y métodos efectivos de purificaciéh y con~
centracién del IFN, para obtener preparaciones con alto tftulo y sin pro>
blemas de efectos "in vivo".

También llevé a cabo estudios faimacocinéticos en enimales y en el --
hombre con dichos preparados, Cantell y sus colaboradores presentaron un -

método “‘simple para la preparacién del IFN (Cantell 59, 159). Este investi-
‘ gador ha sido capaz no sblo de optimizar el rendimiento porcentual del IFN
sino de incrementar la produccibn de su laboratorio hasta un titulo de 4.4

x 10

U de IFN crudo, que titulandolo da un récord de 40 mil unidades por
ml. "

Bn afios recientes este esfuerzo sflo ha sido imitado por el "Finnish Red
Cross Blood. Transfusion Service", y su propia produccibén ha alcanzado la

calidad y extendide la cantidad del producido en el laboratorio del Dr, --
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Cantell, Esta es la Unica fuente de material que ha hecho posible conoger
més de la farmacocrinética y los estudios antivirales , antitumorales lleva
dos a cabo en el hombre (virus respiratorios, herpes zoster, hepatitis B -
crénica, queratitis herpética, infecciones congénitas can CMV y otros).

En estos estudios han sido demostrados positivamente los efectos an-
tivirales. Las preparaciones del Dr. Cantell han sido usadas en los tratamien
tos exploratorios de enfermedades neoplésicas que incluyen ensayos y experi-
mentos en pacientes con aloinjertos renales.

Tres tipos de preparaciones de IFN leucocitario producido en Finlandia
son al presente factibles de emplear cliniéamente; estas varfan en su titu-
lo y grada de pureza relativa:

1, C-IF (interferén concentrado crudo), estas preparaciones contienen de

0.5 a2x 106 u/mt y 104 a5 x 106 U/mg de proteina.

2, P~IF, (interferén parcialmente puro). Se ha vuelto viable su uso desde
1973. Sus preparaciones contienen de 5 a 20 miillones de U por ml y de 105
aldx 105 U/hg de proteina, pero 1a recuperacién de la ctividad del IFN -
original es sélo del 50%.

3. pP=IF-B, Es el IFN mis purificado que se encuentra disponible desde 1974.
Contiene marcadamente menos contaminacién de aibﬁmina que el P-IF. Su ti-
tulo es de 10 a 20 millones de U/ml con 5 x 105>uﬁng de proteinas.

Todas estas preparaciones de IFN son muy estables y no requieren adi-
cién de agentes estaﬁilizadores. Una preparaci@n de Cantell de IFN humano
leucocitario es en el presente usada como esténdar internacioanl para IFN
humano. . »

Algunos intentos sistemiticos para dilucidar los efectos antitumorales
a través del IFN humano han sido realizados con preparaciones proportiona-
das por el Dr., Cantell y el Dr. Strander. Primero fue la fase I , llevada
a cabo con 11 pacientes con chncer avanzado, con el £in de medir la segu-
ridad de terapia con altas dosis de IFN y el estudio de los posibles efec-

tos en tales pacientes. Todos estos pacientes habfan recibido otros trata-



75.

mientos como quimioterapia y radioterapia y no habfan obtenido respuesta.

Después de la administracién del IFN, fue reportado un moderado aumento
en la temperatura y algunas reacciones locales transitorias como tnicos e-
fectos notables. La cuenta de leucocitos permanecid normal o si estaba dig
minuida por algfin otro tratamiento se restauraba a la normalidad durante ~
la administracién de IFN. No se detectd ningin Ac contra el IFN cuando se
midi§ la capacidad del suero de los pacientes de neutralizar menos de 4 U
de actividad de IFN, Sin embargo, los pacientes produjeron Acs contra o--
tros componentes antigénicos.de las preparaciones del IFN, como el £lufdo
alantoideo de pollo y el virus Sendai usado para estimilar la produccién
de IFN.

Los titulos de fijacién de complemento contra varios virus no cambia
ron durante el tratamiento y se incrementaron después del tratamiento.

El tratamiento con IFN no tuvo efectos medibles en los twumores mismos.
Las dosis administradas Fueron importantes (en el tiempo que sélo se dispo
nfa de C-IF) con el méximo de dosis tolerable en términos de su pirogenici
dad, Esta dosis de 3 x ‘106 U corresponde a la dosis minima efec¢tiva en mo-
nos. V

Stewart II (56) ha descrito experimentos realizados por Armstrong y
cols. en 1974 con 6 nifios leucémicos » @ los cuales se aplicé IFN leucoci-
tario, 2.5 x 1o6 U /d@a por 20-25 Kg de peso , Si bien no se observaron e-
fectos marcados en las malignidades, hubo una impresién favorable que se =
derivé del promedio total de sobreyivencia. En suma, todos estos pacientes
parecieron estar efectivamente protegidos contra infecciones virales en --
ese estado de enfermedad en el que son éumamente susceptibles a infecciones,
Esto por si mismo fue una recomendacién para el uso del IFN en los trata--
mientos clinicos del céncer. Frei y cols. {160) seleccionaron al IFN para
sus ensayos antitumorales en el sarcoma oncogénico debido a su pobre pro--
nbstico y su pronto final por la met&stasis en los pulmones y el alto fndi-

ce de mortalidad, Aproximadamente el 80% de los pacientes sufren metistasis
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en los meses posteriores al diagnéstico de la lesién primaria. Asi, estos
investigadores decidieron aventurarse a este estudio, siguiendo como cri-
terio que el tumor primario alojado en 1os huesos largos y del térax no -
preéentara methstasis., El IFN administrado se inicibé ensequida a la detec
cién del tumor primario y fue continuado d1ar1amente durante la hospitali
zacién, generalmente de un mes con dosis de 10 U/ml en inyecciones.

El régimen continué durante 18 meses y entonces se detuvo, En los -~
casos, en que aparecis la methstasis pulmonar durante el tratamiento, éste
fue suspendido, El IFN empleado fue en principio el C-IF, y en caso de res
puesta febril del paciente, de ser posible se cambibé a P~IF o P-IF-B . Co-
mo se mencionbd antes el régimen estaba determinado por las cantidadeé facti
bles de IFN,

Se puede decir que los resultados fuerfon desde exito moderado a minimo
si no es qﬁe nulo,

En 1975 Stewart trabajé con 14 pacientes que habian sido tratados —-
postoperatorios por 6 meses. Stfander coments al respecto " trece de los

catorce paéieﬁtes tratados con IFN por mhs de seis meses durante los cuales
no desarrollaron metlstasis, se compard con 15 de 33 pacientes control.
La diferencia es significativa y sugiere que las observaciones prelimina--
'res‘fueron insuficientes y se requiere expander mis los estudios".

La mayorfia de los 14 pacientes fueron observados por largos periodos
de tiempo y 3 de ellos completaron el 180. mes de tratamiento, sobrevivien
do a la enfermedad por periodos de hasta 28 meses.

Un& evaluacibn estadistica de los resultados obtenidos nos lleva a los

. datos concernientes a 12 pacientes que iniciaron tratamiento en agosto de
1975,; a cargo de Gresser y cols (153,154), los pacientes presentaban sar-
coma oncogéhico de los huesos largos. Comparando las dos series de pacientes
{12 pacientes tratados con IFN junto a 33 pacientes no tratados), las prue-
bas realizadas a lo largo de meses mostrarcn que se alargb el tiempo de -~

supervivencia hasta mis de dos afios, en los pacientes tratades.
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Estas pruebas clinicas parecen mostrar dos datos importantes: m4s
largo tiempo antes de las metistasis y mis larga supervivencia compara--
tivamente con los ﬁacientes control. En los casos en donde hubo metasta-
sis, ésta se presentd més tiempo despuds de lo comfn,

Una esveculacién sobre el tratamiento con IFN es que puede necesitar
ser continuado por largos periodos de tiempo, lo cual es posible mientras
sea bien tolerado. Sin embarge, la pequelia cantidad de datos en contra —-
nos impide una firme conclusién.

La importancia cientifica de estos ensayos reside en que los experi-
mentos deben ser llevados a cabo con extremo cuidado., Una interpretacién
final podr& hacerse hasta después de que més pacientes hayan sido trata--
dos y haya transcurrido el tiempo suficiente para tener conclusiones fir-
mes basadas en el anflisis estadisticd.

Los problemas de disefio y desarrollo de estas investigaciones no son
finicos en la ipvestigacién clinica; en el pasado, impresiones positivas de
la eficiencia de varias drogas muchas veces resultd falsa debido a factores
que no se apreciaron en un principio . De ahf que parece prematuro el plam
tear resulfados como una interpretacién inequivoca. En algunos casos el
IFN solo puede debilitar los efectos del crecimiento celular , pero su fal
ta de toxicidad lo hace un buen agehte terapefitico, atractivo para la tera
pia del chncer en combinacifn con otras modalidades del tratamiento. Como
se ha sefialado, las dosis empleadas son probablemente bajas, y en el presen
te es m@s factible conseguir preparaciones m&s potentes y puras del IFN.

Se han iniciado estudios expldratotios en otras enfermedades neoplé—-
sicas, ya que las observaciones efectuadas en elgunos casos de chlncer huma-
no sugieren resultados médibles.

Stewart II (56), en comunicacién de Strander, recibi$é informes sobre
los experimentos realizados administrando IFN en la enfermedad de Hodgkin
con predominancia linfocitica, en los que pronto se observé marcado descen
so en los sintomas que presentaban los pacientes, decremento en los nédulos

linfhticos e infiltraciones pulmonares, y valores de laboratorio normales.
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También se reportaron respuestas incrementadas de los linfocitos frente

a agentes mitogénicos,Finalmente, Stewart IT (56) havla de un caso notable
de descenso de la protefna de Bence Jones en un tratamiento de mieloma -
con IFN, en el cual el nivel se sostuvo bajo por varios meses después del
tratamiento.

El costo del tratamiento con IFN en los ensayos antitumorales es afin
bastante considerable, si bien no prohibitivo. Gracias a su baja toxicidad
el IFN permite el tratﬁmi.ento de pacientes en fase ambulatoria sin requex
rir en ningfin momento hospitalizacién (la cunl es necesaria para el régi-
men actual de quimioterapia).

Estas considerables ventajas sobre otras terapias experimentales —-—
contra el céncer hacen al IFN de un costo cercano a otros tratamientos --
contra el cincer (incluyendo hospitalizacién y tratamiento soporte), por
ejemplo el tratamiento con altas dosis de metotrexato , comfmmente em--
pleado en la quimioterapia de sarcoma osteogénico en EUA.

También , puesto que la administracibém de IFN ha demostrado experimen
talmente en modelos animales no interferir con la efectividad de otra qui-
mioterapia, y que posiblemente potencia dicho tratamiento, parece ser que
la combinacién de un recurso quimioterépico tradiciona:_l y del 1FN presen-

ta posibilidades particularmente atractivas en la oncoterapia .

ULTIMOS HALLAZGOS ACERCA DE LA APLICACION TERAPEUTICA DEL IFN EN HUMANOS.

1. Ensayo del IFN humano en suero como una posible prueba para infecciones

virales en el hombre.

Matthews y cols. ( 161), trabajando con voluntarios infectados con vi-
rus respiratorios én estricto aislamiento, descubrieron una fase del suero
que daba resultados positivos en uma prueba para buscar IFN. Los resultados
fueron positivos, ya que el IFN fue detectado en el suero de los voluntarios
esta prueba puede ser empleada como un suplemento a las pruebas convenciona

les para infecciones virales y con algunas modificaiones puede proveer de -~
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2. Diferente eficacia del IFN tipo I y II como agentes antivirales y anti-

proliferativos.

e 4 e 50 i e st

Rubin y cols. (86) realizaron en 1980 estudios con los IFNs tipos I -
y II. El tratamiento con IFN tipo II indujo la sintesis de 4 protefnas, que =
fueron similares en tamafio a 4 de las 5 protefnas inducidas por el tipo I.

Comparando experimentalmente ambos interferones respecto a su activie-
dad antiviral contra diferentes virus y en sistemas celulares " in vitro" ,
encontraron que los virus tienen diferente senmibilidad y sus eficacias son
distintas. E1 tipo II inhibe la incorporacién de la (SH) timidina mucho més

que el tipo I. Parece ser que el tipo II puede Ser mejor agente antitumoral.

3. E1 IFN inhibe la tranformacién celular por virus del sarcoma murino, an-~

tes de la integracién del provirus,

Avery y cols (132) realizaron estudios de neoplasias debidas al sarco-
ma marino, encontrando que el IFN puede prevenir la transformacién celular,
actuando antes de la integracién del virus y previniendo la sintesis del -
ADN del provirus.

4, Usos del IFN leucocitario por via intraperironeal en humanos. Aspectos -

farmacocinéticos.

Ramirez y cols. (162) expusieron,durante el Congreso del IFN llevado -
a cabo en 1983 en Cuba, su trabajo sobre esta nueva via de administracién
del IFN, no explorada hasta el momento en el tratamiento de pacientes con --
hepatitis B. Sus estudios se hicieron sobre los aspectos farmacocinéticos --
del IFN leucocitario humano durante el tratamiénto con &1 en 25 nacientes --
portadores asintomfticos del Ag de superficie del virus de hapatitis B, em-
pleando dosis simple intraperitoneal inicial mis peritoneoclisis, Se adminis
traron dosis de 4 x 10° U.I. y 8 x 10° v.1. /24 horas. Se determiné la acti-

vidad antiviral del alfa IFN as{ como las concentraciones horarias dentro -
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de las primeras 8 horas a partir de iniciada la administracién del IFN, ob-
servandose el incremento de IFN en suero en relacién a la dosis empleada.

La actividad méxima del alfa IFN en suero en todos los casos se alcan~
z6 al final de cada esquema de tratamiento, y el 50 ¥ de este valor a las -~
8 horas después de culminado el mismo. No se observaron complicaciones en nin
gin paciente, ni efectos indeseables en cifras de plaquetas y transaminasas.

5. Tratamiento de esclerosis miltiple con alfa IFN.

Nestor Chamoles y cols., (163) trabajaron en la Clinica del Sol en Argen
tina acerca de los efectos del IFN en la esclerosis mfiltiple (EM). La EM es
una enfermedad desmielizante cuyafisiocpatogenia se relaciona con una altera-
cién del sistema inmune y /o una infeccién viral. los pacientes con EM tie-~
nen dismunufda la funcibn supresora de los linfocitos T y defectos en su ca-
pacidad de produccifén de IFN frente a inductores . Se realizaron ensayos cli
nicos en 7 pacientes de EM con alfa.-IFN hu;nano en dosis de 1 x 106 U.I/24 -
horas durante 18 meses y luego 1 x 10° U.1/72 horas durante 12 meses, toda -
la administraci6n por via intramiscular.

Las tres cuartas partes de los pacientes no tuvieron recidivas, si bien
no hubo grandes mejoras en su condicién psicof_isica. Una cuarta parte de los
pacientes que previo al tratam'ienté tenfan récaidas cada 6 meses, solo p‘x'e--

" sentaron una leve recafda en dos y cuatro ,ai?ios. La mitad de los paciéntes de
sarrollaron durante el tratamiento una leve recaida y se suspendi$ el emsayo,
ningfin paciente tuvo efectos secundarios al tratamiento.

6. Tratamiento de la papilomatosis larfngea juvenil con IFN leucocitario hu-

mano.

Ponce y cols. (164) realizaron estudios preliminares acerca del uso del
IFN humano leucocitario en el tratamiento de papilomatosis; la papilomatosis
‘laringea es una enfermedad de origen viral para la cual no ha existido un tra
' tamiento médico especi{fico. En diferentes estudios se ha utilizado el IPﬁ y

se han observado resultados favorables con él, Las dudas son acerca de 1os -
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esquemas y dosis que sean efecfivamente adecuadas.

En Cuba se ha proyectado un trabajo que abarca el tratamiento de un.--
grupo de adultos con 2 esquemas terapefiticos combinados y wuna etapa sin tra
tamiento como fase control. Hay, ademis, un estudio en nifios que abarca to-
dos los casos existentes en el pafs. Los resultados a la fecha no alcanzan
los objetivos finales y ello se debe al corto tiempo transcurrido, pero sf
es posible concluir que los res_ultados preliminares son favorables ya que,
de 11 casos, s6lo en 3 se ha produdido una discreta proliferacién de tejido
y la voz y la funcién respiratoria mejor$ en todos los casos tratados;. Se con
sidera por tanto '.Eactible el llevar a cabo un programa nacional para el con-
trol de la enfermedad.

7. Estudios con el alfa IFN,

G. Mathe y Misset (165), quienes trabajan en el Servicio de Enfermeda-
des Sanguineas y Tumorales del Hospital f. Brousse en Francia, han llevado
a cabo experimentos sobre el tratamiento de la leucimia linficitica crénica
con el alfa IFN, con dosis altas incrementadas o dosis bajas diarias duran-
te 3 meses, en los que han hecho las siguientes observaciones:

_ Los efectos secundarios como fiebre, escalofrios y malestar dependen --
claramente de las dosis y se toleran muy diffcilmente por perfodos de mis de
10 dias a una dosis de 6 x 106 U diarias. Hay reduccién de la cuenta de lin-
focitos a la dosis ba\j?, pero no fue mis pronunciada con incremento de la dg
sis. Hay regresibn de los ganglios linf_m:icos‘ y de lesiones cuténeas con el

" régimen’ bajo, y una remisién completa en los casos de administracién proloﬁ-
gada de una dosis baja, la que parece bpi:ima para dichos pacientes. '

8, Estudios Fase II con beta IFN.

Los mismos autores G Mathe y Misset (166) ‘realizaron otra fase experi--
mental per& ahora empleando el beta IFN. Se trataron 16 pacientes con mielo
ma , con IFN fibroblistico humano (b-IFN) en dosis de 6 x ‘lO6 U/semana o de
3x ‘106 U dos veces p;ar semana, durante por lo menos. 3 meses si era tolera--

do.
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El tratamiento se descontinfioen 3 pacientes al presentarse efectos secunda-
rios. En otro desapareci$ la proteina de Bence Jones. En 4 casos hubo reduc
cibn significativa de la infiltracién de la médula 8sea por células plasm&-
ticas, Bn 5 casos hubo alivic o desaparicién del dolor &seo. Parece ser que
la administracién prolongada es un factor importante para la respuesta &p=-

tima al tratamiento.

9. Uso del IFN en chncer de mama.

Selman y cols. (167) emplearon el IFN leucocitario en 5 pacientes con
chncer de mama que presentaban metAstasis a distancia y que se negaron a re
cibir el tratamiento citost&tico.

La dosis usada fue de 6 x 106 U por via intramuscular diariamente por
un mes y se redujo posteriormente la dosis. Hubo mejoric en todos los casos
pero en 2 de ellos al reducirse la dogis empeoraron las lesiones. Todas las
pacientes se mantienen vivas y activas entre 6-17 meses de iniciado el tra-
tamiento., Las reacciones secundarias fueron minimas y los resultados han he
cho iniciar una investigacibén prospectiva con un mayor nfimero de pacieﬁtes.

10. Aplicacién del IFN como terapia adyuvante en pacientes con cincer de ma-

ma, melanomas y mesotelicmas.

Kupin (168) del Centro c'ie Tnvestigaciones del Céncer en la URSS en Mos-
ct, comenzb sus investigaciones sobre la a:\pllic.acién del IFN leucocitario hu-
mano en la aplicacién del mismo como terapia adyuvante en pacientes oncol$-
gicos (cincer de mama y melancma). Actualmente se lleva a cabo un estudio —-
sobre la eficacia del IFN leucocitario humanoc en combinacién con inmunodepre
sores (inmmomoduladores) para incrementar la actividad antitumoral de dro--
gas citostiticas. Se estudian también los efectos de los inductores Poly (ra) ‘
Poly (rU). Estén en estudio las dosis, esquemas y vias de administracién --
del IFN. Todos los pacientes estén bajo control ixmunolﬁgico. A la Pecha J.os
datos preliminares nos permiten concluir la cohveniencia\' de la aplicacién --

de IFN en pacientes con ciertos tipos de chncer,
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11. Experiencias generales de la aplicacifn del IFN en enfermedades virales

y neoplésicas en Cuba.

Limonta y cols.(169) exponen una resefa histérica desde el comienzo de
los estudios clinicos con IFN en Cuba, tanto estudios piloto como estudios
clinicos mis profundos.

Durante dos afios de trabajo se ha utilizado el IFN leucocitario en un
total de 891 pacientes en Cuba. Las aplicaciones han sido llevadas a cabo -
en varias vias de administracién y en las dosis mis convenientes, segfin las
diferentes investigaciones reportadas para un total de 15 afecciones vira--
les difex"entes. Los resultados indican que no se presentan en la mayorfa e-
fectos secundarios si la dosis es tolerable, ni hay restos de toxicidad, que
en ocaciones se presentan debido a que el IFN no es suficientemente puro.

No ha habide muchos casos de afecciones secundarias y , cuando esto o~
cufri(s, se debib a dosis muy elevadas lo cual puede controlarse disminuyen-
do la dosis y ampliando el tiempo de tratamiento.

Como puede observarse a ?.o largo de todo el capitulo, el uso terapefiti
co y profiléctico del IFN se halla difundido en un gran nfimero de paises --
que lo han utilizado en infinidad de estudios scbre infecciones virales.

Las conclusiones de ello han sido en una gran mayorfa buenas, ya que —
el IFN ha demostrado ser un excelente agente antiviral Yy en pocos casoS pro-
duce efectos secundarios. No obstante, cabe observar que presenta un incon--
veniente de diffcil solucifn que es su costo, 'y si consideramos ‘que en la ma
yoria dé los casos se requiere de altas dosis y tratamiento prolongado, es -~
éste su mayor problema,

En el capitulo préximo nos ocuparemos de la produccién del IFN y las po-
sibilidades de fuentes de produccifn costeables, lo que €S un tema por demls

interesante si, como hemos referido, su costo es el principal inconveniente.
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CAPITULO V.
PRODUCCION PURIFICACION Y CONTROL.

METODOS DE PURIFICACION Y PRODUCCION.

INTRODUCCION.

La oroduccién de IFN ha sido demostrada en una gran variedad de cé-
lulas animales en cultivo. Cultivos en susjensién y en monocapa, tanto de
leucocitos como células de rinén, de peritoneo y otras han sido empleadas
en estudios primarios, si bien en un princivio se usaron obviamente mezclas
no homogéneas de células., consistentes en mfiltiples tipvos celulares, y al
gunos de ellos demostraron después interferir con la produccién de oreva-
rados de IFN. Hay por tanto una creciente necesidad de examinar la contri-
bucibn particular de los componentes individuales de las c8lulas en la -—-

' produccifn del IFN en un cultivo celular. Todos los estudios sobre la pro-
duccién del IFN en un cultivo celu;ar . Todos los estudios sobre la produc
cién del IFN han sido realizados respecto al comportamiento de las cé&lulas
productoras en poblaciones celulares muy grandes. (Rodgers y Merigan 34).

.El IFN fue inicialmente identificado cé)mo una sustancia, producida —
por células infectadas por virus, que podia conferir una resistencia anti-
viral a otras cflulas. Como el primer estimulo oﬁserVado para la produccién
fue un virus y la accién medible del IFN fue su accién antiviral, esta re-
lacibn induccibn- accibn sugirib aparentementg que la actividad del IFN -
se reducia a ser un agente antiviral; sin embargo, los estudios subsecuen
tes han demostrado éue el IFN puede inducir réacciones inmunes de reconoci
miento y alterar varias reacciones a nivel inmnolbgico (vcr Cap. II), por
lo que es justificable c;_oncluir que el IFN tiene un papel de inmunomodula-
dor, y si tomamos en cuenta que el IFN puede también inducirse por mitbge
nos y a su vez inhibir 1a mltiﬁlicaci&n celﬁlar f)uede atribuirsele ademis

una actividad inhibidora de la multiplicacién celular.
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Por supuesto, en ausencia de IFN holblogo purificado, estos efectos
antivirales inducidos por las preparciones de IFN pueden deberse a otras
sustancias antivirales extrafias al IFN Y que pueden estar presentes en -~
los preparados; asi, el modoficar la definicién del IFN en donde se in-
cluyan sus otros efectos puede ser prematuro si no se especifica la pure
za del IFN, pero considerando las evidencias anteriores no podemos decir
que se tenga una verdadera significacién del concepto de IFN.

El criterio normal para la aceptacibén de una sustancia antiviral co
mo el IFN involucra un gran nfimero de mediciones indirectas ‘ﬁe SusS pro--
piedades fisicas, quimicas y biolbgicas, asf{ como de la descripcién de las
actividades antivirales que éste induce. Como resultados generales de los
estudios se presenta la siguiente tabla que se réf'iere a las propiedades
del IFN aceptadas como tales, y cabe mencionar que estas pzjopiedades es-
t&n presentes en las actuales preparaciones de IFN, en las que estén --

aparentemente libres de otros componentes . (Tomada de Stewart II 56).

TABLA II -
PROPIEDADES DEL INTERFERON.
a. Propiedades biolbgicas.
- Induccibn de la actividad antiviral.
- Reqﬁerimiento de ARN celular y siritesis de proteinas,
Espectro caracter{stico de resistencia viral relativa.
- Especific;idad de especie.
b. Propiedades fisicoquimicas.
‘"= Actividad destrufda por proteasas,
Insensible a nucleasas.
- No traspasa las membranas de diélisi;
- No sedimenta en ultracentrifugacién (100 000 x g 2 horas).

Estable en un rango de pH de 2 a 10,
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Todos los IFNs por definicién inducen actividad antiviral, asi, el
criterio es digno de confianza. En todos los casos reportados esta acti
vidad est& mediada por ARN celular y por procesos de s{ntesis de proéei—
nas y esta actividad es vélida contra un amplio grupo de virus CONoCimm
dos. Se ha encontrado que las cflulas de cada especie animal tienen un -
espectro caracteristico d e resitencia viral inducida por. el IFN, comeo
explica en uno de sus trabajos Stewart II (170), y el relativo orden de
resistencia antiviral inducida en las celulas es determinadopor la espe
cie celular tratada y la productora. En suma, puede decirse que la acti-
vidad antiviral es muy consistente en cualquier IFN,

La " especificidad de especie " acerca de la actividad del IFN, fue
por mucho tiempo considerado como una reaccién de "cerradura y llave", -
por lo que el IFN de ratén no puede inducir resitencia en células de po~
1lo y viceversa, como demostrd en sus experimentos Baron y cols (171); -
no obstante, a la fecha han sido reportados varios casos de cruzamiento
a diferentes niveles filogenfticos por lo que la afirmacibn anterior no
puede tomarse como 100 % cierta. Otrc punto importante eé que diferentes
ﬁreparados del IFN obtenidos de diferentes tipes celulares, pero del mis
mo animal, pueden diferir en su actividad en el hfiesped.

El IFN aparentemente puede ser retenido en grandes cantidades por -
membranas de diflisis y no sedimenta.de sbluciones tratadas por ultra--
centrifugacién a velocidades: lo suficientemente grandes para lograr la —-—
sedimentaci@n de picornavirus., Es un importante dato considerér el peso
molecular estimado para el IFN de diferentes especies animales, que pre-
senta grandes variaciones; por ejemplo; el IFN humano puede tener un in-
térvalo desde lo mAS bajo, cerca'de 12 000 daltons, hasta lo mis alto, -~
mayor de 100 000 daltons. I -

La estabilidad a los &cidos (pH=2) ha sido una propiedad muy fitil -
para la caracterizacibn y purificacién del IFN; sin embargo, cabe recordar

que hay un tipo de IFN que no resiste el pH 4cido, por 1o que este crite-
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rio no es vilido para todos los tipos de IPN, Similarmente, la estabilidad
térmica y los efectos de los desnaturalizantes difiere en los diferentes
tipos producides por una especie dada {Stewart II y De Clercw 172).

El tratamiento con nucleasas afecta la capacidad del IFN para actu-
ar como antiviral, y a la fecha todos los IFNs probados han sido inacti-
vados por enzimas proteolf{ticas . Asf, podemos obsgervar éue el dnico cri
terio absoluto para definir al IFN sigue siendo la definicibén de que el
IFN "es una protefna capaz de inducir en las células una actividad anti-
viral, que es dependiente de el ADN y de las vias metabblicas de sinte--
sis de proteinas". Una mejor definicién requiere de una extensa "nota —-
al amrgen" para aclarar las otras caracter{sticas propias sélo de algu--
rios tipos de IFN.

No obstante, de lo anterior tenemos 2 datos muy importantes:

1. Las diferentes propiedades del IFN observadas en los distintos prepa-
rados de una misma especie pueden atribuirse a impurezas.

2, Hay-diferentes formas del IFN producidas por una sola especie -animal
dada.v’

De esto, cual es la respuesta correcta sblo puede saberse cuando se -
trabaja con el IFN altamente purificado, , de ahf la importancia de cong_:.-r.:
cer los métodos de obtencién y sobre todo de purificacién de IFN, lo que
seré el tema a tratar en los siguientes phrrafos.

Desde 1957:en que Isaacs y Lindenmann descubrieron el IFN, han fido
machos los investigadores que han tratado de producir por diferentes me—-

‘dios el IFN humano. Por razones histéricas se habia'clasificado en 3 tipos
segln su origen: IFN leucocitario, fibrobl4stico e inmume,

Ahora sabemos que un tipo en particular no es producido por un sélo
tipo de célula, y se ha propuesto una rueva nomenclatura: IFN alfa para
el leucocitario, beta el fibrobléstico y gamma para el inmme. Esto es -
fnicamente una simplificacién , puesto que a la fecha varios tipos del -

grupo alfa han sido aislados y caracterizados.
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Hay datos que indican que hay varios tipos del grupo beta y sblo un
tipo del gama ha sido aislado y purificado.

La razén de que el efecto protector del IFN no esté limitado a wun
s6lo tipo de virus (como seria el papel de un Ac) es que el IFN no actfia
atacando al virus; el IFN interactfia con la célula, a la cual protege, -
como explica Stewart II (108), la Pormaci6n del IFN es inducida cuando -
un virus introduce su material genético (ADN o ARN) dentro de la célula.
La presenéia del material extrafio (probablemente en forma de doble cadena
de ARN ) provora en la cflula la sintesis y secrecién de moléculas de -
IFN. E1 IFN secretado se enlaza a un receptor especifico en la superfi--
cie de otras células y ésto - hace, al parecer , que se iniéie una serie
de diferentes protefnas (algunas de las cuales han sido identificadas).

La protefna (IFNC. de esta manera induce en la c&lula la resistencia
a los efectos que ccasiona comffimente una infeccibn viral: multiplicacién
del virus, lisis de las células y liberacifn de la nueva progenie de vi.
rus. Mucho falta afin por aprender sobre el modo de accibn del IFN, pero
los experimentos de Merigan y otros han sido de gran ayuda a este respec
to. |

Como tanto se ha dicho, el IFN presenta mﬁltipies actividades biolf
gicas ademfs de su papel como antiviral. Dos de ellas son de gran interés
por sus implicaciones en la terapia: una es la inhibicién del crecimiento
‘celular y otra es su capacidad de esttmlar a ciertas células del sis-
‘1.:ema inmane en los mamiferos : los linfocitos 1lamados “células asesi- :
nas ", que tienen un papel importante en la destruccién de células extrafias
¥y quizh de células céncerigenas . Uno o ambos efectos se han podido demos
trar , segfn explica Strander en sus.estudios llevados a cabo en el --
Instituto Karolinska, sobre el papel del IFN en la regresién de algunos

tunores.



SINTESIS Y ACTIVIDAD ANTIVIRAL DEL INTERFERON.

A. La protsina (IFN) es producida y sscretada por la célula infectada por el

virus. Es apargntements la presencla de cadenas dobles de ARN lo que ini-
" cia el procaso de sintesis ds ARNm de IFN, que posteriorments permite la

transcripeién a IFN. i

B. E1 IFN secrgtado se enlaza a un recsptor molecular especifico en la super
ficie de otra cdlula. Esto origina una serie de cambios en la aectividad ~
celular, incluysndo la sintssis de proteinas capacss de resistir la infeg
cién viral.

C. Cuando la célula no es protegida y ocurre en ella una infaccién viral, los
virus son replicados en ella y producen la lisis y liberacidn de nuevos vi
rus.

nuevas
proteinas

’ ‘ .

virus q )

ARNm del IFN ‘ @ Sintesis de ARN
. ) viral.

[ B ’ )

A/  MANviral '

=~ INTERFERON ‘

Lo célula protegida.
Secrecidn de IFN

ARN viral

Replicacidn de nusvos virus.
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PRODUCCION DE IFN TIPO II (INMUNE) EN RESPUESTA A MITOGENOS.

En 1965 Wheelock (6) describi$ la presencia del IFN como una sustan
cia que aparecia en el sobrenadante de cultives celulares de leucocitos
humanos estimulados con wn mitbgeno inespecifico, una fitohemaglutinina
(PHA) . E1 IFN producido en tales cultivos en respuesta a mitbgenos tiene
muchas propiedades fisicas y quimicas, asi como biol8gicas, comunes al --
’IFN producido "“in vitro" por leucocitos humanos en respuesta a virus (co-
mo la sensibilidad a tripsiona, a ADN asa y el coeficiente de sedimenta-
cibn). Sin embargo, también hay notables diferencias entre ambos tipos
de IFN. E1l1 IFN producido en cultivos celulares durante la proliferaciém
de.linfocitos en respuesta a mitégenos, o por linfocitos' sencivilizados
con bacterias o Ags virales, es el que ahora se conoce como IFN inmune o

tipo II;,el IFN producido por numerosos tifds celulares en respuesta a
virus o poliribomuclebtidos sintéticos se conoce como del tipo I o IFN -
clésico.

El origen celular preciso del IFﬁ estimulado por mitbgenos no fue

- determinado en los primeros estudios, mientras los linfocitos fueron co-
nocidos por ser afectados por.PHA, con potenciadores de la sintesis de
ARN, de nuevas protefnas y de sintesis de ADN (Epstein 1964), los resul
tados indicaban que los linfocitos fueron las células responsables de -

. la produccién de IFN .en respuesta a PHA.

Stewart II (172) ha llevado a cabo extensos estudios para determi-

-par las condiciones Sptimas para la produccifn "in vitro" del IFN por leu
cdcitos, desarrollando nuevas técnicas para la produccién de poblaciones -
puras de 1infocitos y macrbfagos, por aislamientp:de poblaciones puras de
linfocitos T por medio del paso a través de una columa de fiﬁra de vidrio
y por aislamiento y purificacién de poblaciones de linfocitos Ty B por -

. su diferente afinidad hacia compuestos fluorescentes,

| En otros estudios con mitbgenos, se encontré respuesta positiva de

produccibn frente a PHA y el IFN producido demostrd ser sensible a la --
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tripsina, no sedimentar por ﬁltracentx-i?ugacﬁn y no ser afectado por —-
ARNasa y ADNasa. Su actividad permanecia constante después de exponerlo
18 horas a pH= 2,

Hay evidencias de que tanto los linfocitos T como los B son capaces
de producir IFN al ser inducidos por mitégenos. Se han encontrado otros
agentes capaces de afectar la produccién de IFN como el Dibutiril-AMPc ,
las prostagléndinas, la toxina del cllera ¥y otros agentes que estimilan
el AMPc y que pueden suprimir la produccién de IFN linfocifico inducido

por mitégenos.

PRODUCCION DE IFN TIPO II'O INMUNE EN RESPUESTA A ANTIGENOS.

Green y cols. (1 74) demostrarcn que los cultivos de leucocitos obte
nidos de individuos con respuesta cuténea positiva al derivado de protef
na purificada (PPD) o presentando una reciente immunizacién con el toxoi
de del tétanos o dg la difteria, podfan responder a estos Ags con la pro
liferacibn de linfocitos y‘ la produccién de IFN, Esta fue la primera de-
mostracifn de que la induccifn inmunolespecifica de IFN puede ocurrir "-
in vitro" en células humanas frente a Ags no virales. Posteriormenté\nil_g
tone y Waksman {175) demostraron que el IFN de ratén producido por celu-—
las sensibilizadas se produce antes de el humano,

De nuevo el IFN tipo I demos&ﬁ ser estable a pH Acido, y se demos .
trb que los linfocitos humanos son una buena fuente de IFN al inducirse
por Ags comoc el PFD. En estudios posteriores se han empleado otros Ags, -
como los preparados a partir de virus del Herpex simplex.i Numerosos Ags
bacterianos y virales, asi como complejos AG-Ac pueden induéir la produc
cibn de IFN tipo II en linfocitos sensibilizados, y los macrbfagos tam-

bién incrementan "im vivo' la produccifén de IFN por medio de linfocitos,

IFN CLASICO TIPO I DE ORIGEN LINFOCITICO.

Una de las cafacteristicas del IFN tipe I es que puede ser inducido
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en un amplio grupo de diferentes tipos de células. En 1966 Wheelock (6)
dio evidencias de que tanto los linfocitos humanos comoi las células mo-
nonucleares son responsavles de la produccién del IFN tipo I. La produc
cién de IFN ocurre considerablemente antes en la respuesta "in vitro",
tanto frente a mitbégenos como a Ags, y los titfilos de produccifn son ma
yores.
Cultivos puros de linfocitos humanos obtenidos de sangre periférico
por medio del paso de ésta a través de una columa de vidrioc-silicén,--
una excelente fuente de IFN. Los linfocitos separados por medio del gra
@iente de Ficoll han demostrado ser también efectivos pafa producir IFN.
En resumen, los linfocitos humanos tienen un buen poder de produc-
cién de IFN tipo I en respuesta a varios virus y la respuesta ocurre -=-
considerableménte antes "in vitro", siendo ademfs més ripida frente a -

virus que frente a mitégenos y Ags, dando ademis mayores t{tulos.

PURIFICACION DEL INTERFERON.

A la fecha, han sido publicadas numerosas revisiones respecto a -~
la purificacién y caracterizacién del IFN (Merigan- 28, Rodgers-34, -
Hajnicka-47, Stinebring-69, Berg-83, Pestka-103 y otros). -

La mayorfa de ellos comienzan con una larga explicacién sobre el -
porqué ha sido tan increfblemente lento el avance en esta Area, y esto
es debido a que no obstante que la actividad del IFN es extremadamente
grahde, ia cantidad de IFN como proteina pura en los preparados crudos
de IFN es extremadamem':e pequetia, B&sicamente, este problema se ha pre~
sentado a todos los investigadores que comezizaron con preparados de g~
moderada actividad, y después de la purificacién précticamente no en-
contraron mis que restos de la proteina, con lo que se concluyé que la
actividad especifica del IFN era mayor que la cantidad de protefna de--
tectable. Fantes (176) 1levé a cabo una recopilacién de varios procedi~

mientos empleados para la purificacibn que abarca la mayoria de los cono-
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cidos hasta 1973, concluyendo con los pragrcsos logrados hasta entonces,
Afortunadamente, no es necesario volver a sufrir las Frustraciones del
pasado para lograr la purificacién del IFN humano, ya que ahora parece
ser que se tienenvbuenas bases fara resolver la mayoria de las cuestio
nes sobre la actividad y propiedades del IFN purc homSlago.

Podemos decir que el presente, la combinacifén de dos métodos bhsicos
que utilizaban individualmente, combinados dan un buen IFN purificado.
Estos dos métodos, ambos accesibles, uno basado en la purificacibn £isi-
co~quinica de la proteina y el otro empleando técnicas inmnoldgicas, -
son los mis importantes, por lo que explicaremos brevemente en quécon--
sisten,

a. Mitodog Fisicoquimicos de purificacién.

Desde que se supo a ciencia cierta que el IFN era una protefna, se
han empleado métodos quimicos en los diverses ‘esquemas de purificacién--
del IFN , Bstos fueron resumidos por Fantes (176) y ha sido poco el pro-
greso scbre la purificacién desde euto;lces a la fecha, ya que parecen --
encontrarse nuevos,problemas antes de resolver los antiguos; comé se di-
jo‘ antes, el principal problema radica en la elevada actividad especifica
* del IFN afin en cantidades no detectables fisicamente. A través de la ex~~
periencia se ha eliminado la necesidad de detectar fisicamente a la protel
na y el problema consiste en partir de una cantidad adecuada de material
para obtener después de la puriﬁcacibn una cantidad detectable de la pu-
reza obtenida,

Tres descubrimientos han permitido el desarrollo de los métodos fisi
coquimicoé para la purificaibn:

1. Los mdtodos para incrementar los niveles de IFN producidos por medio

de la induccién por "priming" o cebado (Ver Cap., de Induccién) y la su--
perinduécibn. Estos métodos han sido empleados para incrementar el rendi
miento de las células de 100 a 1000 veces en'los cultivos celulares humanos
vy de ratén.

2, La demostracifn de que la purificacién de IFN requiere de un periodo

inicial a gran escala.
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3. La demostracién de que el IFN puede ser reactivado despubs de su disocia-
cibn bajo condiciones de desnaturalizacién, permitiendo asi la aplicacibn de
la electroforesis en SDS/ poliacrilamida para el aislamiento del IFN,

Estos descubrimientos se han empleado para obtener mayores cantidades
de IFN en cultivos celulares humanos y de ratén, obteniendose titulos hasta -
de 105 U/ml en varios laboratorios. Con esta elevada actividad del IFN se fa-
cilitan célculos para predecir las cantidades necesarias para iniciar la puri
ficacién con buen resultado.

Como pricticamente todos los estudios sobre purificacién en los filtimos
afios han estado referidos a ratones y humanos, haremos una revisién de cada -

uwno de estos sistemas.

INTERFERON DB RATON.

Los avances recientes en la purificaciém de IFN de ratén por métodos fi-
sico-quimicos se resumen en las siguiente tabla (Obtenida del libro "IFN --
and Inducers? de Stewart II 56)>, donde puede observarse la actividad especi-
fica obtenida en los diferentes preparados y el progreso en los aﬁos seffala-

dos.

TABLAI.
Progreso en la purificacién del IFN de ratén por mftodos Fisico-quimicos.

ARo. METODO _DE PURIFICACION ACTIVIDAD ESPECIFICA. (U/mg).
1972 SE/Sephadex; PAGE ° ‘ 106 U/mg de proteiné .
1973 CM/Sephadex _ 3x 10° U/ mg..

Acetato de zinc; SE/Sephadgx 2% 10 6 U/mg .

SE/Sephadex; DEAE/Celulosa y
cH / Sephadex . 107 U/mg.
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Afio METODOS DE PURIFICACION ACTIVIDAD ESPECIFICA.
1973 SE/Sephadex; PAGE 107 U/mg de proteina,
Acetato de zinc; CM/Sephadex
PAGE 10 U/mg .
1974 Acetato de zinc; DEAE y CM/Sephadex
PAGE 3 x 108 U/mg.
1975 Acetato de zinc; SP/Sephadex; PAGE 3 x 10° U/mg.
(NH4)250 4 Biogel-P150 CM/Sephadex.3 x 108 u/mg.
1976 Affigel-202 1 X 108 u/mg.
BSA- agarosa 3Ix 108 u/mg.

Machos investigadores iniciaron sus esquemas de purificacién para lle-
gar sélo a cantidades apenas detectables de protefna antes de obtener canti-
dades razonables de protefna (IFN). Stanceky y Paucker (177) purificaron IFN
de ratén a partir de células L, por medio de cromatograffa por SE/Sephadex y
eiéctroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), que contenia 10§ U/ng de pro
tefna; también obtuvieron similares resultados por cromatograffa con CM/Se~-
phadex, Otros invéstigadores obtuviepon IFN Bastante purificado por combina-
cién de precipitacién con acetato de zinc, cromatograffa con CM/Sephadex 'y -
PAGE, como es el caso de Gresser (154) que obtuvé titulos de 1()7 U/mng de pro
teina.

La medicién mas elevada de la actividad especifica del IFN se reporté -
de 1..5 x 109 unidades internacicnales /mg de proteina; este IFN se obtuvo de
células de Newcastie, pero el IFN obtenido no era homogéneo.

Recientemente se demostrd que el IFN de ratén pgede desnaturalizarse en
condiciones de disociacién con soluciones detergentes aniémicas o catibnicas
en caliente, y restaurarse a su forma original al remover las moléculas deter
gentes (Stewart II 36).

Otro m&todo de purificacibén a gran escala es el descrito por Davey y ® —-

cols. (178), quienes encontraron que el IFN crudo de ratén podfa enlazarse a
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albfimina inmovulizada en agarosa y después eluirse por levantamiento con
una fuerza iénica, recobrando su actividad después de purificado, hasta
de 3 x 108 U/mg de protefna.

Un hallazgo significativo de este estudio fue que el IFN de ratén -
fue separado en dos fracciones de diferente actividad, que tenfan distin
ta afinidad por el absorbente, confirmando los datos sobre la heterogeni
cidad del IFN en una misma especie, La aparente capacidad de este proce-
dimiento para separar las dos fracciones nativas, pﬁede ser de valor en
las posteriores caracterizaciones de estos IFRNs.

Estos informes muestran que hay diferentes formas de IFN de ratén -
que pueden separarse por este procedimientc, permitiendo incluso seleccio

nar el IFN molecular que se desee purificar.

INTERFERON HUMANO.

’

Los métodos fisicoquimicos que han sido.empleados para la purifica-
cién del IFN humano han demostrado que el IFN humano leucocitario y el -
fibroblAstico no pueden ser purificados por el mismo esquema, revelado -
nuevamente las diferencias aparentes de estos interferones; po esta ra -
zbn, su purificacibén debe tratarse separadamente . Un resumen de los pro
gresos en las técnicas de purificacién éel IFN humano leucccitario y fi=
brobl&stico por métodos fisicoquimicos se miestra en la siguiente tabla,

tomada del libro de Stewart II {56).
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Progreso en las técnicas de Purificacién por métodos Fisico- Quimicos

del IFN humano.
METODO DE PURIFICACION

IFN leucocitarioc Humano.

(vu )280 4} CH-DEAE-celulosa,

Sep:adex G- 50 .

KSCN=4cido; precipitacibén 4cido
etancl. Cromatografia por a.a.
hidrofébicos. -

SDS- Sephadex G-100

IFN Fibrobléstico Humano.

Vidrio-poro controlado,
Cromatograffa por a.a. hidrofébicos.
Cromatografia con Con A- agarosa .
(nH )_50 §H= 2; Bio-Gel P 150

4’274
CM- Sephadex; SDS- PAGE

ACTIVIDAD ESPECIFICA APROXIMADA.

Unidades por miligramo .

de proteina,

6
2 x 10 U/mg.
6 7
10" a 10" U/mg.

4% 10 U/mg.
5 x 10 U/mg.

108 U/ng.

4 x 1_06 U/mg.
5 x 10/ U/mg.
2 x 100 U/mg.
2 x 10° U/ng.
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IFN Humano Leucocitario.

Virtualmente , toda la produccién de IFN humano leucocitario en la dé
cada pasada y anterior { 607-70's) se obtenfa a partir de leucocitos, bajo -
la direccién del Dr. Cantell, en Helsinki Finlandia, y prActicamente toda -
la purificacién y caracterizacibn de los IFNs obtenidos estuvo bajo la di-
reccién del Dr. Cantell o bien utilizando el IFN que €1 generosamente propor
cionaba a otros investigadores. Cantell y sus asociados (179) han desarrolla

" do metodologfas para la produccién en gran escala y purificacién de IFN huma
no leucocitario. La rutina de purificacién consiste en una precipitacibn 4ci
da con tiocianato de potasio (KSCN) para concentracién, solubilizacién en -
etanol y precipitacién selectiva del IFN después de las otras proteinas por
pequefios incrementos del pH hasta la nemtralidad. Este procedimiento incre-.

menta la pureza de los preparados de IFN crudo, que se presentan hgeramen-

te amarillentas, con una actividad antiv:.ral espec!.e:.ca de 1()4 a 10 U/mg
de protefnay de_106 a 10 U/mg de IFN. Son estos los preparados que se han
empleado en una gran cantidad de estudios en el mundo.,

E1l IFN leucocitario ha sido purilicado en un grado de pureza similar em
pleando una combinacién de métodos; precipitacién con sulfato de amonio, cro
matograffa con CM~DEAE- celulosa y filtraciéu en gel., En estudios posterio-
res, Paucker (183) observé que el IFN leucogitario humano podia retornar a -
su froma original. activa después del tratamiento con SDS; al purificarlos
en columas de Sephadex -G 100 conteniendo SDS , este autor reportd una pu-
rificaci6n de 50 veces en un' s8lo paso, de una preparacifn previamente puri
ficada que contenia albfimina sérica para su estabilidad, y obtuvo uma acti-
vidad especifica de 5 x 10’ U/mg de proteina. '

Es interesante el hallazgo adicional de que cuando se efectﬁaba la £il-
tracién a través de SDS-Sephadex se obtenia una‘fr‘accityn de aproximadamente
26 000 daltons, y Ja'cromatograeia del mismo IFN en SDS- hidroxiapatita pro-
dujo dos fracciones de 20 000 y 16 GO0 daltons. Stewart IY yDesmyter (181) -

feportaron que el método de SDS-PAGE resuelve dos fracciones moleculares ~-
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moleculares distintas de IFN leucocitario humano, con pesos aproximados de
21 000 ¥ de 15 000. La fraccidn homogénea del IFN con peso aproximado de -
20 000 ha sido también reportada por otros autores, por lo que estos ha--
llazgos (de una sola fraccién y de dos fracciones para el mismo IFN )hacen
evidente la existencia de heterogenicidad en una misma especie.

Este hecho presenta el nuevo problema de diferenciar la fraccifn a w—-
purificar, que puede basarse en sus diferentes propiedades tanto electros—-

thticas como de hidrofobicidad,

IFN Fibrobl&stico Humano.

Hace unos pocoa fios se inicié el trabajo de los investigadores que —
demostraron que el IFN leucocitario y el fibroblistico tenfan diferente es
tabilidad, y comparando ambos tipos descubrieron que el leucocitario es —=

més estable que el PibroblAstico a la desnaturalizacién por €DS o por agita
cibn. Estos estudios marcan la clara diferencia para los métodos de purifi
cacién que se emplean en cada caso. Adicionalmente :se reporté mis terde que
también presentan diferencias en su enlace frente a varios absorbentes, mos
trando as{ que no es posible purificarlos por los mismos métodos.

Jankoveky y cols (182)reportaron que el IFN fibrobléstico puede umirse

a BSA- Agarosa y CH-Sepharosa y el leucocitario no, lo que hizd suponer =
que el IFN fibroblastico puede ser una glicoproteina y el leucocitério no.

Sin embargo, si se recuerda, ambos IFNs presentan el mismo enlace fren
ta a BSA- agarosa, segfin otros autores . Jankowsky también informb que am-
bos IFNs pueden ser enlazados a Dextrana azul inmovilizada en agarosa, pu-
diendo después eluirae el IFN leucocitario con salss y el fibroblastico -
con etilen-glicol. Estos datos sugieren que el IFN fibrobl&stico estaba --
adherido por un enlace hidrofébice y el leucocitario por enlace electrost
tico . E1 mAs alto nivel de purificacibn del IFN fibrobléstico fue logrado

por Stewart II y Xnight (56), empleando una combinacisn de procedimientos
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fisico-quimicos similares a los empleados para la purificacién del IFN de ra
tén, obteniendose cantidades detectables f{sicamente y de actividad de 2 x ‘lO8
‘U/mg de protefna, empleando para ello SDS-PAGE, y encontrando una sola proteina
que correspondfa a la actividad antiviral, con peso molecular de 20 000 dal-
tons; la prueba de Schiff demostr$ que ésta es una glicoprotefna y se obtuvo

un IFN homogéneo, lo cual ha sido confirmado por otros autores.

B. Purificacién por cromatograffa de Afinidad con Acs Anti- IFN,

Una alternativa obvia en los esquemas de puruficacién basados en las pro
piedades fisico-quimicas del IFN, como solubilidad, tamafio y carga, es el mé-.
todo basado en su antigenicidad. Muchos Ags presentes en bajas concentracio-
nes pueden purificarse por técnicas de Acs eSpecLE‘icos covalentemente enlaza
dos a un soporte en base sflida; lo tardado del desarrollo y ap_licaci6n de -
esta técnica en la purificacién puede deberse a las primeras suposiciones de
la limitada antigenicidad dél IFN v la dificulatad de la separacibén inicial -
Qirecta de los Acs contra el IFN de una masa de Acs eﬁpecificos para otros =~
para otros inmundgenos diferentes al IFN, presentes en el inbculo. Muchos in -
tenfos tempranos para estimular Acs frente al IFN resultaron infructuosos, +
originando 1la prematura suposicién de que el IFN efa pobremente antigénico
(isaacs ). En retrospectiva, es obvio que estos resultados negativos pueden
atibuirse a las cantidades extremadamente pequefias de IF‘N en wn inéculo (Es-— .
tos primeros investigadores no tenfan medios para saber que el IFN podia te-
ner una alt{sima actividad en una muestra no detectable ffsicamente), Sin em-

' pargol, Paucker y Cantell (183) demostraron que eulp;eando preparaciones lo sufi
cientemente }Sotentes de IFN y con un esquema apropiado de inoculacién repetido - _
por'varios meses, era posible obtenr un antisueroc de cobayos capaz de neutralizar
la actividad de IFN de ratbﬁ; despﬁés, los Acs fueron estimalados en cobayos y

en conejos con IFN de ratén y pollo. Se reportd que mientras que los conejos '
podfan estimular la p;‘oduccién de Acs neutralizantes contra el IFN xenogénico

humano 'y de ratén aparentemente no producfan Acs homblogos contra IFN de
?
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conejo, La falta de imrmnogenicidad para IFN homélogo fue descrita por otros
autares y también en el caso de IFN humao no han sido reportados casos de
Antigenicidad hombloga para el IFN,

Es de interés, sin embargo, que el IFN humano puede ser antigénico en
conejos. Las cantidades disponibles de IFN para inyeccién en las etapas de
inmunizacién han evolucionado notablemente desde los primeros estudios de an-
tigenicidad::.con el IFN. Por ejemplo, la primera respuesta de Acs para el -
IFN se 1llevé a cabo inyectando semanalmente mil U/de IFN ratén por un perfo
do de cinco meses y esquema similar en conejos para el IFN humano, obtenieg
dose Acs capaces de neutralizar 10 U de IFN en diluciones de 1:10 y 1:200.

Mis recientemente , Berg y cols (1B4) obtuvieron Acs contra el IFN in-
yectando semanalmente a conejos con 8 millones de U por un periodo de 3 me-
sest los Acs obtenidos presrntaron actividad neutralizante de hasta una di-
lucién de 1 :30 000 (cobeyos ), 1:150 000 {conejos) y de 1: 200 000 (ovejas).

Una observaci@n importante de estos investigadores respecto al uso de
antisueros para la purificacién a gran escala, fue que el antisuero anti/IFN
INMOVILIZADO tenia una mucho mayor capacidad de enlace al IFN que la capacidad
de neutralizaéién del IFN ; ellos calcularon que un litro de antisuero con -
titulo ‘de neutralizacibn de 105 podfa, cuando se inmovilizaba en agarosa, en
lazarse a mis de 108 U de IFN. Asi, es posible de producir sueros contra el
IFN vy de' este modo emplearlos para la purificacién del mismo.

Un resumen de la aplicacién de la cromatograffa de afinidad para la -
aplicacibn de IFN se presenta en la tabla siguiente (Tomada de Stewart II

56).



101,

TABLA IV,
Purificacién de IFN por cromatograffa de Afinidad de Acs,

IFN (Especie) Fuente de Acs Factor de Actividad
purificacibn especifica*,

Fibrobl&stos de

embrién de ratén. Carnero 31 a 1990 veces. 6 s ‘l03 a4dx 105
Higado de ratén. Carnero 85 veces . - 4 x 10S U/mg.
Células L de ratbdn, Carnero 20 a 50 veces, 1a3x ‘lO8 U/mg.
Suero de ratén, Carnero 391 veces 3 x 10° u/mg,
Leucocitaric Humano. Conejo 680-1470 veces. 4 x 106 al3x 107.‘.
Fibrobl4stico Humano. Canejo 1800-3600 veces, 5 x 10° a 107 U/mg.
Leucocitario Humano, Carnero Varios miles de

veces, Mayor de 2 x 105.

* Activida especifica en U/mg. de protefna,

El IFN huwmao ha sido también cromatografiado por procedimientos de a-

finidad con inmmanoadsorbentes . Ambos IFNs, ieucocitario y £ibrobléstico, pue
den purificarse en columnas que contengan enlazados Acs anti-IFN, pudiendo después
separarse los Acs contra otras proteinas por medio del paso de una solucibn

de gamma globulinas a través de la columma de agarosa, quedandec lista as! pa

ra el IFN. Se observé que la afinidad por el IFN puro es mucho mAs 14bil en

el fibrobléstico que en el leucocitario; nuevamente se observ6 que el IFN leu
cocitario presenta heterogenicidad al eluirse, en este caso dos Pracciones dife

rentes, por las globulinas anti-IFN en un gradiente de pH.



1. La mezcla de IFN, extracto bacterieno y otras protefnas se pasa por una colum

na de ssferas rescublertas de Acs. monoclonalss anti~IFN alfa.

extracto

Aeido débil.
bacteriano.

Interferdn.
Otras proteinas.

‘ alucidn
nales, d : dal

IFN.

Columnas de

2. Las moléculas de IFN alfa se enlazan a las Acs especificos y todos los restos
pasan la columna y son eliminadas. »

3. Agregando una solucifn dcida débil, 1554 moléculas de IFN alfa se eluyen y se

colectan en forma concentrada y pura.,
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Esta discusibn sobre los métodos de purificacién a gran escala de IFN
nos ha mostrado los métodos virtualmente fitiles para dicho fin; como se -
menciond en principio, actualmente se trabajan ambos métodos en combinacién
para obtener mejores resultados. Por ejemplo, se obtiene el IFN méas alta
mente purificado por métodos fisico-quimicos y se enlaza covalentemente a
agarosa, mientras que por otro lado se inocula IFN crudo para obtener sue
ro que contiene muchas impurezas, Cuando el antisuero anti/IFN se pasa a -
través de la colwma que tiene unido el IFN puro, los ACs anti-IFN especifi
cos se enlazan al IFN y se eluyen después por un lavado cido; y luego son
inmovilizados en una columna de agaresa y la columnaresultante contendrs -
Acs IFN especificos que pueden emplearse para purificar preparados crudos
de IFN, 7 )

Alternativamente, el IFN purificado por métodbs fisico~quimicos puede
ser empleado como inmunfgeno para obtener Acs que se inmovilizan y emplean
para la purificacifn a gran escala de preaparaciones crudas de IFN,

, Como hemos mencionado, entre los problemas de pur:LPicaEién, se afade
el problema de la heterogenicidad de &1 o los IFNs, ira que hay evidencias
de que el IFN por si mismo existe en varias formas en una sola especie dada
y cabe preguntar, si son producidos por diferentes genes o bien presentan
diferentes post-~transcripciones modificada’s de un mismo gen, Los informeé
recabados. indican que hay varias formas ﬁlolemlares de IFN producidas por
una misma especie y son b&sicamente:

- Deterhd.naciones del peso molecular donde se ha demostrado la existencia
de por lo menos 2 formas diferentes-de IFN humano leucocitario.

- Estébilidad del IFN. Como se recordarf, Salvin y Younger propusieron una
clasificacién para el IFN debido a sus resistehcias al pH=2 para el tipo

I, y el 14bil al 4cido como el tipo II, lo que significa ‘que hay por lo me-
nos 4 formas moleculares digtintas.

- Afinidad del IFN frente a diferentes ligandos; como vimos antes, el IFN f£i

broblAstico se puede unir a BSA inmovilizado en agarosa, no asi el leucoci-
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tario; lo mismo existe una diferéncia en afinidad frente a CH-Sepharosa, Con
A, Dextrana azul, SDS-PAGE y otros.

- Bspecificidad de especie .Los datos acumilados indican que el IFN puede -
presentar actividad en células heterblogas y que poblaciones de peso molecu-
lar distinto, como el IFN tipo I y tipo I, varian es su reango de actividad
especifica,

- Heterogenicidad antigénica. Como ya se dijo antes, los Acs producidos por
un animal inoculado con IFN heteréloge, no neutralizan todos los IFNs del -
mismo animal que los produjo, ya que por ejemplo, el antisuero anti-~IFN tipo
I no neutraliza el IFN tipo II.

Bstas evidencias indicacn que una espécie es capaz de producir no uno =
varios IFNs diferentes que tienen caracteristicas t{picas en cada caso, y -~
presentan diferentes estructuras primarias y son probablemente producidos —-
por genes diferentes, o bien son productocs de post-tramscripciones en los ~-
patrones genéticos claves,

Ademfs el IFN intracelular puede diferir del secretad;) por una célula y
puede haber interconversién -de un IFN a otro, lo que pertmite que las formas
heterogénicas de IFN se homogeinicen para facilitar la purificacién. (Allen-
90, Nagata-88, Salit-81, Havell-67 y otros).

En suma, se ha establecido que una especie animal dada es capaz de pro-
ducir una variedad de especies moleculares de IFN » Pero no es afin bien cono~

cido el significado de este hecho, si lo tiene.

C. Produccién en masa del IFN humano.

Una gran parte del IFN empleado en estudios clinicos se ha obtenido, co
mo ya se decta antes, de leucocitos, que se obtienen de sangre humana por -
‘centrifugacibn a bajas velocidades. Este proceso prodﬁce una capa rica en cé
lulas rojas, una capa rica en c&lulas blancas (en el centro) y el plasma en

la parte superior. La fraccién rica en elucocitos es inducida a producir IFN



104.

del tipo alfa por infeccién con el virus Sendai.

El tipo bata es producido en cultivos de fibroblésticos en monocapa in-
ducidos por poly (rI).Poly{rC) y superinducidos inhibidores de la sintesis -
de ARN y de proteinas, pero la desventaja de este sistema es la limitada vi-
da media de los fibroblAstos; su capacidad de producir IFN decrece después -
de 50 pases (resiembras).

El IFN también puede producirse en gran cantidad empleando lineas celu-
lares estables. Células linfoblastoideas dan en principio el IFN alfa, y las
fibroblastoideas el tipo bata.

Muchas de estas células pueden subcultivarse e inducirse para producir
IFN indefinidamente. Un gran avance en la tecnélogfa de produccibn de IFN --
ocurrié a principios de 1980. Empleando la tecnclogia de la combinacién y re
combinacién del ADN, fueron aislados genes del IFN humano, se inserté\ron den
tro de la bacteria para sintetizar IFN humano biolbgicamente activo (Lengyel
99). E1 método empleado para obtener los primeros plasmidos bacterianos (pe-
quefios .Pragménto:a de ADN bacteriano) especfficos para la produccién de alfa
IFN humano en E. coli, que consiste en los pasos siguientes:

ARNm (Acido desoxiribonucleico mensajero), es aislado de leucocitos hu-
manos infectados por el virus Sendai, separados por un gradiente de centrifu
gacibn de sucrosa. La fraccién con la amayor actividad de ARNm del IFN se i--
dentificé con una prueba de aislamiento en oocitos de rana. El ARNm en esta
fraccibn fue empleado como un "templete" (acoplador) para la sintesis de ca-
denas dobles de ADN complementarias, y el ADN complementaric fue insertado -
en' los plésmidqs bacterianos (PBR 322), los cuales se emplearon para _la —
transformacién de E. coli. '

Las clonas (grupos de células que derivan de un sblo,individuo) de E. -
coli transformadas (cerca de 5000) fueron divididas en grupos de 300. Estas
fueron ensambladas con segmentos complen\;:ntarios de ~ADN para el ARNm del --

IFN por una prueba de hidbridizacibén ~transcripcibén .Para este propbsito, el



10s5.

ARNm de los leucocitos inducidos fue hibridizado por un pl&smido de ADN pa-
ra cada wno de los grupos, y el ARNm fue recuperado por una técnica de trans
cripeidn a oocitos.
| Uno de los grupos de ARNm de IFN hibridizado se separ$ en varios sub-e

grupos para ensayos. De estas operaciones resulté el aislamiento de un plas
mido hibride con un inserto complementario de ARNm de IFN, '

Este inserto (que contenia 320 pares de bases) resultd mis corto que el
ARHm de IFN esperado, por lo que se emple§ para buscar otros mis largos. Una
vez que se encontr$ que habfa un inserto lo suficientemente largo {910 bases
), se consiguib que la E. coli tramnsformada con este pl&smido sintetizara un
polipéptido con actividad de IFN mumano en células.

No obstante que el plésmido fue construfdo para permitir la sintesis.de
IFN al fusionarlo en una parte de la proteina beta—lactama;a, la transcrip--
cibn del IFN activo aparentemente comienza dentro de la regifn insertada del
ARNm para IFN estos resultados han sido d.emostra;los también en el aislamien-

to de la clona de ADNc de beta IFN expresado también en E. coli.

RENDIMIENTO DE LA PRODUCCION DE IFN EN E. COLI.

El primer ADNc de IFN contenido en plésmidos y expresado en E, coli, -=
produjo pequefias cantidades de IFN( 20 000 U de IFN/litro de cultivo, aproxi
madamente 2 moldculas de IFN por célula), Para incrementar el rendimiento de
IFN, los segmentos de ADNc de IFN fueron insertados en otros plésmidos mis -
eficientes, . ’

Esto comfdmente incluye un promotor y un sitio de enlace ribosbmico y -
un operén eficiente bacteriano o viral (Ej. Lac, beta-lactamasa, trip ). Ast
este segmexito es eslabonado a una distancia apropiada del sitio de enlace ri
bosomal por el codon iniciador de la trancripcién (ATG), seguido inmediata—-
mente de 1la regién codificadora del IFN (ADNc).

La insercién de 2 o 3 promotores sucesivos en la posécién .procedente de

el sitio de iniciacién'de la traduccién del IFN funciona como un potenciador
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de la eficiencia en la expresién de plasmidos.

La sintesis eficiente de varios IFNs como alfa -1, alfa-2 y beta 1 por
medio de plésmidos de expresibn en E. coli, ha sido reportada con un rendi-
miento de hasta 0.6 mg de IFN (2.5 x 168U) en un litro de cultivo.

A la fecha se realizan experimentos para la produccibn de IFN emplean-

do levaduras. (Lengyel 99).

D. Método Actual de Purificacidn y Produccibn de IFN.

E1 Dr. Sidney Pestka (103) publicé en 1983 el método de produccibn de —
IFN que emplea actualmente para ia produccibn en gran escala.

El Dr. Pestka inici8 sus trabajos en 1977 tratando de purificar alfa-
IFN humano en su laboratorio en el Instituto Roche de Biologia Molecular,
y su primer objetivo fue el obtener grandes cantidades de IFN leucocitario
crudo . Su método de preparacibn fue esencialmente el mismo que desarrolld
afios antes el Dr. Cantell; leucocitos humanos son incubados con un virus in-
ductor, virus Sendai o Newcastle. CAntell habia empleado suero mmano o bovi
no como componente del medio de cultivo, Pestka empleé un sustituto dé pro—
tefna de leche (caseina), ya que siendo una proteina simple era mis f£4cil de
remover en los concentrados finales que las mfiltiples proteinas que compo——
nen el suero. E1 halld que el rendimiento en la producciln era muchc mayor -
empleando leucocitos de pacientes con leucemia mielSgena cxjénica', en vez de
leucocitos normales. Después de la incubacifn durante la nbéhe, las células
y los virus son separados por centrifugacibn; el sobrenadante contiéne el -
IFN crudo junto con otras proteinas, y en cada paso se hacen pruebas para -
determinar la actividad del IFN en t&rminos de "actividad especﬂ’ica". El -
ensayo comfin consiste en medir la inﬁibici@n de la destruccifn celular fren
te a wn virus, lo que toma 3 dias. Familletti y Rubinstein del mismo labora
torio, han encontrado un método para acortar el tiempo a menos de 16 horas,
lo que acelera el proceso de pur:i.i’_:i.cacibn.

Conociendo los' problemas comunes a la purificacién, Pestka decidid em-
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plear la técnica llamada de cromatografia liquida de alta resolucién.

Los métodos cromatogf&ficos comunes involucran en general la absorcién
de la mezcla en un soporte sblido v la elucibn de las diferentes fracciones
con un solvente. En la cromatografia liquida de alta resolucién la mezcla -
inicial se absorbe en particulas esféiicas (pex'las) muy finas empacadas denw-
tro de la columna, y el sovente es burbujeado a través de ella. El alcohol
eti_.lico, aceptado como un buen solvente, no Punciond por lo que probaron con
solventes menos polares, tomando como ideal al n-propanol; éste fue burbujea
do dentro de la columna y eluyd sucesivamente a las protefnas que se colecta
ron en tubos . Bn cada fraccién obtenida se ensayb la actividad del IFN. Las
‘fracciones relativamente ricas en actividad se colocaron en una nueva colum-

na y se volvieron a purificar. Alternando el proceso normal de cromatografia
con el proceso inverso, en el que las perlas se recubren con grupos hidroff-
licos y el solvente es menos polar, lograron purificar el IFN con men'os pa-
$0s ¥ una pureza de hasta 80 000 veces.

La actividad espec{fica del IFN purificado diohasta 400 millones de U
por mg de protefna, y se obtuvo una sola fraccién homogénea de aproximadamen
te 17 500 daltons;

Durante el proceso de purificacién se observd que diferentes fracciones
obtenidas presentaban actividad de IFN, lo que indicaba que se habia aislado
no una sino 2 protefnas, y la posterior caracterizacién Qenwstré que esto ~-
era verdad, Cuando se trataron eéfas protefnas con tripsina (enzima que rom-
pe las cadenas de aminofcidos -a.a.~ en subunidades en sitios especificos),
se obtuvo suficiente cantidad de IFN, se analizb su secuencia de a.a. y s;e
observé que son especies distintas. ‘

_ Habfa evidencias de que' diferentes preparaciones crudas de IFN presen-
taban diferente carga eléctrica, pero no se atribufa a diferentes secuencias
de a.a. .E1 TFN se comocfa como una glicoprotefna ‘(proteina que contiene ca-~
denas de carbohidratos enlazadas) y debido a esta caracteristica se atribuia

la diferente carga.
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Varios autores hasn demostradoe que no todos que no todos los IFNs pre=
sentan glucosacién, por lo que el dogma de que todos los IFNs som glucopro--—
tefnas es inv&lido. Se comprob$ entonces que el alfa IFN es una familia de -
protefnas muy parecidas, como explica es su trabajo Nagata (88). Asf, el al-
fa ~IFN fue el primero en ser purificado y secuenciado.

Regresando al problema de la obtencibn de suficientes cantidades de IFN
puroc con pruebas de pureza, para pruebas clinicas, Peska y cols. (103) tra-
taron de obtener m;s por induccit}n de leucocitos, pero encontraron un método
mejor, que se habia desarrollado a principios de 1lbs aflos 70%s, sobre técni
cas de recombinacién de ADN, por medio del cual se podfa aislar e insertarse
un gene de una protefna particular contenida en el ADN dentro de una bacte--
ria (Escheriehia coli) y ser clonado o replicado en varias copias semejantes
y posteriormente expresado: transcribirse en una protefna. Ellos realizaron
experimentos para obtener. suficientes genes particulares del IFN para astu-
diar posteriormente la bacteria capaz de fabricar el IFN. Actualmente Pestka
y cols. han dado los primeros pasos al respecto. Originaimente comenzaron el
proceso de clonacifn de los genes por medio del aislamiento, a partir de cé-
lulas que producen mGltiples protefnas deseadas(IFNs), del ABNm de tal pro--
teina. E1 ARNm es el 4cido nucleico-dentro del cual el gene del ADN es tradu .
cido por la maquinaria celular para formar o fabricar la protefna.

Se ha optimizado la produccitn de IFN por medio de ABNm en leucocitos,
induciéndolos y preparando posteriormente ADN complementario para el ARN , -
para acoplarlo al ADN y obtener plésmidos {pequefias porciones de ADN bactes
riano, circulares). Con estos ensayos se obtuvo gran cantidad de pl&smidos
recombinantes , cada uno acarreando una copia de ADN (ADNc) de varios ARNm
de leucocitos inducidos .

Los plésmidos se introdujeron dentro de células de E. coli, y ¢clonas ~
individuales ', fueron aisladas a partir de las célulasr. El siguiente pro--
blema consistib en identificar, en la vasta gamaVclle plhsmidos obtenidos, a-

quellos con ADN codificador del IFN.
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ADN y ARN sen cadenas forrﬁadas por unidades llamadas nucleétidos, y -
es la secuencia de ellos la qﬁe codifica la informacibn genética. El ARN -
transerito poe el desdoblamiento del ADN es complementario a €1 en su res-
puesta, y si se hibridiza con &1 nos da dos cadenas con pares enlazados te
niéndose una doble cadena. E1 ARNm del IFN puede marcarse con un isétopo =
radiactivo para después buscar el ADN cuya identidad se revela por autora-
diografia.

Si se recuerda, los investigadores no tenfan ARN puro, ya que comenza-
ron con una mezcla de ARNs cuya actividad podfa demostrarse haata después
de la transcripcién del ARN, por lo que emplearon 2 procesosg indirectos pa-
ra obtener el deseado, En primer lugar, ellos hicieron un escrutinio de to-
das las colonias bacterianas para hallar las que presentaban plismidos con
ADNc a partir del ARN de células inducidas; as{ descartaron mis del 90% de
las colonias de bacterias cuyos plasmidos no acarreaban ADNc y por lo tan-
to no podfan codoficar IFN,

En el segundo pasoc se tratb de identificar los plésmidos buscados en el
10X restante de colonias, aplicando el ARNm de leucocitos inducidos a lotes
combinados de plésmidos de ADN en las colonias. Algunos ADNs que fueron hit.
bfidizados con el plésmido "de ADN se separaron de esta manera, y 1lo0s gru--
pos positivos se examinaron clona por clona para confirmar. Finalmente en—-
contraron un recombinante, el plismido ‘i04, que tiene la mayor secuencia de

ADN capaz de codificar para el alfa-IFN humano, Encontraron también otro plas
mido, el 101, que lleva la secuencia para el beta~ IFN (1o que fue sorpresi-
~ vo, ya que el ARNm se aislé de leucccitos y no de £ibroblastos). Por 1o que
quedé claro que un tipo particualr de célula puede fabricar m&s de un IFN,
- E1 plhsmido 104 fue insertado en la B, coli y la bacteria procedié a
sintetizar grandes cantidades de IFN humano; la cantidad de IFN por litro de
cultivo es comparable a la producida por los. leucocites de 100 donadores de

sangre.
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CLONACION DEL GEN DRI INTERFERON,
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Clonacién del Gen del IFN,

La c¢lonacién comienza con la induccién de leucocitos para producir IFN,
El ARNm de las células es probado en su actividad de IFN en oocitos de rana,
Si un lote demiestra actividad de JFN, el ARN es copiado a ADN; se forma =
una segunda cadena con ADN polimerasa.

El ADN copiado (ADNc, se trata con transferasa terminal para producir -
terminales fijas, mientras tanto, un vector, el pldsmido BR322 es abierto y
se sintetizan las partes terminales de la cadena, Bl ADNc es templado o aco-
plado con el plasmido de ADN para hacer la terminal fija de plismidos recom-
binantes, que se introducen en las células de B, coli, Clonas de células =
identicas crecen de células individuales de RB. coli.

Para encontrar una clbna con los plismidos que con seguridad acarrean -
el ADN del IFN las colonias, replicadas en papel filtro, son probadas con =
ARN marcado radiactivamente obtenido de células:';inducidas, asf, al hibridi -
zarse con el ADN permitan identificar el ADY que codiﬁca 1la produccién de
la protefna inducida. (IFN).

El plésmido de ADN de las colonias marcadas es segmentado en fragmen—-
tos lineales, grupos de ellos se colocan en papel £iltro, El ARN de células
inducidas se afiade entonces y se hibridizan con el ADN codificador de protei
nas este ARN se separa del ADN y es probado en ococitos para identificar el -
plésmido de ADN codificador de IFN ,

Se repite el proceso para clonas individuales en los grupos positivos,
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El IFN a- leucocitario recombinante, como se ha designado, tiene carac-
terfisticas similares al producido por las células humanas. En los primeros
experimentos sirvié para prevenir algunas infecciones .virales, como ence-
falomiocarditis en monos, antes de que este producto bacteriano se probara
en el hombre, ya que primero se tuvo que lograr una rigurosa purificacién
para remover las protefnas bacterianas contaminantes. Pestka lo hizo por me-
dio de Acs monoclonales, Como sabem os un Ac es una proteina del sistema in-
mune que reconoce y se enlaza a una protefna extrafia o Antfgeno (Ag).

Hasta 1975 fue posible preparar grandes cantidades de Acs monoclonales
(Acs dirigidos contra un Ag especifico). La probabilidad de purificar el ~-
IFN obtenido con Acs monoclonales fue probada enlazando los Acs especificos
para el interferfn en perlas empacadas en columnas de cromatograffa; para
purificar el IFN bacteriano se coloca el extracto de las células en la co-=
lumna y sblo el IFN se enlazb a los Acs, los otros compomentes, incluyendo
las endotoxinds bacterianas se eliminaron de la columna, y luego se pasb a
través de la columa una solucibn &cida para eluir el IFN puro.

La posibilidad de grandes cantidades de IFN disponible, abrib las puer
tas para los estudios ¢linicos, ya que el IFN asf obtenido libra las princi
pales dificultades como son: el alto costo y escasa obtencifn; ademis, se -
abrfa la posibilidad de administrar dosis altas al ser lo suficientemente -~
puro. Después de las pruebas animales el producto bacteriano producido por
"Hoffmann La Roche 1Inc," fue aprobado para estudios en humanos en 1981, y
Jordan y Gutterman del Hosﬁital Anderson iniciaron los estudios clfnicos -
para establecer la seguridad,v toxicidad, y efectos del IFN A recombinante
en pacientes con céncer.

M4s de 500 pacientes han sido tratados con este IFN, y los més frecuen
tes efectos locales observados son similares a los que producia el IFN cr?u-
do, dolores musculares, fatiga, anorexia y leves trastornos gastrointestina
les; los pacientes i:arecen desarrol;lar tolerancia a estas molestias, pero -

la fatiga y anorexia se incrementan con la dosis y duracién del tratamiento.
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Hubo disminucién de la cuenta de células sangufneas pero fue regresiva en
pocos dias, y en pocos casos aparecid elevacién de las enzimas del higado
pero no ocasion$ trastornos en la funcién hephtica.

Muchos estudios han sido llevados a cabo para determinar la efectivi-
dad del IFN como antitwmoral, En un grupo de pacientes con chncer svsnza--
do se observd regresifén del tumor en casos de chncer de rinbn, melanoma ma
ligno, mieloma miltiple y otros.

El dato m&s reciente acerca de la aplicacién del IFN en estudios clf-
nicos se lleva a cabo en EUA y algunos paises europeos, donde a {a fecha
se aplica como finico tratamiento para el Sfndrome de Inmunodeficiencia —-
Adquirida (SIDA) que es en nuestros dfas un problema de salud que ha toma-
do magnitudes importantes. No gbstante los estudios afin se encuentran en fa
se experimental por lo que faltan datos mis concretos.

Debe esperarse un poco mas de tiempo para dar datos mis concretos y se
guros ya que falta aﬁn mucho por investigar. En el futuro, se pueden buscar
nuevos genes y armar nuevos plismidos para obtener otros IFNs, que en lo po ;

sible nos permitan optimizar sus efectos particulares.
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CAPITULO VI,
PERSPECTIVAS EN LOS FROKIMOS CINCO ANOS. INGENIERIA GENETICA,

A lo largo de los cajftulos anteriores nos hemos referido a los diferen
tes aspectos que conforman el sistema del interferén. Nos resta fmicamente -
mencionar las posibilidades de srogreso en esta cfn‘ea, que ha sido de gram in

terés vara un sinnfimero de investigadores a lo largo de casi treinta aflos.

Como se puede observar, los estudios acerca del IFN son muy vastos, y -
son muchos los investigadores y palses interesados en su produccién y empleo
para fines terapefiticos, por lo que los estudios son cada vez mis profundos
y complejos. A 12 fecha, se continfia trabajando con las técnicas de ingeniew
rfa genética, y se realizan pruebas para optimizar la produccién de IFN huma
no en bacterias y levaduras. Los estudios sobre la genética del IFN estén --
muy avanzados, ya que a la fecha no s@lo se sabe que el cromosoma que cone

_tiene los genes que codifican al IFN es el nfmero 5 en su brazo largo, y que
en el brazo pequefioc del cromosoma se localiza el regulador o modulador de la
produccién, sino que se tieﬁen ya delimitadas las franjas donde estén. los -
gene§ ¥ ya incluso se ha planteado un modelo sobre la regulacién genética .
del sistema del IFN.

.- Con esta informacién y los resultados, asi como los estudios que conti-
nfian efectuandose, es probable esperar que en un lapso de unos cuantos afios
se logre obtener IFN en cantidades costeables para su aplicaci@n a nivel m&s
comercial y no sblo de inv_esfigacién, como ocurre actualmente en la mayorfa
de los pafses, ya que son miy pocos los que cuentan con suficiente produccidy

para que sea aplicado en forma terapefitica y profiléctica a un nfimero eleva
do de pacientes. | '

' Otro punto muy importante que se encuentra t‘ambign en fase experimen--
tal y seguramente dard datos may importantes, es su aplicaciﬁn a los prodble
mas del clncer, en los que el IFN ha demostrado ser no solamente un inhibi-

dor del crecimiento celular, sino que parece ser un busn profiléctico y ayu
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dar a la regresién de los tumores‘ya declarados. Como ya hemos dicho, son ma
chas las enfermedades virales en las cuales el IFN ha sido probado; as{, en~
fermedades virales como la hepatitis, encefalomiocarditis, rubeola congéni-
ta y otras serfn posiblemente mis controladas con ayuda del IFN,

Como puede verse, son ruchas las posibilidades de aplicacién del IFN en
la clinica, por lo que es de augurarse que con los experimentos que tienen -
como finalidad la produccién éptima y los qﬁe se encaminan a sus usos‘y efec
tos, en wn futuro perimo se tengan mejores noticias acerca de &1, Cabe tam-
Ybién mencionar que los estudios respecto a las diferentes especies o tipos -
de IFN en una misma especie, son um tema que presenta muchas incégnitas

Finalmente, debemos esperar los datos e informaciones m&s sobresalien-
tes y actuales acerca del IFN en el prﬁximo Congreso sobre el IFN que se lle
var4 a cabo en La Habana ,Cuba, donde seguramente se expondrin los hallazgos
mis importantes en los principales pafses que trabajan al respecto, En este
Congreso se informard de todos los avances que ha ahbido desde la filtima reu
nifn de 1983, y es muy factible que en &L se de una respuesta a varias de —-
las incégnitas que tememos a la fecha, dado que cuando se realice (1986) ha-
brin pasado tres aflos y seguramente en ese tiempo han sido terminados muchos
de los trabajos qﬁe afn estabam en fase de experimentacién,

Como un comentario f£inal, debe decirse que el tema afin tendr& mucho que
darnos, ya que el IFN es unsistemd por demds interesante y complejo, y si ~-
pensamos en la amplia gama de posibilidades que nos ofrece, nos dajla razén
del porqu#, pese a haberse descubierto hace ya casi 30 afios, afin hay tantos
investigadores trabajando para complememtar.la informacién sobre el mismo, -
sin importarles las muchés veces que ilegan a la solucién de un problema pa-—
ra encontrar unc nuev§ . Asf pues, es deseable esperar que en los préximos
el IFN producird noticias para los cientificos y sobre todo para los enfer--
mos, para quienes representa en muchos casos la tnica solucibn a su enferme—

dad,
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