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RESUMEN

Introducciaon: Trabajos previos mostraron la capa-
cidad antiviral in vitro, asi como la utilidad como
inductor de interferon natural {IFN-n) in vive de un
RNA de transferencia (tRNA) de origen fangico, por
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este motivo se sigue estudiando esta molécula
como una alternativa para el tratamiento antiviral,
Objetivos: Estudiar el efecto del tRNA fingicoenla
viabilidad, sintesis de DNA y en la multiplicacién
del adenoviros tipe 6 (AV-6) en células HEp-2,
comparando su efecto con el producide por el
polyl:polyC o por IFN-a. Valorar su capacidad
como inductor a largo plazo de la sintesis de
IFN-n in vivo.

Materialy métodos; Células HEp-2 seincubaroncon
diferentes concentraciones de las moléculas men-
cionadas durante 24 horas, y se determiné la viabi-
lidad y la sintesis de DNA celular; adicionalmente
cultivos tratados en las mismas condiciones se
infectaron con 200 unidades formadoras de placas
(ufp} del AV-b, se incubaron cinco dias adicionales,
v se valoré el grado de proteccion. In vivo a siete
voluntarios clinicamente sanos se les administré
intramuscularmente una desis inica de 100 mg del
tRNA, v se determind mediante la técnica de inhibi-
cién del efecto citopdtico (ECP} el nivel sérico de
IFN-n, cinco dias después de la inoculacién.
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Resultades: E] tRNA protegio a las células HEp-2
contra la infeccién por AV-6, mejor que el
polyl:polyC y de forma similar al IFN-@. Ninguna de
las tres sustancias afectd significativamente la
viahilidad celular. En cambio, la sintesis de DNA si
disminuyé de manera directa en relacién con la
concentracion de los inductores, no asi con el IFN-a.
En los plasmas de los sujetos tratados con el tRNA
fingico se encontré un aumento en la concentra-
cién de IFN-n (de 84.2 + 107.6 a 171.42 + 129.5
Ul/mL) a los cinco dias, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa.

Conclusién: El tRNA fiingico mosirdé actividad
antiviral conira el AV-6, no afecté laviabilidad pero
si la sintesis celular de DNA, y con una capacidad
de mantener elevada hasta por cinco dias la con-
centracién plasmatica de IFN-n en humanos.

ABSTRACT

Introduction: Antiviral in vitro activity and inter-
feron-inducer in vivo ability of a fungal tRNA were
shown in previous werks; because of this the tRNA
continues to be studied as an antiviral treatment
choice.

Objective: The goals of this study were a) to determi-
ne the effect of the fungal tRNA on viability and DNA
synthesis of HEp-2 cells, and on the replication of
adenovirus type 6 (AV-6) propagated onto the same
cells, compared with the effects of polyl: polyC and
IFN-¢; and b) to analyze its ahility as in vivo interferon
inducer on a long term basis,

Material and methods: HEp-2 cells were incubated
for 24 hours with different concenirations of each of
the three indicated substances and cell viability and
DNA synthesis were determined; in addition similary
treated cell cultures were infected with 200 plaque
former unities (pfu) of adenovirus type 6, incubated
5 more days and protection percentages were eva-
luated. Seven clinically healthy volunteers received
an in vive intramuscular dose of 100 mg of tRNA,
and serum interferon levels were determined by the
cytopathic-effect {CPE) inhibition method, five days
after tRNA administration.

Results: Fungal tRNA protected HEp-2 cells against
AV.-6 infection better than polyl: pelyC, and in a
level similar to IFN-c. The three substances showed
no significant effect on cell viability. In contrast,
DNA synthesis was reduced by fungal tRNA and
polyl: polyC in a dose dependent way. IFN-a showed
no effect on DNA synthesis. A non significant increase
in IFN-n plasmatic levels (from 84.2 + 107.6 to
171.42 + 129.5 Ul/mL) was fouid in tRNA-treated
subjects, although the difference was not statistically
significant.

Conclusion: Fungal tRINA showed antiviral activity
against AV-6 onto HEn. 2 celis, it had effect on
cellular DNA synthesis and showed a tendency to
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increase, plasmatic IFN levels in human subjects
after five days.

INTRODUCCION

El estudia de moléculas capaces de estimular la sintesis del
interferdn natural (JFN-n} se inicia en la década de los
cincuenta, v sigue siendo un tema en que se trabaja
activamente hasta nuestros dias’. Losinductores de IFN se
han empleado en el tratamiento de diversos padecimien-
tos como la hepatitis crénica tipo B*3, en la infeccion
producida por Plasmodium cynomoigi en monos?*, en
procesos tumorales malignos en humanos®, en la infeccion
por VIME y por influenza’. Sin embargoe, los resultados
obtenidas son muy heterogénecs, motivo por el cual se
han seguido buscande mejores inductores de IFN-n, que
por otra parte ayuden a evitar los efectos secundarios
{nauseas, vdmitos, mialgias, artralgias, fiebre y neuropatia
periférical®, asi como el alto costo de la administracion de
IFN exégena.

En trabajos previos utilizande un acido dbonucdleico de
transferencia (tRNA) de origen fingico {(Hypatia, Méx.) se
obtuvieron resultados alentadores en el tratamiento y
control de diversas enfermedades virales en animales,
como la enfermedad de Newcastle, la leucosis aviaria tipo
Maveck y el colera porcing®. En dichos trabajos se sugirid
que fa proteccion contra los virus derivaba de la induccidn
de IFN-n. En humanos el mismo tNRA se empled en gl
tratamiento de herpeslabial, herpes ocular y herpes zoster,
observandose una mejoria de los sintomas dlinicos respec-
tivos. En individuos clinicamente sanos, la aplicacién del
tRINA fungico produjo a las 2 h de su administracion, un
incremento en la concentracién plasmatica def [FN-n™, asi
coma del [FN-yy del factor de necrosis tumoral alfa''. Por
otra parte, se observd gue el tRINA fingico protegio a
células Vero de lainfeccidn por adenovirus, virus de herpes
simple tipo Iy virus sincicial vespiratorio*®, io cual probable-
mente también sea por la sintesis de [FN-n.

En este trabajo, se valors el efecto de un tRNA de origen
fiingico en la viabilidad v sintesis de DINA en células HEp-2,
y se estudid su efecto antiviral contra el adenovirus tipo 6
(AV-6) en las mismas células. Y se compararon los resulta-
dos obtenidos con los mostrados por un inductor sintético
ampliamente utilizado (el polyl: polyC); y con los observa-
dos utilizando [FN-o recombinante como control positivo.
Lino de los principales problemas existentes con la utiliza-
cidn de inductores de IFIN tiene que ver con la rapida
degradacidn de éstos por el organismo, por este motivo se
cuantificaron los niveles del IFN-n a los cinco dias despés
de haber rectbido una dosis (inica del tRNA fingico en un
arupo de siete voluntarios clinicamente sanos.

MATERIAL Y METODOS

Células v virus: La linea celular HEp-2 obienida de la
American Type Culture Collection se propagé en botelias
de cultivo de 50 mL {Costar, Co), en medic RPMI-1640
adicionado con suero de ternera fetal al 10% (Sigma
Chemical, Co.) complementado con 100 UYmL de peni-
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cilinay 100 pg/mL de estreptomicina {medio cormpleto). El
AV-6 {Bio Whittaker Inc. 30-800) se propaagd en células
Vero a una multiplicidad de infeccién de 0.01 ufp/mL. El
virus fue titulado por ensayo en placa en células HEp-2.

Inductores: EItRNA de origen fangico estable en salucion
fue donado por el Laboratoric de Investigaciones Cientificas
v Filoséficas (Hypatia), México. El polyl: pelyC (Sigma
Chemical, Co) v el IFN-o {Sigma Chemical, Co) fueron de
origen comercial, Las tres sustancias se prepararon en
amortiguador salino de fosfatos (PBS) estéril (pH 7.2}, se
distribuyeron en alicuotas y se cangelaron a -20°C.

Efecto de los inductores en la viabilidad y actividad de las
células HEp-2. Se incubaron durante 24 h monocapas de
células HEp-2 condiluciones 1:2, en medio RPMI- 1640 con
antibisticos, de las soluciones originales de los inductores v
de IFN; para el tRINA fingico la menor concentracidn fue de
1.2 ylamayorde 2,500 pg/mL; para el polyi: polyC la menor
concentracion fue de 48.8 y la mayar de 1,000 pg/mL; y
para el [FN la menar fue de 0.244 yla mayor de 500 Ul/mL.
Después del tiempo de incubacion se retirg el medio, se
fijaron y se tifieron las células con 200 pL de cristal vicleta
{Sigma Chemical, Co) {0.5% p/v en metancl al 70%}, se
deseché el exceso v la placa de cultivo se lavd exhaus-
tivamente con agua corriente dejdndose secar a tempera-
tura ambiente. El colorante se extrajo de las células con
acido acética al 33% y se leyd la absorbancia a 570 nm.
Esta es directamente proporcional a la cantidad de células
viables que quedaron en el cultivo. El porcentaje de viabi-
lidad se calculé de la siguiente forma: % de viabilidad =
{Absorbancia de las células tratadas/ Absorbancia de las
células testigo) » 100.

-En paralelo, también se evalud el efecto de los diferen-
tes agentes en la actividad celular, midiendo la incorpora-
cién de timidina tritiada. Para esto, las células se sembra-
ron en medic de cultive completo durante 24 h, posterior-
mente las placas se lavaron con PBS estéril tres veces, y se
aplicaron las concentraciones indicadas de tRNA, polyl:
polyC o IFN-q, se incubaron 24 h, y se marcé con 1 pCy/
pozo durante 18 h. Al término de este tiempo se cosecha-
ron las células en un cosechador multiple {Cell Harvester,
Brandel, USA)}, el papel filtro (Brandel, USA) se deshidrato
durante 48 h a temperatura ambiente, se colocd en viales
con 3 ml_de liquide de centelleo y los viales se leyeron en
un contador de radiacién beta (Beckman LS 6000SE). Los
resultados expresados en cuentas por minuto (cpm) se
analizaron mediante la prueba de Dunnett.

Ensayo antiviral in vitro: En placas de cultivo de 96
pozos se semnbraron 4x10? células HEp-Z por pozo, v se
incubaron a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,
durante 24 h, Después se incubaton las monocapas 24 h
mas, con las diluciones mencionadas de los inductores,
aungue en este caso se usaron cinco diluciones mds, de
manera que la menor concentracion para el tRNA fue de
0.038 pg/mL, para el polyl: polyC fue de 0.015 pa/mL y
para el [IFN-o fue de 0.0G76 Ul/mL. Las monocapas se
infectaron posteriormente con 200 ufp de AV-6 en 200 ul
de medio de cultivo con antibidticos, con excepcion de
los pozos utilizados como testigos celulares que se incu-
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baron sdlo con medio. Las monocapas se incubaron
cinco dias mas, a! término del periodo se tomaron
fotogramas de los cultivos, se retird el sobrenadante, se
tind durante 15 minutos con cristal vicleta comeo se indico
anteriormente, se extrajo el colorante de las células con
acido acético y se leyd la absorbancia a 570 nm. El efecto
de los inductores de interferdn y del IFIN-oc se expreso de
la siguiente forma:

Proteccidn antiviral (%)= {Abscrhancia de las células
con inductor e infectadas - Absorbancia de las células sin
inductor e infectadas / Absorbancia de las célutas sin infectar
- Absorbancia de las células sin inductor e infectadas) X 100

Estimulfacion prolongada de la sintesis de [FN in vivo:
EL grupo estudiado estuvo conformado por siete volunta-
rias clinicamente sanas, que fueron sometidas a evalua-
cién clinica para descartar la existencia de alguna patolo-
gia capaz de influir en el estudio. La poblacion provine del
area metropolitana de la ciudad de México, y tuvo un
promedio de edad de 50.1 + 11.7 anos. A todas se les
tomd una muestra de 5 mL de sangre en ayunas con
ieringa heparinizada, v luego se les aplicaren 100 mg del
tRMNA por via intramuscular. A las 2 h v a los cinco dias de
la apticacién del inductor se les tomaron nuevas muestras
de 5 mL de sangre. Tadas las muestras se centrifugaren a
1600 rpm durante 10 minutos, el plasma se recolecto y se
hicieron alicuotas que fueron congeladas a -70°C hastasu
analisis.

El nivel del IFN-n plasmético se determino por latécnica
de inhibicicn del efecto citopatico (ECP) utilizando el virus
dela estomatitis vesicular (VSV). Para lo cual se sembraror
placas de cultivo de 96 pozos con 3x10° células HEp-2 por
pozo en medio completo v se incubaron con diferentes
diluciones del plasma durante 24 h. Como estandar se
incubaron el mismo nimero de células con concentracic-
nes conocidas de [FN-a. Los cultivos experimentales se
infectaron con 500 ufp del VSV en 50 L de medic RPM,
1640 y se incubaron durante otras 24 h. Se retiro e
sobrenadante y se siguié el mismo procedimiento ye
mencionado para la tincién con cristal violeta. Se leyeror
las placas para determinar el nimera de placas virales, y e
titulo del IFN-n presente en 2! plasma se considero come
elinverso de la dilucidén que redujo al 50% el ECP del VSV

Andlisis estadistico: Fl andlisis estadistico de los resulta
dos de viabilidad e incorporacién de timidina tritiada se
realizé mediante andlisis de varianza v prueba de Dunnet
con un nivel de significancia de p < 0.05. A los valore:
encontrados en los cultivos celulares incubados con lof
inductores y el IFN-o e infectados con el AV-6 se Jes aplice
una prueba de correlacion lineal simple. A los resultado:
cbtenidos al determinar IFN-n en plasma se les realizo uni
prueba de t de Student pareada (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Una de las sustancias méas usadas para inducir IFN es ¢
polyl:polyC, el cual estimula la preduccién de dich
interleucina tanto in vitro'?, como in vive™, por lo que s
ha utilizado en el tratamiento de diversos padecimientas
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-esultades muy variables. En el presente trabajo este
ctor, asi como el tRNA fingico, cuya actividad in-
ora de IFN también se ha reportade™ !, v el IFN-z
mbinante. ro afectaron la viabilidad de células epite-
shuimanas (1 Ep-2), de manera significativa en ningu-
2 las conrentraciones usadas (p < 0.05} (Figura 1}; no
ante, los valores de viabilidad muestran una ligera
encia a bajar conforme aumentala concentracidn de
1ductores y del IFN. Con el tRNAy con el polyi:polyC
ayor disminucion fue de 9y 17% respectivamente, en
-ién con los testigos de células sin tratar {(concentra-
de 37, En términos generales la figura de la viabilidad
stra un descenso conforme aumenta la concentra-
de los inductores. La ligera disminucién en la canti-
de células viables en los cultivos tal vez sea una
‘acion transitoria en la actividad celular derivada de
-esancia de los inductores, es interesante rencionar
se han deserito disminuciones en el nimero celular de
cilos  murinos', asi como en leucocitos humanos
1do se administra polyl:pelyC!% los autores han obser-
> ademas que las células son estimuladas in vitro a
stizar proteinas (observaciones de los autores no publi-
3S aun}.
a Figura 2 presenta los valares de incorporacion de
dina tritiada de las células tratadas con las tres sustan-
. En dicha fiqura se observa que la entrada del radio-
ido en las celulas tratadas se reduce de manera signi-
jva y directa al aumentar la concentracién de los
ictores, el tRNA v el pelyl:polyC. Dicho efectoreductor
lependiente de la dosis v las células expuestas z la
sentracion mas alta del polyl polyC mostraron el mayor
{0, al disminuirse laincorporacion de timidina inclusc en
5% con comparacién con los cultivos testigo; mientras
para la mayar concentracion de tRNA la reduccion de
corporacion fue de 40%; adiferenciadelesinductores,
N-tx no tuvo efecto significativo en la sintesis de DINA
- 0.05). El diferente efecto observade entre inductores
sfocina se puede relacionar con el tipo de estimulo
sorcionadeo con los inductores, en donde se ha obser-
o un aumento en la sintesis de proteinas como ya se
wwiono, lo cual influye en la actividad celular dedicada
rtesis de DNA en cambio en el caso de los cultives
Hares expuestos alalinfocina, lainteraccidn de éstacan
eceptor. no influye directamente en la sintesis de ADN,
o cuanto al efecto de los inductores en la multiplica-
vdei AV-6 enlas células HEp-2, laincubacion previade
zélulas con ¢l tRNA durante 24 h redujo ef ECP viral
1 disminucion se determin® de dos maneras: la primera
mediante la observacidn a microscopia de luz de las
as tratadas e infectadas en comparacion con placas
imente infeciadas, las células infectadas que no fueran
adas con ningdn inductor, presentan un notorio
andearniento v desprendimiento celular.
“n las células wratadas con IFN-or v con las células
adas con tRNA fungico se encontrd una disminucién
a v apreciable en el microscopio de luz del ECP en las
yores dilucicnes de ambas sustancias como se puede
eciaren la Fizora 3A. Enlos cultivos celulares incubados
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Figura 1. Viabilidad de células HEp-2 incubadas con un tRNA,
con polykpolyC o con IFN-t2. Las diluciones comienzan con la
cancentracién mas baja de los inductores o del IFN (concentra-
cion 1) y van aumentado en un factor de 2 hasta la mayor
concentracién que fue de 2,500 pg/mL para el tRINA flingico, de
1,000 pa/ml para el polylpolyC; v de 500 Ul/mL para el IFN. El
porcentaje de viabilidad se caleuld dividiendo la absorbancia de
los pozos experimentales entre los controles celulares v multipli-
cando por 100 el resultado obtenide. Se muestran los promedios
+ la desviacion estandar de tres experimentos. cc = control
celular.
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Figura 2. Incorporacién de timidina tritiada en células HEp-2
incubadas durante 24 h con un tRNA fungico, el polyl:polyC o
con IFN-¢. Cada punto representa el promedio + la desviacion
estandar de tres experimentos. Las concentraciones utilizadas de
los inductores o del IFN-a son iguales a tas de la Figura 1

con el polyl: polyC se ve claramente el ECP del virus {céiulas
redondeadas v despegadas), (Figura 3B).

La segunda forma para evaluar la disminuciér: del
efecto citopatico fue mediante el calculo del porcentaje
de células que permanecieron viables despues de la
infeccion con el virus, mediante tincidn con cristal violeta,
Mediante este procediniento se observd una disminu-
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Figura 3. a) Células HEp-2 infectadas con adenovirus tipo 6 ¢
incubados con el tIRMNA, b) cultives celulares infectados con AV-
B en presencia del polul:polyC.

cion del dano producide por el virus, efecto claramente
dependiente de la dosis (Figura 4), hecho observado
incluse en la concentracion mas baja de tRNA (0,033 ug)
mL) aungue en menor grada, vee IFN (0.015U0mL). La
disminucion de la lisis celular producida por el i1RNA v el
IFMN-ax fue al menos durante la parte ascendente de la
curva, dirvectamente dependiente de la dosis (v = 0,983 1
(L9768, respectivamente]. En los cultivos con el polyl:
polyC, hubo una proteccion limitada a las tres concentra-
ciones mayores, con las menores se confirmaé mediante la
observacian de las placas a microscopia de luz. una clara
infeccién viral.

Losresultados del tRNA indican una clara proteccicn in
vitre contra el adenowvirus. Dicha proteccidn fue mavor en
comparacion con el polyl: polyC, la incapacidad del polyl:
palyC para dar una proteccian significativa. probablemen-
te derive no de una deficiente estimulacién para promover
la sintesis de IFN, sino de la resistencia del AV-6 contra el
tipo de IFN producido o liberads de la célula en presencia
del polyl: polyC, a este respecto se conoce que el tipo de
IFM producido por las células en general, depende direc-
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tamente del tipo de estirmulo aplicado, va que existen tres
tipos principales de IFN, alfa. betayvgamma, ven particula
el tipo alfa consta de 22 subtipos, cada uno con diferenies
propiedades antivirales, antimmorales e inmunoreegelado-
ras. Partiendo de las caracteristicas de las maleculas unli-
zadas, éstas caen dentro de §a categoria de inductores de
IFM-z, probablemente el estimulo proporcionado por el
polyl:polyC promueva la liberacion o la sintesis de un tipo
de IFN menos eficaz para inhibir la multiplicacion del AV
6, hecho que estamos en proceso de confirmar mediante
la tipificacion de los IFN producidos.

Con ninguna de las tres sustancias se vin afectada la
viahilidad celular de manera significativa. no se encontra
ronefectos de citotoxidad mefecto en lamortologicelular
apreciables a microscopia de luz, Estos daws nos indican
fa importancia de sequir estudiando fa utiidad del (RNA
fingico comao un agente antiviral tanto in vifre como in
vivo, en particular si consideramos que los cultivos celula-
res incubados con el t(RNA mostraron valores de protec-
cion antiviral por arriba del 100'% (controles celulares)
aceion parecida a la del IFN recombinante. En el caso del
acido ribonucleico de transferencia se encenird hasta un
234%, de proteccion en contra del AV-6 (Figura 4. mien-
tras gue para ¢l [IFN lns valores estuvieron por arriba del
180%. Con respecto al polyl:polyC el nivel mas elevado
fue de 68% (con 250 ug/'ml. de este inductor).

Al obtener el coeficiente de comelacion entre los valores
obtenidos con el tRNA v con el IFN-re se obtuvo una rs
(.85863, o cual nos indica un comportamiento similar de
proteccion entre el inductor v el IFN-w: al hacer la misma
aperacion con ei polvl:polvC v el IFN-u se obtuvo una r=
04582, lo cual sugiere un rango de accion diferente entre
este inductor v el [FN. De acverdo con los resultados del

#
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Figura 4, Prateccian in vitro de un tRMNA, del polvl:polyC v del
IFM-tz conira la multiplicacidn viral del AV-6. La concentracion
de los mductores comienza con 0.038 pg'mlL para el (RNA
0.015 pg/ml para el polyl:palyC v de 0.0076 Ulml. en ¢l coso
del IFM-ex, y van aumentando gradualmente hasta legar a 2,500
ug/ml para el tRNA, 1,000 poml para polylpolyC y de 50001
mL para el IFN-i. Cada punto representa tres expedmentos,
CC = contrel celular CV = control viral
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Tabla I. Concentracién de IFN-n en el plasma de los sujetos antes, dos horas y cinco dias después de haber
recibido una aplicacién de 100 mg de un tRNA de origen fngico usando la técnica de inhibicién del efecto

citopaético,
Antes del tNRA 2 h después del tRNA Cinco dias después del tRNA

Sujeto (UlYmL) {UL/mL} (Ul/mL)

1 40 160 320

2 20 320 80

3 20 640 320

4 20 320 80

5 10 160 40

6 320 1280 320

7 160 &40 40

X =501+ 11.7 afos X=8424 1076

X =50281+ 367.1*

X=17142 + 1295

{promedic + D.S. *p < 0.05), U.I= unidades inlernaciones de IFN

Fara reafirmar los valores de [FN mostrados, éstos se compararon con los obtenides de una curva reatizada con IFN-e comercial, en
donde se ulilizaron concentraciones de IFN que fueron de 0.244 a 500 UlimL.

presente trabajo, el efecto antiviral del tRNA fingico scbre
el AV-6 se puede relacionar con su capacidad inductora de
la sintesis de IFN en las células HEp-2, el IFN protegeria por
tanto a la monocapa de células infectadas posteriomente,
Esto podria estar relacionado con las diferencias bioldgicas
observadas para cada molécula: el tRNA no afecta la
viabilidad celular, s afecta la sintesis de ADN (medida por
incorporacion de timidina} y protege claramente a las
células contra el adenovirus; el IFN no afecta la viabilidad,
no afecta la sintesis de DNA y protege claramente contra el
adenovirus; y el polyl:polyC no afectala viabilidad, sf afecta
la sintesis de DINA, igual que el tRNA Fingico, y brinda una
proteccidn limitada contra la infeccidn por adenovirus.

El uso de inductores de la sintesis de IFN-n con fines
terapéuticos in viva, ha presentado desde sus inicios alqunas
problemas entre los que destacan: la toxicidad hacia el
individuo a altas concentraciones, su rapida biodegradacion
por la presencia de endonucleasas, o su baja capacidad
como inductor de la sintesis de [FN-n, por lo anterior se
trabaja activamente para resolver estcs problemas!é, Los
resultados obtenidos en las personas voluntarias indican
que alas 2 h de administrar el tRNA fungico, se praduce un
aumento significativa de la concentracidn de IFN-n (Tabla
1) de una basal de 84.2 + 107.6 a 502.8 + 367.1 UlfmL
después de su administracion. Esta respuesta se considera
que es muy rapida, a diferencia de otros inductores en
donde se necesita de un minimo de 24 h para poder
determinar a esta linfocina en plasma, no podemos descar-
tar que este aumento se deba en un principio sélo a la
liberacion de los almacenes intracelulares de [FN Yy mas
tarde a su sintesis. La respuesta al estimulo es de! 100% de
los sujetas, lo cual coincide con datos ya reportados previa-
mente®. en donde se demostrd la capacidad del tRNA
fingico para mantener estimulada hasta por 24 h la sintesis
de IFN-n donde el 100% de los sujetos respondieron.,
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Estos resultados estimularon el estudio del tRNA fingi-
€0 €n cuanto a su capacidad para inducir a largo plazo la
sintesis de IFN, principalmente por la capacidad de! orga-
nismo de degradar a los agentes de este tipo y de neutra-
lizar su actividad rdpidamente!’. Por lo anterior, se valora-
ron los niveles del IFN-n alos cinco dias de haber adminis-
trado el inductor. Enrelaciéon con esto, como se observaen
la Tabla{, el 71% de los individuos atn mostraron niveles
elevados de IFN-n a los cinco dias con respecto a sus
cencentraciones iniciales {171.4 + 129.5 UlfmL). En un
sujeto (14%) se observd su regreso a la concentracion
inicial y la otra persona mostré una disminucién por
debajo de suconcentracion basal {14%}. Elincremento en
los niveles de IFN alas 2 h se encuentra por arriba del rango
normal {de 10 hasta 300 UI'mL)%, sin llegar a concentra-
ciones encontradas en estados patoldgices, ales cinco dias
los niveles descienden, no obstante no regresan al nivel
basal. Estas diferencias se pueden explicar por la gran
hetercgene:dad que hay en la respuesta de los individuos
ala presencia del inductor, asf como a la diferente capaci-
dad de biodegradacién de cada individuo.

CONCLUSIONES

Se concluye que el tRNA mostré una buena biodisponibi-
lidad alos cinco dias, ya que aldn existen niveles elevados
de IFN-n en plasma; esto probablemente se debe a una
mayor resistencia del mismo, a la degradacion por las
endonucleasas celulares guienes juegan un papel suma-
mente importante en la inactivacién de los inductores de la
sintesis de [FIN'”. No se cuenta con muchos antecedentes
acerca de la utilizacion de los tRNA como agentes promao-
tores de la sintesis de [FN, pero se ha observado utilizando
tNBA de origen vegetal, que se puede mantener estimula-
da lasintesis de IFN por més tiempo, o cual eoincidiria con
los resultados de este trabajo, o bien la estimulacién a un
mayor nivel de la produccian de esta linfocina si se estimula
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conunagente adicional en presencia deun tRNA". Ademas
de todo esto, se realizo un interrogatorio a Jos voluntarios,
alas24 hyaloscincodias acerca dela existenciade alguna
molestia posterior a la aplicacidn del inductor, quienes
mencionaron que en algunos casos se presenté un ligero
malestar semejante a un cuadro gripal que desaparecio a
las 24 h; ésta es una particularidad cbservada en general
en individuos a los cuales se les administra algun tipo de
inductor de IFN, y resulta congruente si se menciona que
los sintomas de la gripa se cree que son causados por la
presencia de [FN#".

E!l tRNA de arigen fungico probado en este estudic no
afecta significativamente la viabilidad celular, ha resultado
ser un buen agente inductor de la sintesis de [FN endogeno
invitra e invivo, acorto (2 h) y a largo plazo {5 dias). tiempo
éste tiltimo en el que lamayoria de los inductores ha perdido
su efecto. De manera que es un excelente candidato en el
tratamiento antiviral contra el AV-6, el cual es unimportante
agente infeccioso de vias respiratorias principalmente en
nifos y contra el cual ne existe vacuna hasta el momento.
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