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enfermedades virales del hembre*

Por
Maurice R. Hilleman*#
(Recibido para su publicacién el 16 de noviembre de 1970)

La prictica de la medicina necesariamente pone énfasis en la curacién de
las enfermedades, ya sea por medio de tratamientos especificos o de medidas co-
laterales no especificas. Sin embargo, las enfermedades producidas por virus
se encuentran en situacién marginal, ya que los beneficios que se puedan derivar
de tales tratamientos son muy limitados. Por ello, en la actualidad, todas las
medidas para su control son preventivas y no curativas.

Existen tres métodos para el control especifico de las enfermedades vira-
les (Cuadro 1): el inmunolégico (vacunas), el quimico (drogas), y el aumento
de la resistencia del huésped (interferén). E] control inmunoldgico ha sido su-
mamente efectivo, ya que proporciona una proteccién de duracién relativamente
larga, pero tiene la desventaja de ser de un espectro viral muy reducido. La re-
sistencia del huésped ejemplificada en el mecanismo del interferén, promete una
actividad antiviral de espectro amplio, pero tiene la desventaja de ser de efecto
corto. Los métodos quimicos hasta ahora han dado resultados pobres en el control
de las enfermedades virales y sufren la desventaja de ser de espectro reducido y
de requerir una administracién continua para mantener su efecto protector.

Es mi propésito revisar estos métodos brevemente, con énfasis especial en
los avances contemporineos y proyecciones futuras, Usaré datos ilustrativos
obtenidos en nuestros estudios, cuando sean pertinentes.

*  Conferencia presentada en el XXXVIII Congreso Médico Nacional, noviembre
25-29, 1969, San José, Costa Rica.

*%  Director del Instituto Merck de Investigacién Biol6gica, West Point, Pennsylvania.
Profesor de Investigacién Virolégica, Universidad de Pennsylvania, Philadelphia,
Pa, US.A,
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CUADRO 1

Tipos de comtrol especifico de infecciones virales

Caractéristicas

Espectro de

proteccién
contra dife- Duracién del efecto
Tipo Eficacia rentes virus protector
Inmunolégico
(Vacunas) Alta Muy pequefio Larga, de por vida
Resistencia del huésped Moderada
(Interferén e inductores) a alta Muy amplio Corta
Quimioterapia Baja a
moderada Pequefio Muy corta
VACUNAS

Creo que no se puede negar el hecho de que las vacunas han sido su-
mamente efectivas en el control de las enfermedades virales (Cuadro 2). Al
principio de este siglo ya existian vacunas eficaces contra los virus de la viruela
y la rabia. La introduccién del uso del ratén y del huevo embrionado de gallina
para la propagacién de los virus facilitd, en la primera mitad del siglo, el desarrollo
de vacunas contra la fiebre amarilla, contra la influenza, y una de eficacia limitada
contra la encefalitis japonesa de tipo B (que constituyé un serio problema du-
rante la Segunda Guerra Mundial). Al revivir Enders y sus asociados las técnicas
de cultivo de tejidos durante la década de 1940, abrieron el camino para el
desarrollo de vacunas contra la poliomielitis, tanto de virus muerto como de vivo,
asi como las de virus muerto contra los adenovirus.

Las técnicas de cultivo de tejido celular hicieron posible el desarrollo de
vacunas contra tres enefermedades sistemiticas de la nifiez: el sarampidn, las pa-
peras y la rubéola. .

SARAMPION: Los esfuerzos de control del sarampi6n tuvieron sus comien-
zos en 1954 al reportar ENDERS y sus colaboradores la propagacién del virus en
cultivos celulares (11). Esto condujo al desarrollo de una vacuna licenciada por
primera vez para uso general en 1963, reduciéndose desde entonces el -saram-
pion en los Estados Unidos a una incidencia baja y de trivial importancia. Con
su uso se han derivado también grandes beneficios en paises tropicales en desarro-
llo, donde la mortalidad por sarampién es alta.
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CUADRO 2

Vacunas contra infecciones virales de importancia en el hombre

Fecha aproximada

Vacuna de su descubrimiento
Viruela (viva) 1798
Rabia (muerta) 1885
Fiebre amarilla (viva) 1937
Influenza A y B (muerta) 1943
Encefalitis japonesa B (muerta) 1943
Poliomielitis (muerta) 1953

(viva) 1959
Adenovirus (muerta) 1956
Sarampién (viva) 1963 (licencia)
Parotiditis (viva) 1968 (licencia)
Rubéola (viva) 1969 (licencia)
Complejo respiratorio
(Sinciticos respiratorios, parainfluenza 1, 2, 3, Futuro

Mycoplasma pneumoniae, influenza A y B)

Varicela

Todas las vacunas contra el sarampién causan alguna reaccién clinica
adversa, especialmente fiebre, y se considera importante reducir estas reacciones
al minimo sin reducir sus propiedades inmunizantes, Para ello se han desarrollado
varias vacunas, méis atenuadas, principalmente aquellas derivadas de la cepa ori-
ginal Edmonston de Enders (7, 23). En nuestro laboratorio logramos producir
una cepa viva mis atenuada que llamamos linea Moraten (“'more attenuated
Enders”). El Cuadro 3 muestra los resultados de la comparacién clinica cuida-
dosa de nuestra vacuna Moraten con la original de Enders y la modificada de
Schwarz. La fiebre fue mucho menos frecuente en los grupos que recibieron las
vacunas Moraten y Schwarz y hubo significativamente menos elevaciéon de tem-
peratura en los nifios que recibieron la vacuna Moraten que en aquellos que
recibieron la vacuna original de Enders.

Estos hallazgos fueron confirmados en estudios llevados a cabo por
SwARTZ ei al. (41) bajo los auspicios de la Organizacion Mundial de la Salud.
El Cuadro 4 muestra los resultados de estudios de duraciéon de anticuerpos pro-
ducidos por las tres vacunas. Con las tres vacunas los niveles de anticuerpos
se mantuvieron elevados por espacio de mis de dos afios, lo que esti de acuerdo
con el patrén de la infeccion de sarampién adquirida naturalmente. Sin em-
bargo, la persistencia de nivel fue mayor con la vacuna Enders y menor con la
Schwarz. A fines de 1968 la vacuna Moraten estaba disponible para uso del
piblico,
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CUADRO 3

Porcentaje de niitos con fiebre entre el quinto y el duodécimo dia después de la vacunacion

Porcentaje con temperatura oral maxima (°C)

Total

Vacuna 38-39.9 39-39.9 40-41.9 38°6 >
Enders 27.8 16.9 1.2 45.9

P<.001
Moraten 10.3 3.0 1.1 14.4

P<.05
Schwarz 14.5 6.1 0.8 214
Controles* 2.7 1.7 0 44

* Personas seropositivas a sarampion antes de la vacunacidn.

CUADRO 4

Persistencia de anticuerpos contra sarampion dos arios después
de la administracion de diversas vacunas

Promedio geométrico del

N°® de N* de positivos titulo de anticuerpos
Vacuna nifios a los dos afios* 1 mes 2 afios % declinacion
Enders 52 51/52 (98%) 96.4 61.8 36
Moraten 50 49/50 (98%) 47.9 25.4 47
Schwarz 47 45/47 (96%) 50.4 24.6 51

* 100% de los vacunados respondieron serolégicamente.

PAROTIDITIS: Aunque generalmente se considera a las paperas como una
enfermedad leve de la nifiez, puede tener consecuencias serias, especialmente
cuando afecta el sistema nervioso. En los Estados Unidos causa un promedio
de 46 muertes anuales (2) y un 1% de todos los casos de sordera se atribuye
a esta enfermedad (39). La orquitis, la diabetes y las anomalias cardiacas coa-
génitas pueden ser también importantes secuelas.

Los estudios con la cepa Jeryl Lynn, aislada en nuestros laborato-
rios, condujeron al desarrollo de una vacuna viva contra paperas (21)
que obtuvo licencia para el uso general en enero de 1968. La vacuna no
produce ninguna reaccién clinica e induce la formacién de anticuerpos neutra-
lizantes en aproximadamente 98% de los receptores susceptibles. La principal
preocupacién con respecto a la vacuna contra las paperas ha sido la de la dura-
cién de la inmunidad conferida. Hemos observado la actividad protectora cuatro
afios después de la vacunacién y el Cuadro 5 muestra que el nivel de proteccién
fue de 75% en relacién a la infeccién natural de paperas. Desde entonces, y
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a través del cuarto afio, la inmunidad se ha mantenido en un 100%. Se han
mantenido los anticuerpos neutralizantes de parotiditis sin declinacién aprecia-
ble durante estos cuatro afios de estudio, tanto en poblaciones abiertas, como
en instituciones, en las que se ha notado la ausencia de paperas durante ese
periodo.

CUADRO 5

Nivel y duracién del efecto protector de la vacuna viva contra parotiditis,
cepa Jeryl Lynn

Personas en riesgo

Vacunadas No vacunadas
Intervalo entre Casos Casos Eficacia
vacunacién y prueba Total Tasa Total Tasa protectora
0-18 meses 5/174 2.9% 133/224 59.4% 95.1%
19-32 meses 0/50 0 67/87 —_— 100%
6 >*
33-44 meses 0/42 0 60/71
6 >* —_— 100%

* El nimero real de susceptibles en riesgo no es conocido, pero excede los nimeros
indicados.

RuBfoLA: Aparte de complicaciones ocasionales como neuritis, encefa-
litis, artritis y trombocitopenia, la rubéola es una enfermedad leve de la nifiez.
El peligro real consiste en que de 10 a 15% de las mujeres en Estados Unidos
y porcentajes mayores en otros paises (6), llegan a la madurez sin haber con-
traido la enfermedad, con la consiguiente alta incidencia de muerte fetal y de-
fectos congénitos al adquirir la infeccién durante el primer trimestre del embarazo.

Desde 1962 (22, 24), al encontrar que el virus crecia muy bien en cul-
tivos celulares de embrién de pato y que se atenuaba muy ripidamente para uso
en el hombre, concentramos nuestros esfuerzos en desarrollar una vacuna con-
tra la rubéola. Llevamos a cabo pruebas de nuestra cepa Benoit en nifios, en varios
niveles de pasaje, y la vacuna que llamamos de nivel B demostré ser adecuada-
mente inmunogénica,-sin producir reacciones clinicas adversas y sin causar dise-
minaci6n del virus a contactos susceptibles, proporcionando a la vez altos niveles
de inmunidad. También modificamos el virus de Meyer-Patkman (34), atenuado
en tejido de rifién de mono, por medio de pasajes en serie en cultivos de embrién
de pato, demostrando que era comparable a la vacuna Benoit. Caracteristica-
mente, la rubéola ocurre en ciclos de aproximadamente siete afios y se espera
que la préxima epidemia en EE. U.U. sea en 1970-71. Por esta razén el desa-
rrollo de vacunas fue esencial y decidimos proceder con el virus HPV-77 (Meyer-
Parkman) en lugar de nuestra cepa Benoit, para poder usar todos los datos obte-
nidos por el Dr. Meyer, por nosotros y por otros investigadores. De este modo
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se podria poner a la disponibilidad del piblico una vacuna en un menor tiempo.
Se concedi6 licencia para uso general a la primera vacuna de este tipo (Ate-
nuvax) en junio de 1969.

Existen dos posibilidades para el control de la rubéola en mujeres. Una
de ellas es vacunar a la mujer adulta, pero se sabe que el virus de la vacuna
puede afectar al feto y probablemente tenga efecto teratolégico. Por tanto ten-
dria que suministrarse la vacuna a mujeres no embarazadas, teniendo la seguridad
de que no llegaran a concebir durante los tres meses siguientes. La ejecucién de
esta tarea supone un trabajo formidable, ya que 85 a 90% de las mujeres
han adquirido inmunidad y no existe un método sencillo ni econémico para saber
quién es inmune y quién susceptible,

Por esta razén los planes actuales (36) hacen imperativa una inmuniza-
cién masiva de la poblacién susceptible para eliminar las fuentes de contagio
en la mujer embarazada. Con este fin, se estd procediendo en los Estados Uni-
dos a vacunar a todos los escolares desde el kindergarten hasta la prepubertad.
Este programa comprende aproximadamente 30 millones de nifios; tiene buen
prondstico, ya que seria necesario vacunar al azar Gnicamente a 1/7 de la po-
blacién susceptible para prevenir una epidemia mayor. En la actualidad nues-
tros laboratorios producen 2,000,000 de vacunas por mes, lo suficiente para suplir
la demanda.

Aunque la vacuna de cepa HPV-77 no causa reaccién en nifios preadoles-
centes, produce artritis o artralgia leve y transitoria en aproximadamente el 40%
de las mujeres adultas (45). Se ha encontrado que estos sintomas se relacionag
con la edad, como sucede en la infeccién natural (Cuadro 6). Existe una incidencia
relativamente baja de envolvimiento articular a partir de la edad de 11 afios,
que aumenta progresivamente hasta los 41 afios. Antes de los 21 afios la reac-
cién clinica es extremadamente leve y no afecta las actividades normales. Con-
secuentemente, se puede suministrar la vacuna sin temor en estas edades. En
mujeres mayores, la artritis puede ser un impedimento por unos pocos dias. En
la actualidad estamos tratando de producir una vacuna aun més atenuada para
mujeres adultas, aunque su uso en estos casos sera limitado. Los resultados pre-
liminares demuestran que los sintomas de artritis y artralgia pueden reducirse
notablemente sin menoscabo de la actividad inmunizante.

VACUNAs COMBINADAS: La proliferacién de nuevas vacunas virales, y las
que se anticipan en un futuro cercano, hacen imperativo desarrollar métodos que
simplifiquen su administracién, reduzcan los costos y el niimero de visitas del
paciente al médico. Los estudios recientes de nuestro grupo (5, 40) revelan
que es factible administrar vacunas combinadas contra sarampion, paperas y
rubéola en una dosis Gnica (Cuadro 7). Los estudios en Costa Rica se lleva-
ron a cabo en colaboracién con el Centro Internacional de Investigacién y Adies-
tramiento Médico de la Universidad del Estado de Louisiana (LSU-ICMRT) en
San José. En este Cuadro se ve que no hubo inhibicién significativa en la res-
puesta de anticuerpos a ninguno de los tres virus cuando se administré la vacu-
na combinada de sarampion, paperas, y rubéola en una sola dosis, ni cuando la
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CUADRO 6

Rearciones clinicas en mujeres vacunadas contra la rubéola
(HPV-77 en embrion de pato, 5° pasaje), por edad

Edad N° con reacciones clinicas Artritis.
(afios)  N°? vacunadas Artritis Artralgia Exantema Nédulos Artralgia
1-4 136 0 0 0 1 0 %
5-10 121 0 0 0 3 0%
11-14 151 0 7 4 6 5 %
15-16 63 3 2 1 3 8 %
17-18 51 2 6 1 6 16 %
19-20 50 0 5 1 5 10 %
21-24 18 3 2 0 1 28 %
25-29 18 6 1 4 3 39 %
30-41 11 5 2 4 2 64 %

combinacién ‘fue de sarampién-paperas o rubéola-paperas, Ademis, la reaccién
clinica no fue mayor que cuando se administré Gnicamente vacuna contra el sa-
rampién. Se han obtenido resultados igualmente excelentes en nuestros estudios
con la vacuna combinada contra el sarampién y viruela administrada con pis-
tola “jet” en E. U. A. (46, 47), Africa (26) y Centro América (44).

PovrioMigLITIS: Creo que es justo decir que la introduccién de la vacu-
na contra la poliomielitis nos ha llevado a una reduccién tan dréstica de la en-
fermedad, que generalmente su presencia en ciertas ireas se debe a falta de su
aplicacién. Aun existen, sin embargo, problemas con esta vacuna. El primero
se relaciona con el potencial paralitogénico del virus vivo de la vacuna misma,
predominantemente del tipo 3, y su aparente incapacidad de inducir inmunidad
duradera en algunos casos.

El virus de polio tipo 3 es claramente mis ldbil, genéticamente, que los
otros tipos y puede convertirse en virulento, hasta cierto grado, durante su pa-
saje en el hombre. Aunque no esti definitivamente probado, se sospecha que
la vacuna Leén tipo 3 fue la causante de algunos casos de poliomielitis en Che-
coeslovaquia, Hungria y Polonia después de vacunar poblaciones en las que
la enfermedad no estaba presente. En Dinamarca hubo 6 casos entre 2,7 mi-
llones de personas a quienes se les habia dado vacuna tipo 3. En Hungria hu-
bo 20 casos sospechosos durante 1961-1965. En los Estados Unidos ya no se
suministra la vacuna Le6n tipo 3 a adultos.

Este problema nos ha llevado a buscar una cepa mis segura y atenuada
para la vacuna tipo 3. Una cepa llamada USOL-D ha sido extensamente estu-
diada en muchos paises bajo los auspicios de la OMS. A pesar de los hallaz-
gos promisorios en pruebas realizadas en animales y en humanos, existe la du-
da sobre si algunos casos de poliomielitis, en individuos que estuvieron en con-
tacto con personas vacunadas, fueron causados por esta vacuna, v.gr, un caso
en Rusia y 4 en Rumania,



CUADRO 7

Produccidrn de anticuerpos por nifios inicialmente seronegativos al recibir
vacunas combinadas en dosis #nica

Produccién de anticuerpos contra:

p61

Combinacién Estudio Sarampién Parotiditis Rubéola
Respuesta P.G.T.* Respuesta P.G.T* Respuesta P.G.T=*

Sarampién (Moraten) EUA 30/30 38 29/30 6 30/30 31

Parotiditis (J. Lynn) (100%) (97%) (100%)

Rubéofa (HPV-77 pato)

Sarampién (Moraten) Costa Rica 28/30 56 27/30 19 29/30 27

Parotiditis (J, Lynn) 93%) (90%) (97%)

Rubéola (HPV-77 pato)

Parotiditis EUA — —_— 30/31 7 31/31 46

Rubéola (97%) (100%)

Parotiditis Costa Rica — e 103/103 8 100/103 45

Rubéola (100%) (97%)

Sarampi6én EUA 37/38) 69 37/38 7 — _—

Rubéola (97%) (97%)

#P.G.T. = Promedio geométrico del titulo.

TVOIdOUL VIDOTOId Hd V.ISIATY
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El segundo problema de la vacuna contra la polio se relaciona con su
comportamiento en algunos ambientes. Se esti notando un ascenso de polio-
mielitis en ciertas dreas tropicales y subtropicales del mundo como en Africa,
Sudémerica, el Cercano Oriente y partes de Asia. A veces el problema se rela-
ciona con un mejoramiento del estado sanitario de la poblacién y otras, con fal-
ta de vacunacién. Mis importante, sin embargo, es la falta de respuesta inmu-
ne a la vacuna, v.gr. la vacuna no “prende”. Esto fue notado por Montefiore
en Nigeria donde solamente el 30% de las personas que tomaron vacuna viva
respondieron con produccién de anticuerpos. Pocas “pegas’ fueron también
vistas en Singapore, Africa del Sur y Brasil, pero no en otros paises. Esto pa-
rece indicar que la falta de reaccién en esos casos se debe a infeccién concurren-
te del tracto intestinal con otros enterovirus que causan interferencia y conse-
cuentemente falta de propagaciéon del virus de la vacuna. También puede ha-
berse debido a desnutricién, La conclusion mis légica parece ser que en la ac-
tualidad no todos los problemas de la vacuna contra la poliomielitis han sido so-
lucionados.

INFLUENZA Y ADYUVANTE 65: Las enfermedades respiratorias causadas por vi-
rus de influenza A y B fueron las primeras en ceder a las vacunas. Cuando es-
td adecuadamente constituida, la vacuna corriente acuosa contra la influenza pue-
de reducir la incidencia en un 75 a 90%. Los cambios menores en la estructu-
ra antigénica de los virus prevalentes, que ocurren en intervalos de dos a tres
afios, tienden a reducir su eficacia. Los cambios que se operan en el virus cada
diez afios, aproximadamente, tales como en el brote reciente de Hong Kong, ha-
cen que las vacunas viejas sean virtualmente inttiles hasta que se las revalide con
cepas nuevas,

La proteccion contra un virus de influenza en particular depende esen-
cialmente de la cantidad correspondiente de anticuerpos existentes en las secre-
ciones respiratorias. Hay dos modos de obtener una mixima respuesta de an-
ticuerpos. Una de ellas es vacunar directamente en el tracto respiratorio, cau-
sando asi que las células locales productoras de anticuerpos los secreten directa-
mente en el tracto respiratorio, en especial la inmunoglobulina A; este efecto
es de corta duracién. El otro método es usar un adyuvante inmunolégico que
estimule la produccién de niveles extremadamente altos de anticuerpos circu-
lantes, algunos de los cuales llegarian a las secreciones respiratorias. Hemos es-
cogido la segunda solucién por necesitarse en este caso mucho menos antigeno;
ademis se producen niveles muy altos de anticuerpos circulantes que persisten
por muchos afios. Desarrollamos un adyuvante ficilmente metabolizable (18),
que llamamos adyuvante 65, preparando la vacuna acuosa en una emulsién es-
table de aceite de mani y hemos probado este material extensamente en seres hu-
manos.

La figura 1 muestra que la vacuna acuosa de virus muertos emulsificada
con adyuvante 65, generalmente aumenta la respuesta de anticuerpos de 4 a 16
veces, aun cuando la dosis de antigeno fucra reducida cuatro o mis veces. Estos
aumentos en los anticuerpos pueden persistir por largos periodos, por lo menos
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seis afios (50) después de administrar virus de influenza A; (Fig. 2) y B
(Fig. 3).

Es importante notar que la incorporacién de vacuna contra influenza en
el adyuvante produce un aumento considerable de respuestas y anticuerpos con-
tra diversos serotipos (51). En el ejemplo que se muestra en la Figura 4,
la incorporacién de vacuna 1962-A2 en adyuvante produjo un nivel alto de
anticuerpos contra las formas 1957 y 1964, haciendo que estos cambios antigéni-
cos fueran sin importancia desde el punto de vista inmunolégico.

Un ejemplo patente del aumento en la respuesta antigénica se mostrd
recientemente en el virus de influenza de Hong Kong (54), en el que hu-
bo un cambio mayor (ciclo de 10 afios) en la composicién antigénica, con la
consiguiente diseminacion del virus en todo el mundo. El Cuadro 8 mues-
tra que Gnicamente 1.5% de las personas que recibieron la vacuna acuosa con-
tra influenza, conteniendo vacuna pre-Hong Kong, desarrollaron anticuerpos
contra el virus Hong Kong 1968. En contraste, el 55% de las personas que
recibieron la misma vacuna con adyuvante 65 respondié favorablemente. Los
estimulos de anticuerpos fueron de 1:10 a 1:160. De este modo, se le pudo
haber dado una proteccién sustancial a una proporcién significativa de per-
sonas, de haberse usado el adyuvante 65 con la vacuna antigua en 1968.

CUADRO 8
Distribucion de titulos de anticuerpos conmtra el virus de influenza Hong Kong dos me-

ses después de la administracion de la primera de dos dosis de vacuna acuosa o vacuna
con adyuvante G5 en personas inicialmente seronegativas

Namero de personas observadas
post inmunizacién con:

Titulo de Vacuna acuosa Vacuna con adyuvante 65

anticuerpos (600 CCA) (600 CCA)
< 10 70 30
10 0 5
20 1 17
40 0 9
80 0 4
160 0 2
N° seroconversiones 1 37
71 67

% seroconvertores 1.4% 55.2%

Otro hecho que aumenta la respuesta de anticuerpos a la vacuna contra
influenza con adyuvante 65 fue demostrado recientemente (53), empleando po-
linucledtidos adicionales que pueden ser también inductores de interferén y
que aumentan las respuestas de anticuerpos cuando se administran con el anti-
geno, En el ejemplo que se muestra en la Figura 5, el adyuvante 65 solo causé
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un aumento sustancial de respuesta de anticuerpos a la vacuna contra la influen-
za en monos. Este efecto se aumenté de 4 a 8 veces cuando a la emulsién se
le incorpord un complejo de acido poliriboinosinico-poliribocitidilico (poli (I:C).
En este caso, la actividad del I:C fue separada y diferente a su capacidad de
inducir interferén.

Hasta la fecha se ha administrado vacuna contra influenza en adyuvante
65 a méis de 16 mil personas, sin efectos clinicos adversos. En una reciente re-
evaluacién de 504 personas (50) que habian recibido una a tres dosis de vacu-
na contra influenza con adyuvante 65 en los ultimos cinco afios, solamente 3
o sea 0.6% mostraron nédulos persistentes muy pequefios, apenas palpables, en
el sitio de la inyeccion.

CoMPLEJO RESPIRATORIO: El complejo de enfermedades respiratorias causadas
por virus es sumamente diverso y dificil de controlar por medio de vacunas. Con-
secuentemente, el camino a seguir en la vacuna es el de seleccionar tinicamen-
te los pocos agentes que, desde el punto de vista clinico-epidemiolégico, se
haya comprobado que son susceptibles de ser controlados por las vacunas. Apar-
te de la influenza, debe estudiarse la vacunacién contra los virus sinciticos respi-
ratorios y los de parainfluenza, debido a su importancia en las enfermedades res-
piratorias en nifios. Aunque el Mycoplasma pneuninoniae es una bacteria, se le ha
puesto atencién por sus altas tasas de ataque de neumonia atipica en nifios y
adultos. Estudios extensos en nuestros laboratorios han permitido la prepara-
cion de una vacuna purificada de virus muertos contra los sinciticos respira-
torios y los de la parainfluenza, de una potencia, medida en animales y nifios,
igual a la de la vacuna contra influenza (19, 25, 43, 48, 49). La vacuna muer-
ta de M. pneumoniac ha sido sustancialmente efectiva en proteger adultos en po-
blaciones militares y nifios contra enfermedades respiratorias (35, 48). Igual
que con la influenza, es esencial el producir un méximo nivel de anticuerpos con-
tra estos agentes en las secreciones respiratorias. La administracién nasal y el
uso del adyuvante inmunolégico 65 se estin explorando como alternativas al
uso de la vacuna acuosa parentérica.

Los rinovirus, que causan el catarro comin en adultos y nifios, com-
prenden tal multiplicidad de serotipos que seria inttil pensar en una vacuna
practica. Lo mismo es cierto con respecto a los virus EcHO y Coxsackie, para
los cuales seria necesario emplear otras vias. Consideramos que estos son bue-
nos candidatos para un control con interferén de alto espectro.

OTROS VIRUS: Ya es posible propagar los virus de varicela en cultivos
de células y se han iniciado las pruebas clinicas exploratorias en busca del nivel
apropiado de atenuacién para vacunas. La hepatitis viral y la mononucleosis
infecciosa (16), que comunmente se cree son causadas por virus, son fuertes can-
didatos para la investigacion de vacunas, pero tales acontecimientos tendrin qpe
esperar al aislamiento y propagacién definitivos de los virus en el laboratorio.
Hemos seguido los avances recientes de DEINHARDT e/ 4l. (10) en la transmisidn
de hepatitis en monos calitricidos (marmosets) y hemos podido repetir los ha-
llazgos de su extensa labor. La asociacién recientemente demostrada de hepa-
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titis sérica con un probable virus (3), llamado antigeno Australia, ha aportado
una nueva dimensién en la bisqueda del agente etiolégico, que sin duda contri-
buird a un progreso considerable en un futuro cercano.

QUIMIOTERAPIA

Los éxitos notables alcanzados en la terapéutica antibacteriana después del
comienzo de la Segunda Guerra Mundial estimularon la blsqueda de sustancias
de valor comparable para la prevencién y el tratamiento de las enfermedades vi-
rales. Es ya bien conocido que en las infecciones por virus existen acontecimien-
tos en las células que son especificos para el virus y que proveen bases sobre las
cuales se podria dirigir la accién de drogas antivirales. Estas incluyen el con-
tacto del virus con la célula, la penetracion en la célula, denudacién del écido
nucléico viral, sintesis de 4acidos nucléicos virales y de proteinas (estructurales
y enzimiticas), y el ensamblaje y liberacién de las particulas virales. Desafortu-
nadamente hasta ahora el éxito quemoterapéutico ha sido modesto en relacién
al esfuerzo. En la actualidad existen tres sustancias o clases de sustancias qui-
micas que puedan considerarse de algin valor clinico. Estas son N-metilisatin-
B-tiosemicarbazona (2) en la profilaxis de la viruela, las adamantanaminas (52)
en la prevencién de la influenza, y los inhibidores metabélicos (incluyendo iodo-
deoxiuridina, citosina-arabindsido y trifluorotiuridina) en el tratamiento de la
infeccién de la cornea por virus herpes simplex (28). Las vacunas y el inter-
ferén estin limitados a la prevencién de las enfermedades virales. En la actua-
lidad la quimioterapia constituye la tnica esperanza, aparte de la prevencion, pa-
ra curar la infeccién viral de la célula individual. Este hecho por si solo justi-
fica un esfuerzo continuo y concentrado en la quimioterapia viral.

INTERFERON

La actividad antiviral de amplio espectro del sistema de interferén (17)
justifica un esfuerzo concentrado que conduzca a su aplicacién 1til en el hombre
y los animales domésticos. Las dos vias para llevar a cabo esto serian: (a) la
administracion de interferén exégeno preformado y (b) estimular la produc-
cién de interferén endégeno. La informacién contemporinea indica que la uti-
lizacién clinica préctica del interferén exégeno seria poco prometedora, debi-
do a varias limitaciones, como la falta de una fuente adecuada, problemas de
inocuidad y su alto costo. La via mds prometedora parece ser la de hacer
que el cuerpo produzca y distribuya su propio interferén endégeno después de
la administracién de un inductor no infeccioso y prictico, que fuera inocuo y no
antigénico.

Muchas clases de sustancias, incluyendo bacterias, parésitos, virus o po-
lisaciridos, agentes mitogénicos y endotoxinas estimulan la formacién de inter-
ferén, pero ninguno de ellos promete ser de uso rutinario debido a su toxicidad,
antigenicidad, o infecciosidad. Los estudios en nuestros laboratorios se dirigieron
hacia la bisqueda del estimulo natural para la induccién de interferén por los
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virus, con la esperanza de encontrar un compuesto inductor prictico y ade-
cuado, En estos estudios se encontré que el 4cido ribonucléico (ARN) de doble
banda, pero no asi el de banda sencilla, es altamente activo como inductor de
interferén (13, 14, 15, 17, 20, 29, 30, 37, 38, 42).

El esquema siguiente muestra nuestro concepto de la sintesis y acciéon del
interferén,

Hipdtesis del trabajo de la induccion de interferdn
g de su interferencia en la sintesis viral

FASE 1

1. Adosamiento del virus a la célula, penetracién y denudacibn — —
Liberacién de ARN de banda simple.

2. El ARN viral se reproduce, formando ARN de doble banda
Reaccién de alerta.

-

La trascripcidn produce interferén.
3, El ADN del huésped trascribe el mensaje que recibe del mARN-—

FASE 2

El interferén liberado llega a nuevas células y por un mecanismo no conocido
interfiere con ia forrmacién de nuevo édcido nucléico viral, probablemente a
nivel de los ribosomas.

El ARN de doble banda se forma durante la reproduccién de los virus de
tipo 4cido ribonucléico. Este 4cido nucléico no es normal para la célula y hemos
adelantado la teoria de que la presencia de una forma doble repetitiva de 4cido
ribonucléico en la célula produce una “reaccién de alerta”, la cual induce a sinte-
tizar interferén. El interferén producido de esta manera invade células nuevas,
haciendo que éstas a su vez elaboren otra proteina nueva que inhibe la sintesis de
mas 4acido nucleico viral sin afectar el proceso sintético normal del huésped. Los
virus ADN, tales como la vaccinia, producen también ARN de doble banda du-
rante su reproduccién, lo que induce la producciéon de interferén (8). Otros
virus ADN posiblemente pueden estimular la formacién de interferén por medio
de un complejo ADN:ARN formado en el proceso de duplicacion.

Se ha encontrado (Cuadro 9) que varias formas de ARN, de origen na-
tural o sintético, inyectadas intravenosamente en conejos, son eficaces inductoras
de interferén. Estas incluyen el poli I:C (complejo 4cido poliriboinosinico:poli-
ribocitidilico rI:tC; rI :xC ; el poli A:U (complejo dcido poliriboadenilico:poli-

n n

ribouridilico, rA:rU, rA :tU ); ANR de viriones de reovirus 3 y el probable
n n

micovirus de Penicillium funiculosum; la forma reproductiva de colifago MS2 y
MU9; ARN del virus del arroz enano y de virus de poliedrosis; auto-acopla-
miento alternativo de ribocopolimero poli IC; y ADN:ARN hibrido de bacterié-

fago. F . A esto se le puede agregar ahora (8, 12) ARN de doble banda de
1
mengovirus, influenza y vaccinia. Los ARN de banda sencilla, de origen natural
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o sintético, no fueron activos. Se ha reportado que la “actividad” sumamente baja
(1, 4) de poli I'y poli C suministrados solos, se debe a la contaminacién con un
componente de doble banda (15) o al encadenamiento doble por auto-acoplamien-
to de poli I o poli C promovido por un pH bajo o iones de magnesio (9).

CUADRO ¢

Induccidn de interferdn en conejos por el ARN de doble banda

Titulos
individuales
Dosis de interferén
Acido nucléico intravenosa en suero de
Procedencia o tipo Naturaleza quimica por conejo (ug) conejo
Poli I:C (:L:rC; rIn.rCn) sintético ARN — doble banda 2 > 640,> 640
Poli A:U (:A:rU; rA 1U ) sintético  * oo 25 20, 40
n n

Penicillium faniculosum (virus ?) " " " 8 >640, 80
Reovirus 3, virién B " b 8 >640, 640
MS2 colifago (reproductivo) " ” N 8 160, 40
MU9 colifago mutante (reproductivo) " # " 2 40
Virus del arroz enano, virién ” " " 20 >640
Polihedrosis citopldsmica, virién " " " 22 160
Ribocopolimero alternante auto-acoplado H " " 10 320,>640
ADN-ARN F-1, fago hibrido * * ADN-ARN 5 40
Timo de ternera ADN — doble banda 200 0
Poli 1 sintético ARN — banda simple 25 0
Poli C sintético " N 5 20 0
Colifago MS2, virién o # s 8 0, 0
E. coli " " " 100 0, 0
Virus de Newcastle, viri6n " " = 10 0
Virus Influenza, virién # 44 " 10 0
Virus del mosaico del tabaco, virién " ” " 40 0
Ribosoma de levadura = i & 1000 0
Levadura soluble & ¥ i 200 0
Nicleo de levadura ” ” " 100 0
Ribosoma de higado de ratén * " " 200 0
Higado bovino soluble "’ ” ” 200 0

Los mismos ARN de doble banda que resultaron activos en inducir inter-
ferén en conejos (Cuadro 10) también produjeron resistencia al virus de la es-
tomatitis vesicular, cuando se agregaron a los cultivos celulares de rifién de conejo
en cantidades de microgramos.
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CUADRO 10

Induccion de syesistencia al virus de la estomatitis vesicular por ARN
de doble banda en cultivos de células de rifion de conejo

Minimo de ARN

Procedencia o tipo de ARN de requerido para
doble banda proteccién (pg)
Poli I.C (rLtC; 11 «C ) 0.002
o n
P. funiculosum (viral ?) 0.30
Reovirus 3, virén 0.04
MS2 colifago (reproductivo 0.04
MU9 colifago mutante (reproductivo) 0.125 — 1.0
Virus del arroz enano, virién 0.015
Polihedrosis citopldsmica, virién 0.04
Poli I:C sintético (Ribocopolimero alternante auto-
acoplado; rlc) 0.003
Fago hibrido de ADN-ARN 0.60

El inductor fue afiadido 18 a 24 horas antes del 10 TCIDs, del virus de estomatitis
vesicular.

De igual modo (Cuadro 11), estos ARN de doble cadena administrados
intranasalmente evitaron la muerte en ratones a los que se les habia administrado
virus PVM por la misma via.

CUADRO 11

Actividad  profilictica de ARN de doble banda contra infecciones por
virus PVM en ratones

Sobrevivencia de ratones (14 dias)

Exceso de
sobrevivencia
Dosis comparado con
Procedencia o tipo intranasal W° sobrevivientes % de los controles
del ARN de doble banda* (yg) N° examinados sobrevivientes %
Poli I:C 4 192/211 91 920
P. funiculosum 20 18/20 920 89
Reovirus 3, virién 16 16/16 100 75
MS2 colifago (reproductivo) 9 9/12 75 65
MUY colifago mutante
(reproductivo) 15 11/15 73 65
Virus del arroz enano, viriébn 3 13/17 76 89
Poli I:C sintético (ribocopoli-
mero alternante auto-
acoplado; rIC) 3 15/15 100 95
Polihedrosis citopldsmica,
virién 3 15/15 100 83

*  Administrado intranasalmente 3 horas antes del virus, también intranasal.
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Aunque pudimos escoger entre muchos ARN de doble banda, decidi-
mos concentrar nuestra atencion en el poli I:C. El Cuadro 12 muestra un resumen
interpretativo breve de las extensas pruebas preclinicas llevadas a cabo en siste-
mas de ratén y pollo para medir la actividad profilactica del poli I:C contra
varios virus ARN y ADN. En las pruebas, el inductor fue suministrado siempre
antes del virus y se usé una combinacién de varias vias de administracién. Los
mejores resultados fueron obtenidos contra los virus PVM, Columbia SK, vacci-
nia, y parainfluenza 1 (Sendai). La actividad contra los virus de rabia, sarcoma
de Rous e influenza 1 fue débil. No hubo actividad contra los virus de influenza
A, A2, fiebre amarilla o el agente Marek (un virus Herpes que causa linfoma-
tosis neural en aves). A esto se le puede agregar un efecto benigno menor con-
tra la neoplasia causada por el adenovirus 12 6 virus de leucemia Friend, pero no

a la producida por el virus SV (31, 32, 33).
40

CUADRO 12

Resumen interpretativo de la eficacia de poli 1:C contra infecciones
en ratones o pollitos

Grado de
Via de administracién actividad,
Virus Virus Polinucledtido estimado
PVM Intranasal Intranasal Excelente
Columbia SK Intranasal Intranasal Muy bueno
Columbia SK Intranasal Intraperitoneal Muy bueno
Columbia SK Subcutinea Intraperitoneal Muy bueno
Vaccinia Intravenosa Intraperitoneal Muy bueno
Vaccinia ) Intravenosa Subcuténea Muy bueno
Parainfluenza 1 (Sendai) Intranasal Intranasal Bueno
Parainfluenza 1 (Sendai) Intranasal Intranasal Bueno
Rabia Intraplantar Intraperitoneal Débil
Rabia Intracerebral Intraperitoneal Déhil
Sarcoma de Rous Intraperitoneal Intraperitoneal Débil
Influenza B Intranasal Intranasal Débil
Influenza A y A2 Intranasal Intranasal Ninguno
Fiebre Amarilla Intracerebral Intraperitoneal Ninguno
Agente de Marek Intraperitoneal Intraperitoneal Ninguno
Agente de Marek Contacto Intraperitoneal Ninguno

Los hallazgos en rinovirus probados con poli I:C en cultivos celulares hu-
manos que aparecen en el Cuadro 13 son muy halagadores. Estos datos, consi-
derados juntos con el alto nivel de actividad demostrado por el poli I:C admi-
nistrado por via nasal (Cuadro 12), dan base para creer que el poli I:C seria
efectivo contra el catarro comin por rinovirus si se le aplicara adecuadamente en
humanos.
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CUADRO 13

Cantidad minima de poli 1:C requerida para inducir resistencia contra varios
vir#s en cultivos primarios de células de rificn humano y de conejo

Poli I.C (,Jg/ml)

Rifién embrional Rifién de
Virus humano conejo
Rinovirus 1 (JH) 5.6 —
2 11 (68) 0.8 -
» 20 (225) 3.0 —
42 (457) 0.8 -
” 47 (425) 0.8 mmf8_
Estomatitis vesicular 0.04 0.001
Vaccinia — 0.001
0.100

Herpes simplex —

La duracién limitada del efecto protector del poli I:C parece indicar que
se necesitard una administracién repetida. El Cuadro 14 demuestra que el efecto
protector de poli I:C en el modelo de virus PVM y ratén, que es un sistema com-
pletamente nasal, persiste por seis dias, con un declive a bajo nivel al séptimo.
Fue de especial interés que el poli I:C tuvo efecto terapéutico como también pro-
filictico en este sistema, como por ejemplo, cuando se comenzé a usar la droga
mucho después de estar establecida la infeccién viral. En el ejemplo que se
muestra se obtuvo proteccién casi total contra la muerte cuando se administtd
poli I:C aun dos dias después del virus, y se salvé la mitad de los ratones cuando
se inici6 el tratamiento con la droga al tercer dia.

EVALUACION DE INOCUIDAD: Ya se¢ ha preparado poli I:C de calidad
bien definida para pruebas en humanos. La evaluacién de inocuidad se ha lle-
vado a cabo en los sistemas celulares para buscar induccidén de alteraciones a nivel
celular' y también en el animal intacto?. El poli I:C, igual que otros inductores
ARN de doble banda, no es una sustancia quimicamente definida en el sentido
ordinario de la palabra. Puede variar grandemente en el tamafio de su banda, y
en su estructura secundaria, dependiendo, en parte por lo menos, de su ambiente
i6nico. Por lo tanto ha sido necesario seleccionar materiales altamente purifi-
cados para la prueba, en los que las propiedades quimicas y fisicas caigan dentro
de limites bien definidos y den resultados reproducibles.

1 Estos datos inéditos fueron desarrollados en nuestros laboratorios por los doctores
A.A. Tydell, A.K. Field, C.L. Baugh, M. M. Nemes, M. R. Hilleman y ‘el sefiot
G. P. Lampson.

2 Estas investigaciones fueron llevadas a cabo por los doctores R. E. Zwickey, H. M. Peck,
W.R. Brown, M. Hite, A.H. Mosher y E. Piperno.
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CUADRO 14

Relacion del tiempo con el efecto profilictico de poli I.C contra infecciones
de PVM en ratones

Sobrevivencia
Ratones tratados Ratones control

Tiempo de con poli I.C placebo Exceso de
administracion N° sobrev. Sobrev. N° sobrev. Sobrev. sobrevivencia
de poli I:C Total % Total % (%)
Antes del virus PVM (profilaxis)

3 horas 17/17 100 1/32 3.1 96.9

4 dias 11/14 71.4 4/32 12.5 58.9

5 dias 15/15 100 1/28 3.6 96.4

6 dias 14/16 87.5 0/30 0 87.5

7 dias 4/17 23.5 1/34 2.9 20.6

8 dias 4/17 23.5 0/34 0 23.5
Después del virus PVM (terapéutico)

1 dia 17/17 100 1/24 4.2 95.8

2 dias 15/15 100 1/25 4 96.0

3 dias 7/17 41.2 0/24 0 41.2

4 dias 0/15 0 0/27 0 0

El poli I:C se llevo a través de pasajes continuos con cepas de células
diploides humanas en cultivo y no causé ninguna alteracién significativa en la
tasa de crecimiento, eficiencia de plateo, o en su morfologia y no produjo atrasos
en la ocurrencia natural de senectud de los cultivos. No se alter6 el cariotipo de
las células, ni hubo transformacién neoplisica. Se encontrd que la sustancia no
era carcinogénica cuando se prob6é en cobayos recién nacidos, ni indujo creci-
miento de tumores HEp-2 en los hamsters. Tampoco causé sensibilizacién anafi-
lictica, ni sensibiliz6, ni provocé reacciones de tipo Schwartzman en conejos.
El complejo poli I:C fue pirogénico en conejos y causé leucopenia, no asi los
homopolimeros individuales,

Se llevaron a cabo evaluaciones muy extensas de inocuidad de poli I:C en
ratones, ratas, perros, monos y cobayos, en dosis y frecuencias variadas y por di-
ferentes vias de administracién. Las observaciones abarcaron sintomas fisicos,
hematolégicos, quimico-sanguineos, macropatolégicos e histopatologicos. Se no-
taron efectos téxicos que no habfan sido aparentes en animales empleados en las
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pruebas de actividad antiviral. El perro parece ser el mdis susceptible a las varias
especies de efectos téxicos en la administracién repetida de poli I:C. Las ma-
nifestaciones toxicas mds significativas tuvieron una base vascular, hepitica o he-
mitica. Los sintomas fisicos, entre ellos vémito, diarrea (a veces con sangre
evidente u oculta), temblores y convulsiones, fueron comunes, especialmente con
dosis altas y frecuentes. La patologia incluyd cambios necréticos en varios 6rganos,
incluyendo el higado, la médula ésea, los huesos y el pincreas. Las pruebas de
funcionamiento hepético fueron positivas. La fosfatasa alcalina se mostrd au-
mentada y generalmente se not6 leucopenia. Algunos animales fueron mucho
menos susceptibles que el perro, especialmente el mono, que no mostré mds que
una elevacion en la fosfatasa alcalina dos dias después de la primera de tres dosis
semanales de 1.0 mg/kg de poli I:C intravenosa. La via de administracién de
la droga fue muy importante y las alteraciones bioquimicas fueron casi nulas
cuando se usé la via respiratoria,

A pesar de esta toxicidad, los primeros resultados sugieren que existe
una relacién favorable entre toxicidad y actividad, especialmente cuando se su-
ministra la droga por via respiratoria. Debido a ésto, se han iniciado pruebas
clinicas cautelosas. Al mismo tiempo, se contintia con manipulaciones moleculares
para llegar a mejorar la relacién entre la toxicidad y la actividad.

RESUMEN

De los tres métodos existentes para el control especifico de las enferme-
dades virales, las vacunas han proporcionado las mayores ventajas y contintian pro-
metiendo los mejores beneficios para el futuro. Ciertamente, para que su uso sea
eficaz, la vacunacién debe usarse en aquellas enfermedades en las que el com-
plejo de serotipos de agentes es suficientemente pequefio para permitir una in-
munizacién efectiva, Las vacunas vivas, o las muertas cuando se usan con un
adyuvante apropiado, prometen ser altamente efectivas y proporcionar inmu-
nidad duradera.

La mayor ventaja del mecanismo del interferén es su efecto antiviral de
amplio espectro y debe considerarse la posibilidad de usarlo contra aquellas en-
fermedades virales en las que la diversidad de serotipos dificultan el control in-
munolégico, como en los casos del catarro comin causado por los rinovirus y en
las infecciones sistematicas y entéricas causadas por los virus ECHO y Coxsackie.
El uso actual de ARN de doble cadena, poli I:C, ofrece la primera esperanza
para una aplicacién practica del mecanismo del interferén en la medicina clinica.

En la actualidad el método quimico ofrece pocas esperanzas, pero merece
dedicarle un esfuerzo concentrado y continuo, ya que constituye la tnica posibili-
dad de curacién de la célula ya infectada.

SUMMARY

Of the three approaches to specific viral disease control, vaccines have
given the greatest reward and continue to promise major benefits for the future,
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Surely, the vaccine approach should be used where the complexity of serotypes ot
agents is sufficiently small to render immunization feasible. Live vaccines or
killed vaccines, especially when used with a suitable adjuvant, give promise for
highly effective and lasting immunity.

The greatest promise for the interferon mechanism is its broad-spectrum
antiviral effect and should be mainly considered for those virus diseases in which
the diversity of serotypes defies immunologic control, as in the common cold
caused by the rhinoviruses and the systemic and enteric infections caused by the
ECHO and Coxsackie viruses. The current application of double-stranded RNA,
poly I:C, offers the first hope for a practical application of the interferon mech-
anism in clinical medicine.

The chemical approach has given little reward to the present but deserves
continued concerted effort since here alone, is the appreach for cure of the
already infected cell.
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Fig. 1. Respuesta de anticuerpos a virus de influenza A2 y
B después de la administracion de vacuna de in-
fluenza acuosa tetravalente, vacuna de influenza con
advnvante 65 y controles sin aditivos.
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