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‘| inducldas con djversos tipos de virus y con cierbes sustan

- Winget, C.A: y Dixon, C.B., Purification and Charscterina~

,'686, 18653 Wagner, R.R., Interferon. A. Rev1ew and Analys13

I inducidos en diversas células animales, incluidos los leu-|

- cocitos. Los leucocitos humanos son conglderados cemo bus-

Haja nam. 1

— Tz presente invencidn se refiere a una clase par

3

ticular de interferones y & un procedimiento parza la prepa
racidn de los mismos.
Los interferones son proteinas que son produel~

das por ciertas -células vivientes, cuando las células son

cias sinﬁéticasL Los interferones son liberados desde las

céiulas y protegen a otras células conbra las infeccicries
'ﬁiricas (Glasgow, L.A., Interferon: A. Review., J. Pediat,
6%: 104, 19653 Ho, M., In$erferonsa New BEngl. J. Med.; mﬁg
1258 ~ 1264, 1313 - 1318 1367 - 1371, 1962; Nerigan, %.Cl,

U

tion of Vertebrate Interferons; J. Molec. Biols, 13: 679 ~|

of Recent Observetions. Americ. J. Med., 38: 720 - 137,
1965) .

Se ha demostredo gque los interferones pueden ser

nos productores de interferén. Estas células pueden ser
utilizadas pere la preparacidén de interferdén exdégeno (Cen-
tell, K., Hirvonen, S., Mogensen, K.E. y Pyhals, L., Hnman
Leukocyte Interferon: Production, Purification, Stability
and Animgl Experiments., Proceedings of af@issue Culture
Association Workshop, May 1973, 35 - 38), pero los léucocif
tos humanos solemente pueden adquirirse en limitedas centir
dades (de donadores de sangre). La funcidn antivirica y,
por lo tento, protectora de las células, de los interferb—

nes, no es perticularmente especifica de especies. Por ejel

i

plo, el interferdn de leucocitos humanos protege, in vitro
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| estando impuesta esta limitacila por el mimero de donadores

loju nam. 2

l-a las células cultivadas procedentes de diversos aﬁimales
no primates, tales como vacas, cerdos, etc. (Gresser, I.
Bandu, ¥.T., Brouty-Boyé, b. v Tovey, li.G., Pronounced
Antiviral Activity of Human Interferon on Bovine and’PorciT
ne Cells., Nature, London, 251: 543 ~ 545, 19%4). La-pro~‘
duccidn de intefferén mediante fibroblastos cutineos de
bovinos y célules rensles de poreinos, sélo podria mostrar
activided de interferdn sobre las células humanas; hasia
ﬁn’pequeﬁo grado o no mostrarle en gbsoluto. En contrazte

con el interferdn de leucocitos humenos, el interferdan de

fibroblestos humanos mostrabs un menor efecto entivirico

gobre las células cultivadas de bovino y de porcino. in. vis
tro, el interferdn bovino tiene un efecto antivirico sobre
las células humgnas (Tovey, M.G., Bandu, M.T., Begon-Lours)
J., Brouty-Boyé, D. y Gresser, I., Antiviral Activity of
Bovine Interferons on Primate Cells., J. Gen. Virol., 36:
341 ~ 344, 1977). ' B

El interés clinico del interferdén es también de-

3

bido al hecho de que, ademés de las posibilidades de tratal

enfermedades viricas, el interferdén ofrece un emplio espec:
$ro de posibil;dades de tratamiento de enfermedasdes cance-
rosas (Cantell, XK., Prospects for the Clinicgl Use of Exo-
genous Interferon., Medicel Biology, 55: 69 - 73, 1977,
Strander, J., Cantell, K., Ingimarsson, 5. and Jskobsson,
P.K., Interferon Treatment of Osteogenic Sarcomat: A Clini-
cel Trial, Fogarty Int. Center Proc. Wash. D.C., 28: 377 -
381, 1977). EL hecho de que hasta ahora solamente se hayan
efectuado relativemente pocos tratamientos, es debido a la

limiteda produccidn de interferdén de leucocitos humanos,
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- da sangre.

J. Clin, Microbiol., 1: 116 - 117, 1975).

| te tipo de produccién esg, en parte, Que los fibroblastos

. rendimiento relativemente pequefio y, en parte, el que los

‘preparar centidades suficientes de interferén, de wa modo

floja ntim. 3

Para la preparacidn de iﬁterferén en meyor esca-
la; diversos especialistas han empezado a utilizér células|
1infoblastoides (por ejemplo, lineas de oélulas'Namaiﬁé),
éue se caracterizan por su oapacidad.para di&idirse por si
mismas de modo continwo y para'producir interferén, y‘que
son de origen maligno (Strander, H., Mogensen, K.E. yAGan~

tell, K., Production of Human Lymphoblastoid Interferoh.,

Ademds, se ha intentado producir interferdn de
fibroblastos, induciendo a los fibroblastos humgnos culti-
vados, en varios pasajes (Merigan, T.C., Discussion, In:
Interferon, eds. G.E. W. Wolstenholme and M. O'Connor (J.

& A Ghurchiil, London, 1968, p. 70). La desVentaja de es

| L

s6lo son cepaces de desarrollarse em un cultivo de capa unj

ca y no en Los cultivos en suspensién, resultando asi un
fibroblastos solamente pueden ser empleados mediante rela-
tivamente pocos pasajes.

De acuerdo con la presente invencidn, se pueden

adecusdo y econdmico, utilizando, como célules productoras

L

de interferén, leucocitos porcinos, es decir leucocitos pr
cedentes de cerdos. De acuerdo con la inﬁencién, se ha en-
contrado que los leucocitos porcinds producen interferdn
aue muestra uns, actividad protectora antivirice sobre las
células humanas, tento sobre las lineas de células primariLs,
como sobre las lineas de células continuas, y que las pren‘

paraciones de interferdn purificadé, preparadas a partir dé
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Hojn ntim. 4

-10s leucocitos porcinos, son toleradas por los seres huma-
nos por administrscidén parentersl, incluso después de la
administracién de wna dosils inicladora. Fsto indica que el
interferén de leucocitos porcincs sersd utilizable como‘ﬁn
valioso sustituto del interferdén humano, para los varios

usos en los quefse ha encontrado que estéd indicedo el in-
terferén humano (compérense, por ejemplo, las referencias
citadas arriba), incluido el tratamiento de enfermedadss

tales como enfermedades viricas y enfermedades cancerosgas
en sergs humanos, para la profilaxls, junto con cuglguier
forma de tratamiento supresor de la inmunided, por ejemplo
también en este tratamiento, cuando se utiliza en relacidén
con un trasplante, etc., y que este sustituto puede ser

asequible en centidedes muy considerables. hdemés, el in=
terferén de leucocitos porginos esté indicado, desde luegol
para el tratamiento de enfermedades viricas en los cerdqs
y en otros animgles no primates y, en los seres humanos,

en los cerdos y en otros animales no primagbes, para el tra

tamiento de enfermedades inducidss por nicrobios intrace-

lulares, talew como las Rickettsias.

L4

Adenés, el interferdn de leucocitos porcinos pue
de ser utilizable para diversas finalidades, in vitro o co
mo reactivo, por ejemplo, pars investigeciones cientificas

y como interferdn de cebado para la preperacién de interfe:

¥

I'(I)no ]
En la bibliografia se ha descrito el hecho de
que los leucocitos porcinos y otras células de lozs cerdos,

son cepaces de producir interferdén, compédrese por e jemplo,

3

Tongva, V., Study on the Production and Qualities of Iater-

ferons Obtained from Porecine White Blood Cells Using Various
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|- Viruses as Inductors, Proceed. of 3rd Int. Pig Veterinary

nas, ni describen la preparacidén de un interferén de leucos

nos para la produccién de interferdn, como durente el mis-

Hojr ntyn, 5

Sceiety Congress, Lyon, June 12-14, 1974. Vengris, V.E. &
Maréd, C.J., Swine Interferon I, Induction in Porcine Cell
Cultures with Viral end Synthetic Inducers, Cen. J.'édﬁp.
Mea., 36 282-287, 1972 Richmond, J.Y. An Interferon-Tike

Inhibitor of Foot-snd-Mouth Disease Virus Induced by Phytod
hemagglutinin in Swine Leukocyhe Cultures. Arch. ges. Vi
rusforsch,, 2%‘ 282 - 289, 1969, Richmond, J.Y., Intéfferon
of Foot-snd-Houth~Disease Vlrus A New Assay for Inie*“eron.'
Arch. ges. Virusforsch., 30: 75 - 81, 1970) Estas referen
cias traten del efecto inhibidor'(antiv;rico) del interfe-
rén, sobre enfermedades viricas qﬁe atecan a las célulan

agimales, ¥y en estas referencias, se vbtilizen varios tipos
de virus y varios tipos de inductores sintéticos, pars la
inducc1on de 1nterferon en los cultivos de leucocitos por-
clnos. Sin embsrgo, ninguns de estas referencias describe

el hecho de que el interferén de leucocitos porcinos muestra

une, activided probtectora antivirica sobre las células humat

citos porcinos que pudiera ser ubilizada apropladamente en
seres humenos. ‘

~Con el fin de que el interferdén de leucocitos por
cinos pueda ser apropladamente utilizado en los seres humay
nos, éste no debe dar lugar a reacciones de hipersensibiiir
dad por sdministracidén paremberal s los seres humanos y,
de acﬁefdo con la presente invencidn, esto se obtiene, por

que terto durante la preparacién de los leucocitos por01~

mo procedimiento de produccidn del interferén, se evita

cualquier adicidn de proteinas que pueda dar lugar a reac-
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~ ciones de hipersensibilidad en los seres humanos, lo cual
se resuelve en la préactica, de acuerdo con la invencién,
wtilizgndo como fuentes de proteinas para los medios enm-
pleados, fuentes de proteinss que estén, en innunoelectro-
foresis, sustanciaslmente exentas de bandas que 1o seén'
idénticas 0 parcialmente idénticas a las bandes del stiezo
humano egamma, cuando se utiliza proteina de suero hﬁﬁéno
antitotal, Igh entilumeno, IgA antihumano, IgM antihuasno
y alblmine entihumana, como anticuerpo precipitante (la
expresidn "suero agamma" pretende designar al suero gus ha)
sido desprovisto de la fraccién de gammaglobulina, por f
sJemplo, separédndola por precipitacidén con sal). Este re-
querimiento de la fuente de proteinas es satisfecho por el
plaesma agamma humeno y (desde luego) por el suero agamma
humgno y por sus fracciones, incluida la albimina humana y
le hemoglobina humsna procedente de eritrocitos hemoligzado
(1a hemoglobina no mostraréd sustancialmente ninguns banda
contra los anticuerpos anteriores). Sin embargo, de acuer-
do coﬁ la invencidén, es de una egpecial importancia el que
el requerimiento anteriormente menclonado ses también sa-
tisfecho por log correspondientes materiales porcinos, in=-
clufdos e) plesma agamma © el suero sgamma porcinos o las
fracclones de tal suero ggemma, incluyendo especialménte
la albumina porcina, y por la hemoglobing porcina proceden
te de eritrocitos hemolizados. EL hecho de que las fuentes
de proteinas porcinas muestren esta identidad con los ma-
teriales proteinicos humanos, se ubtiliza en un especto adi
clongl de la presente invencidn, que se describe con mayor
detalle a continuacidn. La medida de utiligzar, como fuenfe

de proteinas afiadide, solamente une fuente que muestire la
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. | identidad anterior con el suero sgamma humano, estd en con

-traste con la técnice conocida, en la cual se han utiliza~

- generalmente establecidas para el interferdén en la bipiio-

- preparads con utilizacidén de las medidaes anteriormente in-
.Glcadas, que son caracteristicas de la presente invencidn,

.puede caracterizarse porque muestra una actividad antiviri

ED de bandas que no.sean idénticas o parcimlmente iaénti-
‘cag a las bandas del interferdn de leucocitos humgnos o
f.del suero~humano, cuando se utilizan, como anticuerpos pre
‘cipitantes, proteinas de swero humeno antitotal, IgG anti-
| bumano, Igh antihvmeno, IgM entihvmeno y slbdmine entihumg
e e intqrferén de leucocitos antihumanos, producidos en

le oveja, empleando interferdn de leuooomtos humgnos pre~-

- el que el inductor de interferdén (cuando este es un materi

1 Haja ntum, 7

do fuenies de Drotéinss de un cardcter no tolerable pars
los seres humanos, tales como suero de termera fetal o _sue
ro porecino total, pera la incubacidn de celulas de axima~
les no primates. ' o

Aparte del hecho de que muestra las propiedades

.érafia, incluido el que es estable frente al pH, no -diali-|.

zeble, sensible a la tripsina, no sedimentabls, relstiveme]
te estable al calor y que muestra une actividad antivirics

de amplio especiro, el interferén de leucocitos porcinos

ca protec%ora sobre las células humanas en cultivo y por-

que, e la inmunocelectroforesis, esta sustancialmente exen

' parado como se describe por K. B. Mogensen y Karm Cantell i

(Pharmac. Ther. A., Vol. 1, pdginas 369 - 381, 1977),

gparte de cualesgulera bandas originadss por el medio en

biolégico) ha sido propagado. En’ otras palabras, esto sig-

nifica que en lg inmuncelectroforesis, el interferdn de

112

4

=W
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.. Leucocitos porcinos de acuerdo con la invencidn, muestra

.una identidad con el interferdn de leucocitos humanos pre-
paradb de acuerdo con K. E. Mogensen y Kari Cantell
" (Pharmac. Ther. A+, volumen 1, péginas 369 - 381, 19%7),
aparte de cualesquiera bandas originadas por el medi@uen
el cusl he sido prqpagado un inductor de interferdn biolé;
gico. De agui que benga que haber una similarided tan, gran
- de entre el interferdn humeno y el interferén porcino}.que
las células hunanss se muesiren receptoras del interferén
porcino; compirense Llos ‘valores indicados en el FJGLDLO 4
de la concentraozén del 1nterferon poreino determinada en
los cultivos de células humanas.
iT:) gran similaridad entre el interferdn de leuco
Acitos humanos v el interferén de leucocitos porcinos es
también evidente por los resultados de la electroforesis

de gradiente con gel de poliscrilamida, que muestra sustan

cialmente bandas idéntices; véanse figuras 7 a 9 con la ex
plicacién concerniente. | g ,
~ Como se deduce del Ejemplo 5, parsce que en 10.
que respecta a su activida@ protectora antivirica sobre las
células humanas en cultivo, el interferdn porcino es par-
ciglmente neutralizado por el interferén de leucocitos an~
tihumanos preparado en la oveja.
De geuerdo con la practica comin, el término "in
terferdén® en le presente memorta y.relvindicaciones, pre~ ,
| tende designar no solamente la proporcidn de "moléculas de
interferdn" en el producto, sino también las proteinss
acompafiantes, las cuales no ha sido todavia'posible elimi
nar por completo con.las sctuales técnicas, y cuya comple-

ta eliminacién puede no ser incluso ventajosa, especialmen
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: qﬁe es un producto que estd considerablemente menos con-

— R e

tHoja nam. 9

- te en lo que conclerne a la parte de albimina del producta
- Ademds del interferén crudo, el cual es en la préctica el
medio de cuwltivo o incubacidn en el cual se produce elrinw
te;ferén en larpreparacién del interferén, los siguiéﬁ?es
tipos de productos son de interds dentro de la técnice-dell
interferdn: , - B |
"Interferdén bruto concentrado", Que es un pPro~
ducto usualmente preparado a partir del medio de cultivo

o ineubacién, por neutralizacidn del virus inductor a pH 2

viatura de este tipo de interferdn es, usualmente,'“GIF“.
Bl CIF contiene una considerable cantidad de proteinas .
'épompéﬁantes ¥, usvalmente, muestra wna estabilidad rela-
~fivamente baja y una inmunégenicidad relativamente alta.
_ El “interferén parcialmente purificado® (MPIFY),
taminado con proteinas ecompafiantes y que, por unidad de
volumen, contiene una getividad de interferdn mucho mayor
EL PIF puede prepararse tipicamente, a partir de inte rfe-
rén bruto, mediante precipitacidén con tiocianato potésico,
fraccionamiento con etanolAynprecipitacién adicional con
tiocianato potdsico. o
Las preparaciones tipicas del PIF se describen
_por K. E, Mogensen y Kari Gantell en Pharmao. Ther. A.,
' vol. 1, péginas 369 a 381, 1977.
El "PIF-B", es decir "interferdn parcislmente pu

rificado de tipo B", es un producto que contiene menos prg

mente empleando, en la Gltima etapa de la precipitacidn

con tiocianato potésico, una disminucidén de pH hesta 501§

y precipitacién con tiocianato potdsico a pH 3,5. Le abre<

teinas contaminantes que el PIF, y que se prepara tipica~- |

.
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| mente 4,7, en lugar de una disminuclidén de pH hasta 3,0. Sx

 inmunoelectroforédtico. La administracidn de esta prepara-

! Hojn nam. 10 l

el mismo artfculo citado arriba de K.E. Mogensen y Kari
Cantell aparecen detalles adicionales concernientes a estsd
' preparéoién tipica.

' Ta invencidén se refiere también a preparaciocnes
farmacéuticas para edministracidén parenteral a los serss
humanos, conteniendo dichas preparaciones interferdi de
leucocitos porcinos comb componente activo. Estas preyara~
ciones farmacéduticas contlenen el interferdn de leucocitos
porocinos en uns forma que es tolerable pars los ser93~humg
nos por administracidén parenteral, es decir, que el intar—
ferdén de leucocltos porcinos satisface los requerimientos
a;riba indicados, en lo gue respecta & que, en las iﬁﬁuno»
electroforesis{ no muestra bandas que no sean idénticas a
las bandas del interferdn dg leucocitos humanos o del suer
agammé humano, cusndo como anticusrpo precipitante se uti-
lizan protefns de suerc humano antitotal, Iz antihumana,
IgA entihumgne, IgM antihumana, alblmina antihumena e in-
terferdn de leucocitos antihumanos, aparte de cualesquieral
bandas originadas por el medio en el cual ha sido propaga-
do un inductor de interferdn bioldgico. Iias preparaciones
farmacéuticas preferidas contienen el interferdn de leuco~
voitos porcinos en forma de PIF, que satisface 1a§ coﬁdicig

nes arribe indicadas, en lo que respects al comportamiento

clén farmacéutica de la invencidn, se adapta al caso cli-
nico pérticular, dependiendo de que se ‘trate, bien sea por
ejemplo del tratamiento del céncer o de ung infeccidn por
virus, o de hepatltis que estdn causadas presuniblenente

también por virus. Una directriz pars la administracién
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- para el tretamiento de céncer, papilomas, enfermedades vie

eibn, ya que solamente pueden aplicarse pequefias cantidade

terferdn de leucocitos porcinos en forma de PIF, indicada

restante del organismo. Finalmente, se considera que el in

Haojn ntiun. 11

ricas y hepatitis, es la administracidén de 2,5 a 8 milione
de unidades internacionales, por via parenterai, or ejem
plozpoiAvia intremuscular o subcutdnea, por dia y durante
30 dias y, después, de 2,5 o 8 millones de unidades inter—
nacioneles, fres veces por semana, durante hasta afio y me-
dio. Otro aspecto de wna preparacidn farmacéutica de.acuex
do con la invencidn, es un colirio que contiene interferdn
de leucocitos porcinos, tambidn preferiblemente en forma
de PIF. Tales colirios estdn indicados, por ejemploy para
el tratemiento de la Herpes keratitis. Los‘coliriosnéﬁgl

contienen interferdn deben contener una elevada concenire-
de ellos. Una aplicacidn intraespinal, es el empleo del in|

para la eacefalitis virica, la esclerosis diseminada y 1los
tumores del sisbema CNS. Aqui, se prefiere el uso de las
miémas dosis que se han indicado antes. Sin embargo, en
este caso; no es necesario efectuar la administracion de
modo +tan frecuente, puesto Que el interferdén abandong el

gistema CNS con mds lentitud de lo que abendona la parte

terferén de leucocitos porcinos puede ser utilizado en pul
verizaciones nasales para el tratamiento de resfrisdos, ta
como se ilustra en la bibliografis referente al interferdn
humano, y en las mismas cantidades de administraclén que s

indican en la bibliografia con este fin. Si no se utiliza |

una de las sdministrsciones tipicas mencionsdas, se puede

individualizar el tratamiento, midiendo, subsiguientemente

8 la administracién del interferdn, la concentracién de inl

(=
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. tarferdn en el suero o en los liguidos fisioldgicos del

les por ml durante los primeros minutos a horas después de

.tes.

ttojr niom. 1 2

paclente. De acuerdo con la bidbliografia, se debe tender

aqui & una concentracidén de 50 a 100 unidades internaciong

la inyeccidn intremuscular, o durante los primeros minutos
subsiguientes a la administracién intravenosa (por adminig
tracldn intravenosa, la curva de actividad caersd bruscemen
te (exponenclelmente) ya durante los primeros minutes).
Como se ha indicado antes, el interferdn de leu~
cocitos porcinos de acuerdo con la invencidn, con laus pro-
piledades indicadas en 1o que respecte a la tolerancis para
los seres humanos, se obtlene evitando, durante la totali-
dad del método de preparacién, es decir, durante le fécogg
da, aislamiehto, iniciacién, induceidn e incubacidn de los
leucocitos porcinos para la prodqccién de interferédn, la
adicién ds fuentes de proteinas que no sean tolerables pa-
ra los seres humanos. Esto se obtiene, utilizando, como
fuente de proteinas afiadida en cualquiera de las etapas an
tes menclonadas, una fuente de proteinas que satisfaga 108
requerimientos antes menciongdos. Las fuentes de proteinas
preferidas que satisfacen los requerimientos antes menciow
nados, son el suero agamma porcino y la albumins porcina,
que pueden prepararse de acuerdo con métodos en si conoci~

dog, tales como-los que se ilustran en los ejemplos sigules

| 234

El hecho de que el suero ggamma porcino y sus
fracciones, incluida especialmente la albiuina porcina y
la hemogloving porcina procedente de eritrocitos hemoliza-
dos, no muestre, en las inmunceleciroforesis realizadas utl

lizando los enticuerpos sntes mencionsdos, bandas que no
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— gparezcan en el suero humano,'se utiliza en otro aspecto
de la invencidn: BEste aspecto esta constituido por tales

_ procedimientos para la obtencidn, o utilizados en lé obtag
cidn, de preparaciones farmacéuticas que conbienen pﬁqﬁei—
nas, pars la administracidn parenteral a los seres hu@éhos,
en que se ocultiven células o tejidos en un medio nutrieute
que contieﬁe uﬁa fuente de proteinas, y se obtiene un ma~
terial producido por las cédlulas o cultivado en las celu~-
las, y se purifica opclonalmente despuds, carscterizéndose
este aspecto de la invencién por utilizar, como fuente de
proteinas, suero agamma porcino o una fraccién del mismé,
incluida especislmente la albiming porcina o la hemoglobi-
ng porcing opiginada de eritrocitos porcinos hemolizados.
Se entenderd que los procedimientoé de este tipo son todos
aquel}os procedimientos en los que se preparan por ejemplo
vacunas para administracidn parenteral & los seres humanosl
pof ejemplo, vacuna poliomielitica, factor de transferen-
cias; ete.

En la técnica conocida, se han utilizado para eg|
tos fines suerc humano o diversos materieles no humanos.
Sin embargo, la disponibilidad de suero humano esté limi-
tada pof el nlmero de donantes, y los materiales no huma-

nos, tales como alblmina bovina, suvero de ternera fetal,

1

etc., pueden dar luger a reacciones de hipersensibilidad ej
los pacisntes. Utilizando log materialeé porcinos de acuer
do con la invencidn, se evitan tales reacciones de hiper-
sensibilidad,_y los materiales porcinos estan disponibles
en cantidades muy considerables.

Otro aspecto de la invencidn es el uso de albumi

na porcina como sgente de expensién del plasma para estados
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L de choque, en lugar de la alblmina hwaana o de otros agen-
tes de expansidn del plasma enteriormente embleados. Asi-
mismo, en este aspecto, la invencién utilizs el hecho de

| que le albimina poréina es tolerada por los seres humanosg
y se cbbtienen ventajas, también, en lo que respecta a;lav
disponibilided fe un material mds barato y en cantidades

. mayores gque la;albﬁmina humana, y en lo gue respecta a2 ung
tolerancia mejor que la de los asgentes de expansidn d;l
plasma no humano, conoclidos.

En lo que ge refiere a los aspectos antes mencip
ngdos, de acuerdo con log cuales se utiliza suero agamma
poreino, albumina porclina o hemoglobins porcina, coio fueg
te de proteines afladida pars los medios relacionados con 1g
obtencidn de preparaciones farmacéuticas para uso parente-
ral, es de sedlalar que 1los principios. utilizados en rela-
cidn éon este aspecto de la invencidbn, son los mismos que
se han expuesto con detelle antes, en relacidnm con su rea-
lizecidn especial y muy importante, constituida por la prg
paracién de interferdn de leucocitos porcinos, empleando
como fuente de proteinas afiadida el suero sgemma poreino,
ls slbUming porcina o la hemoglobing porcina.

En lo que se refiere a los detalles operativos,
la preparacidn y purificacién del interforén de leucocitos
porcinos puede efectuarse de uns uenere completamente end-
loga 2 la del procedimiento descrito por K. E. Mogensen y
Keri Cantell en Pharmac. Ther. A., volumen 1, péginas 369
a 381,'19§%, tal como se ilustra taumbién en los e jemplos
siguientes, los cuzles ilustran, 2l mismo tiempo, unas po-
cas diferencias pequefias, pero sustenciales, en comparacilpn

con el procedimiento descrito en dicha referencig biblio~
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—grifica: el uso de medio esencizl minimo de Esgle con sal
de Hank, en lugar de con sgl de Earle, puesto que se ha en!
. contrado que los leuwcocitos poreinos tieﬁen mejor éxito con
la sel de Henk que con la sal de Earle, y la adicién de un
~ agente formador de quelatos de calcio y magnesio para evi-
tar la sglutinacidn de los leucocitos porcincs, de oiro mo
do considerablé. Se ha encontrado que el KéEDTA‘es tn-ade~
cuedo agente de formacidn de quelatos de celcio y magiesiol
Como inductor en el procedimiento de la invencidn,
se utiliza preferiblemente virus 1 parsgripal Sendai, que
estéd en anslogia con los métodos de acuerdo con Mogensen
y Cantell, pero en contraste con las preparaciones de in~
terferdn de leucocitos porcinds descritas en la bibliogra-
fia. Sin embargo, es de sedalar que cuando se prepera el

interferén de levcocitos porcinos, se-deben emplear canti-

dades mayores de virus Sendai, que cusndo se prepara inter-
ferén de leucocitos humanos como se describe en la biblio-
grafia. Cantidedes afiadidas preferidas de virus Sendai son

de 200 g 400 unidedes HA por ml MEM/mezcla de leumcocitos.

Parece preferirse el uso de virus Sendal, pero tembién pue

¥

den utilizerse para la prepsracidn del interferén de leucod
citos porcinos, otros inductores de interferdn de los di-
" versos tipos bien descritos en la bibliografis, incluidos

el virus NDV (virus de ls enfermedad de Newcastle), el vi-

rus VSV (virus de la estomatitis vesicular) o el virus Sen
dai Herris.

Se hace referencis shors a ios,dibuJOS:V

La figura 1 muestra une inmunoelectroforesis Gra
bar sobre gel de agerosa. En el orificic superior, se hen

 aplicado 10 microlitros de susro humeno, en el orificio me
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—d1io se han aplicgdo 10 microlitros de suero humeno, y en
el orificio inferior se han aplicedo 10 microlitros de

suero ggamma humano. La electroforesis se ha efectuado a

perior se ha splicado proteina de sueroc total antihuiano

tes gl punto de aplicacidn del suero agamma.

bar sobre gel de sgarosa. En el orificio superior se¢ han

gplicado 10 microlitros de suero humano, en el orificio

el orificio inferdor se han aplicado 10 microlitros de
suero agamma humano. La electroforesis se ha efectuado =
150 voltios, durante 90 minutos. Después, en la ranura su-
periof se ha aplicado suero totel antihumano de conejo,

¥ en la ranure inferior se hg egplicado Igl antihumano de
congjo. Se advierten trazas de IgM alrededor del punto de

aplicacidén del suero agamma humano,
bar sobre gel de agarosa. En el orificio superior se han

dio se han aplicado 10 microlitros de suero porcino,ly en
el orificio inferior se han aplicado 10 microlitros de sue
ro humeno. La electroforesis se ha efectuado a 150 voltios
durente 90 minutos. Después, en la ranura superior se ha

aplicado proteina de suero total emtilhumsno de conejo, y

en lg reuurs inferior se ha splicade IgG entihumena de co-
nejo. Se advierte la identidad entre el suero humano y el

suero porcino, en lo que respectz a lg Igh, ya que existe

150 voltios, durante 90 minutos. Después, en la ranura su-

de conejo, y en la ranura inferior se ha aplicado IgA enti
: :

J . - =
humano de conejo. Se advierten trazas de IgA correspondien

La figura 2 muestras ung inmunoelectroforesis Gra

nedio se han gplicado 10 microlitros de suero humenc, y en

Lg figura 3 muestra una inmunoelectroforesis Grgl

aplicado 10 microlitros de suero humano, en el orificio me

|
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- fusidn en los extremos, tanto de la renura superior como

. de ‘esto, la electroforssis se ha cfectuado perpendicular~

del plasma porcino, ¥y el pico élto,,que se origina del sug

Hojn num. 17

de la infericr. Ademds, se advertird wna migracién susten-
cialmente idéntica de las proteinas precipitentes que se
originan, por un lado, del suero humeno y, por otro lado,
del suero pcrciﬁo. | |
Lo figure 4 muestrs una inmnoslectroforesis cru
'zada en tandem: modificada de acuerdo con Freeman. IEa- ¢l
orificio de splicacidn hacis el extremo derecho, se han
aplicado 10 microlitros de suero humeno y, en el punto de
aplicacidn hacia la izquierda del mismo, se han aplicedo
10 microlitros de plasme porcino. La e¢lectroforesis se ha
efectundo a 150 voltios durente 120 minutos, después de Lo
cual se ha cortado la plancha de electroforesis y se ha
colocado confra . gel de agarosa que qon#iene 0,75 micro~

litros de glbimina entihumana de conejo por cm?. Después

mente a la longitud de lae plencha, dvrente 18 horses, a

60 voltios. En la parte izquierds de lg figura, se ve gue
son idénticos los dog precipitados de glbumina que se ori-
ginan del piasma poreino y del suero humano, respectivamen
te. Adeﬁés, en lg parte uedia de la figura, se ve un preci
pitado difuso, que consiste en dos picos, uno de los cue~
les es considerablemente mis alto que el otro. Este proci-
pltado difuso represente albimina~proteins combinsda. Se

sdvierte la identidad entre el pico pequefio que se origing

ro humano. Ademds, debajo de los picos difusos, se advier-
te un precipitado claro, que consigte también en dos pre-
cipitados fundidos (donde es dificil distinguir entre los

dos picos). Estos picos més clarcs representzn ‘tembidn
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- albtoina-proteina combinada. No se advierten eruzamientos

- entre estos dos plcos.

Como anticuerpo, se ha utilizado proteina de suero totel

_marcedas, respectivauente, con 4, B, C, y D. Existe una

0,75 microlitros/bmz. Como ge hg marcedd con A, =se adver-

tloju ndun, 18

Lg figura 5 muestra une inmunoelectroforesigg
cruzede en tendem, de lg misme clase que se muestre enila
figura 4. En el orificio de aplicacién hacis el extremo dg
recho, se han aplicado 20 microlitros de PIP-H, es decir,
"interferén parcislmente purificado" humano, y, en el ori-
ficio de aplicacidnm hacka la izquiefda del mismo; se haﬁ
éplicado 20 microlitros de PIF~P, es decir "interferén
parciglmente purlficedo" porcinc. La electroforesis se ha

efectuado como se ha descrito cn relacion con le figura 4.

entihumena de comejo, en una concentracidn de 4,0 microlin

trog/cm®. En total, se sdvertirin cuatro bandag dobles,

compléta identidéd entre, por una parte, el PIF-P ¥y, por
otfa parte, el PIF-H, correspondiente & estas.cuatro pre~
clpitaciones., ’

La figure 6 muestre uns inmunoelectroforesis ory
zadsa en tandem, de la misma clase éue se muestra en la fiq
gura 4. En el orificio de aplicacién hacisa el extremo Ge-
recho, se han aplioado 20 microlitros de PIF~H, y en el'
orificio de aplicacién bhacia la izguierda del mismo,'se
han aplicedo 20 microlitros de PIF-P. lLe electroforesis s¢
ha gfectﬁado de la misms manera que'sé ha descrito en re-
lacibn con la figura 4, y, como anticuerpo, se ha uviilizes

do elblmina entihumana de conejo, en una concentracidn de

tir4 le identided entre la albimina del PIF-P y la albimi-

na del PIF-H. En lo que corresponde a B, se advertiri le
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se advexﬁiré‘un s6lo precipitado difuso, que se origina de

tuadas en SDS. En cada figura, se aplican marcadores molecu

!
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&dentidad/@nﬁre la albdmina-proteins combinada del PII=P \

! 3 b 3
y del PIF-H, respectivamente., ¥n lo que corresponde a C,
1 * l

i
la albunine de huevo que estd presente en mayores canticar

des en el PII'-H, y que se origina del liquido alentoico,

en el cual se{ha propagado el virus Sendai utilizado cnmoi
inductor de iﬁterferép, (Irediante una electroforesis rdpi-
da de Lzurell, se ha comprobado gue la misma porcién dc -
PIF-H contliene cantidades considerablemente mayores de &l
bémina de huevo. En el PIF-P, la misma electroforesis rapi~
da de Leurell mostrd solamente un pequefio precipitade di=
fuso, que emigrd hasta un poco was lejos.qﬁe la alblimina
restante presente eh el PIF-P.), ,
La figura 7 v la figura 8 nuesiran unas electro-

foresis de gradiente con gel de poliacrilamida (PAGE), efec|

lares éobre la plancha ‘derecha con pesos moleculares (empe-
zando desde abajo) 12,000, (1), 17.800, (2) ¥ 25.000, (3).
Ademds, sobre los marcadores moleculares; se indica albimina
(45.,000), (4) y, adenmdis, un marcador molecular a 67?000, (5
Tas planchas izquierdas de ambas figuraes 7 ytﬁ, muestran, rés
pectivamente, el PIF-H (figura7)yel PIF-P (figura 8). En 1o
gue éorresponde al FIF~-P, se advertiran indicacicnes ﬁara pol]
sos moleculares 12,400, 17.800 y 25.000. Los mismos marcadod
res de peso molecular pueden ser representédos graficamente
en la figura 7. la figura 9 muestra el mismo tipo de electrg
foresis de gradiente, con los wmismo marcadores moleculares
sobre la plancha derecha, pero con una preparacién de PIF-H
conocida (donacibn de Kari Cantbell, véase Pharmac., Ther. A.

Volumen 1, pdginas 369 a 381, 1977). Se edvertird wne dis—

POGR
GQUALITY
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~tribucidn sustancialmente idéntice de las bandas de protei
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ne, entre las tres diferentes PIF que se muestran en ls fi

gura T, figura 8 y figura 9, respectivamente.

Ejemplo 1

Preparacién de interferdn de leucocitos porcinos

!
uwtillzando suerc humane como proteins siiadids.

A. Preparacidn de linfas cusjadas

1) Se recogid sangre al sacrificar cerdos de la
raze Danish Landrace, que tenian un peso corporal de &bro~
ximadamente 90 kg. Después de la anestesia, se lavaron los
cuellos con solucidn de hipoclorito sédico, y la puncidn y
el desangrado se efectuaron con cuchillos tubuleres estéri
les, a través de tubos de poliamida estériles, a frascos
de polipropileno que contenian 600 ml de ACD-citrato. De
cede cerdo se extrajeron de 2,5 a 3,0 litros de sangre; La
pengre se mezcld cuidadosemente con la solucidén de citrato
¥, después, se enfrid a 42C. En total, se extrajo sangre
de 12 cerdos. A

2) La sangre de cerdo estegbilizade y enfriada se
transfirid, en condiciones estériles, a frascos de infusidy
de vidrio, de 500 ml, 1oé cuales fueron centrifugadoé du-
rante 20 minutos a 2100 revoluciones por minuto, a 42C. De
cada frasco de 500 ml, se extrajo por succidn la capa de
plasmg y, después, se transfirieron de 15 & 20 ml de mezcl
de leuéocitos/éritrooitos g una probeta gradueda’estéril d
100 ml. Las linfas cuajadas de la totelidad de los 12 cer-
dos se reunieron. las probetas se mentuvieron durente une

noche a 42C.

]
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- B. Preparscidn des interferdn bruto.

Ia ceatidad totel de linfas cuajadas (1.260 ml) |
se traté con 9 litros de uma solucién de' cloruro amdénico
al 0,83%, dursnte 10 minutos, a 42C.

Lag mezcla de linfa cuajada/cloruro amdnico ce
centrifvgd en wia centrifuga de ceste Damon/IEC, a 3500 re-
volucicnes por %inuto, con ung alimentacidn de 500 rl por
minuto. El liquido sobrenadente en el cvenco de le cortri-|
fuga, se extrajo por suceidn y se volvid a suspender ls cg
pa leucocitaria en 200 ml de PBS de Dulbecco, sin calcio
ni magnesio, mezclados con 0,5% de etilendiamintetraaceta-
o dipotésico. Deépués, se rgpitié el tratamiento con soluy
cién de cloruro amdénico al 0,83% (10 minutos a 4°C), y“se
centrifugd lé mezcla en una centrifiga con refrigeracidn,
a 800 revoluciones por minuto, a 42C, durants 25 minutos.
El liquido sobreradante se extrajo por succidn, y los leu-
cocitos ss volvieron a suspender en 50 m1 de medio esencial
minimo de Eagle, con sal de Hank mezclada con un 9% Qe »
suerc humesno, del cual se habian precipitado las gemmaglo-
bulines con (NH4)2804, v el cusl tenis ung concentracldén
de proteinas de 2.400 mg/900 ml. EL medio habia sido mezcly
do, ademds, con 3 mg de tricing y 25 microgramos de neomi-
cina por ml. La concentracidén de leucocitos en el medio se
ajustd a 107 células por ml, porbla adicién de medio gdi-
cional.

La mezcla de lencocitos y medio esencial minimo
se disfribuyé en seis metraces de fondo redondo, ’de 2.000
ml, con un contenido de 930 ml cads uno de ellos. A cada |
matraz se’aﬁadieron O,G ml de interferdn de leucocitos, ooﬁ

centrado,; bruto, humanc, que contenia 160.000 unidedes in-
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~ternacionales de interferdn por ml. Por ello, la concentra
cidn final fue de 100 unidades internacionales de interfe-
rén por ml de mezcla de leucocitos y medio esencial minimol
Los mafraces se sometieron a la accifn de un bafio de agua
é 37,52C, con agitacidén con un imén en aspa, y se taparon
de una manera suelta, con hoja de aluminio. Dos horas nis
tarde, se afiadieron a cada matraz 49 nl de suspensidn Ge

virus Sendai, que contenia 8.000 unidades HA de viruz por
nl. Se continué la Ilneubsoidn sobre bafio de agus durante

18 horas més. Despuds, se centrifugaron los contenidos de

los matraces, a 2.000 revoluciones por minuto, a 49C, du=-

rante 40 minutos. El liquido sobrenadante, que es el inters
ferén bruto, se congeld a -409C después de retirer 1 ml

por matraz, para determinar su concentraciédn.

parciglmente purificsdo’ poreino (PI¥F-2),

£l interferdn bruto (5,500 ml) se precipitd a
pH 3,50, en presencla de sulfocianuro potdsico (KSCNW) 0,5
molar. E1l precipitado se disolviéd en 1.100 ml de stanol del
95%, a -202C y a un pHE 4,45. Despuds,se aumentd gradualmen
te el pH, primeramente haste 5,45. El precipitado se dese~-
ché. Se aumenté el pH a 5,80 y se retird un precipitado adi
cionel. Después, se aumentd el pH a 8,00, y el nuevo preci
pitado, que contenia la cantided principsl de interferdn,
se disolvid en i1O ml de tempdén de fosfato a pH 8;00. Al
dia siguiente, so precipitaron de nuevo el interferén y
otras proteinas, a un pH 3,00, en presencia de KSCH 0;5 mno+
lar, E1 precipitado se volvid a disolver en 6 ml de PBS de
“Dulbecco ¥y se ajustd el pH de la solucidn g 7;82, afiadiendo
0,075 m1 de NaOH 2 N. La solucién se transfirid a um tubo
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|_flexible de didlisis y se dializd contra 1.000 ml Qe PBS.

Bl liquido de didlisis se cauwbid al cabo de las 24 horas y

después de 24 horas adicionales de diélisis, se centrifugd

la solucidn durante 60 minutos, a 25.000 revoluciones por

minuto y 29C., E1 1ligquido sobrenadante es el PIF-P final.

Se efectud la investigacidn bacterioldgica, cem—|

brando 0,1 ml sobre la superficle de agar de infusidn e
cerebro y corazén (Difco) mezclado con un 5% de sangre de
caballo desfibrinada, seguido por una incﬁbaeién aerobig
y anaerohia, durante 3 a 4 dias, a 37°C. En las placas no

se advirtié ninglin crecimiento.

Ejemplo 2

Preparacidén de interferdn de leucocitos porcinos

wtilizando suero porcino como proteina afigdida.

A. Preparacidn de suerc agamms porcing.

Sangre de cerdo estabilizada con ACD, extraida y
sratada como se ha descrito en el Ejemplo 1 A1), se con-
trifugé a 2500 revoluclones por minuto, a 420G, durante 7
minutos. La capa de plasma se extrajo por succldén. Se afla=
dieron 11,2 ml de solucidn de cloruro caloeico (10%) por
cada 100 ml de plasma. BL plasma se puso sobre un bafio de
ggua a 37,590, para su coagulacién° Después, el plasma se
dejé en reposo durante 18 horas-a 42C, El plasma asi con-

vertido en suero, se ceuntrifugd a 3.500 revoluciones por

minuto, durente 40 minutos, a 42C. A una poreidén de 10 li-

tros del suero porcino asi preparado se afiadieron con agi-
tacibn, 5.385 ml de solucidén de- sulfato emdénico saturada,

enfrisda con hielo. Esto corresponde a una saturacidn del

?
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- 35% con sulfato eménico, con lo que precipitaron, entre

tracién de proteinas. Bl suero agamma se ajustd a una con-
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otras cosas, las gammaglobulinas. La mezcla del liquido y
el precipitado se centrifugd a 2.500 revoluciones por mi-
mito, durante 10 minutos, s 42C. El liquido sobrenadante
éra suero sgamma. Este suero sgemma se dlalizd contra so-
lucidén salina fisioldégica fria (10 veces el volumen) durag
te 43 horas, con 4o0s cambiog, en frigorifico. EL vsglor del
pH se ajustd a ?,4- Después, el suero agamma se £iltrd en
condiciones estériles a través de un filtro Sartorius; con
el tamafio de poro mas pequefio, 0,22 micras. Bl suero sgamma
se vertid en frascos estériles de 500 ml, con tapén de rost
ca estéril. La determinacién bacterioldgica se efectud de
la misia manera que se ha descrito para el PIF-P en el i
ejemplo 1. Después, se efectuaron lg electroforesis zonal

sobre acetato de celulosa, y le determinscion de la comncen

centracién de proteines de aproximpdamente 2.500 mg/100 ml
por medio de solucidn saling fisioldzica estéril.

_ B. Después,se efectuaron la preparacién del in~
terferén bruto y la purificacién del interferdn, exactament
te de la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 1,
pero utilizando cada vez, en lugar del suero humano, la mig
ma cantidad del suero agamma porcino preparado de la naners
descrita antes.

Las determinaciones ilustradas en las figuras, se
efectuaron con wna produccidn de PIF-P, cuya preparacidn
se efectud utilizando 5 partes de interferdn bruto prepara
do como se ha descrito en el Ejemplo 1, ¥y una parte de in-
terferdn bruto preparado como se ha dgscrito en el presente

ejemplo,
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Ejemplo 3

Preparacién de albimina porcina

Al plaéma porecino, eitraido_y tratado como en el
Ejemplo 1.A 1), ée afiadid un 12% en peso/volumen de poli-
etilenglicol 4.000 (polietilenglicol con un peso moleéglar
de 4.000) en formg s6lida, a pH 8, con lo que precipité la
mayor parte de las proteinas del plasme con un peso molsecny
lar alto, tales como las lipoproteinas y el fibrinégggo,
esl como la IgG. La mezcla resultants de liguido y preci-
pitado, se centrifugd a 2.500 revoluéiones por'minutd¢‘du~
rante 10 minubos, & 42C. La cantidad de albimina del liquj
do sobrenadente se detexminﬁ nmediante electroforesis rapi-
da de Laurell. Después, se rebajd el vH a 4,6 y se afiadid
polietilenglicol 4.000 sélido adicional, hasta que se hu- |
bo obtenido una saturacidn del 25% en peso/volumen. De es-
te modo, se precipitdé la elbimina. Da mezcla de liguido y
precipitado se centrifugd a 2.500 revoluciones por minutbo,
dursnte 10 minutos, a 49C. El precipitado se lavd con egual
desfilada en aparato de vidrio, a 42C. Después, se afladid
tanpdn PBS de Dulbecco (pH %,3, menos calcio y magnesio)
hasta éue se consiguid una concentracidn de alblmina de
cuatro veces la concentracién determinada por la eleéﬁrofg
resis répida de Laurell arriba mencionada. Agitando magné~
ticamente, se afiadid una solucién estéril de hidréxido sb-
dico 0,1 N, hasta pH 7,0.

La albimina asi disuelta nuevamente, se aplicd

~a una coluwma cambiadora de iones DEAE Sephadex(ﬂ) AS%0,

equilibrada con el tampén PBS de Dulbecco anteriormente me;

cionado, ajustado a pH 7,0. Después, el pH en la columna sq

e




e e e b s

10

20

o5

30

4128

,’ 1lojn niim. 26

-ajusté a 4, mediante la adicién de tempén de citrsto, con-~

_centraci6n ibnica 0,07. Se eluyé la albtmina a pH 4,6. Agie

tendo, gse afledié al eluato solucibn de tiocianato potdsico
5 molar, en une cantidad tal que la concentracidén fivsl re
sultd ser 0,5 molar. El pH se disminuyd hasta 3,5, con 1o
que precipitdé la alblmina. El liguido sobrenadante sefsepé-
ré por cemtrifugacidn a 2.000 revoluciones por minuto; du-
rante 25 minutos, a 28C. El precipitedo se volvid a sugﬁen
der con tampén PBS de Dulbecco (pH 7,3, menos calcio y mag:
nesio) hasta una concentracién de alblmina correspondieﬁte
a 4 veces el valor determinado mediante electroforesis xra-
pida de Laurell, como se ha descrito arriba. Se ajusté el
pH a 7,3, con solucidén de hidréxido sbédico estéril y fria
y; después, se vertid la solucidn en un tubo flexible de
didlisis y se dializé dwrante 2 dias contra un volumen 100
veces mayor de tampén PBS de Dulbecco (pH 7,3, menos calei
¥y magnesio) a 4°C, con cambio del liquido de didlisis por
1liquido de diallsis de nueva aportacidn, después de unas
24 horas. De este modo, se separd cianato potésico de ls
golucién. La concentracidn de alblming final se determind
mediante electroforesis rapida de Laurell., La solucidn de
glbinina purificada asi obtenida, se £filtré en condiciones

estériles, a travéds de un filtro Sartorius, en el cual la

medida minime de poro es de 0,22 micras. Lg solucidn de als

binins estéril resultante, es adecusda como adicién de pro
teiﬁa para la preparacidén de PIF porcino, PIF humano y PIF
preparado a partir de células linfoplastoides, tales como
células Nemalva, como agente de expansién del plasma para
administracidén intravenosa a los seres humanos, como esta-

bilizador de la albumina en las preparaciones parenterales

¥
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—y como adicidén de proteinas para medios de cultivo, para
les biolégicamente activas a partir de cultivos de células,
/tejido.
Ejemplo 4
i .

; .
f o . . :
Determinacién de la concentracidén de interferdn

porcino

células de pulmén humano embrionario (HEL) se incuba con
1s mestra de interferdn en cuestién (en diversas diluoio-
nes, por ejemplo se efectia una dilucldédn secuencizl en tre
etapas) durante una noche. Al dia siguiente, se retira la
muestre de interferdn y se sustituye por una solucién de
virus (virus de estomatitis vesicular, VSV) de una concen-
tracién predeterminada. Al dim siguiente, se léen las valo
raciones de acuerdo con el siguiente principio: las célu-
las que han "recibido suficiente"'interferén, no serin des
trufdas por el VSV, mientras gue las células que no hen
recibido interferdén (o muy poco) serén destruidas. Siguien
dc waa secuencis de dilucidn de ung muestra parbicular, se
puede determinar fécilmente ddénde se ha situado el cambio.
El punto final de la valoracién se define como la dilucién
de lg muestra de interferdn que proporciona justamente una
proteccién del 50% de la capa celular. Este principlo se
describe, por ejemplo, por Finter, ¥. (ed.): Interferon
and Interferon Inducers (19%3); Finter; N.: The Aséay‘and
Standardization of Interferon snd Interferon Inducers. Se

han wtilizado dos métodos: A) el micrométodo, y B) el métgo

|
|
|

Se emplea el siguiente método: una capa Gnice’de

ser utilizados en ls obtencién de preparaciones parentera«i

I/

Ud
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En los andlisis de rutina, se utiliza el método |
A, puesto que este método es relativamente menos laborioso
que el B. Se slembran bandejas de plastico (96 orificios
"planos") con células, ebc. Sobre cada bandeja para micro-
‘andlisis, se incluye siempre un patrén de laboratoric in-
terno. Esta referéncia se compara una vez al mes con el
patrén de referencia internacional (69/198), de tal maners
que todas las determinaciones se estableccn inverigblemen-
te en unidedes 69/19B, que es el método tipico pars los lg
boratorios de interferdn (Finter, loc. cit.).

En el método B, se utilizen tubos de ensayo (vi~
drio reforzedo con glambre) con tapones de caucho. La. can-
tidad de célules por capa Unice es gproximedemente 10 ve-
ces mayor que en A. Si han de efectuvarse determinaciones
muy exactas, se utiliza el método B, ya gque ls incertidum-
bre de uns sola determinzcidn es considergblemente menon
en el método B, que en el método 4. En ambes métodos 4 y B,
se incluye como control, tembidén, wna "muestrs de interfe~
rén concentrado bruto" del profesor EKeri Cantell (Cantell-
~CIF 500,000 IFU/ml). Normelmente, existe siempre una total
conformided entre las tres "referencias" (el patrén de la-
boratorio interno 4, 69/19B, Cantell-CIT). ’

En cada uno de los 5 motraces de incubacién, con
teniendo cada wno de ellog 980 ml de interferdn bruto, pre|
parado como se ha descrito en el Ijemplo 1 B (después de
la cen{rifugacién y antes de la congelacidn), se ha efec~
tuado una determinacidn de la concentracién, de acuerdo cop
el método A arriba descrito: Se han obtenido las sigulentes

concentraciones (en unidedes internacionsles de interferdn)

-
.
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zade de lg misma manera, mostrd wna concentracidén del or-

centracién sntes mencionada. Se advierte que al determinay)

sistemas de célvlas de ensayo humanas que se han deserito

Hoj nim. 28
Hatraz 1 ¢ 40,000
latraz 2 @ 50.000
HMatrez 3 | 36.000
Matraz 47: 25,000
Matraz 5 ¢+ 120.000

En unjmetrez con 980 ml de interferén bruto, pre
i

parado como se he descrito en el Ejemplo 2 B, es decir el
material correspondiente el Ejemplo 1, pero preparado uti-
lizsndo suero egomma porcino, se encontrd que la concentrg
cidn erat 102.000 unidedes internacionsles de interferdn.

Una determinacidn de la activided del PIF, reali

den de 100 veces. Durante los métodos de concentracibu 'y
purificacidén, se encuentrs una pérdide del 50 al 80% d= ld

actividad del interferdn, caloulada con relacidn a la con-

lz concentrazeidn del interferdn porecino, no hubo ningin

signo de ningln efecto fitotdxico pafa las células humanasi.
Se prepard también interferdn porcino come se

ha descrito en los ejemplos 1 y 2, pero utilizando otros

inductores de virus, ineluido el NDV Hitchner y el HDV Tok

=g

Se encontré que el NDV Hitchner no induce el interferdn
porcino, pero que empleando 50, 70 y 100 unidades HA‘res#
pectivamente, de NDV Tokyo, se obtenia una concentracidn

de 1C.000 unidades inbternacionales de interferdn en los

antes.

H

Ejemplo 5

Neutralizacidn del interferén porcino con inter-

O«
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- furén de leucocitos antihumanos, producidos en oveia

El interferdn de leucocitos porcinos reaccions
en cruz parcislmente (hasta aproximadameﬁte un "25 %") con
el interferén de leucocitos antihumenos (antisuero produ-
cido en oveja por medio de PIF-H). |

En principlo, se hace lo siguiente: 1) primere—
mente, se determina, como se describe en el Ejemplo 4, lg
concentracién del interferédn pofcino en el sistema humeno.
2) Después, se efectia el zpropiado ensgyo de neutralize-
cidn (tarbién en el sistema humgno). |

Observacidn 1). Se efectda una dilucidn secuen-
cial en tres etapes de P~015~3 (une tenda de interferdn
bruto preparado como se describe en el Ejemplo 1B), par-
tiendo de, por ejemplo, 1:1000 (después 1:3.000, etv.). Es
tas diluciones se incuban sobre bandejas pars microsnsii-
8ls (Qué han gido sembradas previemente con 30,000 - 40.000
células humanas) hasta el dile siguiente, despuds de lo
cual se reemplazan las dlluciones con una solucién de VSV
(virus de estomatitis vesicular) e wna concentracidn pre-
determinada. Al dia siguiente, se leen las veloraciones de
acuerdo con el siguiente principio: lé proteccidn del 50%
de las células se utilizs como Ypunto final". Se encontrd
que la P-019-3 podia ser dilufda 20.000 veces y todavia da
be lugar & una proteccién del 50% de las células en dilu~
cidn (1:3)., En otres palebras, la concentracién es 60.000
(en el sistema en cuestién~sistema HEL-célula ~ 1 unidad
69/19B = 1 “unidad de leboreforio" = 1 4/4 referencia, T4 -
unidad). Asi, se puede preparer una solucidén de 3 wuidades
porcinas (en el sistema humeno), diluyendo primero 20.000

veces y, después, 3 veces. Se prepararon soluciones de
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. P-.019~3, de 20, 10 y 5 unidades porcinas/ml, respectivamen

~te. Al mismo tiempo, se preperaron soluciones de interferdn

| fia de afinided, wbilizendo una columna de Sepharose ‘%)

‘\ . ' “. oo <
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correspondientes, de interferén de leucocitos humanos (4/4
ref.-74) : 20, 10 y 5 IFU/ml.

Observacidn 2). Se efectud una dilucién secuen-
cial en dos etepas, de interferdén de leucocitos gntihuma-
nos,'partiendo de 1;500V(1:1OOO, 1:2.000 hasta 1:1.024.000).
A cada dilucién de antisuero se afiadié la misma cantidad
de unidgdes porcinas de P-019-3 (0,5 ml de P-019-3), qﬁé
correspondia a 20 unidades/ml 4+ 0,5 ml de interferédn sabi-
humano (1:500), después 0,5 ml de P-C19~-3 (20 unidedes/ml)
4 0,5 ml de interferébn antihumano (1:1000, etec. hasta
1:1.024.000). Se dejé en reposo durente una hora, a 379C.
Después, se,épsayé la mezcle (1 ml) para determinar la_acé
tividad e interferdn en el sistema hwmano, como se ha desr
crito entes. La proteccibn del 50% se toma como punto fi= |
ngl de la valoracibn de enticuerpos. Por ejemplo, la @ilu-
cidn 1:16.000 (de entisuero de interferdén) did una protec-
cidn del 50% de las células, cuando se utiligzaron 5 unida-
des de P-019-3. Con unidades de interferén humsno (4/4 |
ref.~74), el camblo aparece solamente-a 1:256.000. Esto sig
nifica que el interferdn porcino (de la tenda P-019~3) reag
cions en cruz éon el interferdén humano, heste un gradd de

aproximadamente el 10%.

Cromatografia de afinidad.

Los resuvltados anteriores en lo que respecta a

la neutralizecidén, se confirmaron mediente una oromatogra~

4B CNBr, a la cuel se hebis acoplado, y de este modo imio-
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- vilizaedo, anti-PIF-H de oveja. Cuzndo se aplicd a la colum
na el interferdn de leucocitos porcinos de la tanda }?—019'“l
v se eluyd después, la columna retuvo aproximadamente el
25% de la actividad original del interferdn de leucocitos
porcinos, mientras que en el elueto se determind aproximaf
demente el 75% Qe la activided original del interferdn de

i
leucocitos pordinos (de le manere descrite arriba).

Ejemplo 6

Tolersncla del PIF~-P en los seres humanos.

En 5 voluntarios,se inyectd intramuscularmeﬁte
(1 ml), el mismo PIF-P gue se caracteriza en las figaras.
Antes de la inyeccidén de la PIF-P, se extrajo una muestra
de sangre. 8 dias después de la sdministracidén de la PiF-F
se extrajo de nuevo una muestra de sangre. lLas dos nmusstras
de saﬁgre extraidas de ceda paciente, se ensayaron para
determingar los enticuerpoe precipitantes contre el PIF—P,
mediznte inmunodifusidn de Ouchterlony. No se encontraron
precipitados. A 3 de los 5 volunterios, se les administrd
por via intramuscular (1 ml), despuds de un intervalo de
14 dfas, una inyeccidén zdicionsl de iniciamcidén, de PIF-P.
No se encontrasron efectos secundarios, especiaslmente no se

encontrd ninguna reaccidén de hipersensibilided.
Biemplo 7

Produccidn de interferdn de linfoblastolde humg-

no_(Nemwalva) ,

Se cultivaron células de Namalve en un medio

RPMI 1640, mezclado con un 15% de suero sgemma humano. Las

células se prepararon como se ha descrito por Strender y




s —— s aae

15

20

30
4128

tioju nam. . 3 3

la produccidén del interferdén de linfoblastoides, se wbili-
zaron como inductor, 150 unidades HA de virus Sendai por
‘ml Ge medid. Fl procedimiento pars preperar el interferdn

de linfoblastoides a partir del medio de cultivo, se efece

1izd, en luger de suero de ternera Ffetal, suero sgamme
humgno, en la misma cantidad. De este modo, se han obteni-
do concentraciones de aproximadamente 45.000 vnidedes in-

ternacionales de interferdn por ml.

El suero sgemma humeno puede ser sustituldo to-

na porcina, preparados como se ha descrito en los ejewplos
2 y 3, respectivamente. A '

De acuerdo con este ejemplo, un aspecto de ia
presente invencidn comprende la preparscién de interferdn
de linfoblastoides humenos, cultivendo células linfoblas-
toides humanas, utilizando como fuente de proteinas afiadi-
da parae el culitivo, suero sgammg humesno, plasie agemma hu-
mano, albuiming humsna, hemoglobing humana procedente de
eritrocitos hemolizados, sdero agammg porcino, plasma
agemme porcino, albimina porcins o hemoglobina porc@ﬁa Pro
cedente de eritrocitos hemolizados, tretando las céluvlas

con un inductor de interferdn, incubandolas y oblenlendo

. nasraﬁédida para la incubacidén, suero sgamma porcino,,plas
ma egamma porcino, albumina porcina ¢ hemoglobina porcing
procedente de eritrocitos hemolizados (el uso de suero

'agamma humano parae le incubecidn de cdlulas linfoblestoide

— 0uros, J. Clin. Miercbiol., volumen 1, 116 ~ 117, 1975. En
tué también como lo describe H. Strander y otros, loc. cit

aparte del hecho de que en el medio de incubacidn, se utbi-

t2l o parcialmente, por suero ggammg porcino o por albﬁmi—,

el interferén resultente, utilizando como fuente de proteii

¢y

]
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| humanss, lo describe Kari Centell (Ann. F.Y. Acad. Scil.,

_volumen 173, péginas 160 a 168, 1570)).
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" recogen en las reivindicaciones siguientes:

" de leucocitos yorcinos, exdgeno, en el cual los leucocitos

anteriormente mencionadas, una fuente de proteinas, la cual

‘IgG antibhumara, IgA antihumans, Ighl antihumana y albimina

5

3

Hojn nam,

- RETYERDICAC LONTS

=
Los puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de egta solicitud de Pateﬁ~

_ - , i
te de Invencidn en Zspeiia, por VIINTE anos, son los que se
12,.. Un procedimicnto para preparar interferdn

porcinos se cosechan, aislan, se ceban opcionalmente, se
tratan con un inductor de interferdn y se incuban, y se ob
tiene el interferdn Fformado, qus comprende uwtilizer, como

fuente de proteinas afizdida, en cualquicra de las etapas

en la inmunoelectroforesis, estd sustencialmente libre de

bandas que no sean idénticas o parcialmente idénticas a la

bandas del suero agamma humano, cuando se utiliza, como anf’

ticuerpo precipitante,'proteina de suero humano antitotal,

antihumana, _ L

22,- Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidn 12, en el cual la fuente de protveiras se seleccig
na del grupo que-consiste en suero agammns humano, plasma
agamma humano, albimine humana, hemoglobina humana pfoce~
dente de exitrocitos hemolizados; sLero agammsz porcino,
plasma agamue porcino, albimina porcina y hemoglobina por-
cina procedante de eritrocitos hemolizados.

8,~ Un procedimiento para preparar interfeird:

Ly

5

PO

-

;
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| _de leuvcocitos porcinod, exdseno.

Tal v como so ha deserito en Lo lewmoria que-
antecede, representado cn los dibujos cuc se acompaiian ¥
con los Ffines cue se han esnecificzdo.

ista NMemoria consta de treints y seis hojar;!*,

escrivas a mdouina por uana sola cara.

Modrid, 02.MAY 1079
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