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ABSTRACT
We studied the presence of anti-interferon antibodies in samples of healthy or sick individuals treated or not with
natural leukocyte (Heberon alfa N) or recombinant alpha-2b (Heberén alfa R) interferon (IFN) by means of an
immunoenzymatic assay (ELISA), “sandwich”-type (IFN alpha-2b/sample /protein A-peroxidase) with specificity
confirmation. The IFN alpha-2b antiviral activity neutralization was also investigated. No anti-IFN antibodies were
tound by ELISA in 184 not treated individuals while among other samples the bioassay detected neutralizing activity
in subjects with viral chronic hepatitis (8/181; 4.4 %) and neoplasia (11/121; 9.1 %). Ninety-eight healthy subjects or
patients with other illness were negative. There was no positivity in leukocyte IFN-treated individuals, 27 of them
evaluated by ELISA and 52 by the bioassay. After the treatment with IFN alpha-2b positivity by ELISA was confirmed
in a girl with lymphangioma and in an adult with laryngeal papillomatosis among 177 patients. These ELISA-positive
sera had neutralizing titers of 1:25 and 1:64 000 respectively, IFN alpha-2b treatment induced neutralizing activity
in 13.1 % (19/145) of the patients evaluated by bioassay. The total incidence of treatment-induced antibodies,
evaluated by either method, was 6.4 % (19/296). This is similar to what has been reported for IFN alpha-2b.
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RESUMEN
En muestras de individuos sanos y enfermos tratados o no con interferén (IFN) alfa-2b recombinante (Heberén
alfa R) o leucocitario natural (Heberén alfa N) se estudié la presencia de anticuerpos anti-IFN mediante un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) tipe “sandwich” (IFN alfa-2b/muestra/proteina A-peroxidasa) con confirmacién de la
especificidad. También se investigé la neutralizacién de la actividad antiviral de IFN alfa-2b. Por ELISA no se en-
contré anticuerpos anti-IFN en 184 individuos no tratados mientras que en otras muestras evaluadas por bioensayo
hubo actividad neutralizante en sujetos con hepatitis viral crénica (8/181; 4,4 %) y neoplasias (11/121; 9,1 %) y no
en otros 98 con otras enfermedades o sanos. No se detecté anticuerpos anti-IFN en ninguno de los individuos trata-
dos con IFN leucocitario, 27 de ellos evaluados por ELISA y 52 por neutralizacién de la actividad antiviral. Después
del tratamiento con IFN alfa-2b se confirmo mediante ELISA la positividad en una nifia con linfangioma y en un
adulto con papilomatosis laringea entre 177 pacientes. Los sueros positivos por ELISA tuvieron titulos neutralizantes
de 1:25 y 1:64 000, respectivamente. El tratamiento indujo actividad neutralizante en 13,1 % (19/145) de los pa-
cientes evaluados por bioensayo. La incidencia total de anticuerpos inducidos por el tratamiento, evaluada por
cualquiera de los métodos, fue 6,4 % (19/296). Esta cifra es similar a la reportada para el IFN alfa-2b.

Palabras claves: anticuerpos, anti-interferén alfa-2, ELISA, neutralizacion

Introduccién

Los interferones (IFN) se vienen produciendo por la
via del ADN recombinante en  microorganismos
desde finales de la década de 1970 y se han aplicado
en el tratamiento de enfermedades virales, tumorales,
desdrdenes autoinmunes v otras (1). Sin embargo, ¢l
IFN producido en bacterias no es exaclamentce igual
que su homologo natural pues no esta glicosilado y
puede haber diferencias estructurales en algunas va-
riantes de preparados farmaccuticos (1), lo que ha
dado lugar a que. a diferencia de las preparaciones de
I'N natural. algunos pacientes tratados con estos

2 Autor de correspondencia
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productos desarrollen anticucrpos neutralizantes de
la actividad bioldgica del 1FN.

1.os reportes que muestran niveles de anticuerpos
contra [FN no inducidos por ¢l tratamiento (autoanti-
cuerpos) han sido esporadicos. Se han encontrado en
alrededor del 10 % de los pacientes con cenferme-
dades autoinmunes (2) y en casos de rechazo de
transplante de médula dsea contra huésped (3).

En 1981 aparecio el primer reporte de anticuer-
pos anti-interferén en un paciente con carcinoma
nasolaringeo tratado con IFN beta (4). Esta repor-
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lado que el tratamiento prolongado con IFN alfa-2
recombinante induce la produccidn de anticuerpos
(5-7) que pueden ser neutralizantes de la actividad
biologica (8-10) v que esa neutralizacion puede
revertir una respucsta clinica (11-13). Se ha estu-
diado la influencia que sobre este fendomeno pueden
gjercer distintos factores como la diferencia de an-
tigenicidad entre las preparaciones comerciales de
IFN alfa-2 recombinante, enfermedad de base, do-
sis, via de administracién y esquema de tratamiento
(7, 14, 15). No se ha podido aclarar totaimente estas
cuestiones por lo que adguieren gran importancia
los estudios de caracterizacidn de este fendmeno en
diferentes grupos de pacienles y esquemas de trata-
miento.

La metodologia a utilizar en la deteccion de anti-
cuerpos anti-IFN es uno de los puntes criticos en
estos estudios. Se utiliza principalmente la técnica
de neutralizacion de la actividad antiviral {(NAA),
recomendada por la OMS (16). Sin embargo, este
procedimiento es costoso y complejo metodoldgica-
mente por lo que se ha recurrido a métodos
inmunoquimicos (17). Contar con una técnica sen-
cilla, de rapida ¢jecucidn, bajo costo y alta especifi-
cidad y sensibilidad es de una importancia
extraordinaria pues permite evaluar un gran nimero
de suercs y llevar sélo aquellos que resulten
positivos al ensayo de NAA.

En cste trabajo se presenta ¢l desarrollo de un pro-
cedimiento de ensayo inmunoenzimétice sencillo
para la deteccion de anticuerpos anti-IFN vy la verifi-
cacion de la especificidad de los mismos. Ademds se¢
prescntan los datos obtenidos cn la evaluacion de
sueros de pacientes de varias enfermedades tratados
con IFN alfa-2b recombinante o natural usando el
procedimicnto anterior y ¢l ensayo de NAA.

Materiales y Métodos

Interferén

S¢ usd IFN alfa-2b humano recombinante (IFN
alfa-2b hu-rec) producido en Escherichia coli ¢n el
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La
Habana (CIGB) ¢on una actividad especifica de 2 x
10° Ul/mg de proteinas (18). Los pacientes cuyos
sueros se evaluaron fucron tratados con este producto
en su forma comercial (Heberon alfa R, bulbos de 1.
3.5 0 10 x 10° UL, 1IEBER BIOTEC, La Habana) o
con [N alfa natural producido en leucocitos de do-
nantes de sangre inducidos por virus Sendai (1 [ebe-
ron alfa N, HEBER BIOTEC, [.a Ilabana). Para los
ensayos de neutralizacidn se usd una preparacion de
este producto previamente calibrada en cnsayos de
actividad antiviral contra el patron internacional Gxa
01-901-335 de la OMS (19),

Muestras y controles

En la puesta a punto del ELISA para la deteceion de
anticuerpos anti-1FN alla-2b hu-rec se uso un sucro
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de conejo inmunizado con IFN alfa-2b hu-rec (Sub-
dircceion de Control y Ascguramiento de la Calidad.
CIGB) con un titulo de actividad neutralizante anti-
[N alfa de 1:128 en el ensayo bioldgico.

Para los andlisis de las muestras, tanto por ELISA
como por el bioensayo se usé como control positivo
el suero de un paciente que habfa recibido trata-
miento con IFN alfa-2b hu-rec durante 5 meses y que
tenia titulo alto de anticuerpos anti-IFN por ambos
procedimicntos. Como controles negativos se usaron
sueros de donantes del Banco de Sangre de Marianao
(La Tabana), de voluntarios aparentemente $anos,
Como controles no relacienados de individuos con
una enfermedad y tratamiento no relacionados se
utilizaron sucros de pacientes de infarto del miocar-
dio agudo 10 dias y 3 meses después de haber reci-
bido tratamicnto con estreptoquinasa recombinante
(Heberkinasa, HEBER BIOTEC, La Habana), pro-
ducida en £. coli.

Se evaluaron sueros de pacientes incluidos en di-
ferentes investigaciones clinicas bajo tratamiento con
IFN alfa-2b hu-rec o IFN alfa leucocitario natural. Se
tomaron muestras antes de comenzar el tratamiento
(para descarlar la presencia de autoanticuerpos) y a
varios liempos después de haber comenzado el
mismo. Las muestras evaluadas incluyeron casos de
hepatitis B crénica, hepatitis C crénica y aguda,
papilomatosis respiratoria recurrente, condiloma acu-
minado, individuos infectados por el virus de la in-
munodeficiencia  humana, lepra  lepromatosa,
esclerosis multiple, plirpura trombocitopénica idio-
patica, hemangioma y linfangioma de la infancia,
lcucemia micloide crénica, micosis fungoide. cdncer
del pulmodn y otras neoplasias. Ademas, se evaluaron
sucros de pacicntes de artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico y enfermedad de Peyronié
buscando autoanticuerpos anti-IFN alfa, aunque no
fueron tratados con este producto.

L.os pacientes evaluados en el transcurso de la te-
rapia con [FN alfa-2b hu-rec comprendieron perio-
dos entre 3 y [2 meses de tratamiento. Las dosis de
IFN variaron entre 3 ¥ 9 millones de Ul diarias o tres
veees por semana por via intramuscular o subcuta-
nea. Bn todos los casos se tomd la muestra al menos
48 h después de la Gltima administracion de II'N para
evitar que algin IFN alfa exdgeno enmascarara la
determinacion al neutralizar a anticuerpos presentes
segun las recomendaciones de la OMS (17). Una vez
scparado cl suero las muestras se conservaron a
-20°C hasta que se hicicron las determinaciones.

Sistema ELISA indirecto, procedimiento
estandar

Se usaron placas de poliestireno de 96 pocillos de
fondo plano (Caostar) que se recubrieron con [00 pl,
de [FN alla-2b hu-rec 10 pg/mL cn tampon Na,CO,
- NallCO; 0,1 mol/l. pH 9.8 durantc 3 h a 37 °C.
Despucs dc lavar con Tween 20 al 0.5 % (csta solu-
cidn se usé para todos los lavados) se incubaron las
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muestras problema y los controles (100 pL) diluidos
1:5 en leche deslipidizada al 0,5 % en tampdn fos-
fato-salino (NaCl 136 mmol/L, KCI 2,7 mmol/L,
Na,HPO, 8,1 mmol/L, KH,PO, 1,76 mmol/L, pH 7,2
—7,4) durante 2 h a 37 °C. Se lavé cuatro veces y se
afiadieron 100 pL/pozo del conjugado proteina A -
peroxidasa (Division de Inmunotecnologia y Diag-
nostico, CIGB) diluido 1:5 000 en la misma solucién
que las muestras y se incubé 30 min a 37 °C. Se lavé
seis veces y se revelé anadiendo 100 pl/pozo de
H,0, al 0,15 % + o-fenilendiamina 5 mg/mL (Merck).
La reaccion se detuvo con 50 pl/pozo de H,SO4
2 mol/L y se midié la absorbancia a 492 nm en el lec-
tor de placas SUMA 031 (Tecnosuma, La Habana).

En cada placa se colocd un control positivo y un
control negativo. Se considerd posibles positivos a los
sueros con valores de extincion superiores a tres des-
viaciones estandar por encima del promedio de 216
valores de los controles negativos evaluados en 25 en-
sayos consecutivos. Se considerd dudosas a las mues-
tras con valores de absorbancia entre dos y tres des-
viaciones estandar del valor promedio de los controles
negativos del ensayo y negativos a los sueros con
valores inferiores a dos desviaciones estandar del
promedio de los controles negativos. Las muestras
posibles positivas y dudosas fueron sometidas poste-
riormente a la prueba confirmatoria (prueba de espe-
cificidad).

Prueba de especificidad

La especificidad del ensayo se evaluo de cuatro formas:
(i) incubacion previa del suero con IFN alfa-2b hu-rec
(100 pg/mL) durante 1 h a 37 °C y evaluacidn poste-
rior en el sistema de ensayo; (ii) incubacién si-
multanea de la muestra y el IFN alfa-2b hu-rec
(100 pg/mL) en la placa; (iii) ensayo de las muestras
en pocillos recubiertos con interleuquina-2 (IL-2) hu-
rec como proteina no relacionada producida también
en E. coli y (iv) preincubacion con proteinas no re-
lacionadas producidas en E. coli (IL-2 hu-rec ¢ IFN
gamma hu-rec). Se considerd “confirmadas” a las
muestras cuya extincion estuvo por debajo del punto
de corte en las variantes (i), (ii), (iii) o quedd por en-
cima del punto de corte en la variante (iv). Poste-
riormente, para la confirmacién de la positividad de
las muestras de pacientes se utilizé solamente la pri-
mera variante. Las que resultaron confirmadas se
evaluaron en el ensayo de NAA. La IL-2 y el IFN
gamma fueron producidos en el CIGB.

Evaluacion de la actividad neutralizante
anti-IFN alfa-2b hu-rec

Se realizo segun las recomendaciones de la Sociedad
Internacional para Investigaciones sobre IFN y la
OMS (17). El método esta basado en la capacidad de
los anticuerpos de neutralizar la actividad antiviral de
los interferones. Esta ultima se midié por la inhibi-
cion del efecto citopatogénico del virus Mengo sobre
las células HEp-2 (carcinoma laringeo humano) se-
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gln el procedimiento descrito previamente (20). To-
das las diluciones se realizaron en el medio que se
usa para la titulacién de IFN (MEM + aminoécidos
esenciales + 2 % de suero fetal de ternera + 40 pg/mL
de gentamicina). Se preincubaron diluciones seriadas
de las muestras o controles con 10 UI/mL de IFN al-
fa-2b hu-rec 1 h a 37 °C. Esta mezcla (100 puL) se
afiadidé a las placas de cultivo de 96 pozos (Costar)
con la monocapa de células HEp-2. Se incubaron las
placas a 37 °C, 3 % de CO,y 95 % de humedad rela-
tiva durante 24 h (tiempo que garantiza que se alcan-
ce el estado antiviral) al cabo de las cuales se afiadié
virus Mengo para provocar la destruccidn celular en
los pozuelos que no estuvieran protegidos. El disefio
de cada placa contemplé pocillos como controles de
células, donde solo se afiade medio, controles de virus
donde solo se adiciona virus y controles de IFN donde
no se afiade ninguna muestra. En placas paralelas se
descart6 la posible citotoxicidad de las muestras eva-
luadas adicionando tedos los componentes excepto el
virus Mengo. Las placas se tifieron con Cristal Violeta
al 0,75 % y se midi6 la absorbancia a 570 nm en el
equipo SUMA 031.

Se considerd como titulo neutralizante, en unida-
des de neutralizacion de interferén (UNI), al inverso
dae la dilucién del suero capaz de reducir la protec-
cién de las células en un 50 % (equivale a reducir la
actividad del IFN de 10 Ul a 1 UI).

Resultados

Desarrollo del ELISA para la deteccion de anticuer-
pos de unién anti- IFN alfa-2b hu-rec.

En la Figura 1 se observa que la diferencia de las
absorbancias de los controles positivos y muestras
posibles positivas con los controles negativos en el
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Figura 1. Valores de absorbancia a 492 nm de diferentes
muestras de suero en el sistema ELISA indirecto (procedi-
miento estandar) para la detencién de anticuerpos anti-
IFN alfa-2b hu-rec. Cada barra representa la media de
las determinaciones de suero de un individuo. Las desvia-
ciones estdndar fueron en todos los casos inferiores a
0,02. A: control positivo (CP) y ofros pacientes fratados
con IFN alfa-2b hu-rec cuyas muestras resuliaron posibles
positivas; B: donantes de sangre; C: pacientes de infarto
del miocardio 10 o 30 dias después de recibir estrepto-
quinasa recombinante producida en E. coli. La linea dis-
continua representa el valor de corte (0,06), media + 3
desviaciones estandar de los controles negativos (B).
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ELISA fue clara. El promedio de los valores de ab-
sorbancia obtenidos con los 17 sucros de donantes de
sangre, evaluados en 216 determinaciones realizadas
en 25 dias diferentes fue de 0.015 con una desviacién
estandar de 0.015. De ahi que se tomara como limite
de sensibilidad ¢l valor de 0,060 gue corresponde al
promedio mas tres veces la desviacion estandar de
estos valores. 1] estudio de los sueros pertenceientes
a los 10 pacientes que recibieron estreptoquinasa
después de sufrir infarto agudo del miocardio no
arrojO valores de absorbancia diferentes a los de la
poblacion de donantes sanos estudiada.

En la Figura 2 sc observa ademas el resultado de
fa prucha de especificidad del ensayo con el sucro de
congjo anti-IFN alfa-2b hu-rec usado para la puesta a
punto de la téenica y con ¢l control positivo. Las
cuatro variantes analizadas confirmaron la especifici-
dad del sistema. La sehal positiva desaparceid al
preincubar las muestras con 100 pg/ml. de [FN
alfa-2b hu-rec (variante i) o al recubrir los pocillos
con [[.-2 (variante iii) y disminuy6 en mas del 70 %
al aplicar la muestra simultdncamente con IFN
alfa-2b hu-rec a 100 pg/mL (variante ii). Por otra
parte la seial no se modifico al preincubar con
proteinas no relacionadas como [1.-2 (no mostrado) o
IFN v (variante iv).

Evaluacion de sueros por ELISA

En la Tabla 1 s¢ muestra que de 184 individuos eva-
luados sin recibir tratamiento, 2 (1,1 %) resultaron
con valores de absorbancia superiores a (0,06 por lo
que se consideraron como posibles positivos. Sin
embargo, no se confirmé la positividad en ninguno
de ellos. En la evaluacion de |77 sueros de pacientes
que habian recibido tratamiento con IFN alfa-2b hu-
rec, se encontraron 16 (9.0 %) muestras como posi-
bles positivas, de las cuales se confirmd la positi-
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Figura 2. Valores de absorbancia a 492 nm obienidos con
el suero de conejo anti-IFN alfa-2b hu-rec y el suero hu-
mano usado como control positive a las diluciones indica-
das en la abscisa. Las desviaciones esténdar fueron en to-
dos los casos mencres que 0,02. Prueba de especificidad

A: suero preincubado @ 37 °C, 1 h con el tampdn de ensayo
en pocillos recubiertos con 1 pg de IFN alfa-2b hu-rec; B:
svero preincubado con 100 ug/mL de IFN alfa-2b hu-rec
(variante i descrita en Materiales y Métodos); C: suero incu-
bado sobre la placa simultaneamente con 100 ug/mL de
IFN alfa-2b hu-rec (variante ii); D: suero ensayado en poci-
llos recubiertos con IL-2 hu-rec (variante iii); E: suero prein-
cubado con 100 ng/mlL de IFN gamma (variante iv).

vidad en 2 (1,1 %) al preincubar el suero con la
protcina de recubrimiento (Tabla 2). Uno de los pa-
cicnles es un adulto de 65 afios con papilomatosis la-
ringea recurrenie con un titulo muy alto de actividad
neutralizante (ver mas adelante). Tl otro caso es una
nifia de 16 meses con un linfangioma. En la Tabla 2
se presentan también, como ejemplo, los resultados
obtenidos con los sueros de algunos pacientes que
resultaron posibles positivos pero no fueron confir-
mados. Ninguno de ellos mostro neutralizacion de la
actividad antiviral. No s¢ cncontrd positividad en
ninguno de 20 portadores del VIH ni en siete pa-

Tabla 1. Evaluacion por ELISA de la presencia de anticuerpos anti-IFN alfa-2b hu-rec en sueros
de pacientes, antes y/o después del tratamiento con IFN alfa-2b hu-rec.

No tratados

Después del tratamiento

Condicion Evaluados PP PC  Evaluados PP PC
Hepatitis C aguda 10 0 = 10 0 -
Hepatitis C crénica 25 0 - 25 4 (16) 0
Leucemia mieloide crénica 0 - - 40 3(7.5) 0
Seropositivos al VIH 24 1(42) O 53 2 (3,8) 0]
Papilomatosis respiratoria 10 0 - 16 2(12,5) 1(6,3)
Enfermedad de Peyronié 20 0 - 0 - -
Hemangioma 22 14,5 0 22 29,1 1 (4,5)
Micosis fungoide 17 0 - 10 3(30,0) 0
Esclerosis multiple 11 0 - 1 0 -
Artritis reumatoide 18 0 - - - -
Infarto agudo del miocardio 10 0 - - - -
Sanos 17 0 - - - -
Total 184 2(1,1) 0 177 16 (9,0) 2 (1,1}

Las cifras representan numero de pacientes (entre paréntesis el por ciento del total evaluado).

PP: posibles positivos; PC: positividad confirmada.
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Tabla 2. Resultados del examen de algunos sueros de pacientes en la evaluacién para anticuerpos anti-IFN alfa-2b hu-rec por
ELISA y por neutralizacién de la actividad antiviral de IFN,

ELISA (valores de absorbancia
a la dilucion indicada)

Paciente (Eﬁ\%ﬂ} Diagndstico rf:}?jn?;c;:gg Bilueis Preincubacién Nam(rl‘j:\llzl?uon
THEOR Tampén IFN alfa-2b hu-rec

Lme 65 PL 5 1:80 1,002 0,03 64 000

ic 46 PL 3 1:10 0,180 0,214 < 2

AH 5 PL 9 1:10 0,75 0,87 < 2

EG 65 MF 6 1:25 0,134 0,118 < 2

CMb 1,3 L 6 1:10 8;”% 8:8‘1‘3 25

DM 53 HCC g 1:10 0,130 0,135 < 2

a: Este suero es el que se toma como control positivo; b: Se presentan los resultades de dos evaluaciones por ELISA en dias diferentes; PL: papilomatosis laringea;
MF: micosisfungoide; HCC: hepatitis C crénica; L: linfangioma,

cientes con micosis fungoide tratados con IFN alia
leucocitario natural.

Evaluacion mediante ensayo NAA

En el ensayo de NAA sc evaluaron las muestras que
resullaron positivas en el ELISA asi como algunas
posibles positivas ¥ negativas con ¢l proposito de
validacion del mismo. También sc analizaron algu-
nos pacientes antes de que se hubiera desarrollado el
ELISA por lo que no se cuenta con resultados de este
tipo de ensayo en ¢sos casos,

Se evaluaron 400 pacientes sin haber recibido
tratamicnto con [FN. Se encontro actividad neutrali-
rante en el suere de 19 individuos (4.8 %), dc los
cuales 11 padecian enfermedades oncologicas v 8,
hepatitis viral cronica. No se encontro  actividad
neutralizante en ninguno de los 14 veluntarios sanos
evaluados.

Se valoraron 52 sueros de sujetos que recibieron
tratamiento con [FN alfa leucocitario. Provenian de
pacientes con cancer del pulmén (46 pacientes),
hepatitis B cronica (2 pacientes), papiloma laringeo (2
pacientes). sarcoma de mastoide (1 paciente) ¥ cancer
renal (1 paciente). En ninguno de ellos se encontré
actividad neutralizante (resultados no mostrados).

Después de haber recibido tratamiento con IFN
alla-2b hu-rec se evaluaron 145 pacientes (ninguno
de ellos positivo antes del tratamiento) y se detectd
actividad neutralizante en 19 (13.1 %). En todos los
casos la actividad fue baja (<100 UNID excepto en el
paciente de papilomatosis laringea referido ante-
riormente { Tabla 3).

Antigenicidad del Heberon alfa R®

Tomando ¢l conjunto de andlisis clectuados, de 296
individuos tratados con eberon alfa R, que han sido
evaluados por cualquier ensayvo (ELISA o NAA) se
indujo la formacion de anticuerpos, todos neutra-
lizantes, en 19 (6,4 %). No sc¢ detectd ningln caso de
anticuerpos de union solamente.

Discusion

Los reportes en la literatura sobre las determinacio-
nes de anticucrpos anti-interferon mediante ELISA
usan sistemas tipo “sandwich™ muy similares al em-
pleado por nosotros, con pasos de recubrimicento con
interferon, adicion de la muestra a evaluar y poste-
riormente de anti-IgG humana en carnere conjugada
con fosfatasa alcalina (21) o peroxidasa (8) o peroxi-
dasa-interferon alfa-2b hu-rec (22). La comparacion
de los resultados usando
ELISA y bioensayo no arroj¢ diferencias entre ellos
(8). En nuestro caso se usa proteina A - peroxidasa

radiommunoensayos,

como conjugado de revelado, Este conjugado se usa
con frecuencia en sistemas de diagnostico (23, 24) v
ha demostrado ser Gtil,

El sistema ELISA desarrollado resultd atil para la
deteccion de anticuerpos anti- IFN alla-2b hu-rcc ya
que garantizo una difercneia sulicientemente grande
cnlre sueros positivos y negativos discriminados por
otro método con diferente principio (bioensayo). y cl
valor de corte fue bajo, demostrado por el estudio de
una poblacién sana, lo que indica sensibilidad del
sistema  para  la de  posibles
positivos. La sefal por encima del valor de corte no

deteccion SUEros
fue siempre debida a anticuerpos anti-IFN, como lo
demostrd la prueba de especilicidad. Sin embargo, la
pérdida de la sefial de los sueros controles positivos
al ser preincubados con IFN alfa-2b hu-rec resulto
ser un buen criterio de confirmacion ya que todos los
sueros donde esta prueba fue positiva tuvieron
aclividad neutralizante y ninguno de los ncgativos
evaluados neutralizo la actividad antiviral de ITN in
vitro. Las causas de la sefial positiva no especifica
pucden ser diversas  (presencia de  [gA. factor
reumatoideo u otras) y deben ser estudiadas.

Los resultados de la cvaluacion
muestras mediante el sistema ELISA demuestran una
baja [recuencia (1,1 %) de aparicion de anticuerpos anti-
interferon después del tratamiento con [leberdn alfa R y
concuerdan con lo reportado para el [FN alla-2b hu-rec
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Tabla 3. Evaluacién de la actividad neutralizante anti- IFN alfa-2b hu-rec en sueros de pacientes,
antes y/o después del tratamiento con IFN alfa-2b hu-rec.

No tratados

Después del tratamiento

Cangidah Evaluados  Positivos (%) Evaluados  Positivos (%)

Hepatitis C aguda 10 0 10 0
Hepatitis C crénica 16 1(6,2) 11 1(9,1)
Hepatitis B crénica 165 7 (4,2) 47 14 (29,8)
Papilomatosis respiratoria 3 0 3 1(33)
Lepra lepromatosa 33 0] 22 0
Cdncer del pulmoén 102 9 (8,8) 18 2 (11,1
Hemangioma 13 0 13 1(7.7)
Otras neoplasias 19 2(10,5) 5 0
Condiloma acuminado 19 0 - -
Lupus eritematoso sistémico 1 0 - -
Purpura trombocifopénica idiopdtica 5 0 - -
Seropositivos a VIH 0 - 16 0
Sanos 14 0 - -
Total 400 19 (4,8) 145 19 (13,1)

(6. 25), donde se ha encontrado menos del 3 % dc
anticuerpos inducidos en pacientes tratados.

Los anticuerpos encontrados por ELISA en el sucro
de dos pacientes fueron ncutralizantes de la actividad
antiviral del [FN alfa, lo que cra de esperar de sueros
policlonales, aunque en la literatura existen datos
sobre la aparicion de anticuerpos de unidn sin
actividad neutralizante. El pequefio nlimero de sueros
positivos por LLISA encontrados en este estudio no
permite afirmar que no existan en los pacientes trata-
dos con Heberon anticuerpos de unién.

Los datos generados de la evaluacion mediante ¢l
cnsayo de neutralizacion de la actividad antiviral
muestran una frecucncia de aparicién de anticuerpos
anti-IFN (13,1 %), mayor que la reportada (26). Sin
embargo se debe tener en cuenta que la mayoria de
las muestras evaluadas en ¢l ensayo de neutralizacion
corresponden a pacientes scleccionados por los mé-
dicos de asistencia debido a evolucién no favorable
con ¢l tratamiento © a sueros previamente positivos
por ELISA. Hay que tener presente que las muestras
cvaluadas solo mediante NAA que resultaron positi-
vas no necesariamente deben ser consideradas como
continentes de anticuerpos, ya que existe ofro grupo
de factores como receptor soluble de interferon,
moléculas hibridas inmunoglobulina-receptor, facto-
res bloqueadores de la actividad de los interferones (4)
que pueden ser los responsables de la neutralizacion.
Es posible que este sea ¢l caso de al menos algunos de
los sueros con actividad neutralizante en individuos
que no habian recibido fratamiento con IFN. La
mayoria de los sueros positivos tuvieron titulos bajos,
con muy poca o ninguna significacion clinica.

Recibido en abril de 1997. Aprobado
en octubre de 1997.
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Resulta interesante cl elevado titulo de neutraliza-
cion de la actividad antiviral que se encontré en el
paciente con papilomatosis laringea, también posi-
tivo por ELISA, ¢l cual debe tener una marcada re-
percusién clinica. Esta actividad neutralizante se ha
repetido en varias muestras del mismo paciente y
debe ser caracterizada adecuadamente en cuanto a
cinética de aparicién, subtipos de IFN que neutraliza
y significado clinico. Este paciente desarrolld recai-
das de la enfermedad bajo tratamiento con IFN
alfa-2b hu-rec. El paciente de hepatitis C crénica que
desarrolld  actividad neutralizante después  del
tratamiento ha sido reportado anteriormente. Fue ¢l
Gnico de una secrie de 11 casos de esa enfermedad
que no tuvo respucsta completa al tratamiento con
IFN alfa-2b hu-rcc (26). En ¢l resto de los casos con
actividad neutralizante ésta no tuvo repercusion cli-
nica documentada.

Este trabajo aporta los primeros datos sobre la in-
munogenicidad del Heberéon alfa R. Es importante
evaluar la presencia de anticuerpos neutralizantes
anti-IFN porque brinda la posibilidad de detectar una
causa de resistencia al tratamiento y cambiar al uso
de interferon natural evitando que el paciente pierda
los beneficios de esta terapia. Se ha visto que pa-
cientes tratados con IFN recombinante que no res-
ponden al mismo debido a la presencia de anticuer-
pos neutralizantes pueden responder al tratamiento
con IFN natural (12-14). El conocimiento sobre la
antigenicidad y las implicaciones en la terapéutica de
estos productos actualmente resultan temas con mu-
chas interrogantes que deben ser investigadas.
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