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RESUMEN. Sc hace un estudic de purificacién y concentracidén viral empleando
el método de cromatografia de intercambio iénico AE-celulosa y TEAE-celulosa.
Los resultados indican la utilidad de este método para la obtencién de virus en
alta concentracién y grade adecuado de pureza. Se confirman estos resultados
utilizando Microscopia Elcctrénica. Se compruebz la accién de los detergentes
Dodecilsulfato sédico v Dexoxicolato sédice, asi como el éter sobre los mixo-virus,
Para la obtencién de Hemaglutinina purificada se describe un esquema general
para su preparacién.

ABSTRACT. A study was made of virus purification and concentration using
the method of AE-cellulose and TEAE-cellulosa ionic exchange chromatography.
Qur resulis supported the effectiveness of this method for obtaining virus of high
concentration and adequate purity, Electron microscopy examination confirmed
these results. The action of the detergents Dodecilsulphate of sodium and Dexoxi-
zolate of sodium on the mixo-virus, as well as that ether, was confirmed. A -
general scheme for the obtention of purified Hemaglutinine is described.

INTRODUCCION

El estudio sobre todo virus se empieza por la elaboracién de los métodos de su
obtencién analitica y después Ja obtencién preparativa. Actualmente existen dis-
tintos métodos para la purificacidén y la concentracién de virus.

Los métodos empleados pueden ser dividides convencionalmente en 2 grupos:
los quimicos y los fisicos. Los Oltimos comprenden:

1) La adsorcidn por los adsorbentes moleculares.

2) La adsorcién por los intercambiadores idnicos.

3) La Gelfiltracidén.

4} La adsorcién por los eritrocitos.
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En este informe nos ocuparemos de los métodos fisicos-quimicos. Con ayuda de
los métodos enumerados se pucde conseguir la purificacidon perfecta de los pre-
parados virales y utilizarlos en lo sucesivo ¢n forma de vacunas de distintos tipos.

Partiendo de que hasta ahora no sc prestd hastante atencidn a los problemas
de la cromatografia de intercambio i6nico de virus, en particular, de los mixo-
virus nos hemos planteado el objetivo de elaborar la metodologia para la obten-
cién analitica y preparativa de los preparados purificados y concentrados con ol
fin de wutilizar uheriormente las subunidades de los mixo-virus en calidad de
vacunas sin dcido nucleico.

Ast pues, los métodos fisico-quimicos se basan en el fraccionamiento: es decir,
en la separacion de una o varias {racciones nativas, v entre &stas, las fracciones
virales, En calidad de absorbentes se utilizaron en el pasado los absorbenies mole-
culares del tpo del Kaolin, oxido e hidréxido de magnesio, calcio, aluminio,
sales inorgamicas (fosfato de calcio, de bario), silicagel, los intercambiadores
tonicos: Sawex, Amberlit vy otros. Actualmente se usan mas los de base de
celulosa.

Con ayuda de adsorbenies se puede realizar la purificacién y fraccionamiento
de suspensiones virales,

Hablando de adsorbentes moleculares hay que hacer notar que solamente en
algunes de ellos se encontrdé un empleo prictico. Esto se debid a la purificacién
insuficiente o la incapacidad de la elucidn y la dilucién de virus en el proceso
de separar éste del adsorbente. En lo que se reflere al problema de la ulilizacién de
los ionitos en los estudios sobre virus, hay que hacer notar que éstos no responden
a las exigencias planicadas. La uulizacidon de los intercambiadores iénicos esta
limitada por: 1} La cantidad relativamente haja de la resina para la adsorcién
de las particulas virales, 2) El riesge de la inactivacion del virus. Idichas deficien-
fueron superadas despueés de creades por Paterson v Sober los intercambiadores
i6nicos {19367, que se basan en la celulosa. En {stos, los grupos de la ionizacidn
s¢ encuentran unos de otros, por térmmno medio, a una distancia de 50°, a diferen-
cia de los ionitos alrededor de 10 A®), Por ello, las moléculas albuminosas
polivalentes se {fijan al intercambiador con un nmimere menor de sus grupos funcio-
nales. Ademds, gracias al gran tamafo de “orificlos” en la red matrix, los grupos
en lonizacién del intercambiador son mas aceesibles para las proteinas.

Peterson v Sober (7956 obtuvieron un producte adecuado para la cromatografia,
utilizando el entonces mids conocido derivado ctéreo de la celulosa. l.a Carboxi-
metil-Celulosa.



METODOS PURIFICACION Y CONGCENTRACION VIRAL 33

Los mismos autores crearon un intercambiador idnico en forma de polvo (DEAE/
Celulosa) v demostraron que fste era {itil para la cramatografia de proteinas. Un
afio mas tarde, (1857) sabre Ia base de DEAE-Celulosa la TEAE-Trietilaminoetil
celulosa. DEAE-Celulosa y TEAE-Celulosa son los cambiadores anidnicos. A éste
pertenecen también AE-Celulosa, un intercambiador mas débil adn, y otres.
Los intercambiadores catidnicos estan presentados por KM-Celulosa, Fosfocelulosa
v otros.

DEAE-Celulosa se empleé con mas ¢xito en cl fraccionamiento de varias cepas de
adeno-virus (Imperer v Peretra, 1939; Philipsun, 1960 y Zdanov y col,
1963).

Con ayuda de DEAE-celulosa fue eliminade alrededor de un 909 de proteina
de lastre del liguide vesicular infectado por virus-aftoso conservande la infeccidn
del virus v fijacién de complemento de la acuividad de la fijacion (Brown 3y

Cartwright, 1959).

La DEAE-celulosa {ue unlizada exitosamente en la purificacién y el fracciona-
miento de NDV, ademas de la purificacidn de virus, acertd a separar fracciones
con actividad hemeolitica de otras con actividad hemaglutinante.

Asi pues, los métodos de la adsorcidn, debido a su sencillez, bajo coste y gracias,
principalmente a las condiciones suaves de la interrelacidén, en las que se con-
servan las proteinas, brindan las posibilidades para la separacién fina de los
objetos bioldgicamente impertantes, en particular, vires. La utilizacién de estos
métodos reviste un gran interés cientifico v practico, para la virologia moderna.

En nuestro trabajo experimental en calidad de investigaciones fucron utilizadas
las cepas de mixo-virus humane del tipo As {cepa Altay, 4/6) v A cepa WSN).

Como material inicial utilizamos ¢l liquide alantoideo de cmbriones de pollo
después de infectarios con la dosis de virus de 10000 EID30O.

Después de establecer la caracterizacion de la adsorcidn-elucidn de tales inter-
cambiadores como antonitos: DDEAE-cclulosa, ecteola-celulosa, TRA-120; catio.
nitos: fosfo-celulosa, sulfoctil-celulosa, DDawex 30, IRC30, hemos utilizado inter-
cambiadores como anionitos: DEAE-celnlosa, ecteola-cclulosa, IRA-120; catio-
base fibrosa. El liquido alantoideo portavirus fue filtrado previamente a traveés
de 6-8 capas de gasa, v en el caso de utilizar AE-celulosa, este liquido fue filirade

I

por Scladex en una columna (100 X 3 cm)} para bajar la fucrza idpica inicial
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de la disolucién a la columna. Luego la columna con el virus adsorbide, fue
lavada con una solucién de tapén de fosfato 0.5 M de pH 7.2.

La elucién de virus de la AE-celulosa se realizaba en voltimenes de 5 ml y uti-
lizando secluciones de NaCl 0.15 0.2; 0.3; v 0.5 M en tapén de fosfato 0.05 M
con pH 7.0-7.2.

La adsorcidn y la elucidon de virus se llevaba a caho atemperatura de 4°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las fracciones con virus se¢ cstudié su actividad biolégica ELDS50 y hemagiu-
timantes, la cantidad de proteinas y se determiné espectro-fotométricamente la
adsorcién con 240 milimicras v 280 milimicras; ademds, se midié el volumen
del liquido alantoideo inicial del liguido después de la adsorcidn del virus, de la
soluctdn para lavar v de las fracciones recogidas. Se calculé la cantidad total de

i

hemaglutininas v se determiné la cantidad total de protcinas y unidades opticas
con 260 milimicras. Este nos permitié tener criterio sobre la dinidmica de la
adsorcién, el rendimiento y las pérdidas de virus, asl como del grado de su

S

purificacién del dcido nucleico v las proteinas {Lowry vy cols., 1951).

Los estudies ultramicroscdpicos sobre el virus purificado se Ilevaron a cabo con
la ayuda del microscopio electréonico, JEM-6c con una magnificacién de 100,000,
El virus se colocé en una pelicula de hidrofol carbdnico (Chopin y Stoeckenues,
1964} haciendo el post-contraste con una solucién de acide fosférico volframita,
Hevado hasta pH 7.2,

Hemos c¢nsayado con 9 intercambiadores idnicos (5 anionitos y 4 cationitos)
para conocer su capacidad absorbente y de eludir el virus, Entre los intercam-
biadores estudiados en polvos, los mas aceptables, es decir, que aseguran practi-
camente la adsorcién completa del virus del liquido alantoideo, con el 100%
de elucién ulterior realizada con una solucién de NaCl, 1 M, resultaron ser la
AE-celulosa y la TEAE-celulosa.

La eficacia de la adsorcidn depende en gran medida de la concentracién de
sales en el material aplicado al intercambiador: es decir, ¢l material inicial en
el cual se lleva a cabo la adsorcidn, debe tener una fuerza idnica relativamente
baja. Es de desear que la proteina de la cromatografia sea igualada con la diso-
lucién del Tampén que lavé la columna del cambiador i6nico. Eso se puede con-
seguir utilizando Sefadex. La filtracién a través del Gel de Sefadex se emplea para
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el mismo fin, que el de didlisis: para la desalinizacién. La Fig. 1 ilustra preci-
samente la Gel-filtracién del liquido alantoideo portavirus inicial a través de
Sefadex G-25, igualado por 4.45 M-disolucién de fosfato de Tampén de fosfato
pH 7.0-7.2.

Como resultado de la Gel-filtracién, el volumen de la disolucién portavirus
aumenté en 2 veces.

segcéiomrda-Hemaglutinaciéi

[
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tran el grado de adsorcién de la suspensidn librada de sales. T.a masa principal
de virus se eluia por soluciones 0.1 v 0.5 M de CINa.

Asi pues, la eliminacion en el material viral de las sales y de albdminas de bajo
peso melecular permiticron elevar de 16 a 20 veces el grado de la adsorcién del
virus en’ AE-celulosa.

Asi pues, la climinacién e¢n e] material viral de las sales v de albiminas de bajo
peso molecular permiticron elevar de 16 a 20 veces el grado de la adsorcidn del
virus cn AE-celulosa.

Nuestro objetivo siguiente fue determinar fa capacidad de la adsorcion de AE-ce-
lulosa (Fig. 2. )

Es sabido que resultados exactos del fraccionamiento eromatografico pueden ser
obtenidos sélo bajo la condicién de la saturacién 6ptima del adsorbente por of
virus. La cantidad del preparado que satura la eolumna, depende del tamafio de
la misma, ast como de la estabilidad de la {ijacién con el intercambio iénico de
la proteina en estudio. Los experimentos respecto a la adsorcién en ¢l intercam-
biador del material viral filtrado {(mas de 1 litro, que contiene 140.000 unidades
hemaglutinantes.

Se puede ver que en ol curse de la saturacidn de la AE-celulosa gue la curva se
cleva, v cuando e] volumen de la fraceién alcanza 1000 ml. e! titule de virus en
¢l liguido que sale de la columna llega a ser casi lgual al tlalo de virus que entra
en Ja columna, eso quiere decir, que la saturacién del intercambiador cstd ter-
minada.

La elucién del virus fue rcalizada por fracciones, con concentraciones crecicntes
de NaCl en tampon de fosfato 0.03 M.

La Fig. 3 refleja los materiales correspondicntes. A través de la columna saturada
de virus se hizo pasar en voliimenes de 50 ml. solucidén de NaCl de distintas con-
centraciones. El eluato que salia se recogia en f{racciones de 5 ml. y en cada frac-
cién se determinaba ¢l titule de virus en la reaccién de hemaglutinacién, En la
figura 3 se ve que el vivus se eluia de la AE-Celulosa en varios miximos corres-

pendientes a distintas concentraciones de la sal.

Los resultados del estudio de las caracteristicas biolégicas v la cromatografia del
virus eluido, estan representados en la Fig. 4. Como se ve, el fraccionamiento cro-
matografico de la suspension viral determind dos maximos evidentes en la actividad
viral. Los viriones de los méximos correspondicntes se distinguian por su propie-
dades biolégicas y morfolégicas.
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Fis. 2. Determinacién de la capacidad adsorbente de EA-Celulosa,

El virus eluido por una solucién 0.1 M de NaCl se caracterizé por altos titulos
infectivos v de hemaglutinacidén, micntras que las [racciones de virus eluido por
una solucién 0.5 M de NaCl presentaron un alto titule infectivo pero una activi-
dad hemagiutinante menos marcada. Junto con esto habria fracciones, en las cua-
les la presencia de virus no se podia determinar con ayuda de la HA v se revelaba
solamente inoculande embriones de pollo con el material. El estudio en microsco-
pla electrdnica del virus de los dos maximos demostré que los 2 tipos de viriones
se pueden distinguir también por su morfologia.
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Los experimentos efectuados demostraron que la poblacidn de mixo-virus se com-
ponen de viriencs distintos biolégicamente. Esta diferencia se evidencia por un
grado distinto de actividad bemaglutinante de las particulas virales eluidas por
las soluciones 0.1 ¥ 0.5 M de NaCl. Los dos tipos de particulas que se distinguic-
ron por el grade de la actividad hemaglutinante poscian mfectividad.

En este trabajo no planteamos cl problema de estudiar las propiedades biolégicas
de la poblacién viral, Por ello, en lo sucesivo, para la elucidn completa del virus
de la columna, hemos utilizado solamente la solucidn 0.5 M de NaCl que permite
cludir practicamente todo €l virus adsorbido en el intercambiador iénico.

Los materiales correspondicntes estin presentados cn la Fig. 6. El grifico presen-
tado testimenia que el virus se elwia en un solo maximo (por hemaglutinacion),
el que coincidia con el maximo de la densidad dptica ¥ se concentraba en un volu-
men 5 veces menor del Inicial.

Asi, pues, fue establecida la posibilidad de la purificacion v fraccionamiento de
virus con ayuda del cambiador amonico sobre la hase de celulosa en polvo, v fue-
ron claboradas condiciones necesarias para la obtencion del material con fines ana-
liticos. Sin embargo, el método basado en la utilizacién de intercambiadores en
polve no puede ser recomendada ampliamenie, pues en ellos la velocidad de paso
de las soluciones es muy baja. Esto excluyc la posibilidad de la utilizacién de anio-
nitos en pelvos del tipo AE-celulosa para trabajar grandes volGmenes de suspen-
stones virales. Asf, pues se planteaba el problema de elaboracién de condiciones
para la obtencién preparativa de los mixo-virus purificados.

TABLA I
DATOS COMPARATIVOS DE LA ADSORCION DEL MATERIAL VIRAL

Titulo de Cantidad La caniidad El porcenta-

Material Volumen virus reaccion  geneval de  de Hemaglu- je de adsor-
mi de hemaglu-  Hemagluit-  tinina adsor- eion
tinacion rina adsorbida bida
Liguido 34 1:640 21.760 8.000 36.00
alantoideo
inicial
El mismo 1.600 1:140 140.600 130,000 93.0

después de la
filtracion
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"EAE-celulosa, sintetizada especialmente para este fin sobre la base de la celu-
losa fibrosa, se distinguia de la AE-cclulosa por la alta capacidad de paso para
las soluciones de sales concentradas y pozdia utilizarse con éxito con el fin de la
separacién preparativa de virus.
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Fic. 8 Determinacién de la capacidad adsorbente de TEAE-Celulosa (2 gr.)

En primer lugar, habfa que establecer la capacidad de adsorcién del TEAE-celu-
losa fibrosa. Los datos sobre la saturacién de intercambiadores idnicos estin pre-
sentados en la Fig. 8. Sc puede ver, que a partir de la 2da. fraccién el titulo de
virus llega a ser casi igual al inicial {1:320) es decir centinuar la adsorcién del
material viral en la colwinna carece de sentido.

Partiendo de objetivos de trabajo, hemos realizado la elucién de virus por solucion

0.5 M de Na CL

La tabla II ilustra el proceso del experimento cromatogréfico en Ja columna con
TEAE-celulosa fibrosa.

Al pasar 13,00 ml del liquido portavirus a través de la columna en el intercam-
biador 1dnico se adsorbia alrededor de un 94€¢ del virug inicial. El lavado por la
solucién 0.05 M de Tampdn de fosfato librd no mas del 0.66¢ de virus. La adsorcién
en TEAE-celulesa con la elucidn ulterior de virus realizada con solucién 0.5 M de
NaCi permitié conservar en un volumen pequefio hasta ef 619 del virus inicial
con una cencentracion promedio entre 8-16 veces.
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ABSORCION - ELUCION DE MIXOVIRUS EN TEAE

TABLA 11

CELULOSA FIBROSA (10g)

45

Volumen
en mls.

El material
en prueba

Nimeroe de unidades
hemaglutinantes

dosis infecti-
vars

El nitmerc de

El porcentaje de virus efuido

respecto gl

virns  inigtal

El volumen indicado

Segtin hema-

Segiin la in-

glutinina feccion E/50

Virus inicial 1300 852.000 1,3.101 6 —--
Virus después de

la adsorcidn 1250 50.000 — — —
Solucién p/lavar

003 M tampdn

de {fosfato 500 5.000 --- 0.6 —
Fluatos N: 1.5 75 1.500 — 0.18 —
§-12 ({Viértice) 100 512,000 .10 61.5 7.7
13-23 {Cola) 150 24.000 5 —

NOTA: Los resultados de la purificacién respecto a proteinas y acidos nucleicos del virus,
asi ome los resultades de la determinacién del porcentaje de la purificacién, calculado
de acuerdo con los datos sobre la cantidad de protelnas que corresponde a la unidad
hemaglutinante, estin presentados en la Tabla 7.

Los resultados de la purificacion respecto a proteinas v acidos nucléicos del virus,
asl como los resultados de la determinacién del porcentaje de purificacidn, caleu-
lade de ‘acuerdo con los datos sobre la cantidad de proteinas que corresponden
a 1 unidad hemaglutinante, estin presentes cn la tabla IIT.

Los datos de numerosos experimentos, resumidos en la tabla [T, testimonian que
la cantidad de virus eluidos, segin los datos de la reaccion de hemaglutinacion
constituia aproximadamente un 74%.

La purificacion del acide nucleico viral constituia el 98.9-99.0%5, v la purificacidn
respecte a la proteina alecanzaba el 93-936%.

La utilizacidén de la columna con TEAE-celulosa aseguraba la obtencion del virus
purificado en cantidades necesarias, lo quc permitia llevar Jas investigaciones
tedricas y practicas. El control ultramicroscdpice sobre los virus purificados demos-
trd la presencia en las preparaciones de estructuras exchusivamente virales. T.os
viriones conservan su integridad, v en muchos de ellos se ve claramente la nucleo-
proteina.

Fodo el trabajo ulterior de la destruccion de particulas de virus se llevaba con los
eluatos virales purilicadas.



TABLA I

LOS DATOS SOBRE LA PURIFICACION DE VIRUS EN LA COLUMNA CON TEAE-CELULOSA
FIBROSA (2 gr.)

Cantidad de Unidades de la  Cantided de pro-  Cantided de Purificacion
virus densidad optica teinas 5/ Lowry proteinas f(en calculando la
con 260 mu meg) X unidad unidad hemaglu-
hemaglutinanie  linante con res-
pecto al 9o
. del virus inicial
Canti- Tatal de 96 ves- Canfi- % res-
dad ge- Uds. pecto dad to- peclo
neral e res- de D. O, a virus  tal {en inicial
Volu- de-he pecto inicial mg.)
nen magiu- a virus
Material en mi tinina indcial
El liquido alan-
toideo inicial 325 208 60O 100 8287.5 100 734.5 100 3.5 -
Fl liquido alan-
toideo después
de adsorcién 315 12 600 6 5703.38 76 537.5 69 -- _
Solucién p/lavar
0.05 M tapdn de
fosfato 300 —- — 2438 18.4 135.37 36.2 — —
Elnatos N4-8 55 140 800 67.7 11715 4 29.15 1 0.24 ' 93
{vértice) 73.7 5 1.2
N9-18 {cola) 160 12 800 6 19.92 1 8.48 0.2 - _

Los datos de numerosos experimentos ¢n la Tabla 3, testimonian que la cantidad de viras eluido scglin reaicidn de la hemaglutina-
cién con su fraccionacidén cromatografica constituia aproximadamente un 74%.

La purificacién del viras del dcido nucldico de portader constituia el 98.8 - 98.0%, y la purificacién respecto a la proteina alcan-
zaba el 93 - 953%.
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Hemaglutininas de Mixo-Virus

Las investigaciones de los ultimos afios demostraron la gran perspectiva de estudio
sobre los compoenentes de mixo-virus de antigenos V y 8. La utilidad de estas inves-
tigaciones s¢ determina por la posibilidad de estudio amplio sobre los caracteres
biolégicos y hioquimicos de dichos antigenos, asi como la creacién de vacunas sin
4cido nucleices anti-mixo-virus de hemaglutinipas virales purificadas. Ha side
comprobade el caricter de accidn sobre virus parte de los detergentes: Dodecil-
sulfato sddico, Desoxicolato sédico, asl como con éter.

TABLA IV

1A INFLUENCIA DE DODECISULFATO SODICO S0OBRE LOS TITULOS
DE LA HEMAGLUTINACION DE LAS FRACCIONES DE VIRUS A;

Titulos de la hemaglutinasion con
{os eritrocitos
Duracion de contacte  Concentracion de - - —— -

—_ ED/ 50/01 ml

con DDS (en min.} DDS (en %%} gtgllinas “c;:.riei humano grupo 0
Virus inicial 2560 3120 53120 108.0
10 0,01 640 10240 2560 {
10 0,05 640 10240 2560 0
i0 0,1 240 20 1920 4]
10 0.5 160 10 180 +
10 1.0 240 20 160 +
10 2,0 160 10 40 +
60 0,01 640 2560 1920 +
60 0,1 240 20 1830 +
60 3.5 160 10 320 —

Los resultados estin presentados en las tablas IV v V. Los datos obtenidos testi-
momian que deospués de una exposicidn de 10 minutos frente al Dodecilsulfato
sodico, el aumento del tiempo de contacto no altera los resultados.
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TABLA WV

INFLUENCIA DE DODECILSULFATO SODICO SOBRE TITULOS
DE HEMAGLUTINACION DE FRACCIONES DE MIXOVIRUS A

Titulos de la hemaglutingeidn con

los eritrocitos
Duracién de contacto  Concentracion de - - - - ED/ 56/01 mi

con DDS (en min.} DDS (en S} gallitias curiel  humanre grupo O
108.¢
Virus inicial 1560 960 3840 108.0

10 a,01 160 5120 640 it
10 0.05 40 5120 640 0
10 0,1 20 — — 0
10 0.95 40 . . 0
10 0.5 40 — -— +
10 1,0 20 —_ _ +
10 2,0 40 — - s
60 0,01 160 5120 960 +
60 0,05 80 10240 1280 —+
60 0,1 20 - .- +
60 0,5 20 -— — -

Denctaciones:

x*  Titulos de la hemaglutinacién que estdn cxpresadas en magnitudes inversas y representan
el promedio de una scric de titulacioncs de varios experimentos.

+  Presencia de titule Infeccioso,
- Aupsencia del titulo.
¢ La reaccidén no se realizd.

El estudio sobre la accién de mixo-virus por parte de un detergente desoxicolato
sédico se realizd utilizindolo en concentraciones del 0.259; al 29, y el tiempo de

contacto con ¢l virus equivalia a 10 minutos.

Los datos de estos estudios cstan presentados en las tablas VI v VIL
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TABLA VI

LA INFLUENCIA DE DESOXICOLATO SODICO SOBRE LOS TITULOS
DE LA HEMAGLUTINACION DE FRACCIONES DE VIRUS A,

Concentracion de Titulos de hemaglutinacisn con los eritvocifos
DOX en % gallinas curiel humane grupo O E{D 50/0,1 ml
108.0
Virus inicial 2560 2560 5120 108.0
.-
1,0 320 ° 5120 1980 +
0,25 1280 7630 10240 +
0,3 1280 7680 10240 +
2.8 Hemolisis Hernolisis Hemolisis G
TABLA VII

LA INFLUENCIA DE DESOXICOLATO SODICO SOBRE LOS TITULOS
DE LA HAMGLUTINACION DE FRACCIONES DE VIRUS A

Coneentracién de Titulos de hemaglutinacién con los eritrocitos
DOX en % gallinas curiel humane grupo O EID 50, I mi
1p8.0
Virus inicial 5120 1280 7680 148:0¢
3,25 480 15360 1280 o
0,5 40 15360 80 -
1,0 80 10240 40 o

2.0 Hemolisis Hemolisis Hemolisis o
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Veamos la accidn de éter sobre mixo-virus A, y A Las fracciones obtenidas por
cromatografia de intercambio idnico se trataron 2 veces con ¥4 volumen de éter
a temperafura ambiente durante distingos intervalos de tiempo. En las tablas VIII
v IX v en las figuras 12 vy 13 respectivamente estdn mostradas Ja influencia de la
duracién del tratamiento por éter sobre los titulos de hemaglutininas realizados
con eritrocitos de gallinas, curiel v hombres del Grupo O.

TABLA VIII

TRATAMIENTO DE LAS FRACCIONES DE MIXOVIRUS A, POR ETER

El tiempo de la Titulo de hemaglutinacidn con eritrocitos .
destruceién (en ha) gallinas curiel humano grupo 0 EDS50/0T ml
Viras inicial 3120 61440 10240 1080
15 mins 2560 61440 10240 +
1 hora 2560 81820 10240 -
2 horas 2560 81820 10246 —
3 horas 3840 122880 15360 —
5 horas 2360 81920 10240 —
TABLA IX

TRATAMIENTO DE LAS FRACCIONES DE MIXOVIRUS POR ETER

El tierﬁpo de la Titulo de hemaglutinacidn con eritrocitos
destruecién {en ha) gallinas curiel humano grupo ¥ ED30/01 mi
Virus inicial 20480 5120 20480 108,63
1% mins 3840 841920 2560 —_
1 hora 2560 122880 3840 -—
2 horas 2560 81920 2560 —
3 horas 2560 81920 3840 —

$ horas 2650 81920 2560
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4 <on wrilracitos d turiel

gon erlirocitay humanos

Titylgs de wirps Wgin 1o FHA

con arltrochos de gatiing

3 1/’__'—/0\.“

10 ¥ - 1 T r
15 min ' 2 3 a4 5 T {Hosa)

Fic. 12. Influencia de la duracién del tratamiento de virus AZ, por ¢ter sobre la reaccién
de hemaglatinacién con eritrocitos de distintas especies de animales y humanos.

con aritrecitas de galling

@ —0

Tiulos de virys segdn lo RHA

con erilrocites humanos

con eritrocitos de curisl

15 min ) 2 3 4 5 T {Hora)

Fro. 13. Influencia de la duracidn del tratamiento de wvirus A por éter sobre FHA con
eritrocitos de distintas cspecies de animales y humanos.
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Como se ve de lo expuesio, la accidn de factores de distinto tipo sobre la particula
viral se acompaiié de la desiruccion considerable de viriones, calda de la infeeti-
vidad, clevacién o haja de titulos de la hemaglutinacién con eritrocitos de gallinas,
curiel y humano con la liberacién del antigene.-V.

En la tabla X cstin presentados los resultados de experimentos con respecto a la
oblencién de la fraccién de hemaglutinina.

Los experimentos preliminares sobre el estudio comparative de la interrelacién
entre virus A v A destruidos por éter v eritrocitos nos permitieron establecer los
intervalos de tiempo Optimos de la influencia de éter sobre ¢l virus.

TABLA X

CAMBIOS DE TITULOS DE LA HEMAGLUTINACION DE MIXOVIRUS A,
Y A IPURANTE EL PROCESO DE LA PREPARACION DE LA FRACCION
DE HEMAGLUTAINACION PURIFICADA

Ef material Duracidn Titulos de la hemaglutinacidn con eritronitos
del tra-
tamiento CURIEL GALLINAS
con éler
Después .
del éter Después Después Después
Material Autes de  del ace-  El mate- de éter de ace-
inictal acetato tate de gl Antes de tato de
de lanta- lantane acetato de lantano
no fantano
Fracciones
de mixovi-
rus A, 5.120 2.560 640 5.120 81.920 20.480
Fracciones
de mixovi-

rus A 2.560 320 40 640 7.680 960
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El esquema general de la preparacién de la Hemaglutinina purificada es el

siguiente:

ESQUEMA GENERAL SOBRE I.A PREPARACION
DE LA HEMAGLUTININA PURIFICADA

Cromatografia de intercambio i6nico de mixo-
virus en TEAE _ celulosa fibrosa

Las fracciones portavirus eluidas desde el intcrcambiador
por solucién 0.5 m de NaCl en tampdn de fosfato 0.05 M.

: l

El tratamiento de fracciones portavirus por éter (1/2 volumen
de éter dos veces a temperatura ambiente)

|

S-antigeno interno y V-antigeno externo

3. J

Precipitacién de S-antigeno con ayuda de acetato de lantano (1.5%)
y su separacion de la solucidn.

Fracciones de hemaglutinina purificada.
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Propiedades de las fracciones de la Henaglutinina purificade

Todas las fracciones Hemaglutinadoras (FHA) obtenidas de los virus en estudio
fueron inactivadas, aglutinaban los eritrocitos de gallina y curiel: FHA del virus
Ay hasta el titulo - 1:320 v 1:10240 respectivamente, FHA de virus A hasta titulos
1:20 ¥ 1:640; podian ser adsorbidas en entrocitos de gallinas, pero zran privadoes
de la capacidad hernaglutinante. En las figuras 13 v 14 se demuestran los espectros
de adsorcién de la suspensién de las subunidades, la cual ¢s una mescla de anti-
genos S v 'V, después del tratamiento del material con éter, asi como de las frac-
ciones de hemaglutinina o Antigeno 'V del virus As v Al

En las fracciones de hemaglutininas o antigeno V se puede ver, que ¢l cspectro
de adsorcion de rayos ultravioletas de la suspensién de sub-unidades de virus A
tuvo maximo con 240 milimicras y minimo con 260 milimicras, esto indica la pre-
sencia de proteinas en la suspension.

En conclusion hay que sefialar que un interés indudable reviste el estudio sobre
propiedades inmunoldgicas de Hemaglutininas virales. A base de datos experimen-
tales fue estableado que la vacunacidn de hombres, realizada con sub-unidades
de viras asegura Ja formacidén de un alto nivel de anphemaglutinina y anticuerpos
ncutralizantes. Este nivel supera ¢l de vacunacién con el virus intacto. Ademas el
preparado obtenido demostrd otras ventajas: ausencias de reacciones secundarias,
es posible la inmunizacidon a nifios de temprana edad v a mujeres embarazadas.

£

03 4

0.25 4

Swapensin

0.2 4 dr Sub.unidades

¢.15

a.14

HA {Ouspués de posar o leavés del combiodor iénico)

0.03

T T Ll T 1 T T i
0 246 250 260 270 2sg 90 30 30 - Amp

Fio, 14. Espectros de adsorcidn ultravioleta de la suspensién de sub-unidades y hemaglutinina,
del virus AZ. -
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Fia. 15. Espectros de adsorcion ultraviolets de la superacién de sub-unidades y hemaglu-
tinina de virus A.

En conclusién se puede constatar que la utilizacién de la cromatografia de inter-
cambio 16nico en estudios virales encierra grandes perspectivas para la resolucién
de problemas teéricos e mdudables ventajas practicas.
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