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Este invento se refiere & la produccidn de induc—
tores de interferon y especialmente & un procedimiento
pare la produccién de los inductores y recuperacidn de
los mismos con un gran porcentaje de rendimiento ¥y pure-
78

Desde hace tres décadas se sabe que la infeccidn
por un virug puede limitar o excluir la infeccidn con un
segundo virus no relacionado con el primero. Esto se de-
noming un fendmeno de interferencis. Se despertd un gran
interés por la interferencia en 1957 cuvando Isaacs y
Lindenmenn dewostraron que en la interferencia intervenia
una proteina de pequefio peso molecular, llamada interfe—
rén, que era producide por las células infectadas con el

virus ¥y que protegia a lag nuevas células no inféctadas

de la,infeccidn de los virus.

En_aquel tiempo se esperaba que el interferdn po-
drfa ser producido en células, purificado y utilizado pa-—
ra prevenir o traetar las enfermédades viricas., Esta sus-
tancia despertd grandes esperanzas debido a su anplio es=—
pectro y a su actividad contra prdcticamente la totali-
dad de los virus. La sustancia propiamente dicha es espé;
cifica de las especies en 1o que se refiere a su utiliza-
cidn, es decir, el interferdn para uso huzano debe haber

sido preparado en celulas huwenas., Aunque presentaba ac-

tividad hasta cierto punto en las pruebas experimentales,
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el interferdn nunca alcanzd importancia prdetice debido
a la falta de una fuente satisfactoria y debido a que
el coste de la produccidn de este préduéto lo hacia pro-’
hibitivo. '

Ta solucion alternativa reside en estimular al

organismo, especialmente el de los seres humanos, para

" preparar y distribuir su propio interferon empleando al=

guna sustancia inductora segura y eficaz. Muchos tipos

de sustancias, como bacterias, virus, polisacdridos, agen-
tes mitdgenos, endotosina y similares, estimulan la for-
macidén de interferon pero ninguna de ellas es prometedo-
ra en el uso rutinario debido & toxicidad, antigenicidéa,
infectividad y similares. )

Se han publicado los estudios realizados en un

articulo titulado "Inducers of Interferon and Host Resis-

" tance, I. Double Stranded RNA from Extracts of Penici-

1lium Funiculosum", por G.P. Lampson et al.; en Procee-
dings of the National Academy of Sciences, Vol. 58,

n® 2, pag. 782~789 (Agosto 1967), dirigidos hacia el ha-
llazgo del estimulo natural para la induccion de inter-

feron mediante mohos, con la esperanza de que sSe podria

“encontrar un producto quimico inductor adecuado y prac-

$icable. Se descubrié en este trabajo que el deido ribo-
nucleico de filamento doble, pero no el de filaumento sen

cillo, era nmuy activo en proporciones del orden del mi-
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crogramo en la induccién del interferon y de la regis-—
tencia del hudsped en los animales y en las células en
cultivo. E1l doble filamento es un requisito necesario
para la muitiplieacién de los virus del tipo de dcido
ribonucleico. Este dcido nucleico no es normal para las
células y fue descrito en el cuarto articulc de la se=-
rie, es decir IV. En las pdgines 2102-2108 de le misma.
revista, Vol. 58, n? 5 (Noviembre.1967) AK, Tield et
al., afirman en su art{culo Double-stranded Replicative
Form RWA (1IS2-RF-RNA) fron E. 9oli infected with 11S52-
coliphage, informsn que el MS2-colifago, cuando se cul-
tiva en células de E. coli, produce un RNA de doble fim
lamento que resulta ser un inductor exceiehte del inter-
feroan cuando se administre a los animales.

' . De acuérdo con el presente invento, se ha encon-
trado que_ existen dos factores que'contribﬁyen'conjunta—
mente a una produccidn excepcionaluente grende de un RNA
de doble filamento obbenido a partir de E. coli infecta-
do con 1IS2-colifago. Estos dos factores sont primero,
la presencia de licor de infusidén de maiz en el medio de
cultivo en el que estd ereciendo el E. coli y segundo,

la infeccidn del E. coli en desarrollo con un mutante de

I82=~colifago, FMU-9.

Bl licor de infusidn de maiz es un producto co-

mercial y puede obienerse en diversos origenes. Las ca=

-4 -
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racter{sticas generales del licor de infusidn de maiz
estdn definidas en la pdgina 287 de la séptima edididn
‘del Indice de Merck. Serd utilizado en la puesta en
préctica de este invento como medio de cultivo para el
desarrollo de E. coli en solucidn acuosa & concentracio

nes, en volumen/volumen, comprendidas entre 5 y 15 %,

~ pero pueden utilizarse concentraciones de 2,5 a 20 %,

Se observe una produccidén mdxima de RVA de doble fila-
mento con concentraciones domprendidas entre 8 y 9 % en
volumen/volumen,

El mutante IU-9 de lB32-colifago ha sido descrito
por 1os'Drs. C. Weissmen y S. Ochoa en un articulo titu-
lado "Replication of Phage RNAY, éug aparecid en "Pro-
gress in Nucleic Acid Research and Holecular Biology",
Vol. 6, pdgs. 353-399 (Marzo 1967). Se obtuvieron mues-—
tres de siembra a partir de los mismos en la Escuela
de Medicina de la New York City University.

Como se ha indicado anteriormente, una carac%eris-
tica de este invenlo es que se ha encontrado que se pro-~
duce wne gran cantidad de deido ribonucleico de doble
filarpento (denominado en adelante DS-RIA) ‘si las célu~
las de E. coli se cultivan en un medio de culti&o de li-
cor de infusidn de mafz y se infectan con el mutante
MU-Q de MS2-colifago. Esto puede ser explicado por el

hecho de que el licor de infusidn de maiz permite un cre-
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cimiento mis rdpido de las células de E, coli hasta una
densidad de poblacidn mayor. Ia produceidn de virus y

de DS-RIA de‘dobié filamento requiere células gue sean
metabdlicamente muy asctivas (en la fase logaritmice del
crecimiento). Cuando las células se cultivan en un medio
de triptona rutinariamente utilizade en le umeyoria de
los laboratorios y estas células se emplean para'la pro-—
pagacién de IS2, la produccidén del colifago y de DS-RNA
por unidad de volumen de medio es maxima cﬁando los cul~-
tivos son infectados a une densidad de células de 5 x
108/uL. Ia productividad disminuye pare mayores densida-
des de células. Ia productividad por célule presente en
el momento Ge la infeccidn es 6ptiwa e densidades de las

¢élulas inferiores & 5 X 198/ml, pero la menor concentra=

'pién de células da lugar & una netae reduccién del produc—

to. .
EL vuso de iicor de infusion dermaiz como medio de
cultivo mantiene el crecinmiento de las células de E. coll
hasta densidades finales mucho mayores y- pernite la infec-
cidn productive a concentraciones de células superiores’

& 5 x 10%/ml. Se ha conseguido un aumento de ocho veces
sobre la cantidad de DS-RWA producida en un medio de trip-
fona mediante el uso de licor de infusidn de meiz cowmo

nedio de culbtivo, Los datos que demuestran el crecimiento

y la vroductividad de E. coli 3000 (HFR) cultivado en un

o
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medio de licor de infugidn de maiz estdn reunidos en la

Table I. ,
TABIA I

Creocimiento de E. coli 3000 én licor de infusidn de maiz

Peso seco (g/litro)
Experimento

1 2 3 4 5

Medio 24 h 10 h

Licor de 1nfuslon

de maiz 5,06 (v/v) 3,9 3,6 3,6 4,4 7,2
T45% - = = 6,6 10,7
10,0% o= = = T,8 11,7
Medio de triptona 1,5 1,1 1,1 = -
Inoculums 0,1 g/litro  0,g/litro
de celulas de células
en fase estg en fase lo-
cionaris garitmica

Ia Tabla I indica que en solazente 10 horaé después
de la inoculacidn, un medio de.licor de infusidn de maiz
produce aproximadamente un crecimiento dos veces mayor gue
ol obtenido en un medio de triptona después de 24 horas.
En otras palasbras, el uso de licor de infusidn de maiz
produce un aumento dé'dbs veces aproximadamente del creci-
miento de célulaé en la mitad del tiempo.

Fn la Tabla II se compara la produccidn de DS-RNA
en los dos medios; las células de E. coli 3000, cultivacas

en medio de licor de infusidn de maiz y en medio de trip-
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tone son infectadas con el mutante MU-9, Ia tabla demues—
tra que la presencia de 8,5 % de licor de infusién de maiz
en el medio de cultivo de lugar & un aumento de 3 & 5 ve-
ces en ol rendimiento de DS-RFA en comparacidn con el ren
dimiento obtenido cuando se omite el licor de infusidn de
naiz.

TABLA TI

Produccién de DS-RWA en medio de infusidn de mafz

Ta concentracidn del licor de infusidn de maiz se

expresa como porcentaje (peso/voluuen); la concentracidn

‘de las células se calculae a partir de la densidad Sptica.

I. Relacidn de volumen de medio & volumen del matraz = 0,23

mabraces sin ftabiques.

.Gélulas/ml '3 la  mg DS-RIA/

Hedio Experimento  infeccitn (n2/ml) litro
Triptona 1 5,00 x 108 35
Infusidy de 2 5,20 x 108 - 55
naiz 5 % - 2 9150 x 100 54
2 2,25 x 109 75
2 2,90 x 109 64

II. Relacidn de volumen de medio a volumen de matraces =
0,08; wetraces con tabiques#

Infusidn de

naiz 5% 4 7,30 x 108 43
1 7,70 x 108 49
4 1,10 x 109 74
1 1,19 x 109 76
1 2,00 x 102 102
1 2,02 x 103 99
2 2,08 x 102 106
2 3,24 x 109 218
3 3,60 x 109 154
1 3,96 x 109 176
3 4,10 x 10° 152
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- Medio

Ingusién
meiz 5 %

Infusién
maiz 6 %

In@usién
maiz 7 %

Infugion
maiz 7,5

In@usién
maiz 8 %

In@usién
maiz 8,5

In@usiéq
maiz 9 %

Ingusién

maiz 10 §

'In@usién

de

de

de

de

de

0

de

malz 15 %

TABLA IT (continuacidn)
Célulagmlala in

Experimento  £recidn (né/ml)
1 ‘4,24 x 109
1 7,40 x 103
1 7,40 x 102
4 8,08 x 109
4 9,10 x 102
3. 9,76 x 109
3 1,14 x 1010
4 8,32 x 103
4 9,30 x 107

4 " 8,00 x 107
4 9,00 x 109
3 3,00 x 102
3 9,60 x 10°
4 8,00 x 109
4 9,00 x 109

5 5,40 x 409
5 6,00 x 102
5 7,90 x 102
5 8,20 x 109
5 1,15 x 1010
5 1,15 x 1010
5 1,40 x 10}8
5 1,50 x 10
4 7,12 x 102
4 8,40 x 109
3 3,68 x 102
2 4,16 x 102
2 5,60 x 102
3 7,04 x 109
2 . . 4,04 x 102
3 5,60 % 102
3 6,56 x 102
3 6,96 x 102
3 9,10 x 102

T
el

e
kA
.

mg DS-RUA/

1itro

28
225
222
104
16
8
149
11
21

X Tos tebiques en estos matraces son aletas verticales

del tipb comercial.
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Solamente pueden emplearse ciertas variedades de
BE. Coli como huésped para el crecimiento del mutente
IU=9 y otras para la produccién de DS-RNA. Por lo tento,
el invento consta de dos ebapas: Acunulecidn de un nime-
ro adecuvado de [U~9 colifago por crecimiento en un medio
permisible de E. coli (vig. E~90) (conteniendo supresor,
es decir, un medio que periite el desarrollo de le varie-
dad completa de colifzago), seguido de infeccién de una
variedad restrictiva o no permisible (v.g. 3000). Estes
Q1timas variedades no contienen supresor que nmodifiquen
la maquinaria de sintesis de proteinas de forua gque los
tripletes codificadores sin sentido enel mutante RNA (ague-
1los que no corresponden & un RIA de transferencis para

un aminodcido) pueden ser mal traducldos y por lo tanto

conducen & la insercidn e un aminodcido en una cadena

de polipéptido en crecimiento. Ia formacidn del colifago
conpleto es evitada en estas variedades y %on éllo se |
acumulen elevados niveles de RUA de doble filamento. Bs—
tas variedades de E. coli pueden obtenerse en la Americen
Type Culture Collection. Para llevar a cabo este proceso
en dos etapas, el mutante }MU-9 se afiade primero al E. coli
X-90 en el medio de cultivo de licor de infusidn de maiz,

El X, coli se incuba hasta que se produce su escisidn,

. lo que réquiere de 3 & 4 horas, EL colifago desprendido

de I. coli XK-90 se utilize despuéé pare infectar E. coli

- 10 =
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3000 en un medio de cultivo nuevo de licor de infusién
de neiz.

La propagécidn seriada no controlada de MU-9 en
el hudsped permisible (¥~90) puede conducir a le acumula-
cidn de mutaciones inversas el tipo NS-2 original, pro-
bablemente debido a uns meyor eficacia reproductora del
tipo paternal, Las condiciones requeridas para la produc-
cidn de lisatos MU-9 en el medio de infusidn de maiz han
gido determinadas y parece que congisten en una egitacidn
y una aireacidn guficiente paras permitir un tiempo de ge-
neracidn de 30 a 40 minutos (consegsuido mediante el uso
de un volumen de medio no superior a 1/10 del volumen
del matraz), asi como parece esencial el ﬁso de un lisato
MU-9 de E. coli K~90 que contenga m;nos de 0,08 % de
182, La cantidad de lisato afiadida debe introducir 20 vi-
rus por cada célula presente en el momento de la adicidn.
Aumentendo la concentracién de la infusidn de maiz de 5 %
a 8,5 % también se puede contribuir considerablemente al
mantenimiento de frecuencias de reversion bajas.

Para obtener un crecimiento répido inmediato y
continuado, el medio de infusidn de maiz debe ser inocu-
lado con cultivos que se encuentren en la fase logaritmi-
ca de crecimiento. Un inoculun en fase estaclonaris se
duplicard y despuds cesard la multiplicacidén durante 4 &

6 horas aproximadamente. El aumentoc final en crecimiento
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de un inoculum en fase estacionaria, indicado por un au-
mento en la densidad optima despuds de le inoculacidn,
es normalmente de 25 & 30 % mds bajo que cuando se uti-
1izan células en fase logaritmica de crecimiento.

Los experimentos felativos a los efectos de la
velocidad de aireacidn y de la multiplicidad de la infec~
cidn (virus/célula) sobre la fracéidn de MS2 (revertante)
en lisatos de infusidn de mefz estdn resumidos en la Ta-

bla III.

- 12 =
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30

Cantidad
Exp., Tipo de matraz de medio &
 No. de 250 ml. (ml1) Tipo
F ' i
1 sin tabique 50 CS=5%
2 con tabique 50 0S-5%
con tabique 20 0S-5%
3 con tabique 20 CS=-8,5%
CS-8,5%
._T M

- 13

TABLA ITT

Células/ml
a la infec

cibén (no/ml)

Multipl
cidad d
‘infeccl

N\

1

[

23
21

% 05 = licor de infusidn de maiz (% = v/v); T = medio de triptona.
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TABLA IIT
1d Células/ml Multipli- % de MS2 en
L0 " a la infec cidad de 1la el lisato Virus producido
. Dipo cién (no/ml) infeccién infectante Total % o=2
0S-5% 6,20 x 105 1 0,08  45x 10l 0,31
9,70 x 108 5 1,2 x 1015 0,27
CS-5% 1,34 x 107 11 0,05 7,8 x 101 0,83
8,4 x 1017 0,42
- 8,9 x 10 0,80
CS-5% 1,08 x 107 9 0,05 7,6 x 1011 0,22
8,6 x 10 0.31
0S-8,5% 5,00 x 10*93 23 0,06 6,1 x 10}7 0,08
08-8,5% 3,75 % 103 23 1,5 x 1012 0,09
Sp 7Y 6160 x 10 21 9,4 x 10 0,08

i (% = v/v); T = medio de triptona.
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Los experimentos de la Tabla III demuestran que
las condiciones del experimento 3, que implican unas
gran velocidad de aireacidn y una cantidad de mutante
MU-9 relativamente mayor con respecto & las células de
E. coli, producen un mayor rendimiento de virus y una .
reversion minima a la forma paternal, MS-2,
| Son ejemplos representativos del invento los
siguientes: ‘

Se prepars un medio de licor de infusidn de maiz
disolviendo 60 g de sosa en lentejas en 1 litro de agua,
agregando 1 litro de licor de infusidn de maiz nuevo
bien mezclado (50 % de sélidos) y agitando durante 15
minutos., Bl pH debe ser ajustado a 7,0 en caso de que
no tenga este valor. Ia mezcla se centfifuga en frio
pérq,también puede ser filtrada mediante un suxiliar
de filtrgcién con objeto de separar los sélidos. Esta
solucién de material al 50 % (volumen/volumen) se dilu-
ye con ague destilada para obténer la concentracidn fi-
nal deseada y se lleva & ebullicidn o se trais en au~
toclave brevemente, se deja epfriar y se centrifuga
(o filtra) con objéeto de separar todos los sedimentos.
Segin el grado de dilucidn, el medio final contendrd
entre 5 y 15 % (volumen/volumen) de licor de infusidn
de maiz o entre 2,5 y 7,5 % de sdélidos de infusidn de

maiz, respectivanente,

- 14 -
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A 20 ml de esta mezcla, contenidos en un natraz
con tabiqﬁes de 250 ml, se aiiade E. coli, variedad
K;90, en la fage logarltmlca en cantidad suficiente
pare que se encuentren presentes 2 X 108 cé1ulas/cc.
Se -permite que se produzca le incubacidn a 37°C duran-
te 24 horas y durante este tiempo se sacude el matraz.
Un ensayo indica que se ha producido él crecimiento

hasta 3,8 x 109 células/cc. Entonces se eiinden 3,7 ce

) _ de un lisato IU~9 conbteniendo un total de 1,7 x 1012

'colifagos, de los cuales solamente 0,06 % son IIS2, al
E. coli y se permite que se pfoduzca el crecimiento a
‘3700 durante 4 horas. Al cabo de este tiempo, se enfris
el lisato. Este lisato contieﬁe 1,3 x 1012 fagos to-

tales/ce, de los cuales 0,09 % son MS2. Si se va & con-

" servar un lisato durante periodos Ge tiempo prolongados,

se afinde cloroformo hasta una concentracidn final del

1 % (volumen/volumen). Si se desea, las células pueden

. ser separadas del colifago por centrifugacidn. Ia pro-—

. duceidn de RNWA de doble filamento es iniciada en un cul-
tivo de B. coli 3000 que ha sido desarrollado después de
1e inoculacidn con un cultivo en fase logaritmica a
379¢ qurante 3 horas en un medio de infusidn de maiz.
Durante esté tiempo, el E. coli 3000 aumentard de
4 x 108/cc a 8 x 10%/cc. Anora se afiade lisato NU=9 de

E. coli K-90 en centidad suficiente para introducir mas

- 15 =
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de 6 bacteriofagos/célula, Ia incubacidn de estas cé-
lulas de E. coli 3000 se deja transcurrir dursnte 3 ho
ras e 37°C despuds de la infeccidn.

E1l DS-RNA se recupera por el procedimiento des—
crito en el articulo IV antes mencionado. Se utiliza co-
mo inductor de interferon en seres humanos, por ejemplo,
pulverizéndolo en la nariz durante la estacidn fria nor
mel. Se forms una preparacidn adecuada agregando el
DS-RNA al agua para formar une preparacidén pulverize-
ble que se introduce en un recipiente de ﬁulverizacién ,
para aspiracién. La concentracién debe ser tal que una
o dos pulverizaciones dispense de 1 a 100 mg, pero mas
probablenente de 5 a 10 mg, del DS-RNA purificado & las
membranas nssales y orales, Esta pﬁlverizacién debe
realizarse une vez cada 2 & 3 dias.

De lo que antecede se deducen otros ejemplos
del invento. Pbr ejemplo, puede efladirse otro material
nutritivo comunmente presente én el medio de cultivo
al licor de infusidn de maiz diluido en ague utilizado
en este invento. Ia incubacidn después de la adicidn
del colifago puede reelizarse durante un periodo de
tiempo tan corto como 1 hora aproximadaumente, pero con
ello se desperdiciarie el E. coli y la incubacidn puede
prolongarse mas de 3 horas, pero con una velocidaed de

produccién decreciente de DS-RNFA. También pueden agre-

- 16 =
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garse menos de 6 coiifagos/célula pero con una produc-
cidn menos eficiente de DS-RWA y si se emplean mgs de
24 colifagos/célula, se desperdician indtilmente.

Otros ejemplos del invento implican la omisidn
del crecimiento preliminer del mutante MU-9 en una va-
riedad permisible de E. coli; en este caso, la semilla
de mutante MU-Q se afiade inicialmente a la variedad no
permisible de E. coli, pero pueden esperarse rendimien-

t08 relativamente menores de DS-RIA, Las variedades de

E. coli especificas citadas en los ejemplos anteriores

pueden ser sustituldas por otras variedades permisibles

y no permisibles.

»

En restmen la Patente de Invencidn que se soli

cita deberéd recaer sobre las siguientes:

-17 -
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1. Un procediniento para la produccidén de aci
do ribonucleico de doble filarmento que consiste en
cultivar E. coli en un medio de cultivo de licor de

infusién de refz escuoso, dilufdo y después infectar el

- E. coli con un mubante de 1iS2 colifago, MU-9.

2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que se emplea un nedio de cultivo de.licor-de
infusidn de mafiz al 2,5-20 % en volumen/volumen. .

3. Un procedimiento segin la Reivindicacion 1,
en el que se emplea un medio de cultivo de licor de
infusidn de mafz el 5-15 % en volumen/volumen.

4. TUn procediniento segin la Reivindicecion 1,
en el que el colifago se afiade al E, coli en la fase
logaritmica del creciniento de este G1timo.

P I A ’ P . s
5. Un procediumiento segun la Reivindicacion 1

en el que el colifago se agrega al E. coli cuando este

—

Wltimo alcanza una densidad de poblacion mayor de

5 % 100 cdlulas/ml.

6. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que el colifago ha sido cultivado previamente en
una variedad peraisible de E. coli ' '

7. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que se emplea una variedad no peraisible de

E., coli,
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8. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
en el que la infeccidén trascurre durante unas 3 horas.

" 9, Se reivindica por ﬁltimé como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidén que se solici-
ta: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ACIDO RIBO
NUCLEICO IE DOBLE FILAMERTO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de diecinue-
ve paginas mecanografiadas.

Madrid, 7 julio 1.969
BERNARDPy UNGRT A
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