TRABAJOS DE INGRESO

Quimioterapia del virus de la rabia en
cultivos de tejidos

PapLo HERNANDEZ JAUREGUI-ALVAREZ *

Se analizi el efecto in vitro del isoprinosine, un compuesto antiviral, en células 13SCI infectadas con ce-
pas de virus rdbico adaptadas a cultivos celulares: las cepas ERA y V319. El isoprinosine, a concentra-
ciones de hasta 100 pg/ml en el medio de cultivo, no produce efecto de loxicidad a las células Vo
efecto  mitdgeno, probablemente mediado por la activacion del dcido ribonucleico. En las células
infectadas con las cepas de virus rdbico y por el efecto del isoprinosine, disminuyeron el titulo de la mul-
tiplicacion viral, el niimero de células inmunofluorescentes y las estructuras involucradas en la multipi-

cacin viral, El mecanismo del efecto antiviral estd probablemente mediado por modificacion en la con-
formacion vy funcion ribosomal.

cLaves: Virus ribico, -cultivos celulares, isoprinosine,
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o por Fleming, Desde entonces, la industrializa-
cion e investigacidén de nuevos productos para el
control de las enfermedades infecciosas ha tenido
gran desarrollo, de tal suerte que hoy existe Ja
oportunidad de ensayar nuevos productos en en-
fermedades no totalmente controladas desde el
punto de vista quimioterdpico, como son las infec-
ciones virales.

A la fecha se cuenta con un limitado nimero
de compuestos con actividad antiviral, cuyos me-
canismos de accion difieren entre si. Algunos de
ellos, como la amantading, tienen actividad sobre
la absorcion viral, la penetracién del virus a la cé-
lula, la eliminacion de su cubierta o la salida de
los virus; otros inhiben ciertos sistemas enzimati-
cos, la s‘ntesis de dcidos nucleicos o la de protei-
nas, como es el caso del citarabin, del vidarabin o
de la metisazona. Otros compuestos con actividad
antiviral poseen mecanismos que derivan de su in-
teraccion con el aparato inmunocompetente y por
ello reciben el nombre de inmunomoduladores. De
los productos bioldgicos con actividad antiviral so-
bresalen los obtenidos del tejido linfoide, como las
linfocinas, las monocinas, el interferén y las hox-
monas timicas: timosina, timopoyetina y factor ti-
mico sérico.

Existen otros compuesios de sintesis que se ca-
racterizan por modular y amplificar la respuesta
inmune, comao los polinucledtidos, el levamisol, el
isoprinosine y el linesterol. _

El isoprinosine es un compuesto constituido por
inosina y 2—hidroxi-propil-dimetilamonio, 4-acetila-
mino-benzoate,! con actividad en enfermedades vi-
rales del hombre, como son la influenza? y las in-
fecciones herpéticas.3 Esta substancia produce su
efecto, estimulando los mecanismos de la inmuni-
dad celular ¢ inhibiendo la multiplicacion de vi-
rus, acido ribonucleico y 4cido desoxirribonucleico.

El isoprinosine tiene dos propiedades antivira-
les: una, la de estimular el sistema inmune, fact-
litando la proliferacion de linfocitos T e incre-
mentando la capacidad de fagocitosis por las célu-
las mononucleares;*® y otra, la de inhibir la mul-
tiplicacion viral. Los mecanismos de efecto antivi-
ral que se proponen para esta droga fueron plan-
teados por Gordon y Brown,® quienes sugieren quc
¢l efecto antiviral est¢ mediado por la modifica-
cion de la conformacion y funcion ribosomal. Se
especula que el isoprinosine induce el rechazo del
dcido ribonucleico mensajero viral.

El mecanismo de accién sugerido por Gordon y
Brown esti basado en medictones de la fraccion
ribosomal en el higado y en el cerebro de indivi-
duos tratados con isoprinosine. Se demostré que
aumenta ¢l contenido de #cido ribonucleico, del
cual aparece un pico nucvo en la actividad espe-
citica, que hay resistencia a la ribonucleasa exoge-
rina y que el dcido ribonucleico postmitocondrial
extrafdo es sintetizado con mayor rapidez. Asimis-
mo se demostrd que la droga aumenta, en las pro-
teinas precursoras, los grados de incorporacién de
acido ribonucleico en los polirribosomas. También
aumenta la cantidad relativa del icido orotico
(marcador del acido ribonucleico mensajero) en los
ribosomas.%7
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En el presente estudio se informa sobre los re-
sultiildos del efecto antiviral del isoprinosine en
cultivos celulares infectados con el virus de la ra-
bia.

Mérodos
Las células

Se utilizo la clona celular 138-Cl que proviene de
uita linea celulay de rifién de hamster recién na--
cido.® El monoestrato celular fue desarrollado has-
ta B0 por ciento de confluencia en cajas de Petri.
Los cultivos se mantuvieron a 36°C en una atmos-
fera de 4 por ciento de CO, con flujo continuo de
aire; e medio de cultive utilizado %ue el BHK-21
de Gibro.

El titulo viral del sobrenadante de los cultivos
celulares se obtuvo por medio de la prueba de pla-
ca en suspensiones de agarosa y los resultados fue-
ron evaluados estadisticamente,® de acuerdo con
Ia prueba de U de Mann-Whitney.'

Para la evaluacion de la inmunofluorescencia se
contd el nimero de ¢¢lulas positivas a la inmuno-
fluorescencia con un objetivo seco fuerte (40 X),
por dos personas que desconocian el origen de las
muestras. También estos resultados se evaluaron
por la prueba de U.

Los estudios de microscopia electrdnica requirie-
ron fijacién in situ de las células en glutaralde-
hido al 2.5 por ciento en amortiguador de caco-
dilatos 0.1 M a pH 7.4. La inclusién del material
se llevs al cabo en el mismo sitio de crecimiento
de las células, utilizando la técnica de Brinkley.?

El haber usado bajas multiplicidades del virus
ribico, asi como haber incluido y fijado in situ,
permitieron en este experimento ia adecuada eva-
luacidn del ciclo de reproduccion del virus rdbico,
evitindose la formacion de ciclos aberrantes y las
modificaciones en las relaciones virus-célula.

Efecto del isoprinosine sobre las células

Por estudios previos se conocen las concentracio-
nes de isoprinosine con las que se obtiene inhibi-
cion viral; los Iimites de concentracién varian de
0.005 a 1.0 ug/ml y 10 a 150 pug/ml.! También es
conocido el hecho de que las células en cultivo
muestran sensibilidad a cualquier substancia que
s¢ administre, aun en cantidades menores de 50 a
104 pg /ml.

Con base en csta informacion se analizo e] efec-
to del isoprinosine a concentraciones que variaron
de 0.1 a 100 pg/ml. El estudio consistid en la
cuantiacion de las célutas en cultivo después de
24, 48 y 72 horas de exposicidn al compuesto, en
un contador electronico de particulas, Simultanea-
mente se realizaron pruebas de viabilidad celular
por medio de la técnica de exclusion al azul de
tripdn y también se contaron las células en mito-
s15, Todas estas pruebas fueron sujetas al andlisis
estadistico de regresién lineal, de paralelismo y
prueba t para rectas. El nivel de signitrcancia que
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se utiliz4 en estos experimentos fue de 0.01 con
99 por ciento de confianza estadistica,

Al mismo tiempo se fijaron células in situ cul-
tivadas con tsoprinosine a concentracién de 1060
ug/ml, asi como células cultivadas solo con el me-
dio, para estudios de microscopia electrénica de
transmision.

Ciclo del virus rdbico en cultivos celulares y efecto
del isoprinosine sobre el virus rabico

Se infectaron cultivos celulares con dos variedades
de virus rdbico adaptados a cultivos celulares: la
cepa ERA y la cepa V319. Los cultivos se infecta-
ron con una dilucién viral de 1:5 con una multi-
plicidad de una a dos unidades formadoras de pla-
ca de un concenirado viral que contenfa 1073 ¥
10%¢ unidades formadoras de placas por mililitro
respectivamente,

Se incluyeron controles de cultivos sin inocular,
cultivos controles que ademis del medio nutritivo
recibieron isoprinosine y cultivos infectados a los
que no se agregd la droga. La evaluacion del expe-
rimento consistid en cuantiar la cantidad de cély-
las positivas a la inmunofluorescencia especifica de
rabra, la multiplicidad del virus en el medio so-
brenadante y las estructuras involucradas en la
multiplicacidn viral intracelular,

Resultado.s

FFECTO DEL ISOPRINOSINE SOBRE
LAS CELULAS

Caracteristicas de los cultivos de tejidos

El cultivo control crece en forma logaritmica, de
manera que en 36 horas se duplica el numero de
c¢lulas. Con las dosis de 0.1 y 1 pg/ml de isoprino-
sine, durante las primeras 24 horas los cultivos
tratados se desarrollan a velocidad similar que los
testigos y posteriormente crecen en forma logarit-
mica, mas répidamente que las del cultive con-
trol. Con las dosis de 10 y 100 pg/ml del compues-
to se nota incremento en el crecimiento de la
poblacién desde las primeras horas; la diferencia
encontrada fue estadisticamente significativa «l ni-
vel de P < 0.01 (fig. 1).

Estudio uftmestructumll

Células con medio de cultivo sin isoprinosine. En
el citoplasma, se encontré un numeroso grupo de
polirribosomas ubicados muy cerca unos de otros.
En ciertos sitios los ribosomas se ven interrumpi-
dos en su organizacién por vesiculas, mitocondrias
o cisternas de reticulo endoplésmico rugoso; estos
organelos se localizan en la periferia de la zona
donde los polirribosomas son compactos {fig. 2).
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Fig. 1. Representacién gréfica de la multiplicacién de
las células 135C) bajo el efecto del isoprino-
sine. Notese que después de 48 horas de incu-
bacién se incrementa el nimerc de célulos.

El nicleo es ovoide; la cromatina nuclear esta
dispuesta en grupos uniformemente distribuidos y
la eucromatina se asocia a la membrana nuclear
tormando dreas de mayor densidad. Pueden de-
mostrarse uno o dos nucléolos, dependiendo del
nivel del corte (fig. $). En las &reas menos den-
sas los ribosomas estdn mds separados, formandose
espacios claros que frecuentemente son ocupados
por microfilamentos y microtiibulos (tig. 4). Las
mitocondrias adoptan forma alargada, tienen ma-
triz densa y presentan crestas transversales finas;
ocasionalmente se demuestran vesiculas de degra-
dacion con figuras de mielina. En las células 139
se demuestran partfculas radiales de tipo viral,
previamente informadas en la literatura, que se
localizan dentro de vesiculas del reticulo endoplas-
mico rugoso. Las particulas radiales estin forma-
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das por un halo denso central, del cual emergen
pequerios filamentos que terminan én una mem-
brana de forma esférica (fig. 5). El aparato de
Golgi es de localizacién yuxtanuclear. De las cis-
ternas surgen numerosas vesiculas con doble mem-
brana, pequefias y que se distribuyen por todo el
citoplasma celular. En ocasiones las vesiculas al-
canzan mayor didmetro, englobando a otras de
menor tamafio o bien material finamente fibrilar,
que sugiere desintegracion de membranas. En la
membrana citopldsmica se originan vesiculas de
tipo pinocitdsico, de caracteristicas muy semejan-
tes a las antes descritas y que frecuentemente se
encuentran reunidas en grupos, vaciando su con-
tenide en otra vesicula de mayor tamafio. Tanto
en el sistema de Golgi como en la membrana cito-
plasmica se originan también vesiculas cubiertas.
Estas son de mayor tamafo y tienen como carac-
teristica la adherencia de pequefios filamentos den-
sos a la membrana externa de la vesicula. Por la
cantidad de ribosomas, de filamentos, de vesiculas
y de microtubulos, las células adquieren diferen-
tes contrastes en su densidad a les electrones.

Células en medio BHK y con 100 pg/ml de iso-
prinosine. La ultraestructura de las células trata-
das con isoprinosine es muy semejante a la de las
células cultivadas solo con el medio, Las diferen-
cias consisten en que las células tratadas con is0-
prinosine acumulan l{pidos en el citoplasma (fig.
6); ocasionalmente aparecen en el citoplasma dreas
constituidas por tibulos, que sugieren ser sitios de
produccién y maduracién de las Earticulas radia-
les. Las estructuras tubulares exhiben una zona

Fig. 2. Eleciromicrografia de | gru-
po “sblo con medio de cultivo”. Puede verse
con detalle lo organizacién de los polirriboso-
mas (flechos), mitocondrias (M), Estos ulfimos
organelos y el reticulo endoplésmico rugoso
(rer} son mds abundantes en dreas del cito
plasma donde los ribosomas estan distribuidos
con moyor omplitud. 22 000 X.
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Fig. 3. Electromicrografia de dos células clona BHK
del grupo de control. Nétese que la cantfidad
de ribosomas y polirribosomas es menor en la
célula A que en la célula B; asimismo, la se-
paracién de los ribosomas es de mayor amplitud
en la célula A, lo que permite la presencia de
filamentos finos que corren en diferentes direc-
ciones, de agrupaciones de filamentos (F) en
haces de mayor didmetro y de molfiples vesl-
culas, que emanan del sistema de Golgi (G).
Las mitocondrias (M) de forma aolargada, ma-
triz densa y finas crestas transversales, conser-
van aparentemente la misma localizacién y
némero. Las cisternas de reticulo endoplasmico
rugoso (flechas) estan consfituidas por tibulos
cortos. El nicleo en ambas células es ovoide,
muestra cromatina irregularmente distribuida,
la eucromating se asocic a la membrona nu-
clear y en la célula B es aparente un nucledlo
prominente (nu). 7 000 X.

Fig. 4. Micrografio electrénica del citoplasma de una
célula 13SCl. Nétense los microtibulos (flecha)
y los microfilamentos (doble flecha). 23 000 X.
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Fig. 5. Electromicrografia del citoplasma de una célu-
la BHK del grupo control. A mayor amplifica-
cién se identifican los particulas radiales (pr)
Yy un centro denso de donde salen filamentos
finos que terminan en lo doble membrana cir-
cundante (rer). Cisternas de reticulo endoplas-
mico rugoso. 52 000 X,

Fig. 6. Electromicrografia de una célula BHK con 100
ng/ml de isoprinosine. Nétese la acumulacién
de lipidos (L) de tomafio uniforme. 22 000 X.

central densa que en su porcion terminal se dobla
sobre s{ misma para constituir el centro denso de
las particulas; alff la membrana envolvente aumen-
ta de diametro (fig. 7).

Al efectuarse la cuenta de particulas virales en
los cukivos de control y en los tratados con iso-
prinosine, se observa que los primeros contienen
en promedio una particula por cada célula, con
un error estandar de 0.22, mientras que los cultivos
tratados con isoprinosine contienen 0.86 =+ 0.09

QUIMIOTERAPIA DE I.A RABIA
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Fig. 7. Electromicrografia de una célula BHK con 100
ug/ml de isoprinosine. Se ilustran tobulos cuya
doble membrana es continuacién del reticulo
endoplasmico rugoso. La zona central densa,
al doblarse sobre si misma, sugiere ser la for-
ma como se integra la parte central densa de
las particulas radiales (pr). 45 000 X.

. . T
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ctronica de células 13SCI infec-

tadas con virus rébico. Nétese la presencia
de particulos virales rabicas (ffecha) con apro-
ximaciébn a las membranas citopldsmicos de
las células, mismas que se hacen més densas

en el punto de contacto con las particulos vi-
rales. 52 000 X,

particulas por células (promedio - error estin-
dar); al efectuar prueba de ¢ para muesiras m_df:-
pendientes las diferencias no fueron estadistica-
mente significativas.
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Fig. 9. Micrografia electrénica de dos
’ células 135CI infectadas con
virus rébico. Las particulas A y
B estdn por desprenderse de i
membrana citopldsmica de la cé-
lula e inducen la formacién de
vacuolos de pinocitosis, La vesi-
cula marcada ¢on una flecha co-
ntiene dos particulas recientem-
ante ingresadas a la célula.
32000 X.

Fig. 10. Micrografia electrénica de una
célula 135CI que muestra en e|
centro una vasicula de pinocito-
sis con particulas virales (flecha;
y material de degradacién,
52000 X,

Ciclo del virus rdbico en cultivos celulares

Fl contacto de los virus con la membrana citoplas-
mica ocirre tanto por la parte plana como por la
lateral de las particulas virales, modificindose la
estructura de ]a membrana (fig. 8). Las modifica-
ciones consisten en aumento de la densidad, con
una evidente estructura bilaminar junto eon finos
filamentos en los sitios de interaccion entre Ia
membrana celular y las particulas virales.

Los virus se incorporan al citoplasma en vacuo-
las de pinocitosis. Uno de los patrones de infec-
cién mds comunes consiste err la penetracién de
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Jos virus a la membrana citopldsmica por la parte
redondeada del virus (fig. 9). Las particulas vira-
les en gemacion en Ja membrana citopldsmica de
una célula frecuentemente dan lugar 2 la forma-
cion de vesiculas de pinocitosis en la célula veci-
na (fig. 10). Es comin observar vesiculas que con-
tienen particulas virales en degradaciém, asi como
fagosomas y vesiculas con contenido denso y amor-
fo y maduracion de particulas virales en el reticu-
lo endoplasmico. En el reticulo endopldsmico ru-
goso se observan particulas virales rdbicas de for-
ma tubular abierta, con una pared trilaminar, Hay
también particulas radiales en gemacién simulta-
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Fig. V1. Micrografia electrénica del citoplasma de una
célula 135C| infectada con virus rébico. Se
ilustra porte de un corpisculo de inclusién
que muestra la matriz viral (M} y perticulas
virales en diferentes estadios de maduracion
{flechas). 32 000 X.

Fig. 13. Efecto in vitro del isoprinosine en el virys ré-
bico.

nea con las partfculas del virus rabico. Las matri-
ces virales de gran tamafio con virus en madura-
cién son escasas (fig. 11), en tantgq que en cada
c€lula infectadas hay snatrices virales pequeiias

(fig. 12).

EFECTO DEL ISOPRINOSINE SOBRE EL
VIRUS RABICO

Inmunofluorescencia

El nimero de células inmunofluorescentes se apre-
cia en la figura 13. Cuando se comparan los gru-
pos Il y V, que fueron los controles de la multi-
plicacién del virus rdbico, con los grupos IV y Vi
aue fueron los grupos tratados con isoprinosine,

estaca [a disminucién del nimero de células fluo-
rescentes, con la significancia estarlistica de P «
6.02.

QUIMIOTERAPIA DE LA RABIA
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Fig. 12, Micrografia electrénica del citoplasmo de una
célule 135C! infectada con virus rébico, N6-
tese lo matriz viral (M). 32 000 X.
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Cuodro 1. Estructuras involucradas en |la multiplicacién
viral en 50 células infectadas (Cepa ERA).

Cuadro 2. Efecto in vifro del isoprinosine en el
titulo del virus rabico,

Grupo Grupo

Estructura 3 4 Z(P)
Matrices virales 62 55 2.013(0.05)
Vesiculas con virus 59 24 3.911(0.001}

Yirus membrana

citoplésmica 100 &7 2.373(0.05

Z = Desviacién normal.

Grupos Tratamiento Titulo *
1 Medio de cultive (MC) 0
2 MC mas isoprinosine {150 pg/ml) 0
3 ERA cepa viral 1040
4 ERA mds isoprinosine (150 pg/ml) 104
5 Y319 cepa viral 0%
6 V319 mas isoprinosine (150 pug/ml) 10%5

Edad del cultive: 24 horas.

* Determinado por pruebas de placa en agarosa,

Microscopia electrénica

En el cuadro 1 se muestra el nimero de particu-
las virales presentes en la membrana citopldsmica,
€l de matrices virales y el de vesiculas citoplismi-
cas conteniendo particulas virales en 50 células in-
fectadas e incubadas durante 48 horas. En cada
célula infectada existen una o dos matrices vira-
les; sin embargo, el numero de matrices es menor
en el grupo tratado con isoprinosine, con signifi-
cancia estadistica de P « 0.05.

Después de las 48 horas de incubacién se ob-
servaron particulas virales que maduran sobre la
membrana citopldsmica o cerca de la misma, EI
nuimere de particulas virales encontradas en el
grupo tratado con isoprinosine es significativamen-
te menor, con P < 0.05, que en los grupos con-
troles. '

El numero de vesiculas intracitoplismicas con
virus en maduracién o en transporte es también
significativamente menor, con P < 0001, en los
grupos tratados con isoprinosine, cuando se les
compara con sus respectivos controles.

Titulacion del virus

l.os resultados de la titulacién del virus ribico en
los cultivos celulares antes y después del trata-
miento con isoprinosine, se muestran en los cua-
dros 2 y 3. Hay disminucién de 1.9 logaritmos y
1.3 logaritmos, después de 24 horas de incubacidn,
para la cepa ERA y V319 respectivamente; a las
48 horas la disminucién es de 1.7 y 1.2 logaritmos
para cada una de las cepas virales.

Comentarios

EI efecto del isoprinosine, en el sentido de; aumen-
tar el indice mitdgeno, ha sido informado previa-
mente. Se ha demostrado que los linfocitos y ma-
crofagos se estimulan y multiplican mediados por
la activacién del acido ribonucleico.1? Ef aumento
en el {ndice mitdsico en las células 135-Cl pudiera
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Cuadro 3. Efecto in vitro del isoprinosine en el titulo
del virus rébico.

Grupos Tratamiento Titulo *
i Medio de cultive (MC) 0
2 MC mas isoprinosine (150 pug/mi) 0
3 ERA cepa virol 1081
4 ERA mdas isoprinosine (150 ug/ml)

cada 24 horas 10448

5 V¥ 319 cepa viral 10°1
é V 319 mas isoprinosine (150 pg/ml)

cada 24 horas 10380

Edad del cultivo: 48 horas.

* Determinado por pruebas de placa en agarosa.

explicarse sobre las mismas bases que para los lin-
focitos y macréfagos. Otra posible explicacién pu-
diera establecerse por la inhibicién de las particu-
las radiales presentes en las células 13S-Cl; sin em-
bargo el nimero de particulas radiales en los gru-
pos tratados con isoprinosine y en los no tratados
fue semejante.

Utilizando tres métodos de evaluacién en el ex-
perimento del estudio antiviral del isoprinosine,
como fueron la cuantiacién de la inmunofluores-
cencia, la evaluacién del mimero de estructuras
involucradas en la multiplicacién viral intracelu-
lar por medio del microscopio electrénico y la de-
terminacién del titule viral, se concluye que el iso-
prinosine tiene un efecto inhibitorio sobre la mul-
tiplicacién del virus rdbico en el sistema utilizado.

El mecanisme inhibitorio del isoprinosine sobre
el virus rabico queda atdn por aclararse. Se ha in-
formado que esta droga tiene la capacidad de in-
hibir el crecimiento de virus de dcide ribonucleico
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y desoxirribonucleico en cultivos celulares. Gor-
don y Brown proponen como posible mecanismo
antiviral del isoprinosine, la modificacién de la
conformacién y funcién de los ribosomas. Se espe-
cula que el isoprinosine induzca rechazo del ARN
viral en los ribosomas.®? Cabe también la posibili-
dad de que el isoprinosine incremente la produc-
cién de interferén, que esta proteina sea la res.
ponsable del efecto inhibitorto de la multiplica-
cién viral y que se establezca un efecto de asocia-
cidén isoprinosine-interferén, como ocurre cuando
s€ protege a ratones contra el desafio del virus de
la encefalomiocarditis.1®14

REFERENCIAS

L. Simon, L. M, y Glasky, A. J.: Isoprinosine: an over-
view. Cancdr Treat. Report. 62:1963, 1978.

2. Muldoon, R. L.; Menzy, L. y Jackson, G. G.: Effect of
isoprinosine against influenza “and some other wviruses
causing respivalory disease. Antimicrob. Agent Chemo-
ther, 2:224, 1972,

3. Ferruti, M. y Aquisto, R.: fsoprinosine, a new virustatic
for the lreatment of genital herpes. Riv. Patol. Clin.
33:560, 1978.

4. Hadden, J. W; Hadden, E. M. y Coffey, R, G.: Tsopri-
nosine augmeniation of phytohemagglutinin-induced
Iymphocyte proliferation, Infect, Immun, 13:382, 1976.

5. Renoux, G; Renoux, M.; Guillaumin, J. M. y Gouzion,
C. H.: Differentiation and regulgtion of ymphocyte
populations: Evidence for immunopotentiator-induced
T cell recruitment. ]. Immmunopath. 1:415, 1979,

6. Gordon, P. y Brown, E. R.: Isoprinosine: Novel bioche-
ical basis for antiviral action. Mem. Tth Int. Congr.
Praga, 1971, Baltimore, University Park Press. 1972, vol.
L p. 1247, i

7. Gordon, P. y Ronzen, B.: Inosine-alkylamine alcohol
camplexes; enhancement of polyribosome funclion.
Fed. Proc. 29:864, 1970.

8. MacPherson, 1. y Stoker, M.: Polyoma transformation of
hamsler cell clones. An investigation of genetic faciors
affecting cell competence. Virology 16:147, 1962.

9. Sedwick, W. D. y Wiktor, T, J.: Reproducible plaquing
system  for rabies, lymphocytic choriomeningitis and
other ribonucleic acid viruses in BHK 21713 § agarose
suspensions, J. Virol. 1:1224, 1967.

10. Siegel, 8.: Non-parametric statistics for the behavioral
sciences. Nueva York, McGraw-Hill Book Co. 1956, P
116,

11. Brinkley, B. R.,; Murphy, P, y Richardson, C. L.: Pro-
cedure for embedding in situ selecied cells cultured in
vitro, J. Cell Biol. 35:279, 1967.

12. Hadden, J. W.. England, A, Sadlik, J. R. y Hadden
E. M.: The comparative effects of isoprinosine, levami-
sole, muramyl dipeptide and SM 1213 on lymphocyte
and macrophage proliferation and activation in vitro.
Int. J. Immunopharm. 7:17, 1979.

13. Chany, C. y Gerutti, L: Enhancement of antiviral pro-
tection againsi encefalomyocarditis virus by @ combinra-
tion of isoprinosine and interferon. Axch. Virol, 55:295,
1977.

14. Chany, C. y Cerutti, L: Effet stimulant de isoprinosine
sur laction antivirale de Pinlerferon. Compt. Rend.
Acad. Sci. Paris. Serie 1) 284:499, 1977

NOTA BIOGRAFICA

El doctor Pablo Hernandez Jauregui cursd la carrera
de médico veterinario zootecnista en la ciudad de Ve-
racruz, de 1962 a 1966. Su especial interés por la mor-
fologia lo llevé a contribuir como asistente de profe-
sor en la cdtedra de histologfa, materia que no ohstan-
te no haber terminado sus estudios generales propios
de la ‘profesion, cultivé lo suficiente como para conver-
tirse en profesor asociado. La carrera de investigador
del doctor Herndndez Jduregui constituye un ejemplo
de la autoensefianza ligada a la asociacién con maes.
tros e investigadores a su alcance, de tal suerte que sus
visitas a los laboratorios de patologia fueron continuas
durante su formacién profesional,

En 1968 ingresd a la Divisién de Patologia del en-
tonces Departamento de Investigacién Cientifica del
Instituto Mexicano del Seguro Social, donde inicio pro-
yectos de investigacién relacionados con el aparato ge-
nital de los equinos. Ha realizado cursos sobre Ia pato-
logla de animales de laboratorio y sobre patologia com-
parada con el Armed Forces Institute of Pathology en
los Estados Unidos de Norteamérica. Su preduccién
cientifica es en la actualidad de 36 publicaciones, edi-
tadas en su mayoria en revistas internacionales de alto
prestigio académico. Obtuve el premio de la Academia
Nacional de Medicina “Fernando Ocaranza” en 1974, ¥
en colaboracién, el premio de la Academia Mexicana
de Cirugfa en 1973 v 1975, asi como el premio de in-
vestigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social,
en €l afio de 1977. Actualmente ocupa el puesto de in-
vestigador titular y jefe de la Seccion de Patologia Com-
parada en la Unidad de Investigacion Biomédica del
Centro Médico Nacional del Inmstituto Mexicano del
Seguro Social. Su linea de trabajo versa sobre la reac-
cion tisular a medicamentos en el area de la quimio-
terapia antiviral.

La Academia Nacional de Medicina lo admitié en el
drea de Medicina Veterinaria, el 21 de mayo de 1981.
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COMENTARIO OFICIAL

Amapor GONZALEZ-ANGULO *

Es para mi motivo de gran satisfaccién el que la Aca-
demia Nacional de Medicina me haya designado co-
menlarista oficial del trabajo de ingreso del doctor Pa-
blo Herndndez Jauregui.

Conozco al doctor Hernandezr Jduregui desde hace
doce afos, cuando ingresé al entonces Departamento
de Investigacién Cientffica del Instituto Mexicano del
Segurce Social, al principio, a la Divisidén de Farmaco-
logia, en ‘donde inicid sus primeros trabajos en relacién
con efecto de farmacos sobre tejidos animales. Como
médico veterinario le resultaba particularmente fdcil y
agtudable la tarea de manejar en forma adecuada el
grupo de animales de los proyectos de investigacién a
su cargo. Por otro lado, su deseo en observar personal-
mente la naturaleza de los cambios en los tejidos lo
llevé a tomar cursos de patologia animal y algunos
especificamente encaminados al estudio de modelos ani-
males con enfermedades de aparicién espontdnea simi-
lares a las que ocurren en el humano. Surgié asi un
investigador con experiencia en patologia animal, cuya
incorporacién a la Division de Patologia a mi cargo
en aquella época resultaba légica.

Durante estos tltimos afios de su carrera, tuve la
oportunidad de trabajar con él en temas de biologia
de la reproduccién, en animales de experimentacién y
asi surgieron mds de diez trabajos en relacién con la
morfologia fina de génadas de equinos y su significado
funcional en diferentes condiciones patolégicas; y otros
tantos, en colaboracién con la Divisién de Cirugia Ex-
perimental, en relacién con la obtencién de modelos
encaminados a la Teestructuracién de vasos sanguineos
y nervios periféricos. Uno de estos trabajos fue mere-
cedor del premio “Fernando Ocaranza™” de la Academia
Nacional de Medicina en 1974 y otro mas fue seleccio-
nado para el Premio Nacional de Cirugia “Francisco
Montes de Oca” de la Acadeniia Mexicana de Cirugia
en 1975. Que sirva esta introduccién para explicar la
posible parcialidad de mi comentario al trabajo de in-
greso del doctor Herndndez Jauregui, ya que se. trata
de uno de los investigadores mds destacados de nuestro
grupe de trabajo en la Unidad de Investigacion Rio-
médica del Centro Médico Nacional.

Metodologicamente el trabajo presentado por el doc
tor Herndndez Jduregui ha cumplido con la secuencia
de analizar primero el efecto del isoprinosine en las cé-
lulas en cultivo, demostrando no sélo que las concen-
traciones utilizadas no producen efectos tdxicos sino
gue inducen Iz proliferacién de estas células, como
Hadden lo ha descrito en otros modelos celulares! El

* Acodémico numerario. Departamento de Investiga-
cién Biomédica. Subjefatura de los Servicios de Inves-
tigacién. Instituto Mexicano del Segure Sociel,
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estudio del ciclo del virus ribico en las células deriva-
das del rifidn de criceto ha sido utilizado por otros au-
tores, 24 que describen los diferentes estadios de repli-
cacién del virus rdbico. En estos trabajos se han utili-
zado altas multiplicidades del virus de la rabia y sus-
tancias facilitadoras de la penetracién del virus a la
célula, como el dextran. En el modelo presentado por
el doctor Hernindez Jduregui se ha omitido el uso de
sustancia alguna que pudiera interferir con la interpre-
tacion de los eventos naturales de replicacion del virus
¥ se han usado bajas multiplicidades de este microorga-
nismo, lo cual en conjunto establece un modelo ade-
cuado para la evaluacién de una droga con posible efec.
to antiviral, como fue el caso del isoprinnsine.

Los resultados presentados en este trabajo indican
claramente que el isoprinosine produce un efecto inhi-
bitorio sobre la multiplicacién del virus de la rabia. El
mismo tipo de efecto de inhibicién ha side demostrado
por Simon y col. con otro tipo de metodologia como
Ia cuantiacién de la hemoabsorcién y hemaglutinacién
de diez variedades del virus de la influenza, tanto in
vitro como in vive* Existen evidencias clinicas del efec-
to del isoprinosine en individuos voluntarios expues-
tos al virus de la influenza tipo A, al demostrarse que
las manifestaciones clinicas desaparecen mas r4pida-
mente en el grupo tratado con la droga. Simultinea-
mente se demostré que con el tratamiento hubo an-
mento de linfocitos.

Por io mencionado en estos ejemplos seleccionados
de los trabajos publicados sobre isoprinosine, el efecto
antiviral del compuesto puede calificarse como real. Los
mecanismos de ‘accién del isoprinosine en cultivos ce-
lulares en cuanto a la modificacidén de los ribosomas y
el rechazo viral, asi como la posibilidad de la induc
cién del interferén, permanecen ain en el terreno es
peculative. Da la impresién que el segundo argumento
tiene mayores bases, como lo demuestran las observa-
ciones de Chany y Cerutti, acerca de la induccion de
interferén después del tratamiento con iseprinosine:®
ademas hay constancia de efectos inhibitorios semejan-
tes, que han sido informados por Sulkin al utilizar
interferdn exdégeno en cultivos celulares infectados con
el virus de la rabia®

Ingresa el médico veterinario y zootecnista Pablo
Herndndez Jiuregui, seleccionado y aceptado por méri-
tos propios a los 36 afios de edad, al seno de la Aca-
demia Nacional de Medicina. A nombre de nuestra Cor-
poracitn me complace darle la mis cordial bienvenida
y al mismo tiempo hago votos porque su fructifera la-
bor se siga desarrollando en igual forma dentro e la
IMisma.
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