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INTRODUCCION

La lucha contra las enfermedades virales representó y repre
senta todavía una de las principales inquietudes de la medici
na.

El primer fenómenode inhibición entre dos virus no rela
cionados antigénicamente, fue observado ya en 1937 por Fin
daly y McCallum entre los virus de la fiebre amarilla y el
de la enfermedad del Rift Valley. Este hecho llamó 1a aten
ción de dos investigadores ingleses, Isaacs y Lindemannquie
nes observaron que no había posibilidad de que este fenómeno
se debiera a la formación de anticuerpos. En "957 estos au
tores lograron aislar del liquido alantoico de huevos em
brionados infectados con virus de Influenza atenuado, una
sustancia de origen celular capaz de tener acción viral in
terferente, propiedad que determinó su nominación de
INTERFERON.

Este hallazgo introdujo el problema de la lucha antivi
ral en el conjunto de las defensas naturales.

Desde su descubrimiento esta sustancia de tipo proteico
ha nucleado el interés dc muchísimos científicos. Esto ha

sido en primera instancia debido a las enormes esperanzas
cifradas en torno a su posible acción terapéutica y luego
a la puesta en evidencia de su relación con otros procesos
biológicos celulares fundamentales.

E1 Interferón también denominado "Sistema Interferón" por
la complejidad de eventos biológicos que involucra, es un
temprano mecanismo de defensa celular que el hombre compar
te con la mayor parte de los vertebrados incluyendo los
poiquilotermos.
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Este sistema de defensa natural contra los virus seria des
de el punto de vista evolutivo de aparición anterior a una
defensa inmunitaria humoral completa y jugaría un rol de im
portancia en el control de las enfermedades virales de los
vertebrados inferiores. H.K.0ie and P.C.Loh (1971), E.Falcoff
y B.Fauconnier (1965), A.B.Beasley y M.Sige1 (1967).

El sistema Interferón opera por intermedio de proteinas con
caracteristicas muyespeciales producidas por las células fren
te a una gran variedad de estímulos no solamente virales, he
cho que varia el concepto inicial que de él tenian sus descu
bridores.

Comola respuesta tipo Interferón a la infección viral se
demostró que estaba mediada por su ácido nucleico, fue el
propósito de la primera parte experimental de esta tesis es
tudiar si los ácidos nucleicos tisulares poseen el mismopo
der inductor de los virales. Se estudió en particular si un
ácido nucleico proveniente de un tejido tumoral tenia propie
dades inductoras diferentes al de un ácido nucleico de origen
tisular normal.

Siendo el sistema celular "in vitro" un método facilmente

reproducible y de precisa valoración de Interferón,se inves
tigó su inducción "in vitro” comparándolo con otros sistemas
"in vivo".

En la segunda parte experimental de la tesis se abordó el
estudio del "sistema Interferón" en el Hombre analizando:

l) La capacidad de las células humanas "in vitro" de produ
cir Interferón. 2) Las condiciones óptimas para su inducción.
3) Sus caracteristicas fisicoquimicas.

En base a todas estas pautas previas se ha llevado a cabo
un estudio comparativo de la respuesta Interferón en los
enfermos neoplásicos con respecto a los individuos normales.



5.- GENERALIDADES DBL SISTEMA INTERFERON

l°.— Producción de Interferón

Dadola variedad y complejidad-de los prooesos biológicos
involucrados dentro de la producción y acción de esta sustan
cia, se ha convenido en referirse a él como"Sistema Interfe
rón.

Dentro de este sistema Interferón podemosdistinguir clara
mente dos etapas principales, 1a producción de Interferón que
incluye tanto 1a inducción comola liberación del mismoy su
actividad sobre las células que comprende los mecanismos de
acción y los diferentes efectos biológicos que es capaz de
promover sobre ellos.

Podemoshoy afirmar que la capacidad de producir Interferón
es una propiedad inherente al genomacelular, y que es a su
vez especifico para cada especie.

Este temprano mecanismo de defensa celular, es inducido en
las células por una enorme cantidad y variedad de virus, de
microorganismos y sustancias químicas y se traduce en la pro
ducción de una proteína de bajo peso molecular que liberada al
medio o al torrente sanguíneo es capaz de penetrar en otras
células vecinas o lejanas al lugar de su producción e inducir
en ellas un mecanismode resistencia viral.

Vemosentonces que el Interferón no es por si mismoantivi
ra], sino que éste estimula un mecanismoque confiere a las
células propiedadesantivirales.

Es importante recalcar que estas propiedades antivirales no
son especificas para ningún virus. Si bien en forma teórica y
general podemosdecir que todas las células son susceptibles
de ser inducidas a producir Interferón, hay evidentemente co
moen todos los fenómenosbiológicos determinada elasticidad,
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vemosasi que hay s'stemas de inducción (inductor-Cepa o tipo
celular) más efectivos que otros.

lnÉufit2r25_
Son capaces de inducir 1a producción de Interferón los

virus, tanto sus cepas salvajes comolas atenuadas, los
inactivados ya sea por calor, rayos ultravioletas o produc
tos quimicos, y entre los organismos vivos los Protozoarios,
Bacterias, Bacteriófagos, Rickettsias y Micoplasmas. También
han demostrado ser inductores numerosas sustancias químicas,
ya sean de origen natural (extractos de antibióticos, produc
tos mitogénicos de plantas, constituyentes de tejidos anima
les) comopolímeros sintéticos. Entre ellos merecen especial
mención los ácidos ribonucleicos (ARN)de doble élice como el

Poli I:C ( A.K.Fie1d y col. 1967), el Cloruro de Tilorone que
es primer compuesto sintético de bajo peso molecular que ha
probado ser un inductor activo por via oral, y los polisacá
ridos polianiónicos.

En las tablas I y II se resumen todos los inductores no vi
rales de Interferón descubiertos hasta el presente.

Los virus poseen algunas ventajas comoagentes inductores:
a) son inductores potentes; b) poseen una variedad de áci
dos nucleicos ADNde una o dos cadenas o ARNcomprendidos en

una estructura compacta; c) se pueden obtener en grandes
cantidades, ya sea de animales, bacterias o plantas; d) sus
mutantes letales condicionales defectivos en una o más carac
teristicas permiten el dilucidamiento de las etapas involu
cradas en la inducción.

Los inductores virales utilizados con mayor frecuencia,
debido a que inducen grandes titulos de Interferón, son los
representantes de los dos grupos de Mixovirus que incluyen
virus patógenos respiratorios del hombrey de los animales,
y los Arbovirus. Tambiénhan mostrado ser inductores de

l
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Interferón representantes de otros grupos de virus animales
importantes, se repliquen estos o no en las células expuestas
a ellos. Vemosasi que, los Adenovirus (virus que contienen
un ADNde doble cadena) son inductores muy pobres especial
mente en células humanas, sin embargo inducen Interferón en
células de pollo. I.Beladi y col. (1970).

Algunaspreparaciones virales parcialmente inactivadas por
irradiación ultravioleta o calor puedeninducir mejor Inter
ferón que antes de la inactivación, otros virus sin embargo
pierden su capacidad inductora cuando se los inactiva.

Un ejemplo de esto es el de los virus de Influenza, New
castle, Parotiditis epidémica y Sendai, que aumentan su ca
pacidad inductora en algunas células huesped cuando se los
somete a irradiaciones suaves con luz UVo calentándolos a

baja temperatura.
El virus de Sendai (Parainfluenza tipo I) cuando se lo

somete a este tratamiento aumenta sin embargo su capacidad
inductora en célula de ratón y la pierde sobre cultivos de
leucocitos humanos, E. Falcoff (1966). Ciertos Arbovirus
irradiados comolos de la Encefalitis del Oeste también

pierden su capacidad inductora en células L (linea de ra
tón tumorigénica) pero no sobre células de embrión de
pollo, E. De Clerq (1965).

Bgspugsta_cglulír_ig Xilo¿
Las células provenientes del sistema reticuloendotelial

ya sean éstas circulantes o fijas, son las mejores produc
toras de Interferón. Sin embargola identificación del ti
po celular directamente responsable, es todavia un punto
de controversia. '

Trabajos de L.B.Epstein, M.J.Cline y T.C.Merigan, (1971)
señalarian a los linfocitos comolas células productoras,
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demostrando además la necesidad de la interacción con los

macrófagos para obtener una alta producción. Esto hablaria
de 1a posibilidad de la existencia de un fenómeno de memo
ria tipo inmunológicapara el Interferón.

En el animal intacto los mayores títulos de Interferón se
encuentran en el sitio tisular de mayorreplicación viral.

Los órganos que representan una importante fuente de In
terferón circulante son, el bazo, el higado, los pulmones
y el timo.

1n_v¿t:o_=

Una gran variedad de Células en cultivo son capaces de
producir Interferón pero esta capacidad varia enormemente
de cepa a cepa.

El grado de diferenciación celular importa a 1a capacidad
de ser inducibles de las células, de acuerdo al grado y tipo
de diferenciación celular habria diferencias en la represión
de los genes para Interferón. Fig. 1 y las células responde
rian solo en la forma en que la derepresión de los mismos
está permitido para ese tipo celular, S.E.Grossberg {1972).

M02321911296-12d2('sién_=

A pesar de que el Interferón es producido por las células
en respuesta a un gran número de agentes, los mecanismos de
reconocimiento de la célula para con el inductor y las eta
pas subsiguientes involucradas en la producción del mismo
son hasta hoy poco conocidas.

El lugar o e] mecanismo celular de reconocimiento del
inductor fueron y siguen siendo debatidos. Luego de haber
demostrado A. Isaacs (1963) que los ácidos nucleicos eran
los responsables de 1a inducción por medio de virus y que
era necesaria 1a penetración de ellos a la célula para que
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esto ocurriera, acaba de ser demostrado por A.K.Fie1d y col.

1072) que en el raso de la inducción con Poli I:C no es

imprescindible una penetración celular del ácido nucleico pa
ra lograr 1a inducción.

Recientemente A. Meayer y A.C.Burque, han sugerido que la
inducción de Interferón por virus de la enfermedad de New

castle no infectivo dependería de la actividad del virión
y de la RNApolimerasa llevada por él.

Para poder comprender las bases de la inducción de un virus

sobre células de una especie animal determinada, es necesario
tener una información muyprecisa de la interacción temprana
Virus-célula especialmente del efecto de los virus sobre el
metabolismo celular y de las artividades de las enzimas aso
riadas al virus.

Las experiencias realizadas con inhibidores metabólicos co
mo la S-fluordeoxiuridina y 1a aminopterina que bloquean la
sintesis de ADNdemuestran que ésto no es esencial para la
producción de Interferón. Sin embargo los agentes que produ
cen daño al ADNcelular como 1a irradiación con luz UVy la

mitomicina C inhiben su formación D.C. Burke, J.J.Skehel y
A.J.Hay (IQÓ‘).

Vemosademas qu los inhibidores de la sintesis proteica
comola actinomiCina D que inhibe directamente la transcrip
ción ADN-mARNbloquean la producción de Interferón, mientras
que otros inhibidores comola cicloheximida, 1a parafluorfeni
lalanina y la puromicina inhibidores Funcionales de la sinte
SIS proteica tambien inhiben o detienen su formación, A.K.Field
\ lol. (1972).

Fsto sugiere que para una producción continua de Interferón
las células inducidas requieren una sintesis de ARN-ADNdepen
diente y un funcionamiento activo de toda 1a maquinaria celular
destinada a la sintesis proteica. J.Vi1cek (1970).
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El hecho de que un bloqueo a nivel de transcripción gené

tica inhiba la producción de Interferón implica la síntesis
de un ARNmensajero especifico para Interferón . Esto ha si
do demostrado por J. De Maeyer-Greiguard, E.DeMaeyer y L.

Montagnier Ï1972l que inyectando un ARNextraído de células

Inducidas a producir Interferón de una especie (ratón) sobre
células de otra especie (mono) indujeron en esta última la
producción de Interferón cspecifico de la primera especie
ratón).
Se confirma así la existencia de un ARNespecífico para

lnterferón en cada espec1e v su posible traducción en un sis
tema heterólogo.

La posibilidad de detectar la expre51ón de un ARNmensaye

ru para una proteína específica constituye además una valio
sa contribución al estudio de la regulación de la expresión
genética en células eucarioticas.

Likesasién ds ¿"Lezfsrám

Fno de los eventos que caracteriza una inducción de Inter
fcrón es su rápida liberación al medio extracelular.

rn general se puede dete(tar lnterteron a partir de las 2
horas de haber puesto en <0nta<tu a las células con el 1ndU(
tur 5 1a libera<ion del mismo aumenta hasta alcanzar un pl(n
máximoa un (lempn que está dado por el sistema utilizado.
disminuyendo luego paulatinamente [str ciclo se completa
en la mayor parlw de los sistemas en :4 horas, luego de las
cuales se puede 'haner un nuevo ciclo de producción efec
tuando una reindurc1ón. La respuesta de los diferentes sis
temas a una reinducción es disimil por lo que no se puede

dar una pauta comun de Comportamiento.
Fs de mencionar aquí los estudios de A. Billiau, H.van den

Berghe y P. de Homer (19‘2I sobre 1a respuesta de los
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cultivos de fibroblastos humanos, frente a la inducción de
Interferón con Poli I:C. Demuestranestos autores que el
tiempo óptimo de contacto de las células con el inductor es
de 2 horas, el pico máximode liberación del Interferón lo
encuentran a las 6 horas de remover el inductor. A las 24

horas de la primera inyección reinducen, obteniendo un esta
do de hiperreactividad.

El lapso de tiempo entre una inducción y la siguiente no
puede ser menor de 20 a 24 horas puesto que, previo a este
tiempo, la célula es refractaria a una reestimulación.

SegúnJ.Vilcek, (1970) el estado refractario podria estar
causado por la síntesis de una proteína represora durante la
inducción que inhibiria 1a traducción del mARNpara Interferón,
este autor no descarta tampoco1a posibilidad de la existencia
de factores de control que afectarían etapas post-traduccionales

comopod+ían ser la conversión de una proteina precursora en
Interferón activo o la degradación del mismo.

En un estudio muyminucioso sobre refractariedad o estado
de hiporeactividad que se produce "in vivo" o "in vitro" de
bido a repetidas estimulaciones de Interferón E.C.Borden y
F.A.Murphy(1971) llegan a conclusiones similares.
a) La depresión de la producción de Interferón no estaria cau
sada por el inhibidor en si mismo, sino por otro factor o re
presor sintetizado de "novo" que aparece algunas horas más
tarde que éste y bloquea su sintesis.
b) La cinética del desarrollo del estado refractario es per
fectamente separable del de la Inducción de Interferón y se
ría una manifestación tardía de 1a respuesta.
c) El grado de refractariedad depende deÏla cantidad de In
terferón inducido.

M. Ho y M.K.Breinig (1965) y J.S.Youngner y J.V.Hallum (1969)

en base a estudios de Inducción con endotoxinas en las que
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obtienen una mu) rápida producción de Interferón que no es
Inhibida por inhibidores de la síntesis proteica, sino por
e] contrario algunas veces es aumentada, postulan que ha
bría un estado de Interferón preformado y otro en el que se
produciría una sintesis "de novo".
S.E.Grossberg y J J.Sedmak (datos no publicados), teniendo
en cuenta muchas de las observaciones de heterogeneidad de
peso molecular y diferencias de tiempo en la producción de
Interferón dependientes del Inductor han elaborado una hipó
tesis de regulac1ón de la producción de Interferón. Esta hi
pótesis cuyo modelo propone la existencia de 2 genes para la
codificación de los Interferones está explicada y representa
da esquemáticamente en la Fig.I.

Existen además factores o productos quimicos que son capa
(PS de incrementar la sintesis de Interferón en algunos sis
temas.

D.H.Carver y P.I.Marcus en 1967 encontraron que las células
de pollo envejecidas in vitro tenian 1a capacidad de aumen
tar la producción de Interferón, y N.Kato y H.Eggers (1969)
aislaron y caracterizaron de los sobrenadantes de cultivos
envejecidos de embrión de pollo no infectados un factor de
nominado "aged-media-factor” que, agregado a cultivos celu
lares jóvenes era capaz de aumentar su capacidad productora
de Interferón.

Hay también un grupo de sustancias polibásicas (albúmina
metilada, neomicina, streptomicina, sulfato de protamina y
el DEAEdextran) que tienen la propiedad de aumentar la
sintesis del Interferón inducido por ARNsintéticos de ca
dena simple o doble. A.Billiau y col.(l969) y F.Dianzani y
col. (1969).

El mecanismo de acción de estas sustancias seria su com

binación con los ácidos ribonucleicos en forma de proteger
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ios de la acción de la ribonucleasa lo que aumentaría de esta
forma su penetración de las células.
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FIGURA I: ESQUEMA HIPOTETICO PARA LA PRODUCCION Y LA

REGULACION DE LOS INTERFERONES.

Hay dos genes para Interferón, cada uno conIcistrón re
gulador que codifica para un represor. El inductor se uni
ría al represor Interferón y el operador Interferón pon
dria en funcionamiento la transcripción del gene estruc
tural para la posterior formación de la proteina Interfe
rón I en general de bajo peso molecular.

La inducción viral requiere tiempo y es inhibida por la
administración temprana de actinomicina D.
El gene II para Interferón no estaria regulado de la mis
ma manera y podria producir su mensaje continuamente pero
sin llegar a cxpresarlo plenamente debido a estar regulado
por un represor a nivel traduccional. Este gene II seria
el que se expresa en el caso de la Inducción con endoto
xinas en la que hay una rápida liberación de Interferón
de alto peso molecular.

El operador Interferón podria ejercer control sobre el
gene estructural II dependiendoesto del inductor utili
zado. La interacción de los dos genes permitiría la even
tual formación de cinco especies moleculares de Interferón
diferentes. Múltiples especies moleculares de Interferón
han sido observadas en muchos animales con un solo induc
tor.
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Microoranismos Toxoplasmagondii. Besnoitiajellisoni. BacteriasColiformes. Salmonella(grupo). Klebsiella(grupo). Borderellapertussis. Haemophiïusinfïuenzae. Listeriamonocytogenes. Brucellaabortus. Rickettsiaprowaznki. Rickettsiaburncti. Rickettsíatsutsugamushi. Bedsonia(agentesTRIC). Mycoplasmapneumoniae(PPLO). Francisellatularensis. Serratiaanarcescens. Coxiellaburneti. Plasmodiumberghei. Trypanosomacruzi.

TABLAI

lNTERFERON

ProductosMicrobianos Endotoxinas(lipopolisncaridosde BacteriasGramneg.). Strepto]isina—0-Strvptocovouspyogenes

Tuberculina. MananosdeCandidaalbicansyde Saccaromycescervvisiao. AntigenoFasiïdeC.burncti. ComplejoARanoljsacaridodeCunningha« mellablakesloena. Cicloheximida(Streptomycesgriseus). Kanamicina. Productosdelantas Fitohemaglutinina(Phaseolusvulgaris). MitógenodePhytolaccaamericana. ExtractosdeHonos Cortinellusshiitake("Donko").
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Productos CopolimerodelPiran. Acidoalgíníco. SulfatodePolivínjlo. Polisacárídosfosforilados FosfatodeDextran. 8-Mercaptoadenina. ProductosQuímicosSintéticos Bis-DEAEfluorene,o Tilorone. Copolimerospolicarboxilicos.

INDUCTORESNOVIRALESDEINTERFERON

Acidosnucleicosdeoriennatural ARNdoblecadena: Stato]on—Mícofagode Penicilliumstoloniferrum. Helenina:MicofagodoP. 8.0011nopermisivainfectadacono] fagoT2. Reovirus3 ColifagoMS2(FR). Virusde1apolihedrosiscito plasmática(CPV). Virusdelarrozenano. ARNdeunacadena: Levadura. ADN EspermadeSalmon. Sarcoma180tumor. TumorproducidoporMetilcolantreno.Tumorinducidoporelvirusdel SarcomadeRous(RSV).

TABLAII

funiculosum.

Acidosnucleícossintéticos ARNdeunacadena: Policítidiïico(Poli-rC). Poliinosinico(Poli-r1). ARNdeDoblecadena: Poliribocitidilico. Poliriboinisinico(PoliÏzC). Tiofosfatosanálogosde poliribonucleotidos. Homopoliribonucleotidos.
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2°.- METODOS DE ENSAYO PARA TITULACION DE INTERFERON

Teniendo en cuenta que el Interferón es rápidamente libe
berado de las células productoras, todos los métodos de en
sayo incluyen la recolección de los medios extracelulares
los que son sometidos a un bio-ensayo.

En general, la titulación del Interferón se basa en la
inhibición de la replicación de un virus o de componentes
virales en las células tratadas con Interferón, comparándolos
con los de las células no tratadas.

La elección de un ensayo con virus está determinada por la
sensibilidad al Interferón y la de un determinado animal de
experimentación o de un cultivo celular en base a la especi
ficidad de la especie huesped y a la sensibilidad al desarro
llo de un mecanismoantiviral.

Vemosasí que un ensayo tipo de Interferón estaria compues
to por los siguientes pasos:
1° Tratamiento del cultivo celular o del animal de laborato

rio elegido con distintas diluciones de Interferón.
2° Inoculación del virus revelador.

3° Titulación del virus revelador emergente por: a) Hemaglu
tinación, b) hemoadsorción, c) formación de placas, d)efec
to citopatogénico (que se puede evaluar en base a la capacidad
de las células sobrevivientes a la citolisis viral de captar
un colorante vital), e) infectividad, f) inhibición de la
síntesis del ARNviral, g) enfermedades inducidas en animales,
h) modificación del metabolismo celular, j) inhibición de la
producción de una proteina estructural de los Mixovirus como
la neuraminidasa. Los más utilizados son, el de reducción de
placas y el de reducción de efecto citopatogénico en cultivo
de tejidos.

El titulo de Interferón contenido en una muestra está dado
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comouna medida de la inhibición de la replicación viral en
el sistema de ensayo elegido y se expresa como la recíproca
de la dilución de] mismo que da "l unidad efecto".

Siendo una unidad efecto la que está contenida en la mayor
dilución de Interferón que reduCe a la mitad el título del
virus revelador.

En la elección del tipo de ensayo se tienen en cuenta fun
damentalmente el tipo de Interferón y el número de muestras
a valorar. Para tener un buen sistema para titular Interfe
rón es requisito indispensable la elección de un virus que

sea infectivo para las células a utilizar y al mismotiempo
sensible a la acción antiviral del Interferón. Entre los
virus másutilizados están el de la Estomatitis vesicular,
el virus de Sindbis y el de vacuna que son infectivos para
muchoscultivos celulares.

Los virus de Chikungunya, 0'nyong-nyong y Semliki Forest
se utilizan para el Interferón de pollo, mientras que para
el Interferón de ratón son muyutilizados los de Semliki
Forest y el de 1a Encefalitis equina del oeste.

Respecto de 1a elección del cultivo celular, éste debe
pertenecer a la mismaespecie de que proviene el Interferón
a titular y ser sensible a la acción de éste. Esto último
es importante dado que muchas lineas celulares continuas
derivadas de embriones muy jóvenes manifiestan una baja
sensibilidad al Interferón.

Los cultivos celulares más utilizados en ensayos de Inter
ferón son:

1° Cultivos primarios y secundarios de embriones que hayan
cumplidolas 3/4 partes del desarrollo fetal.
2° Células L de ratón cepa LCL l.

3° Fibroblastos humanosprimarios o diploides derivados
de fetos humanoscasi a término, de niños recién nacidos o
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de adultos.

4° Células AF/57 humanas diploides, derivadas de células de
liquido amniótico de un feto de 6 meses.

La sensibilidad de las células a la acción del Interferón

seria una función determinada geneticamente y la falta de
sensibilidad estaria relacionada a la actividad de un inhi
bidor o represor de 1a acción del Interferón. C.Chany y col.
(1971).

Existen importantes evidencias de que los mecanismos de
regulación celular están involucrados en la acción del
Interferón. M.A.Güggenheimy co]. (1969).

Ha sido demostrada la presencia de factores que afectan
el estado antiviral inducido por el Interferón en tejidos
embrionarios jóvenes, en células tumorales, en cultivos
infectados con virus, en las membranasdel corion y del
amnios, en el liquido alantoico de huevos infectados con la
cepa Herts 33 del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)

y en el suero fetal bovino, F.Fournier y col. (1969),C.Chany
(1971), C.Chany ( 067), Truden y col. (1967), B.Galliot y col.
(1973), K.Pancker y M.Boxaca,(1967).

Estos factores denominadosTAI (Tissue antagonist) y Esti
gglég no tienen acción directa sobre e] Interferón o sobre
los virus sino que su acción está mediada por células y ac
tuaria sobre la actividad de la proteina antiviral. La na
turaleza quimica de estos "bloqueadores" es compleja, los
trabajos de F. Fournier y cól. (1969) y de B.Ga11iot y col.
(1973) sugieren la posibilidad de que en el caso del Esti

mulonse trate de una'glicoproteina.
El significado biológico de esta sustancia plantea la hi

pótesis de que contribuya a la disminución del estado anti
viral en las células de replicación lenta restituyendo la
susceptibilidad a los virus, siendo también un elemento
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importante en el mantenimiento de las infecciones virales
latentes.

Cuando se comparan los sistemas "in vitro" e "in vivo" el
estado antiviral deberia persistir "in vivo" más de lo que
en realidad persiste. El bloqueador en questión contribuiría
a este hecho. Esto ayuda a explicar la refractariedad natural
o inducida de muchas células o tejidos a la acción del In
terferón.

Esta hipótesis proviene del hecho que la mayoría de las
células en los diferentes tejidos no se dividen activamente,
el estado antiviral persiste hasta la división celular y la
primera generación luego de la replicación celular está par
cialmente protegida contra los virus.
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Los Interferones producidos en las distintas especies ani
males y por las diferentes cepas o lineas celulares compar
ten algunas caracteristicas biológicas y fisicoquimicas que
las separan y diferencian ampliamente de otros conocidos
inhibidores de virus.

Para evitar la identificación equivocada de una inhibición
viral o de un evento biológico comomediado por Interferón es
indispensable comparar las prOpiedades del inhibidor en estu
dio con aquellas que son particulares y distintivas de un
Interferón.

Unacaracterización suficiente de Interferón debe incluir:
a) Comprobaciónde su origen celular no viral; b) inactiva
ción del mismopor acción de enzimas proteoliticas tales co
mola tripsina; c) especificidad de especie huesped para su
acción; d) actividad antiviral mediadapor células; e) fal
ta de especificidad viral respecto de su acción antiviral;
f) pr0piedades fisicoquimicas especificas.

a) Qriaeasealandzhlüesfsr‘ó;
La demostración del origen celular del Interferón incluye

la utilización de metodologías que permitan eliminar la posi
bilidad de que el inhibidor sea una partícula viral interfe
rente, para ello se utiliza la ultracentrifugación a 100.000g
durante 4 horas en presencia de 0,06% de gelatina lo que per
mite sedimentar las particulas virales interferentes.

Otro métodoutilizado es el de incubar el inhibidor viral
con anticuerpos (suero hiperinmune) contra el virus inductor.

En amboscasos el titulo de Interferón del sobrenadante

debe permanecer constante.
La interrupción de la sintesis del ARNcelular con actino
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-micina D inhibe la producción de Interferón en un 80%de

las células inducidas. En forma similar la interrupción de
la sintesis funcional de proteinas celulares con ciclohexi
mida p-fluorfenilalanina o con puromicina inhibe también en
un 80%la producción de Interferón.

b)_A9¿ixiQaQanzixizal mesiada 202:séiulas

El Interferón no inactiva los virus directamente uniéndo
se a ellos comolo hacen otros inhibidores virales. No es

antiviral por si mismosino que al penetrar en las células
sensibles a él, desarrolla en ellas un mecanismode acción
antiviral.

Para el desarrollo de este mecanismoes necesario que las
células se encuentren en un estado de sintesis continua de

ARNy de proteinas celulares.
Todoslos inhibidores a nivel de transcripción o de tra

ducción genética imposibilitan que en las células tratadas
con Interferón se ponga en marcha el mecanismo que Las con

duce a1 estado de resistencia viral. Es por lo tanto sufi
ciente la incorporación al medio de los inhibidores de sin
tesis proteica conjuntamente con el Interferón Á probar para
que en las células no se desarrollen los mecanismosde acti
vidad antiviral.

c) Efscicuds enzimas Brgtsolíkisaá

La comprobaciónde la naturaleza proteica del Interferón
es una propiedad muy importante del mismo. El procedimiento
usual para esta verificación es 1a incubación del inhibidor
con una concentración de 100 ug/ml. de tripsina recristali
zada. La digestión con tripsina inhibe el 80%de 1a activi
dad del Interferón. La inhibición con otras enzimas proteo
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d)_Espscificidad_ds 282692 Bussnes

Esta caracterización consiste en compararel título anti
viral del inhibidor sobre células homólogascon el título
del mismosobre células heterólogas. Resulta asi por ejem
plo, que el Interferón producido en la especie pollo solo
será activo sobre células de pollo.

Existen sin embargo algunas excepciones a esta regla que
es necesario mencionar y que indicarian que el concepto
presente de especificidad de especie de la acción del In
terferón debe ser revisada o quizás modificadal

Se ha encontrado reactividad cruzada entre las células

humanas y las de mono con Interferones heterólogos R.A.
Bucknal (1967). Tambiénentre distintas especies de aves
dentro de un determinado orden hay una considerable reac
tividad cruzada, por lo que quizás sefideba hablar de es
pecificidad de familia u orden, J.M. Moehring y W.R.Stine—
gring (1970).

Sin embargo hay que tener en cuenta que en general el
Interferón es más activo sobre células de la mismaespecie
que lo produjo.

Unaclara excepción a esta regla es la reactividad cru
zada que observaron J. Desmyter, W.Rawls y J.L.Melnick en
1968 entre los Interferones humanosy de conejo.

Estos investigadores observaron que el Interferón humano
producid‘ por fibroblastos humanosdiploides (FS) era 20 ve

ces más Jetivo sobre células de riñón de conejo que sobre cé
lulas humanas.

R.E.Levy; R.R.Golgher y K.Paucker,(l970) confirmaron y ampli
ficaron este descubrimiento para los Interferones humanospre
parados en células diploides y heteroploides de varios origenes,



28

todos los cuales conferian resistencia antiviral a las célu
las de conejo por lo menos-en el mismo grado que a las célu
las humanas.

Un efecto similar aunque de menor grado se observó con In
terferones de leucocitos humanossobre células L de ratón.

Este hecho nos hablaría de una posible similaridad estruc
tural entre los Interferones humanos, de conejo y de ratón,
aunque el efecto inverso sin embargo no se observa pues los
Interferones de conejo y de ratón no protegen las células
humanas.

Los tests de neutralización cruzada con suero-anti-Inter
ferón revelan que tanto el suero anti-Interferón conejo, co
co el anti-Interferón células L inhiben el efecto protector
del Interferón humano.

En forma similar pero en menor intensidad el suero anti
Interferón humanoinhibe las acciones de los Interferones

de conejo y de células L, aunque estas últimas no son pro
tectoras sobre células humanas.

La presencia de antígenos determinantes comunesentre
huespedes que están muy separados desde el punto de vista
texonómico es consistente con la observación de reacciones
cruzadas entre las células de conejo y las humanas.T.N.
Harris (1958).

En vista de estos descubrimientos no se aplica en el pre
sente un muyestricto criterio respecto de 1a caracteriza
ción de Interferones en lo que se refiere a su especificidad
de eSpecie.

e)_Fglta_dgEspegifiigigagliga; ge_l¿ ¿cgián_a2tivirgl¿

Unade las propiedades relativamente específica de la re
sistencia tipo Interferón, es su amplio espectro de activi
dad antiviral. Esto se demuestra en forma sencilla haciendo
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ensayos de un Interferón dado en el que se utilizan varios
virus no emparentados como reveladores.

Teniendo en cuenta las limitaciones tales como, que no to
dos los virus se replican en todos los sistemas celulares,
vemosque un determinado Interferón es activo para cualquier
virus.

Existen sin embargo algunas excepciones a esa regla, en las
que no hay acción antiviral de Interferón, comoson la del
virus de la Polio, replicado sobre células de Primates, la
del virus de Newcastle, replicado sobre células de pollo y
la de ciertas cepas de Herpes simplex, replicado sobre cé
lulas de roedores.

f)_ProBigdgdgs_fisicg guimic¿s_

La actividad biológica de los Interferones está mediada
por proteinas que compartenalgunas caracteristicas fisico
químicas muyparticulares.

Entre ellas está su estabilidad dentro de un rango muy
amplio de pH- (pH2 a pH9); su estabilidad al calentamiento
durante 1 hora a 56° ; su estabilidad a consecutivas con
gelaciones y descongelaciones 5 su propiedad de no ser dia
lizable; y la de no sedimentar a 100.000 g durante 2 horas.
Algunos Interferones pueden ser más lábiles que otros a es
tas propiedades.

Aunquehasta el presente no ha sido posible purificar com
pletamente ningún Interferón, se han podido determinar algu
nas pautas fisico químicas de los mismos, comoel espectro
de pesos moleculares que van desde 20.000 a 160.000 entre los
cuales están comprendidosvarios tipos de Interferones.

Los minuciosos trabajos de W.A.Carter (1970) aportan una
valiosa información al. respecto. En estudios realizados
sobre Interferón de ratón e Interferón humanoutilizando



30
técnicas de purificación por precipitación diferencia1,cen
trifugación, cromatografía en gel y "isoelectric focusing"
este autor determinó que las moléculas de ambos Interfero

nes estaban compuestas por el agregado de 2 subunidades
proteicas idénticas desde el punto de vista químico y de
su actividad biológica.
El Interferón de ratón tiene asi un peso molecular de

aproximadamente 28.000 daltons y contiene 2 subunidades
de 19.000 daltons.

El Interferón humanotiene un peso molecular de 24.000
y contiene 2 subunidades de 12.000 cada una.

En cuanto a los componentesisoelectricos de los distin
tos Interferones, muchosinvestigadores establecieron que
éstos eran muyheterogéneos. Este hecho llevó a D.Stancek,
M.Gressnerova y K.Paucker (1970) y K.H.Fantes (1970) a una

reinvestigación de las cargas moleculares de los Interfeco
nes de ratón, de conejos y humanos. Dado que otras propie
dades amén de la carga eléctrica pueden determinar el com
portamiento de las proteinas en las resinas de intercambio
ionico y la unión o endoosmosis pueden introducir artifi
cios sobre la migración electroforética, la resolución de
estas técnicas para la determinación de los puntos iso
eléctricos resulta cuestionable.

Teniendo en cuenta que las proteinas pueden aparecer
homogéneassobre 1a base de criterios inmunológicos, elec
troforéticos o por virtud de su cristalización, estos au
tores utilizando la separación por "iselectrofocusing"
técnica de W.A.Susor y col. (1969) de los distintos compo
nentes isoelectricos en un gradiente de pH en anfolito que
permite una amplia resolución de las preparaciones proteicas
determinaron que:
1°. Los Interferones de ratón inducidos por NDVo por poli
I:C son heterogéneos respecto de su composición isoelectri
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-ca, siendo predominantemente alcalino con los picos de ma
yor actividad biológica entre los pH 6 y pH 9.

2: Los Interferones humanos inducidos por NDVo por poli I:C
sobre distintos tipos celulares son también heterogéneos res
pecto de su punto isoeléctrico, manteniéndose todos los picos
de actividad entre pH3 y pH7. Aunque ambos Interferones son

de naturaleza predominantemente acidica en el inducido por
NDVse encuentran los picos de actividades más dispersos.
¿i El Interferón preparado con células de riñón de conejo
tiene componentesisoeléctricos activos dispersos en un am
plio rango de los gradientes pero predominantemente entre
pH 5,5 y pH 7 con un pico máximo de pHó.

A: El Interferón inducido por virus en líquido alantoico
de embrión de pollo, K.H,Fantes (1969) tiene también compo
nentes isoeléctricos heterogéneos, encontrándose los picos
activos diSpersos en un rango desde pH 6,6 a pH 7,1.

E1 hecho de que diferentes inductores sobre un mismo tipo
celular induzcan Interferones con perfiles isoeléctricos
diferentes sugiere que los distintos inductores pueden,en
determinados sistemas, activar o promover la síntesis de
proteinas oInterferones disímiles dentro de 1a mismacélula.

El carácter heterogéneo de los Interferones con respecto
a su carga isoeléctrica, no permite sin embargo ninguna es
peculación con respecto a si la actividad biológica va uni
da a las distintas moléculas de diferentes cargas, o si en
realidad nos encontranos realmente frente a varios}Interfe—
rones diferentes.

No hay que descartar tampoco que la heterogeneidad pue
de también, en alguna medida, ser el resultado de la de
gradación o modificación de las proteinas durante el aisla
miento.

Sin embargo es sumamente probable que muchas de las múl



tiples formas moleculares estén presentes dentro de la)
célula.
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5.- MECANISMOS DE ACCION

La expresión de la actividad o el estado de resistencia
antiviral inducido en las células por Interferón está
constituido inicialmente por un proceso que comprende 2
fases: inducción del estado antiviral y penetración.
La primera de ellas, la inducción del estado antiviral es
independiente de la concentración de Interferón ex terna e
implicaría un mecanismo de reconocimiento a nivel de membra
na celular.

La fase de penetración es por el contrario dependiente de
la concentración de Interferón externa e involucra un meca
nismo de transporte activo.

Se puede modificar la expresión de actividad del Interfe
rón, afectando cualquiera de estas dos fases del proceso.

Esto fue comprobado por R.B.Stewart y E.T.Sheaff (1972)
con una serie de experiencias que comprendian el bloqueo del
sistema o aparato de penetración con Interferón inactivaco
con tripsina que compite con el Interferón por el sitio ac
tivo y reducción de la penetración de un sistema inducido
en presencia de paraclorobenzoato de mercurio (p-CMB)que
se une a los grupos sulfidrilo del Interferón y reduce el
transporte activo del mismo.

E1 hecho de que la penetración de Interferón sea un compo
nente inicial importante para el posterior desarrollo de su
actividad, explicaría los diferentes niveles de estado anti
viral que pueden llegar a alcanzar las células según su es
pecie, tipo celular, grado de diferenciación o de transfor
mación.

Unavez finalizado el proceso de penetración celular el
Interferón acciona el desarrollo de un complejo mecanismode
defensa celular.
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Las experiencias de S.Yamazaki y R.Wagner (1970), P.I.Mar

cus y col.(1971) y de H.S.Bialy y Colby(1972), diseñadas pa
ra estudiar la resistencia celular inducida por tratamiento
con Interferón en las siguientes etapas; detención de sinte
sis proteica celular, replicación del ácido nucleico viral,
citopatogeneidad y sintesis proteica viral- revelan, que en

las células tratadas con Interferón previo a la infección coñ\\
virus se inhibe la sintesis del ARNo del ARNmensajero tempra;\\\
no del virus inducido por la Polimerasa del virión, y la sín
tesis proteica viral, pero no se puede prevenir la detención
de la sintesis proteica celular.

Esto supone que el sistema Interferón puede no consistir en
una sola especie molecular con un sólo modode accionar sino

que este sistema puede involucrar reacciones que inhiban in
dependientementela traducción viral, la transcripción del
ARNviral o el proceso de transcripción y traducción virales
asociados.

El mecanismopor el cual se produce la inhibición de la
producción de las proteinas virales, ha sido objeto de múl
tiples hipótesis, basadas sobre estudios con inhibidores de
sintesis proteicas en sistemas inducidos, y sobre experien
cias realizadas en sistemas inducidos libres de células en
los cuales es posible medir 1a formación de proteinas mar
cadas heterólogas en presencia de su ARNmensajero especifi
co, F.Dianzani y col. (1969), I.Kerr (1070) y E.Falcoff y R.
Falcoff (1972).

Los trabajos con inhibidores de la sintesis proteica demues
tran que, para que el mecanismode resistencia viral se de
sarrolle en un sistema celular, luego de su tratamiento con
Interferón, es requisito indispensable la sintesis de ARN
mensajero y de proteinas. Este hecho llevó a P.I.Marcus-y
a J M.Salb (1966) a postular un mecanismo de acción basado
en la síntesis de una proteina inhibidora de la traducción
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El poder demostrar el bloqueo de la síntesis de proteinas

virales en forma diferencial respecto de las celulares en
los sistemas tratados con Interferón fue una tarea ardua
que recién obtuvo resultados concluyentes en los recientes
trabajos de E.Falcoff y R.Falcoff (1072). Demuestranestos
estudios, en un sistema libre de células, que el tratamien
to con Interferón bloquea completamente no sólo 1a sintesis
de proteínas virales, sino también la sintesis de cualquier
proteina foránea al sistema.

Esto cuestiona y replantea todo el sentido del modode
accionar del sistema Interferón, señalándolo comoun meca
nismo regulador de la sintesis proteica en células de ma
míferos.

En la figura II se muestra un esquema en el que están con
siderados los mecanismosde producción y acción del Interfe
rón teniendo en cuenta todas las evidencias experimentales
estudiadas hasta el presente.
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FIGURA II: ESQUEMA DE LOS CONCEPTOS SOBRA LA PRODUCCION (I)

Y ACCION (II) DEL INTERFERON

;)Se utiliza como ejemplo de inductor, un virus ARNde una
sola cadena. Se cupone que la actividad inductora está de
sarrollada por su forma replicativa doble cadena.

Las etapas de la replicación viral se muestran para indi
car que los productos celulares pueden ser tanto nuevos vi
riones comoInterferón. El inductor de Interferón se une a1

represor del gene para Interferón localizado en el DANdel
huesped. Esta unión permite la derepresión del genomadel
huesped para la producción de ARNmeSpecífico el cual es

inducido por 1a maquinaria ribosómica celular. Los Interfe
rones se liberan rapidamente de las células para conferir
protección a las células vecinas pero pueden también inducir
resistencia antiviral en la mismacélula.

ll) Los Interferones puedenactuar en la superficie celular
o penetrar a las células para unirse al represor del cistron
del huesped que codifica para la proteina antiviral.

Luegode la derepresión se produce la proteina antiviral
por intermedio de la maquinaria celular normal.

Esta proteína inhibe la replicación viral a nivel ribosó
mico. Se inhibe de esta manera la producción de enzimas vira
les tempranas, los ácidos nucleicos virales, y las proteinas
estructurales, lo que resulta en una reducción del título viral.
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5.- APLICACION DE INTERFERON A LA PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

DE LAS ENFERMEDADES VIRALES.

El concepto de utilización de la interferencia viral en
la profilaxis y el tratamiento de las enfermedadesvirales
proviene de observaciones clinicas y experimentales.

Los diseños experimentales en los estudios de interferen
cia viral con Interferón han sido de dos tipos:
1) La administración de Interferón exógenao.
2) La inoculación de un agente o producto inductor de Inter
ferón.

l) Las experiencias en que se ha utilizado Interferón exó
geno para prevenir una infección viral han estado frecuen
temente limitadas por el factor de dosis dado que en muchos
casos es dificil producir fuera del huesped títulos de In
terferón suficientes para inhibir la replicación viral en
los sitios de infección críticos.

Hay sin embargo algunos autores que han efectuado con
éxito experiencias de este tipo. En 1962 B.R.Jones, J.E.
K.Galbraith y M.K.A1hussaini trataron queratitis humana
causadas por el virus de vacuna con aplicación de Inter
ferón producido en cultivos de células de riñón de mono
obteniendo muybuenos resultados. En 1966 E.Fa1coff y col.
trataron enfermos de leucemia mieloide con Interferón inocu
lado en forma endovenosa de los cuales 7 eran leucemias lin

fáticas, 3 eran citomegalias y l tenía Herpes generalizado.
En ningún caso se observaron efectos secundarios y el

tratamiento con Interferón se consideró efectivo.
En lugar de inyectar el virus o el inductor para estimu

lar la formación de Interferón también es posible la
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administración en forma local mediante inhalaciones o
aplicaciones tópicas.

Este método ha dado excelentes resultados en la preven
ción de enfermedadesvirales de tracto respiratorio supe
rior comolas que produce el virus de Influenza y en las
infecciones oculares con virus de Herpes simplex o vacunaÏ
V.D.Soloviev (1968) y T.Kishida y col. (1970) inoculando
Interferón en forma de aerosol en la cavidad nasal y en
la mucosa nasofaringea respectivamente, en un número

significativo de voluntarios infectados luego de 48 a 72
horas con virus de Influenza obtuvieron protección efecti
va contra esta enfermedad.

Con respecto a 1a administración de Interferón exógeno
T.Kishida y col. demostraron recientemente que éste puede
ser efectivo también a través de la barrera placentaria
confiriendo protección al feto y al neonato contra una
infección viral.

La posibilidad de administrar Interferón durante la
preñez que se transmita en forma vertical al feto o al re
cién nacido podria resultar de enorme aplicación humanaen
casos de virus comoel de la rubeola, previniendo efectos
teratógenos del feto por acción viral.

2)_12d22°¿622e_12t2ríezóa

a)_C2n_v¿rgÉ.—Los trabajos en que se utilizó el segundo
tipo de diseño experimental inoculando un agente inductor
en el huesped, han sido los que han aportado sin embargo
resultados más positivos y los que han abierto un camino
de real posibilidad terapéutica.

Esto es quizá sólo debido a1 simple hecho de que se induce
más Interferón en el hueSped del que se puede aplicar a éste
en forma pasiva. Las primeras experiencias demostrativas de
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ésto en el hombre fueron las de E.F.Wheelock y W.A.Sibley
(1964) y J.K.Petralli y col. (1965) quienes detectaron la
presencia de Interferón en la sangre de chicos que habian
sido inoculados con vacuna del Sarampión subcutáneamente
y observaron que en estos niños la vacunación antivarió

lica con virus de vacuna no era factible pues su piel esta
ba protegida contra la infección viral.

b)_C2n_oErgs_i2dEctoreg.-Los inductores no virales comoel
poli I:C inducen grandes titulos de Interferón ya sea su
administración en forma inyectable o externa, y su acción
terapéutica es efectiva en animales, K.Munky T.H.Frick
(1972) y A.K.Fie1d y col. (1967).

Sin embargo su administración para uso humano se ve impe
dida por los efectos tóxicos colaterales que acarrea. Estos
efectos tóxicos han sido también demostrados"in vitro" por
W.E.Steewart y co1. (1972).

Estos autores comprobaronque la presencia de Interferón
sensibiliza las células haciéndolas más sensibles a los
posibles efectos tóxicos de otras sustancias e incluso de
sus propios metabolitos. Por lo tanto la utilización en el
hombrede un buen inductor de Interferón acarrearia aparte
de la posible toxicidad propia de la droga, la sensibiliza
ción de las células a sufrir esa toxicidad con exacerbación

debido a una gran producción de Interferón. No se puede tam
poco dejar de lado que el paciente puede estar sufriendo
una infección viral subclinica y por lo tanto posea Inter
ferón circulante que lo sensibiliza a los efectos tóxicos
del poli I:C.

Otro de los problemas que trae la utilización de inducto
res de Interferón es el mantenimiento de niveles efectivos
del mismo en la circulación debido al ya mencionado fenómeno
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de hiporeactividad o refractariedad.
El descubrimiento reciente de L.B.Epstein y col. (1972) de

que los linfocitos sensibilizados a un determinado antígeno
(virus inactivado) incrementen su reSpuesta de producción de
Interferón cuando son puestos nuevamente en contacto mediante
una reinmunización con el mismoantigeno,(virus vivo) nos in

4
dica que el Interferón tendría una función importante como
mediador de la inmunidad celular. Este hecho supondría un
rol preponderante en la resistencia o en la recuperación
posterior a una infección.
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É.- ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL INTERFERON

La inhibición por parte del Interferón de la replicación
de los eventos desencadenados por virus no sólo infecciosos,
sino también de aquellos de demostrado poder oncogénico,
centró de pronto la atención de los investigadores sobre
la importancia de esta proteina en el campode la oncología.i

Interferón inhibe la replicación completa de los virus
oncogénicos ADN,que comprenden los virus del Polioma, del

SV40, y los adenovirus, de los virus oncogénicos ARN,que

incluyen los del Sarcoma de Rous y de Moloney, los de la

Leucemia de Friend y de 1a Leucemia de Raucher.

La transformación celular in vitro inducida por estos ví
rus, en muchossistemas también es inhibida por el Interferón.

En células murinas 3T3 infectadas con virus SV40, M.N.Oxman

y col. (1967) observaron que el pretratamiento con Interfe
rón disminuía y retardaba la producción de antígeno T. La
síntesis de antígeno T representa una función viral tempra
na que resulta de la traducción del ARNmensajero viral
producido bajo el control del ADNviral integrado al genoma

¡celular.
I En el caso de que las células hayan sido transformadas

por el virus SV4Opreviamente al tratamiento con Interferón,
la inhibición de la formación del antígeno T no se produce.
Para explicar este hecho M.N.0xmany col. proponen la hipó
tesis de que el ARNmensajero transcripto a partir de un
ADNde SV4Oya integrado al genoma celular, no es más reco
nocido como extraño.

En células de monoinfectadas también con este virus, se

produce no sólo la inhibición de la formación del antígeno T,
sino además la del ARNviral temprano, M.N.Oxmany col.(1967).
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La estimulación de la sintesis del ADNcelular que induce
el virus SV40no es inhibida de manera alguna por el Interfe
rón.

Las experiencias con un virus hibrido, de Adenovirus 7 y
SV40muestran que la transformación y la formación de anti
geno T producida por el Adenovirus 7 es menos sensible al

Interferón que la producida por SV40.
Existe la posibilidad de que la sensibilidad viral al

Interferón involucre el reconocimiento del ARNmensajero
viral.

Los resultados inhibitorios de la replicación de virus
oncogénicos y de su efecto transformante obtenidos "in vitro"
por el Interferón, no son directamente extrapolables "in
vivo" donde evidentemente hay un número considerable de fac
tores que pueden intervenir en la replicación de un virus y
que son diferentes de los que actúan sobre el desarrollo de
un proceso tumoral.

Esta posible dicotomía en lo que representa la replicación
de un virus oncogénico y su efecto de transformación celular
fue sugerida por P.E.Came y D.H.Moore (1971) en un trabajo
sobre el efecto inhibitorio del Interferón y su potente in
ductor el ácido Poli I:C sobre el desarrollo del carcinoma
mamario del ratón.

Estos autores observan que en la cepa de ratones R III que
tiene una incidencia del 90%de carcinoma mamario (debido a

la presencia del virus MTVconjuntamente a otros factores)
cuando es tratada con Interferón exógeno o con Poli I:C no
desarrolla tumores o el desarrollo de los mismos se encuen
tra frenado y disminuido. La acción del Interferón no inhibe
sin embargo la concomitante presencia del MTVen la leche de
estos ratones.

Esto sugiere que el Interferón puede actuar directamente
sobre las células transformadas sin afectar el mecanismode
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replicación viral. _

Tambiénla administración de Interferón o sus inductores

ha demostrado tener una acción antineoplásica efectiva en el
caso de los virus de la leucemia de Friend y de Raucher,
convirtiendo estas leucemias en infecciones virales persis
tentes y aumentandoSignificativamente la sobrevida. E.F.
Wheelock (1968-1970).

El crecimiento de varios tumores sólidos que hoy se cono
ce contienen virus infectivo o en los cuales hay una contí
nua replicación viral es inhibido por el ácido Poli I:C.
Estos tumores incluyen el Reticulosarcoma, el Linfoma lin
fático, los producidos por el virus del Sarcoma de Moloney,
y por el tumor inducido por el Adenovirus humanotipo 12,
H.B.Levy (1970). Cuando el crecimiento de estos tumores ya
ha alcanzado un determinado grado el tratamiento con Poli
I:C es capaz de producir una regresión y una disminución
en el tamaño de los mismos.

T.Kishida y col. (1971) demostraron que el Interferón o sus
inductores son también capaces de inhibir completamente el
desarrollo de un tumor producido por un carcinógeno quimi
co o por el transplante de células malignas transformadas
por un corticosteroide.

Esto ubica la acción del Interferón definitoriamente co
moanti tumoral independientemente del agente etiológico que
ha producido el tumor.

Su acción se podría explicar en base a los trabajos de I.
Gresser y col. (1970), S.H.S.Lee y col. (1971) y T.Kishida
y col. (1971), quienes establecieron "in vitro" el efecto
del Interferón a nivel celular.

Estos autores demuestranla acción inhibitoria selectiva
del Interferón sobre la replicación de las células tumorales
y heteroploides respecto a las normales o diploides.
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Estos resultados se encuentran todavia en una fase de

discusión sin embargoserihn explicables a nivel molecular
si se tiene en cuenta la posibilidad de que el Intgrferón
desencadene en las células un mecanismo de regulación de 1a
sintesis de proteinas anómalas.
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ENCULTIVOSCELULARES

"INVIVO"

VIRUSSV40——-—FORMACIONDEANTIGENOT ADENOVIRUS-——-FORMACIONDEANTIGENOT VIRUSDELSARCOMADEROUS VIRUSDELSARCOMADEMOLONEY VIRUSDELALEUCEMIADEFRIEND VIRUSDELALEUCEMIADERAUCHER CELULASDELALEUCEMIAL1210 CELULASHeLa CELULASJTC-13-DEUNTUMORMURINO INDUCIDOCONCORTICOESTEROIDES.

VIRUSDELALEUCEMIADEFRIEND VIRUSDELALEUCEMIADERAUCHER RC19:TUMORTRANSPLANTABLEINDUCIDOPOR ELVIRUSDERAUCHER EL4:TUMORTRANSPLANTABLEINDUCIDOPOR EL9:10DIMETIL-1:2BENZANTRACENO CARCINOMADEMAMAESPONTANEOEN RATONESRIII TUMORINDUCIDOPOREL20-METILCOLANTRENO TUMORINDUCIDOPORCELULASL-mEN RATONESC3H
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CELULAR

INDUCTORSOBRECULTIVOSCELULARES

"INVIVO"

STATOLONVIRUSDELALEUCEMIADEFRIEND

VIRUSDELALEUCEMIADERAUCHER

VIRUSDELALEUCEMIADEFRIEND RHT-l-CELULASDEHAMSTERTRANSFOR MADASPORELVIRUSDERAUCHER.

PIRAN

VIRUSDELALEUCEMIADERAUCHER VIRUSDELSARCOMADEMOLONEY-MSV-PV. VIRUSDELALEUCEMIADEFRIEND

VIRUSSENDAI(PARAIN FLUENZATIPOI)

VIRUSDELALEUCEMIADEFRIEND

VIRUSDELAENFERMEDADVIRUSDELSARCOMADEMOLONEY DENEWCASTLE

RC-19-TUMORTRANSPLANTABLEINDUCIDO
PORELVIRUSDERAUCHER.

RHT-l-CELULASDEHAMSTERTRANSFOR MADASPORELVIRUSDERAUCHER. EACZH-TUMORASCITICODEEHRLICH.
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ACCIONINHIBITORIADELOSINDUCTORESDEINTERFERONSOBREVIRUSONCOGENICOSYLATRANSFORMACION

CELULAR

INDUCTORSOBRECULTIVOSCELULARES"INVIVO"

1']

POLI—rIVIRUSDELALEUCEMIADEVIRUSDELPOLIOMA

FRIEND.VIRUSDELSARCOMADEMOLONEY(MSV).

POLI_rcVIRUSDELSARCOMADEVIRUSDBLSARCOMADEMOLONEY(MSV-PV).

LEUCEMIADERAUCHER. LEUCEMIA1210.

MULONEY.

LEUCEMIADEFRIEND. MT-l-TUMORINDUCIDOPORADENOVIRUS12. CARCINOMADEMAMAESPONTANEOENRATONESRIII. RETICULOSARCOMA.
LINFOMALINFATICO.

FIBROSARCOMA. RC-19-TUMORTRANSPLANTABLEINDUCIDOPORELVIRUS DERAUCHER. RHT-l-CELULASDEHAMSTERTRANSFORMADASBOREL VIRUSDERAUCHER. EACzHrTUMORASCITICODEEHRLICH.
MELANOMAMURINO.
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B) ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA INDUCCION DE INTERFEBQN POR

ACIDOS NUCLEICOS EXTRAIDOS DE TEJIDOS NORMALES Y TUMORALES.

Se han analizado en la parte general todos los inductores
virales y no virales que pueden inducir Interferón en los
diferentes sistemas biológicos.

Son escasos sin embargo los estudios sobre la inducción de
Interferón por ácidos nucleicos provenientes de tejidos nor
males y tumorales.
K.E.Jensen y col. (1966) obtuvieron inducción de Interferón
con DNAde esperma de arenque en embriones de pollo y también

por instilación en ratones. H.Strander y K.Cantell (1966)
obtienen Interferón con el mismo tipo de DNAen cultivo de
linfocitos humanos.

Durante estos últimos años se han realizado en nuestros

laboratorios del Departamentode Investigaciones del Insti
tuto Roffo estudios que han llevado a establecer las siguien
tes premisas:
1°) Los ácidos nucleicos tisulares de diferentes especies
(pollo, ratón, cobayo y bovino) y de diferentes órganos,
son buenos inductores de inhibidores virales.
2°) Las células son capaces de reconocer ciertos grados de
heterogeneidad en cuanto al origen de un ácido nucleico.
Esto nos ha inducido a estudiar si los ácidos nucleicos

provenientes de tejidos tumorales eran reconocidos con
respecto a su capacidad inductora de Interferón como
extraños.
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MATERIAL Y METopgg

Animales de experimentacion:

Ratones endocriados de la cepa C3Hde aproximadamente 3
meses de edad, provenientes del bioterio del Instituto de
Oncologia "Angel H.Roffo".

Tumores

Tumores de Metilcolantreno (MCT)inducidos en ratones C3H

por transplante subcutáneo en un pellet de parafina conte
niendo 7%de Metilcolantreno. Los tumores son mantenidos por
pasajes subcutáneos seriados singeneicos.

Embriones de pollo

Embriones de pollo Leghorn de 12 dias de incubación.

Virus

Virus de vacuna , proveniente de vacuna antivariólica pre
parada en el Departamento de Virus de Vacuna del Instituto
Nacional de Microbiologia "Carlos C.Malbrán", con el títu
lo de 108’25 unidades formadoras de pocks por ml.

Virus de la Estomatitis veaicular (VSV)cepa indiana, mantenido
en la Sección Cultivo de Tejidos del Instituto Roffo por pa
sajes seriados en cultivo de fibroblastos de embrión de

, 7,3
pollo con un titulo de lO TCDSO/ml.

Cultivo de células

Cultivo de fibroblastos de embrión de pollo preparados a
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partir de una suspensión de células de embrión de pollo por
tripsinización de embriones de pollo de 10 días. Las células
se sembraron en tubos de cultivo; Leighton en una concentra
ción de 1x106 células por ml. en medio de cultivo 199 con el

agregado de 10%de suero fetal bovino. Las monocapas se esta
blecieron a las 24 horas de cultivo.

Cultivo de fibroblastos de embrión de ratón preparados por
tripsinización de embriones de ratón de 12 dias de gestación.

Las células se sembraron en tubos Leighton en una concentra
ción de 1,5 x 106 células por ml. en medio 199 suplementado
de 10%de suero fetal bovino. Las monocapas se establecieron
a las 48 horas.

El medio de mantenimiento de ambos tipos de cultivos con
tenía sólo 2%de suero fetal bovino.

ADNde tumores de Metilcolantrggp (ADN-MCT):La extracción de
este ácido nucleico fue efectuada en la Sección Quimica Bioló

gica del Instituto de Oncología "Angel H.Roffo".
Se utilizó la técnica de U.Marmur(1961). El contenido de
desoxiribosa se determinó con la técnica de K.Burton (1955).
El contenido de ARNse midió con el método de Z.Dische y E.

Borenfreund (1956). Los ensayos de proteinas se llevaron a
cabo con la técnica de 0.H.Lowry y col. (1951).
El contenido en polisacáridos se determinó por el método de
la antrona S.T.Scott y E.H.Me1vin (1953).
La desnaturalización por calor (ADN-MCT/HD)se llevó a cabo

de la siguiente manera:
Se calentó el ADN-MCTen solución salina citratada (SSC) a

100°C durante 15 minutos y luego se enfrió rapidamente mez
clándolo con un tercio de su volumen con SSC 3X, congelán

dolo a —40°C, O.K1amerth (1965).

Se midió la hipercromicidad.
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Tratamiento con desoxiribonucleasa: 50 ug/ml de ADN-MTCse

incubaron con 90.000 unid. Dornasa/mg de desoxiribonucleasa

Biochem. en SO4 Mg 0,05 M durante 30 minutos a 37°C.

lagucción del inhibidor viral: Se preparó una solución de
400 ug/ml de ADN/MTCen Buffer de fosfatos. Se inocularon

0,25 m1. de esta solución conteniendo 100 ug de ADN/MTCpor

embrión, via membrana corioalantoidea (MCA),y se incubaron
durante 4 hs. a 37°C.

Determinación directa del inhibidor en MCA:Este ensayo se
llevó a cabo sobre embriones de pollo inoculados via MCA
con el inductor (ADN-MTC).

Luego de 4 hs. de incubación los huevos se inocularon tam
bién via MCAcon 0,25 ml. de una dilución de virus de vacu
na stock 10-5 y se incubaron durante 72 hs. a 37°C. Se co

lectaron las MCAy se procedió al recuento de pocks.

thggción del Interferón: Se cosechó el liquido alantoico
de huevos inoculados con ADN=MCAluego de 4hs. de incuba

ción, y se lo sometió a las siguientes pruebas de caracte
rización: a) efecto de pH: dialisis a pH2, pH9;
b) ultracentrifugación a 100.000 g durante 1 h. a 0°C;
c) calentamiento a 56°C durante l hora.
Para la preparación de los controles de liquido alantoico
normal se utilizó el mismoprocedimiento.
Las preparaciones de Interferón se envasaron en frascos

siliconados y se guardaron a -70°C hasta el momentode ser
utilizados en los siguientes ensayos.

Ensaxos biológicos:
a) Actividad interferente del Interferón exógeno:
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Se cosechó el liquido alantoico a diferentes intervalos de
tiempo de l a 24 hs. luego de la inoculación del inductor.
Se hizo el estudio de la dinámica de la formación de Interfe

ron: 1) sobre MCA;se inocularon 0,2 ml de liquido alantoico
conteniendo el inhibidor sobre MCA,luego de 4 hs. de absor
ción se inoculó el virus revelador comoen el método directo
de titulación.

II) "in vitro": El líquido alantoico conteniendo el inhibidor
se diluyó 1:2 con medio de cultivo 199 adicionado de un 3%

de suero fetal bovino inactivado. Con 1,5 m1. de esta dilu
ción se inocularon monocapas de células de embrión de pollo
establecidas en tubos Leighton y se incubaron durante 20 hs.
a 37°C.

Los cultivos se lavaron dos veces con PBSy se inoculó el
virus revelador (vacuna o VSV)en una dilución &0_3 a par
tir de los respectivos stocks.

b) Digestión enzimática: El liquido alantoico conteniendo
el Interferón se incubó con tripsina al 0,25%durante l h.
a 37°C.

c) Esgecificidad de especie: Se efectuó el ensayo "in vitro"
sobre cultivos de embrión de ratón.
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RESULTADOS

Los resultados de las reacciones para establecer los cri
terios de pureza para los diferentes "batches" de ADN-MTC
fueron los siguientes:

Contenido total de ADN—- - 75 - 81%

Contenido de ARN — 3%

Proteinas totales - —2-5%

Contenido de polisacáridos - menos del 3,5%
ADN/MTC/HD-30% de hipercromicidad

Inducción de la actividad interferente

Determinación directa sobre MCA:Los resultados obtenidos

se expresan como el número promedio de pocks en un total de
10 experiencias.
E1 ADN-MTCindujo un marcado descenso en el número de pocks

(52,8%) comparado al número obtenido en los controles tomados
como el 100%.

E1 ADNdesnaturalizado por calor produjo sólo una pequeña
inhibición del 0,8% en el número de pocks.
El ADNtratado con desoxiribonucleasa y la desoxiribonucleasa
sola produjeron también valores bajos de inhibición del 15,8 y
10,6% respectivamente. (Ver Histograma I).

Antividad dcl Interferón exógeno:

II Sobre MCAzElInterferón exógeno produjo un 59,2% de inhi
bición en la replicación del virus revelador, mientras las
preparaciones controles de liquido alantoico control y de
Interferón tratado con tripsina no tuvieron ningún efecto
inhibidor; (ver HistogramaII).
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II) "In vitro"& E1 Interferón exógeno protege del efecto ci
topatogénico de los virus reveladores (VSVo Vacuna) las mo
mocapasde fibroblastos de embrión de pollo.(Ver fotografias
1,2,3 y 4).

Dinámica de la formación gg Interferón:

En la figura (l) están representados los resultados obte
nidos con el liquido alantoico cosechado a diferentes inter
valos de tiempo luego de 1a inducción.

La actividad interferente se detectó a las 2 hs. de 1a

inducción alcanzando el pico máximoa las 4 hs., a partir
de las cuales la actividad disminuyó paulatinamente.

Especificidad de esgecie:

En los ensayos "in vitro" sobre monocapas de embrión de
ratón el Interferón exógenoprovoniente de liquido alantoi
co de huevos inoculados con ADN-MTCno ejerció protección

alguna frente a la acción citopatogénica de los virus reve
ladores de Vacuna o VSV.

Estos resultados son indicadores de la especificidad de
especie de estas preparaciones de Interferón.



INHIBICIONDIRECTA

%DE--CONTROL
POCKSwwADNAMC

EADNDESNAT'JRALIZADA[22:3AIJN

N°DEEXPERIENCIAS

HISTOGRAMAI:InhibiciónenMCAdeembrióndepollodelareplicacióndelvirusdevacuna(%dePocks)enfuncióndelnúmerodeexperiencias.ElnúmerodePocksdeloscontrolessetomócomoel100%. E1ADN-MTCinüuceunainhibicióndel52,8%enelnúmerodePocks.ElADNdesnaturalizadoy m el_tratadoconADNesainducenvaloresdeinhibiciónnosignificativos.o

r



al w

DEFENSAPASIVA

elaágíKS

ECONTROL-LANORMAL

1AMC

-LAnmpsm

1004

90‘ eo. 704 604 504 404 30. 704 10

ÏÏT‘EYVYT‘

N°DEEXPERIENCIAS

HISTOGRAMAII:

InhibiciónenMCAdeembrióndepollodelareplicacióndelvirusdevacuna

(%dePocks)producidoporInterferónexógenoinducidoenlíquidoalantoico(LA)dehuevos
embrionadosenfuncióndelN°deexperiencias. ElInterferóninducidopor

elADN-MTCproduceunadisminucióndel59,2%enelN°dePocks.

ElL.A.

normalyeltratadocontripsinanoproducendisminuciónde1

areplicacióndelvirus

revelador.

U1 \1



FOTOGRAFIA I: Monocapa de fibroblastos de embrión de

30

pollo.
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FOTOGRAFIAII: Monocapa de fibroblastos de embrión de pollo
inoculado con virus de vacuna en una dilución
10-3.

Efecto citopatógeno a las 72 horas.
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FOTOGRAFIAIII: Monocapa de fibroblastos de embrión de pollo

tratada previamente a la inoculación de virus
de vacuna 10-3 con Interferón exógeno induci
do en líquido alantoico de huevos embrionados.
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FOTOGRAFIAIV: Monocapa de fibroblastos de embrión de pollo
V tratada con líquido alantoico control y

luego inoculada con virus de vacuna 10_3.
Efecto citopatógeno a las 72 horas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el ADNheterólogo
extraido del tumor murino producido por Metilcolantreno
induce Interferón y una resistencia tipo Interferón en el
sistema de pollo utilizado.

Se obtuvieron resultados similares con todos los "batches"
de ADN-MTCutilizados.

En todas las eiperiencias el inhibidor demostró poseer las
caracteristicas fisicas, químicas y biológicas aceptadas co
moeSpecificas de Interferón.

A pesar de no poder contar con un Interferón standard de
referencia los datos obtenidos dan una evidencia clara de que
el inductor inducido puede ser considerado Interferón.

La actividad del ADN-MTCextraido del tumor de Metilcolantrg
no comoinductor de Interferón concuerda con los resultados

obtenidos por K.E.Jensen y col. (1963) con ADNcomercial en

altas dosis luego de un minimo de Z4 hs. de incubación. En
nuestras experiencias, sin embargo, la actividad de Interfe
rón se detectó a las 2 hs. de incubación con un pico de pro
ducción máxima a las 4 hs. de la inoculación del ADN.

La velocidad de producción de Interferón que alcanza su
punto máximoa las 4 hs. sugiere que en este sistema el In
terferón no está preformado.

La falta de inducción obtenida con el ADNtratado con deso

xiribonucleasa evidencia que la capacidad inductora de Inter
ferón de las preparaciones utilizadas está asociada al ADN
nativo.

La capacidad inductora disminuida luego de la desnaturali
zación del ADNpor calor, podria deberse a la dificultad de
penetrar la membranacelular del ADNdesnaturalizado como ya
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fue observado con anterioridad por F.Laval y B.Malaise (1969),
F.Lava1 y col. (1969) y G.L.Glick (1967).

Es importante puntualizar que no sólo distintos agentes
inductores de Interferón actúan de distintas maneras sino que
también un mismoinductor en distintos sistemas puede dar
diferentes resultados, M.Finkelstein y col. (1968), utilizan
do tres sistemas celulares diferentes macrófagos murinos peri
toneales, fibroblastos humanosy células 1929 observaron que
no todos los inductores no virales eran activos en los tres
tipos celulares estudiados.
W.E.Stewart y col. (1969) obtuvieron resultados positivos en
un sistema de células de riñón de hamster inoculados con

poli I:C.
K.E.Jensen y col. (1963-1969) obtuvieron inducción de Inter
ferón con DNAen huevos embrionados y en cultivos de fibro

blastos de pollo, sin embargo G.P.Lampsony col. (1967)
obtuvieron resultados negativos con ADNbovino inyectado en
forma intravenosa en conejos.

Esta discrepancia podria ser atribuida a 1a diferente sen
sibilidad de los sistemas utilizados.

Unode los factores determinantes de los resultados obte
nidos en este trabajo seria la especial permeabilidad de la
membranacorioalantoidea que facilitaria la penetración del
ADN/MTC.

Sin embargo a la luz de los nuevos trabajos de A.K.Field
y col. (1972) que postulan comono imprescindible el que
un ácido nucleico penetre en la célula para inducir Inter
ferón, seria factible también que el ADN-MTCfuera recono
cido a nivel de membranacelular por un posible efector de
la inducción de Interferón.
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2.- INDUCCION DE INTERFBRON EN CULTIVOS CELULARES HUMANOS

ESTUDIO DEL PESO MOLECULAR.

Dada 1a imposibilidad de contar en nuestro pais con los
Interferones Standard de Referencia Internacional, fue ne
cesario producir en nuestro laboratorio un Interferón huma
no de Referencia debidamente caracterizado, a fin de poder
utilizarlo comopatrón.

Para ello se ensayaron varios sistemas humanos-virus-célu
la a fin de determinar cual de ellos nos proveeria de un In
terferón de titulo elevado y que fuera de fácil reproducibi
lidad.

Los sistemas ensayados fueron los siguientes:

l) Cultivo de fibroblastos humanosdiploides-virus de la
Estomatitis vesicular (VSV)cepa Indiana.

La inducción de Interferón se efectuó infectando monocapas
de fibroblastos humanosdiploides mantenidas en la Sección
Cultivo de Tejidos del Instituto de Oncologia "A.H.Roffo"
con virus de la Estomatitis vesicular. Este virus proceden
te del Children's Hospital de Philadelphia se mantiene en
nuestro laboratorio por pasajes sucesivos en cultivo de cé
lulas de embrión de pollo. Su titulo por efecto citopatóge
no (CPE) en cultivos de embrión de pollo es de 107’3.

Para la inducción de Interferón este virus se utilizó en
una dilución 10'1.

A partir del stock en medio de cultivo 199 adicionado de
un 2%de suero fetal bovino.

Los cultivos infectados se incubaron durante 24 hs. a 37°C.
El medio de cultivo conteniendo el Interferón se recogió y
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dializó durante 24 hs. en un buffer ClNa C1Ha pH2.

Luego de la dialisis el pH se ajustó a 7 con (H0) Na I N

y se ultracentrifugó 2 hs. a 100.000 g. El sobrenadante se
filtró por filtros Sartorius de 0,22 u de poro y se guardó
en frascos siliconados a - 100°C.

2) Cultivo de leucocitos humanos-virus de la enfermedad de

Newcastle (NDW)cepa B1 Zota.

La inducción de Interferón se llebó a cabo infectando cul

tivos de leucocitos provenientes de un pool de dadores vo
luntarios normales con virus NDWen una multiplicidad de in
fección de 10. Este virus proviene de los laboratorios Vi
neland Poultruy-New Yersey U.S.A. y es Cofal y PPLOnegativo.

El detalle de las técnicas utilizadas en eI cultivo de leu
cocitos y la inducción de Interferón está referido en el pun
to (D) de esta tesis.

3) Cultivo de leucocitos humanos-virus Sendai-(Parainfluenza
tigo Il.

El cultivo de leucocitos y la inducción de Interferón se
hicieron según las técnicas detalladas en el punto D de esta
tesis.

La titulación del Interferón obtenido en estos tres siste
mas se llevó a cabo en la forma referida en el punto D midien
do la inhibición de la replicación del virus Sendai sobre cul
tivos de fibroblastos humanosdiploides , F.S.(Foreskin).

Los titulos obtenidos están detallados enilawtabla I.
Para confeccionar el Interferón humanode referencia de nues
tro laboratorio se eliGió el sistema-Cultivo de leucocitos

t

F 1
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virus Sendai.
Esta elección se hizo en base al alto titulo obtenido en
este sistema (similar al reportado en la literatura) y a 1a
conveniencia practica de la utilización del virus Sendai
como inductor.



VIRUSINDUCTOR

CULTIVOUTILIZADO

TITULODEINTERFERONUNIDAD/ML.

SENDAI PARAINFLUENZA

LEUCOCITOS HUMANOS

2048

NDv (B1ZOTA)

LEUCOCITOS HUMANOS

2048

VSV (CEPAINDIANA)

FIBROBLASTOSHUMANOS’ DIPLOIDES

1024

TABLAI:TitulosdeInterferónhumanoobtenidosendiferentessistemas.
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Las reacciones de caracterización efectuadas al Interfe
rón humanode referencia se detallan a continuación:

a) Diálisis a pH2 - 48 horas.

b) Resistencia al calentamiento a 56°C durante l hora.

c) Digestión con tripsina al 0,25% l hora a 37°C.

d) Inhibición de la sintesis con 1 ug/ml de actinomicina D.

e) Ultracentrifugación a 100.000 g. durante 2 horas.

f) Determinación del peso molecular. El detalle de este
estudio se desarrolla a continuación.
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Determinación del geso molecular del Interferón humano

Bor el método cromatográfico en columna de Seghadex

Teniendo en cuenta que el peso molecular del Interferón
humanoobtenido por A.W.Carter (1970) en otro sistema es
de 24.000 daltons se utilizó para estas determinaciones
una columna de Sephadex G 100. Ha sido demostrado por

otro lado C. Jungwirth and G.Bodo,(l964) que de las co
lumnas de Sephadex G 100 se obtienen los preparados más
puros y las mejores determinaciones del peso molecular
del Interferón de pollo (PM32.000-35.000).

PreEaración de la Columna

A 1.000 ml: de solución fisiológica se agregaron 10 ml.
de Buffer de fosfatos 1 molar (solución de fosfato monosó
dico 1 M. en agua destilada y solución 1 M. de fosfato di
sódico en agua destilada, se miden 90 ml. del fosfato disó
dico y se le agregan 10 ml. del fosfato monosódico, el pH
se ajustó a 8).
A 500 m1. de Buffer con fosfato se agregaron 10 grs. de
Señadex G 100 en pequeñas cantidades agitando constantemen
te para que no se formen grumos. Se colocó la mezcla a baño

María llevado a ebullición y alli se mantuvocon agitación
continuada durante 8 hs. Luego se dejó una noche en 1a hela
dera. La columna se llenó con la suspensión obtenida y se
comunicó con un recipiente conteniendo el Buffer eluyente de
fosfatos y lavándola repetidas veces.

Para poder determinar el peso molecular del Interferón en
estudio se hizo 1a cromatografía previa de proteínas de pe
so molecular conocido para determinar su fracción de elución
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en la columna preparada.
Se obtuvo de esta manera una curva control en 1a cual se

interpoló el Interferón en estudio.

Siembra de las proteinas controlesü

Para el trazado de la curva control se utilizaron las
siguientes proteinas: Tiroglobulina 2 mg.; Seroalbúmina
bovina 10 gm.; Quimotripsinógeno 5 mg. y Citocromo C.

5 mg.

Después de recolectada cada muestra, 1a columna fue lavada
con un volumende Buffer fosfatos correSpondiente al tri
ple de la capacidad de la columna.
Las fracciones obtenidas (cada una comprende 3 m1. del
volumen eluído) se leyeron a 280 un en un eSpectrofotó
metro Beckmancon lámpara de hidrógeno. Los resultados
obtenidos están representados en la Fig. 1.
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TIROGLOBULINA

. SEROALBUMINA BOVINA

. QUIMOTRIPSINOGENO

Io‘ . CITOCROM0_c
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Relación entre el peso molecular (PM) y el volumen de
elución de diferentes proteínas de PMconocido utilizadas
comoreferencia para calibrar la columna.
Fraéeionamiento en gel de Sephadex G 100.
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Determinación del Beso molecular del Interferón humano

en estudio.

Se realizó 1a cromatografía del Interferón en forma similar
a la realizada para las proteínas controles.

Se probó a continuación la actividad biológica Interfe
rón de las fracciones de elución y se intercaló este va
lor en la curva de las proteínas controles ya obtenidas.
En todos los casos la actividad antiviral máximase obtu

vo en la fracción N° 34 que correspondió en la curva de
proteinas controles a la fracción de elución del quimo
tripsinógeno cuyo peso molecular es de 25.000 daltons.

La actividad Interferón máximarecuperable luego de la
cromatografía fue de 100 unidades/ml.
En la Figura II están representados los títulos de Inter
ferón recuperados en las diferentes‘fracciones de elución
luego de la cromatografía en Sephadex G 100 interpoladas
en la curva de proteínas controles.
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2.- INDUCCION DE INTERFERON EN CULTIVOS DE LEUCOCITOS

DE PACIENTES PORÏADORES DE NEOPLASIAS.

Es conocida la capacidad de los leucocitos humanosa pro
ducir Interferón , I.Gresser,(l961); E.Fa1coff,(l966);ElF.
Wheelock,(1966);H.Strander,(l967) y A.Billiau,(l972).

Se ha comprobado que esta capacidad está modificada en
los enfermos que padecen de leucemia aguda y crónica.
S.H.S.Lee y col. (1966-1969) encuentran valores bajos de
Interferón en los enfermos en tratamiento de leucemia lin
focitica y mielogénica aguda y en los de leucemia linfoci
tica crónica de larga duración. Sin embargoen aquellos
pacientes con leucemia linfocitica crónica de reciente diag
nóstico o tratamiento, los titulos de Interferón obtenidos
por estos autores son similares a los normales.

En la enfermedad de Hodgkin, T. Veskova (1971) observa
que los leucocitos de estos pacientes producen de lO a 20
veces menos Interferón que los de los dadores normales,

siendo estos valores inferiores a los reportados para la
leucemia mieloide aguda.

Teniendo en cuenta que el enfermo de cáncer se encuentra
en un estado inmunitario deprimido y su propensión a las
infecciones virales, era de interés establecer si tenia
también disminuida la reSpuesta inmunitaria del tipo
Interferón.

Se ha estudiado en este trabajo, si la reSpuesta a la
inducción de Interferón de los leucocitos de los enfermos
portadores de tumores sólidos virgenes de tratamiento, di
feria de los valores obtenidos para los pacientes que pa
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-decen de enfermedades no ne0plásicas y de los dadores
normales.

METODO

gélulagz a) Cultivo de leucocitos de sangre periférica hu
mana.

La sangre se obtuvo directamente de 1a cánula de trans
fusión en los dadores normales y por extracción venosa en
los pacientes. El volumen de extracción fue de aproximada
mente 25 m1. por paciente. La sangre se vertió en un reci
piente con solución anticoagulante (citrato de Na-glucosa)
agitando suavemente, y se utilizó dentro de las 2 horas de
1a extracción. Los leucocitos se separaron con solución
de Dextran de PM180.000 al 6% (1 parte en 4 de sangre)

agitando y manteniendo a 4°C durante 1 hora.
La capa superior conteniendo los leucocitos se extrajo

con pipeta y se centrifugó 10' a 1.000 rpm. El pellet de
leucocitos se lavó una vez con solución Buffer de fosfatos

de pH7y se procedió al recuento de células.
Los cultivos se hicieron en medio 199 más 2,5% de suero

fetal bovino con una concentración de células de 5x106/m1
en Erlenmeyers de 50ml.

b) Cultivo de células FS (Foreskin) humanas diploides pro
venientes del Wistar Institute de Filadelfia y mantenidas
en nuestro laboratorio en medio Eagle Esencial Mínimo (MEM)
más un 10% de suero bovino.

VIRUS

Xigug fiegdgi (Parainfluenza Tipo I) mantenido en la Sección
Cultivo de Tejidos del Instituto de Oncologia "Angel H.Roffo"
por-pasaje en liquido alantoico de embrión de pollo de 9 días.
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El liquido se cosechó l ego de 72 hs. de incubación a 36°,
se clarificó por centri ugación y se envasó en ampollas de
l ml. manteniéndolas a 4 100°C.

E1 título hemoaglutinante con eritrocitos de pollo fue de
1/1024.

Inducción de Interferón

Se infectó una suSpensión de leucocitos en Buffer de
fosfatos con virus Sendai en una multiplicidad de infección
de 10. Luego de mantener esta suspensión 2 horas a 37°C se

desechó el virus no adsorbido por centrifugación y lavado
con solución Alsever adicionada de un 10% de suero humano

normal (SHN)pH 6,1. El pellet de leucocitos infectados se
resuspendió en medio 199 más 2,5% de suero fetal bovino y

se incubó 24 hs. a 37°C. El cultivo se centrifugó y el li
quido sobrenadante conteniendo el Interferón fue caracteri
zado y titulado.

Las reacciones de caracterización que se llevaron a cabo
con todas las muestras fueron, dialisis a pH2durante 48 hs.
luego de la cual el pH se elevó a 7 con OHNaIN y ultra
centrifugación a 100.000 g.durante 2 hs. Luego de este tra
tamiento las muestras se filtraron por filtros Sartorius de
0,22 u de poro, se envasaron en frascos siliconados y se
guardaron a -100°C. A cada muestra se le adjudicó un núme
ro de tal maneraque su posterior titulación se realizara
a ciegas.

Utilizando el mismométodo de inducción se confeccionó

un Interferón control de referencia a partir de un pool de
sangre de 20 dadores normales. Sobre este Interferón con
trol de referencia se realizaron ademásde las reacciones
de caracterización ya mencionadas, el calentamiento l hora
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a 56°C, el tratamiento con tripsina al 0,25%, y la deter
minación del peso molecular por cromatografía en gel de
Sephadex G 100.

El peso molecular fue de aproximadamente 25.000 daltons.
Se comprobóademás la inhibición de la sintesis con l ug/ml
de actinomicina D.

(Ver esquema I).

Iitulagién_dg ¿ngegfgrégi Se realizó tratando monocapasde
células FS cultivadas en tubos Leighton con diluciones con
secutivas a la mitad de Interferón en medio MEMmás un 2%
de(SB) suero bovino.

Fueron utilizados tubos por duplicado de cada muestra. Se
permitió la absorción del Interferón durante 20 hs. a 37°C
y luego de lavar las monocapas con 2 ml. de medio de culti
vo se inoculó 0,1 m1. de virus Sendai en una dilución 10-1,
este se dejó adsorber 2 hs. a 37°C y luego las monocapas
se lavaron nuevamente con 2 ml. de medio agregando a con
tinuación l ml. de medio fresco.

Los tubos se incubaron durante 24 hs. (tiempo completo
para un ciclo de replicación viral) a 37°C y luego se con
gelaron a - 40°C.

Previo a la titulación los cultivos se descongelaron y
se hizo un pool con el contenido de los que pertenecían a
una misma muestra. Se centrifugó 5 minutos a 1.000 rpm. y
el sobrenadante se tituló por hemoaglutinación.

El titulo de Interferón se expresó comola inversa de
la última dilución del mismoque redujo a la mitad el tí
tulo hemaglutinante del virus revelador.

El título del Interferón control de referencia fue de
2048 unidades/m1.
(Ver Esquema II).
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Elgcgién_dg ¿og Bagigngeg:Se eligieron pacientes portadores
de tumores sólidos virgenes de tratamiento estudiados en
el Instituto de Oncologia "Angel H.Roffo".

El númerode pacientes elegidos para este estudio fue
de 37, 33 de los cuales eran portadores de neoplasias no
tratadas, en estadios clinicos generalmente avanzados.

Ninguno de los pacientes seleccionados padecía en el
momentode la extracción de una enfermedad viral detec
table clínicamente.
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RESULTADOS

La tabla I muestra los titulos de Interferón expresados
en unidades por m1. obtenidos en los cultivos de linfoci
tos de pacientes portadores de neoplasias de diferente
loealización y tipo histológico.

Se puede observar que en todos los casos la capacidad
de producir Interferón fue de 2 a 16 veces menor que los
valores normales.

En el histograma están representados los títulos de In
terferón obtenidos en los enfermos neoplásicos, tomando
en consideración dos grupos de enfermos en especial, los
portadores de cáncer de mamay de pulmón.

En la tabla II se observa que el promedio de los titulos
de Interferón inducido en los pacientes cancerosos es en
promedio 4,3 veces más bajo que los normales o los pacien
tes de otras enfermedades.

Los valores más bajos se han obtenido en enfermos por
tadores de canceres metastásicos o tumores infiltrantes
histológicamente muyindiferenciados.

Cabe acotar que uno de los pacientes luego de recibir
tratamiento inmunoestimulante con BCGsubió al doble su

capacidad de producir Interferón.
Un caso de Lupus Eritematoso (enfermedad considerada

autoinmune) mostró un titulo 4 veces menor de Interferón
que los dadores normales.
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COMPARACION DE LOS VALORES DE INTERFERON INDUCIDO EN CULTIVOS DE

LEUCOCITOS DE PACIENTES PORTADORES DE TUMORES SOLIDOS, CON PACIEN

TES NO NEOPLASICOS Y CON DADORES NORMAIRS.

Localización Tipo Histológico N° de pa- Título de Interferón
del tumor. cientes. promedio Uni/ml.
Mama Adenocarcinoma 5 512

Mama Carcinoma 6 362,6

Pulmón Carcinoma Pavimen- 6 384
Loso.

Tiroides Carcinoma 2 768

Pierna Melanoblastoma l 265

Laringe Carcinoma Pavimen- 1 128
toso semidiferen
ciado.

Esofago Adenocarcinoma 2 384
Sindrome Met. de carbinoma
mediastinico indiferenciado 2 384
Recto Adenocarcinoma 1 512

Ganglío Fibrolinfosarcoma 1 1.024
Hueso iliaco Condrosarcoma 1 1.024 a

Pierna Sinoviosarcoma l 256

Ingle Fobrosarcoma 1 512
Ovario Carcinoma 1 256 ‘W

Mieloma gene- Plasmocitoma 1 512 ñ
ralizado
Pancreas — 1 256 W

ENFERMEDAD N0
NEOPLASICA.

Ulcera gástrica 2 2.048
Tuberculosis 1 2.048 “1‘
Peritoneal
Lupus eritematoso 1 512

DADORES NORMALES 20 2.048



UNIDADESDE INTERFERON
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N9DECASOS

HISTOGRAMA:Representalostítulos

deInterferón(unid/O,5ml.)obtenidosencultivos

deleucocitosdeenfermosneoplásicos,noneoplásicosydedadoresnormalesenfuncióndelnúmerodecasos.
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TABLA II

PRODUCCION DE INTERFERON EN CULTIVO QEALEUCOCITQÉ

DE PACIENTES PORTADORES DE TUMORES SOLIDQÉ¿

COMPARACION CON PACIENTES NO NEOPLASICQÉ Y CON LOS

DADORES NORMALES.

PACIENTES N° DE CASOS TITULO -PROMEDIO DE
INTERFERON

PORTADORESDE 33 476,2 Unid/m1.
TUMORES

N0 PORTADORES 3 2048 Unid/m1.
DE TUMORES

DADORES NORMALES 20 2048 Unid/m1.
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DIstSION

De los experimentos realizados resulta claramente (a pe
sar de que la estadistica no es elevada) que la producción
de Interferón de los leucocitos de 33 pacientes con tumores
sólidos de diferente localización, es de 2 aló veces más ba
ja que el obtenido de grupos controles y de enfermos no por
tadores de tumores, que se encontraban también en estadios
graves de su enfermedad.

Es interesante notar que las valores de los titulos de

Interferón de dadores normales obtenidos por nosotros,son
similares a los reportados en la literatura para Interfe
rón humanode leucocitos.

En forma similar a lo que sucede en los dsdores normales,
C.G.Ray (1970) , no se ha podido establecer ninguna diferen
cia en los titulos de Interferón con respecto a la edad del
portador ni a1 sexo, siendo todos los valores de los casos
tumorales uniformemente bajos.

Si comparamosnuestros resultados con los de los diferen
tes autores que han estudiado Interferón en la Enfermedad
de Hodgkiny en las leucemias linfáticas y mieloide cróni
ca y aguda, nuestros resultados no son equiparables dado
que en la mayoría de los enfermos estudiados por T.Vesko
va (1971) en Hodgkin y por S.H.S.Lee y col. (1966-1969) en
leucemias, habian recibido tratamiento quimioterápico o
radioterápico cuya actividad depresora sobre la sintesis
de Interferón es conocida.

Sin embargo los dos casos de tumores malignos sólidos
no tratados, estudiados por T.Veskova, muestran títulos
de Interferón de 2 a S veces menores que los normales,
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coincidiendo con nuestros resultados.

Es de hacer notar que los pacientes elegidos por noso
tros tenian fórmulas leucocitarias normales aunque el
número de leucocitos totales era en muchoscasos superior
a los valores normales.

Comparandoel modode titulación de Interferón utiliza
do por nosotros reSpecto del que han utilizado otros auto
res con referencia a enfermos neoplásicos, consideramos
que nuestro método es más cuantitativo dado que mide la
inhibición de un sólo ciclo de replicación viral. La de
terminación del título de virus por hemoaglutinación
reduce el tiempo requerido para los ensayos de Interfe
rón y provee de una alta sensibilidad y reproducibilidad
al método.

La conveniencia de la utilización de este método de ti

tulación ha sido recientemente confirmado por H.K.0ie y
col. (1972).

Comoconclusión se puede inferir que por lo menos en los
estadios de cancer avanzado, el estado de inmunodepresión
del paciente se refleja también en su capacidad de produ
cir Interferón.

Se podria pensar que los factores bloqueadores del sue
ro propio del enfermo impiden la recepción normal leucoci
taria del estimulo viral para la inducción de Interferón,
cabría también la posibilidad que los linfocitos o alguna
de las poblaciones blancas de estos enfermos perdiera, tu
viera bloqueada o reprimida la función de producir Inter
ferón o alguna función coadyuvante del tipo memoria in
munológico que según L.B.Epstein y col. (1971) interven
dria también en este tipo de respuesta.

El título de Interferón de los cultivos de leucocitos de
los pacientes en tratamiento nos daria una pauta más para
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evaluar la acción teragéutica durante el mismo.
Este tipo de análisis ña sido incluído en los tests de
rutina en pacientes tratados en nuestro Instituto en
especial en aquellos sometidos a tratamientos inmuno
estimulantes.
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