BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Purificacion y caracterizacion del
virus de la fiebre aftosa obtenido
por el método Frenkel

Palma, Eduardo Lucio

1975

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Palma, Eduardo Lucio. (1975). Purificacién y caracterizacion del virus de la fiebre aftosa
obtenido por el método Frenkel. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf

Cita tipo Chicago:

Palma, Eduardo Lucio. "Purificacién y caracterizacién del virus de la fiebre aftosa obtenido por el
método Frenkel". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1975. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

- -

UNIVERSIDAD NACIONAL DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL VIRUS
DE LA FIEBRE AFTOSA
OBTENIDO POR EL METODO FRENKEL

EDUARDO LUCIO PALMA

TESIS PARA OPTAR AL TITULO
DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS

BUENOS AIRES

1975









AGANIESIMITINTOS

AL D, Osvaldo A, Peso,por haberne suxerido el tema de este
trabajo permitiendome iniciar en la investigacidn de los virus,

por su direccidn 7 consejos durante 1a realizacidn del mismo.

A la Lic. 3optriz Fimenez, por su colsboracidn inapreciable

Avrante su realizacidn.

Al Dr. Cesar Vasquez, por su aruda en la realizacién ¢ inter-
pretacidn de las micrograff{as electrdnicas gve se muestran en

esta tesis,

A mis conpaiieros del Jentro de Irvestizuclones Mlcrobiolégicas,
quienes con su allento ¥y amisted han contribuido para cl desarrollo
de esta investizacidn,

A todos aqucllos que de una u otra manera contribuyeron para

gue cste trabajo nudiera 1lesvarsc a cabo,



INDICE
pog-
Lbroviaturas 4
CiPITULO I
INTRODUCC ION
Rcsciia histfrica y guncralidadces sobre la Fiobre Aftosa 5
T~xonomiz dcl virus aftoso 7
MZtoudos dc produccidn dcl virus aftoso 8
2) Produceidn "in vive" 8
b) Prouduccién "in vitro" 8
Propicdades bioldgicas dcl virus aftouso 10
2) Infoctivided 10
b) Ensay. dc places 10
¢) Inounologia acl vigus aftoso 10
a) fintigenos 4ol virus aftuso 10
Efccto de rcactives fisicos y quiniicos scbre ol viridn 13
Prcpicdades fisicoguinicas dcl virus aftouso 15
a) Propiudades dcl virién 15
b) Propicdadcs del dcido nucleico 16
¢) Propicdades de las proteincs 16
Morfologfz d¢l virus aftoso 18
Replicacidn dcl virus aftoso 19
a) Ciclo d¢ crceimicnte 19
b) Sintcsis d¢ ARN viral 20
c) Sintusis d¢ protcinas virales 21
CAPITULO II
MATERIAL:SS Y METCDOS
1. Cupas d¢ virus utilizadas 22
2., Adaptrncidn y nultiplicacidn del virus 22
3. Tlcnices umapluad~s para la purificacidn dcl virus aftoso 23
3.1. Conccntracidn del virus aftuso 23
3.2. Tratanionto con solvent.s orginices 24
3.3 PFraccionanmicnto por covlumna dc Scpharosa 2 B 25

3.4 Ultrocentrifugacidn on cloruro de¢ ccsio 25



-

4.

5.
64
Te
8.

3+5 Ultracentrifugecién o travée de salventes orgfnioos
3.6 PFlobvocidntn clopuiro dc ccsio

3,7 Ulraocntrifugacidn on gradicntos dc sacar sa
Abgoreidn cn <l ultravi.lcete

4.1 Curvaes dc¢ abscreidn

4.2 Dcterninacidédn dc los cocficicntes de absurcidn
4,3 Espcctros dc absorcidn

Ultraoontrifugacidén aialftica

Microscopfa clcotrénice

Elcetroforesis on gel de peliacrilanide
Infceciosidead

Fijacidn dc¢ coumpleacnto

9.1 Innunosucros usados

9.2 Tlenica dc fijacidn dv compleacnto

10. Determinacidén de protefnas

11.

Dctorninacién do densidadcs

CAPITULO III

RESULTADOS

A,

B,

c.

Concentracidén por procipitacidn

al Prceipitacidn con mctanol o cun sulfato de amonio

a, Procipitncidén por polictilcnglicol
Desproteinizacibén y deslipidizecién

b1 Tratoaionto con solventes rgénicos

b2 Concontracidn por prciipitncidn con polictiloenglicol
pruvia desprotcinizacidn con cloroformo=butenol

Purificncién por ultracuntrifugecidn o filtrcocidn por gel

4 Centrifugacién 2 alta velocidad

02 Praaoionanionto por filtrnecidn por gel de Scpharosce 2B

03 Centrifugacidn con gradicntc de cloruro dc cesio

Obtcneidn de virus purificado

leurificaciSn s¢ in ¢l adtodo dc Bechrach

d2 Purificocidn por contrifugecidn cn gradientos linoeles

de sacarosa.

pag.
25
26
27
217
27
28
28
29
29
29
30
31
3l
31
37
37

38
38
42
43
43

47
47
48
55
63
63
67

.



pPage.
E. Purcza y caracterizacidn dc las fr-accioncs aisladas por

los adtudos desarrollados 17
) Espcetr:: de absoreién ¢n ¢l ultr~violcta dcl virus

aftuso purificado 77
g Ultraccentrifugacién analitica 79
oy Microscopia cleetrdnica 82
04 Centrifugacidn isopicnica en gralicntces de clorurc de

cesio 65
05 Elcectroforesis cn gel de poliscrilanida 27

¢ Caeracterizacidn scroldgica de las difcrentos fraccioncs
purificadas por lvs dos adtudos desarrollados 100
F. Hoterogencidad dcl virus aftogso purificedo. Su caractoriza-
cidn 106
fl Fraccioncs que dificreon del virus aftoso monodisperso un
su cocficicnte dc¢ sodimentacidn 106
f, Cepacidad dc infcectar c¢flulas por las fracciunes dc difereon-

2
tc S, 108

f3 Cocficicntes de oxtineidn porocntual du las diferontes

fraceiones 108
ff4 Microscopia cluctrdnica do las fracci ncs A'2 y A'3 111
f5 Couficicnte dc scdincentreidn de la freceidn A'3 111

f6 Caracturizacidn scroldgica dc las froccionces purificadas

dc¢ difourcntce cocficicnto dc sodincentacidn 114
CAPITULO IV
CONCLUSION 120

CAPITULO V

BIBLIOGRAFTA 123




ABREVIATURAS

Act anticucrpo

ADN: £cid. desoxiribonucluicy
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ARN: fcido> ribonucloico

BHK,, # 1linca cululer &c rifidn do hanster
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¢ cooficicnts de c¢xtineidn prcuntual

&: acucleracidn e la graveécad= 980 cn
sege.
G.R.: gldbulos rojus

G.R.S.: gldbulos rojus scnsilhilizados

L.S.s "light scottering"= dispursidn 2c¢ la luz
M: molar

ou-nos 10_9uctrus

u 10-6 notros

PEG: polictilenglicol

PM: posov molcculer

rpas rovolucionss por ninuto

S: unidad Svedvergs cocficicnte do sodimontacidn dc 10-'13

S.H.: sucry hemolfitico

T.E.: t2qpén tris-ClH 0,16 M EDTA 1% pH 7,5
Tris: Tris (hidroxin til) apinoactono

U.H.: unidnd honolftica

UFP: unidad furacdara do places
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CAPITULO I

RESTvA HIZTORICL Y GLN. R:LIDDSS SOBRE L. FIEDR: .FTCS.

Estc mnfgrnudad 03 c¢onocidi dosde ticapus reotise. Ve ios siglos entos
de Criste ¢l gricge dicrocles, heble 4o un el on .1 goned:s qQue : 0 ¢s ads
qu la Fi.orc 4ft sa. Siglo tras sijlo jraudes -ndos infuccivsas pr venicntes
del lLsie, sigucn las rutas o :acreizlis, ¢ invedoen el scrritoeio Bunopeo
producicnds fucrsos plrdidas on cl goredo. Taabidn Fracosierius (1) heble
de ¢sta cinfernacdad or . rocién on ¢l afic 1514 Girclaac on Italis le dcseribe
cen bastanto precisidng y oon ol afio 1897 se iduntifice lo fivbroe aftusa co-

10 cousada P wn virus (2).

Lo Fic.ro Aftosa no cubr. clijundc sntoero, sino que sc hallae cnnccntra_
de on dotoraincdus o ontinentos ¥ oM dontro &c Stos sc la encuentre «n foraa
cnzootice, on cicetas 2z nas de los nisnoes, aicntras que otros s¢ hallon 1li-
bros do ¢lla, o s%lu s ven afcotedes on £ rac osporddica. Las tacdides do
luche Han lograds cuntr.loerl. cn 2lgdiios pafscs wdisante une scovers et do-
logfa. sustr.lic, Jepdn, C.il’n, s¢ hellen librd de <112, heste ¢l proscntc.
Las piriidgs ccondnaicas que cote enfur wdad sousd, n GonGa cxiste, ¥y sobro
todo par. lus pafscs czpurtodores Ge carnc, son cuantiusas; sco la culculad.
guc cste cnfoeracdad pucd. cisainuir ca un 25% la zr.duceidin d¢ ezrne y loche,
ée los pefscs dondc cs wullnica (3).

Lo ficore aftuse ¢s8 une enfuracdzc que. ateca 2 1los biungulaedos o herii-
vores de pozuiia pertide. Infecciosa, c:ntepivae on slto [iado, agude y febril,

pruvducide por un virus de gran capocidad @ verieseidn.

Clinic.uaunts sc ceractoriza por le formecidn dc vesfculas o aftas, cro-
sioncs 7 dlccras superiicicles cn les mueogas bucclos, o pacios interdigita-
lcs, rdcte coronario y cpit.olio de le pici d: los pezones y de 1o ubro,aun-

cue on aninalcs onfernos ¢l virus sc pucde dctoctar on todos los d.genos )

e

Zn los ecaniaeles edult-:s, ¢8 goncrcolacnte bonigne, pero adopta a veces
fornas nelignas, con ucric por sincopc oardf:ico, cspicizlacnte wn lis anina-
lcs jovencs. Foimelacnte os dc baja .wriclided, on goenerzl on bovirn s zlcan -

za un 5%, pecre de clovade nerbilidad y capacidad de difusidn,

sfeuste cspecialnente & lus buvines, ovinos, porcinos y coprinos. Son
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$21bidn scnsibles nwacr.sos herofvoros salvejes o doacsticades (5). Diverses

cspocics hebitualacntc no sonsibles a la Ficbroe Aft.sz, »ucden o sbstante

[ 4]

cr susceptibles cin detemizinades cendicicnes de inoculacidn, como ¢s cl caso

[oN]

Ll cobryo, leuwchas lactontes, gaza)y s, cte.

Lz trinsnisidn del virus so producs poincipalacnte our o1 ~aniael enfer-
10, dwrant. les priacr. dfes d¢ le infeceién, ¥ su discainacidn por .cdio
dc les scorccioncs o uzerccivnos Gl fis:f6). A pusar de la f£&-il incective-
c¢ifn &.1 virus oft-so dcbido a sus propicdedes fisicououinices sc he bucrve-
d.. ¢n salive d¢ bovinos infostad.s ncntonidoa 2 4°C que lucge di una inactiva-
cifn dsl 99,0 durant. lus prinacros 35 dfes, c¢l virus roaauensc ora 1&s rosis-—
tente 2 la incctivecidn (7). Le discainccidn s pucdo priducir teabién pors
la inp.r+acién do eni 2les ¢n picy lus alinacnt.s ¥y furrajos; la nigrocidn de
aves ¥ n. deben descortersc l..s aninales no dondstices un gencrel, cl novi-

nicnty de persvnas 7 vehiculus, otc.s

Otr.. p -8ible vic d¢ tronsnisidn son lus vacunus infoctedos, on 1us cul lucge
de &osaparceor 1.8 sintosas o la onformeded ac pucde dotecter viius aftoso
durcntbe verius nés;s; dupondiondo i durqcidn o 1o wpecic y do la 1 celi-
zceifn 4ol virus (genglive-ndcula) (8,9). BEst.s v.cuius son llamelos coryicrs

¢ tronsportadoras.

L pesar do no neborsc dotactad . irfoceidn de bovinos suscoptiblos p.r
pesiblus tronsportadores (10,11), sy ovidencies o favor (12,13) y cn contra
(14), dc¢ we negor suscoptibilidad o la infeccidn on otras wopocics (por
cieaplo purcinos). El h.cho d¢ que wn cninel pu.da scr transport.dour no dopen-
de de su pruovie imwnizacifn (15). Lo cvoluridn do le  crsistonein 4. virus
cn onineles trensp.rtad ros dvronte 6 ncoos ontrd un aodelo cscilente en ¢l
titulo dcl virvs, no cxpliceblce pr 10 ur.ascrcia éo anticuerpes ni interferdn
(16)« Bst: fondieno os reainisceute del pr.ducid p.r les vertfculas defc ti-

ves intorforentos del virus de la influcnza "in vive" (17) ¢ dcl virus de la

Y

cstenotitiz vosicwlar in vitra: (13) ontre otros.

El wvirus dctcetede con trosportodores oroescric combios er su virulencia
y entigenicidad rospoct. del inicialiacinte infoctonte (19). Este hecho junto

cor lo vileeidnd de iwtacidn dcl virus aftoso (20) pu 4o cxplicar on part:,
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los surtinues apariciones ¢n ¢l caipo do nucvos subtip.ss del virus aftuso.

Las distintas ctopes cvo lutives do cgta enforncded de aencre algunsn cs-
t&n rogides p.rounc or nonastris oxccead, sicnd.. altiplus los footorss qua ine
tcrvicnen y las hocen voriar.

Lo aftosa conmionza con un poifnd ée incubneili. que dura catre 2y 5
dfas,oguid, de us cwanntoe de la tonpercturs oir ol aninel, apericidn de an-
pollzs, ruoture de leos .aisans lucigo de 24 o 72 hores de su cparicifn, y go-
norelizecidn pedel quoe pucde pr.ducirs.: citre los 48 y 72 horos.

Lz cvelucidn cn los cas.s conuus, vaerfe cntre l.s 7 ¥ 12 afcs despuds
d« le aparicidn éc las zapolles (21).

TEAOKG L, D3L VIACS LFTGSO

Lz ubic..ciln texonfnice 801 virus aft.sc scedn ¢l Cuait? Privisurio parc

c\.
la Fouacnelature éo lus Virus (1366) rounido con Kiscd on dicho 2fio, cst

Subphylua s Ribovira
Clas.. s Rib:..cloica
Orden H Grmovircles
PFeaailie : Hep.virilec
Sthbfanilia H Picornaviridac
Gén.r.. tip. 3 Pi¢. rnovirus
Bspuesic tipo 3 Aphtoc

Un: pria.re cercctorizacin dcel virus aftoso 1o d.finid ¢ 10 un virus
¢-nteniendo &cido ribonucleico, osicble al trataaionto cen Ste., c.n un Gif-
netry acror dc 30 n: y 1%vil o pH feides (acnorces dv 5). Sin caber v, dcne
tro de cste dofinici’n, habrfa quo incluir otr.os icabr:s do los piv.rnavirus,
cs10 sor ¢l virus 4o le oxai tone vasiculer (22), lus rhincvirus (23) y los

picirnavirus fulinos (24), por lo qu: fu. nucesario incluir carcctoristi-
cas morfollgices 7y fisic .qufaicas 1188 procisae vare su dufinicidn. Sin -
barg :, 'wka pussoricr clrsificacifng por ¢l Coaitd Intorncciimel de Noacnelo-
turc de 9.8 virus on 1971 reconceid tres glucr.es cn 1la foailins Picornovipidoc:

Colicivérus, Rhinovirus y Entoer.virus (25). 7sto closificacidn incluye dontro



dcl géucro Enterovirus as pulio virus, ccho virus, coxscckic virus, orcofo-
lodocarditis, nonge virus, ncus-slborfeld virus; dentro doe los eclicivirus
at cxantunae vesicul~r y picernavirus folino, y dentr  dol:gfncre Rainovirus

2t virus aftusv, rinovirus cquin. y rinovirus huieno.

Tenivndo on cucnte alpunas coerccteristicas fisicoquinicas oot densidad
pouyante on cloruco do cosic, ostabilidad o diforcertes pH, cunpesiciln del
4 F vircl, c¢ «<fici.ntes do scdincutecidn de los viricnes 7 sus Y, y norfo-
1 gfa 2l .iieruscopio .l.ctrfnico, sc he propucste dividir 1o fenailia Ticorna-
viridac «n 6 difcr.ntes grup s (26), bosada on le subdivisidn de los 3 rhi-

novirus y la divizidn dc los cnter.virus on o Giovirus.

%EF0DUS DE PR.DUSCION DE VIRUS iFTOSC

2) Prucucciln "in viv."

D: 1os dimtint = aftodos do pruduesiln de virus in vive , ¢l quo tuvo
acyor aceptreifn por su aplicacidn incustricl pars. la fobriecaciln de vecunes
fu¢ 1 pr veidente del cpitolio lingual do bevines provimaonts inf.ctodes (27).

-
'

0tr.;s enineles cuav scr retoncs lectontos (26), pollos do un dfa o ca-
bxifn d: polle (29,30), c.bryus (31), concjos (32,33), ctc., hen side usad.s
cuio fucnte d¢ produceidn de virus, por. cn le awerorfe dc los cesos, coun cl
®
objuto A vbtounur virus @ificel. p.r. pr. .ucir voewnecs o virus vive. Le
infuceidn de enincles irradicd s peraicif vbtunor dbucnos rondiicntos de

virus, yo que pw6ibilitd la aultiplicacidn on tod w los Srgenve (34,35).

b) Pruduceidn " in vitro_

L.s priasr e cultivos in vitro utilized.s pers B preiuccidn dc¢ virus
aftuss fu.ron hechos ‘m picl &o ¢-boyo cnabriovacrio (36) ¥ cu suspcnsionce dc

picl, patas, labius y league do c.b.yo (37).

Ui.o dorivesidn del aét:do d¢ obieneidn de virus in vivo por cxtraccidn
dcl cpiteli: lingurl de buvinos infoetsd .n fue el :adtude dc Frenkel (38,39).
Dichu adtuds se bani on la nultipliceeidn ir vitro dol virus on fregaontes
dc ¢pitclio linguel bovino -wentcnidoes cu susponsifn. Bste 184:do he oido cl
Af. e difundido pere 1o produccidn do virus con finoee irdustricl s por: 1o

e¢lob.racidn doe vac.nas. &.t0 tfenice he - id. cxpliccén cr doet 1llc on 1o sce-




cién Materiales y iiétodos.

£l cultivo en monocapa de tejido primario de células de rifén de bovino o
de cerdo (40,41) fué utilizado fundamentalmente para lapoduccién de virus en
pequeria escala o con el objeto de determinar titulos infectantes. La necesidad
del desarrollo de métodos de produccién de mayores cantidades de virus, llevd a
los cultivos en frascos de Roux (42) o en frascos rotatorios (43,44). Sin embar-
go, un awmento en la densidad celular por superficie del frasco de cultivo (45,46)
y por ende en la produccién de virus, se logrd eon la utilizacién de liﬁeas celu-
lares de riiibn de hamster (DHX 2l-elon 13) (47,48). Esta linea celular ha sido
adaptada al cultivo en suspensién (49) y es actualmente una de las mis difundidas

para la produccién de virus.

La facilidad de variacién del virus aftoso en sus caracteristicas antigéni-
cas o inmunolégicas se manifiesta en el cultivo de virus en distintos tipos de
células provenientes de distintos érganos y/o especies animales, asf como en el

nfinero de pasajes en un mismo sistema celular (50).

Virus modificados han sido obtenidos por multiplicacién en ratén (51), cone-
jo (32), embrién de pollo (52), o en cultivos celulares como: ri7ién de ternera
(53), rifién de perro (54), rifién de hamster (55,56), etc., dependiendo en algunos

casos del nlmero de pasajes del virus en un determinado tipo de células.

Tales diferencias antigénicas o inmunolégicas implican diferencias en sus
caracterf{sticas estructurales y fisicoquimicas de las protefnas del virus y/b de

su &cido nucleico.

De los métodos de produccién de virus mencionados, aquellos que mantienen
mis semejantes las caracteristicas biolégicas y estructurales del virus produci-
do con el virus aislado en brotes infecciosos de vacunos en el campo son: a) €l
de infeccibn de bovinos sanos y posterior recoleccibn del epitelio lingual in-
fectado, (aunque este método implica una posible via de d&ispersién y contamine-

cién con virus) y b) su equivalente in vitro, es decir, cultivo del virus en e-

pitelio lingual bovino oen sobrevivencia (método de Frenkel).
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PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL VIRUS AFTOSO

a) Infectividad

La relacidn entre particulas virales y unidades formadoras de placas
(UFP),esté comprendida entre 100 y 2500 para el virus aftoso purificado,de-
terminado en células BHK 21; estos son valores mfnimos debido a la pérdida
de infeotividad, de particglas aparentemente intactas al microscopio electré-
nico, por el tratamiento de purificacién (57).

b) Ensayo de placas

La caracteristica de formar placas en cultivos celulares en monocapa,
se ha usado fundamentalmente para la cuantificacién y aislamiento de virus.
Pernite diferenciar a la vez,en un mismo sistema,distintas preparaciones vi-
ricas, basandose en la morfologfa de las placas, tiempo de aparicién de las

mismas, etc..

El método imtroducido por Dulbecco en 1952 (58), ha sido utilizado sa-

tisfactoriamente para distintos virus, sufriendo modificaciones segiin los

-

diferentes sistemas utilizados (59).

En el oaso del virus aftoso, los ensayos de placas mis comunmente usados
se realizan en cultivos primarios de células de rifidn de bovino o cerdo y en
células BHEK 21. La metodologfa en tales sistemas ha sido ampliamente estudia-
da ( 40,60,61,62,63,64 ) déndose una descripcién detallada de la técnica en
Materiales y Mé&todos.

Aparte de la modificacién en la estructura de las placas formadas por
las condiciones del ensayo ( temperatura de incubacién, pH, composicién del
nedio de oultivo, tiempo de absorcién, inmovilizacién por el agregado de agar,
etc.) se han detectado diferencias en la sensibilidad de las células por los
distintos tipos y subtipos del virus en el mismo sistema celular. Algunas
cepas del virus aftoso se han mostrado menos patogénicas al ser ensayadas en
células de rifién de bovino que en rifién de cerdo (62). Por otra parte, dife-
rentes tipos y subtipos del virus aftoso, mostraron placas de distinta morfo-

logfa en células de rifién de bovino (65).

c¢) Inmunologfa del virus aftoso

La diferenciacién inmunolégica del virus aftoso se llev$é a cabo princi-
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palmente por test seroldgicos de fijacién de complemento y seroneutralizacién por
test de inhibicién de la hemoaglutinacién pasiva (66). De ellos el m&s utilizado
fué el de fijacibn de complemento, permitiendo identificar eiené tipos inmunolé-
gicos del virus aftoso: tipos A, O y C (67, 68) encontrados en América y Europa;:
los tipos SAT. SAT,, SAT3 en Africa (69) y el tipo Asia, (70, 71). Dentro de

los tipos serolégicos se han encontrado distintos subtipos, correspondiendo se-
gtn el informe de diciembre de 1971 del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa:
tipo O Vallée, 11 subtipos; tipo A Vallée, 32 subtipos; tipo C Valdmann, 5 subti-
pos; tipo SATl, 7 subtipos: tipo S.sz2 3 subtipos; tipo SATS, 4 ,subtipos: tipo

Asial, 2 subtipos,

La reaccibn de fijacibém de complcmento fué primeramente usada para tipificar.
antisueros y virus aftoso proveniente de cobayos (72). Dicha técnica ha sufrido
distintas modificaciones, realizéndose en ciertos casos la determinacién enccon-
diciones de exceso de antigeno de anticuerpos(73) o por las técnicas de titulacién
bidimensional que utiliza cantidades constantes de complemento (74). En i{ateria-

les y Métodos se da una descrpcibédn detallada de esta técnica.

d) Antfgenos del virus aftoso

Los diferentes tipos u shhtipos serolégicos presentan diferencias fisicoquf-
micas y biolbégicas que los caracterizan. Entre las primeras, se detectaron di-
ferencias en la movilidad electroforética entre los distintos tipos y subtipos
del virus (75, 76). Se pudicron establccer relaciones entre la movilidad electro-
forética y el tipo inmunolbgico, aunque no esté intimamente relacionzda con la
especificidad serolégica (77). Tanto esta propiedad, como el estudio de homolo-
gfas en secuencias de polinuclebdtidos (78) y pruebas de hibridizacién entre distin-
tos tipos y subtipos inmunolégicos y serolégicos del virus aftoso (79) permitie-

ron establecer relaciones filogenéticas entre los mismos.,

La identificacién y caracterizacién de los distintos antfgenos del virus
aftoso se ha realizado por las técnicas de fijacibén de cpmplemento utilizando
sueros especificos para los distintos antigenos (80, 81, 82, 83). Sin embargo,

los métodos utilizados mis cédmunmente para tal caracterizacién son los de
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difusién en gel e inmunodifusién, Asf han podido detectarse hasta el momento
por lo menos 4 antfgenos diferentes del virus aftoso. La partfcula infecciosa
completa de 23 rm y coeficiente de sedimentacién 140 S (84), la unidad morfo-
1l8gica de 12 nm y coeficiente de sedimentacién 12 S (85), el antfgeno VIA
(virus infection-associated) (85,86,87), las"partfculas vacfas" identificadas
como cépsides vacfos de coeficiente de sedimentacién 75 S (85,88,89) y por

dltimo una proteina estructural del virus aftoso llamada VP 4 (S 0)..

La partfcula infecciosa completa de 140 S, asf{ como las partfculas va-
cfas reaccionan espec{ficamente comtra el antisuero homélogo (91,92), teniene

do ambas las mismas propiedades antigénicas.

Por medio de la observacién en el microscopio electrénico del complejo
virus-anticuerpo se han encortgado en principio, 3 sitios de ocombinacién con
anticuerpos en la superficie de la partfcula completa (93). Posteriormente
los mismos autores determinaron dos sitios inmunogénicos diferentes en la
superficie del virus, por medio del efecto de la tripsina sobre el virién
(94). Uno de ellos estarfa relacionado con el proceso de ebsorcién celular y
de produccién de anticuerpos neutralizantes y el segundo s6lo con la produc-

cién de anticuerpos neutralizantes.

La unidad morfolégica de coeficiente de sedimentacién 12 S (95,96) y 12
nm de diZmetro (97), no posee especificidad de tipo serolégico ya que reaccio-
na con antisueros heterotfpicos (84,98,99). La unidad morfolégica puede obte-
nerse por diversos mét odos, como ser ruptura del virién a pH 6,5 o calenta-

miento & 56°C (100), o por tratamiento con guanidina 1,5 M (99).

Algunos investigadores sostienen que el antfgeno VIA no es un componente
del viribn sino una protefna sintetizada intracelularmente como resultado de
la infeccidn, teniendo probablemente actividad de ARN transcriptasa (101,102).
Posee un coeficiente de sedimentacién 3 S (87) y es 14bil al calor y a pH meno-
ros de 5 (14); Sin embargo, actualmente hay evidencias para suponer que el an-
tfgeno VIA no sea una ARN transcriptasa sino una protefna esfructural del virus
aftoso, llamada VP 4 (98,90). Amboe grupos de investigadores coinciden en
que el antfgeno VIA y/b VP4 da reacciones de fijacién de complemento y de
precipitacién positivas, frente a antisueros heterotfpicos (87,98) aunque en

forma diferente & la unidad morfolégica 12 S (90).
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La presencia del antfgeno VIA (VP4), produjo dos efectos contrarios,
relacionados con la identificacién y tipificacién del virus aftoso. Una con=
secuencia positiva,fué el desarrollo de test de precipitacién en agar para
la deteceidn de anticuerpos especificos contra el antigeno VIA.(lQB) atil,
para la identificacibn epizotiolégica del virus. Por otra parte, la presencia
de antfgenos que reaccionan heterotipicamente (partfculas 12 S, antfgeno VIA
y/o VP4) interfieren los test de tipificacién. Sin embargo, debido a la dife~
rente reactividad comparada con el virién, se puede disminuir este efecto
usando altas diluciones de antisuero, o realizando los test de fijacién de

conplemento & 37°C durante una hora (104, 74).

Los cépsides vacfos (sin ARN) de coeficiente de sedimentacién fSS, polol s
seen las mismas propiedades antigénicas del virion (91,92). Se caracterizan
por ser permeables al colorante en la observacién al microscopio electrénico
(89), poseer una densidad de 1,31 g/ml y por ser estables en tamp6n.fosfato
0,04¥% pH 6 (14). Ademds,en reacciones de precipitacién en gel coloreadas con
naranja de acridina, sélo el virién tomo el colorante, mientras que la par-
tfcula de 12S, el antigeno VIA (VP4) y los cdpsides vacios, no lo hicieron,
indicando ausencia o un muy bajo contenido en ARN (105). Recientemente se ha
identificado una fraccién del mismo coeficiente de sedimentacién, durante la

purificacién del virus aftoso conteniendo ARN (106).

La formacién de cédpsides vacios, estarfa intimamente relacionada con el
proceso de infeccidn, posiblemente debido a una deficiencia en la produccién
de ARN (14). Depende ademds, del sistema celular utilizado y del tipo inmunos
16gico del virus aftoso, ya que la frecuencia de aparicién en células BHK 21

para el tipo A, es mayor que para el tipo O o el tipo C (14,89).

EFECTO DE REACTIVOS FISICOS Y QUIMICOS SOBRE EL VIRION.

Dentro de los Picornavirus, el virus aftoso es el mis 14bil a la acidez
(26). En soluciones isoténicas es estable en el rango de pH 7,0-7,5, menos
estable entre pH 8-9, e inestable a pH nenores que 6,5 y mayores de 9 (14).
La estabilidad a distintos pH depende de la fuerza ibénica, habiendo una rela=-

cién inversa entro ambos, ya que se puede lograr estabilizar el virus a pH
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2cid.s y vbaje fuirze idnive, dupendiondos 1lus velores ¢l punto iscollotrico

¢ 1 virus (107).

L~ cstabilided 21 ¢2l r he sido utilizade cuao oriteric 2ifororeicl
cntr. distint.s tipos y subtipos scrlégic.s ¢.1 virus cftuso, Este vorie
suin 1 rdaoro do pascjos orn cultive @ tojice (108). Cwivas d. incctiva-
cién 2 55°C y 61°C parz 1o ccpa All9, nmucstran sn répide inactivacidn si-
gui.ndo una cindtica d¢ priner rdin, qu.d~ndo dospuls unz froceidn de virus
r.acnoente %8 resistonte o 1la inactivacidn (109, 110). Lste misno cfect: sc
chscrvs son le incstivoeidn por 1n ~cidlz. Lo ostobilidné 21 salor per
ARN viral purificad«, osf coae 1lns cwrvas do astnbilidad o 1o t.aperaturc
é¢ matentas scrsibles ¥ rosistintes & 1lg toaporcturn, indicoron qu.. 1o os=-

t2bilisd esté rolaci nade ¢on ol cépside preteis, (111,112)

Lo ¢st~bilided ol cung lonionte y descorgelnaicnte su inercacntia on so-
luci nos @c ol fuorza idnics, « cn twaponcs éc foafate, tris, glicineg,

EDTA, o por <l cumxrnto & la viscusidad ¢ m sasor.sn, gliscrol, ote. (113).

Hn gonertl, los distintos scapuastes orgénicos qu. roscui nen cen pro-
tofuns, of.cton 1o ostabilid~d ¢el virus. Much.s de ¢5tus renctives so ha
utilizado con 1 cbj.te d. incctiver 1 virus por 1o produccidn &. veewnes.
L:s 24s cSaunnente utilizad s 8 n: foracldchic.: (114,11, 11‘), 6xidy do oti-
lcno (117, 118), glic.raldchid. (119), propicvlacton- y luz ultroviol .t-

(120), ccotil-ctilininin~ (120, 121, 122), hidroxileaino (123), ot e

El virus ~ftwso,conu tres Picornovirus, no s incctiv-do per Stor,
c¢lor.forao, n-butnna%? wtonol o tulwne (121, 57, 124), ri por dt rgentcs

7

iériccs o no idnicos (125, 126), flu rcrrbunus, ctCae

2or otre part., os sunsible ~ snzinns protcilitices, hochoe qu.. tombidn
sc vbsuxve ¢.n ~lgunss rhinovirus (127). Le ~coi’n do 1n tripsin- he sido
une e las 24%s studiadas, y su of.ct, waterfs rclacionido con lo ruaceidn
d. puliplptidoes d:. sorcctorfsticts imauncg ‘nisas, rosponscblos adenfs do la
ebsireidn Al virus o 1las cflul-s (128, 129). Un~ counsceuuncin dcl ofc.sto

h}

d. la tripsine scrfs toabiln, 1. disninucidl on lo donsidad aol virus.
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hGcafs de 1o 2ecidn @ul calor swbre ¢l virus eftusc, otros ogentos fisi-
¢o8 tiunen polor incetivent. scbro ol nisao. Lo inactivocidn por radiccide
X‘f', produce curvis ¢¢ in~ctivacidn ¢o primcr crden (130, 131). Por otra
port., la fut incetivacidn, c¢s cuwacntadn por la proscreia ¢ ¢l renrtes co-
¢ rojo noutro, czul &. toluidine, ~zul do actileno, cte. (132). Lo irecti-
vesidn con luz ultroviclote, procuce ~lteraciones en o1 AN vircl, sin 2lte~

ror 1~ on.igonicicdad ni la copacidad éc¢ obsorv..rsc o ¢llulas suscoptibles
(=3

PROPIZDLDES FIBICOCUIIIICLS DEL VIRUS LFTUSO

2) Propicéed.s d.l viri‘n

El virus n~ftuso purifi-.ado, prascnta ol scor obscerveds al naleroscopio
cleetrénico por tincidn nogativa con acotat. 4o urcrilo o feido £ sf tings-
tico, un di&a.tre d¢ 23 £ 2 no (124, 133, 97). El pcs:.. nolecular dol virus
aftose ful doterminad. tonicndo on cucnta ¢l valur del ¢ cficicnto du scdi-
pentncidn del viridn, y la coaposicidn y pesos molecularcs dol écido ribenu-
clcico y pr tufnos que 1o constituyon. Dil un velor proacdio dc 6,9 + 0,6 xlO6

doltens (134, 135).

El couficicnte d¢ sc@imcutacidn &el virus oft:so awnodisperse, deterni-
nado pur ultrocentrifug.cidn cnalftice w8 do 141i T8 ¥y 1.~ Adcnsicad bouyante
proa.dio un cloruro Ao cusiov os doc 1,43 g/ﬁl (14). Estu valor corraspondc o
un¢ o 1.8 nfs altos dentry do los Pic rnavirus sicndo sélo suporado por

rhincvirus cquino & = 1,45 g/a1  (26).

Difcrixtus scrotipos Gul virus oftuse dificron or: su dcrsiénd, varicond:o
¢ . . A 4 s o - . .. 2] ~
stn untre 1,42 gﬁul y 1,44 3/41 (26). sir. .abarge, «c hon ropertads vhlores
Ac @ensidnd pern o1 virus untr. 1,42 /2l y 1,51 g/q1 (135, 136, 137, 138),
sicnde cxplizsables cstos diferorcics por o1 cuwacnto do densidcd praducido
por cerntrifu ~civnes on clorure éo cosio Curante un lorg. porfod. do tioapo

(138).

Lo conmposi .idr qufaica acl virus aftose cs dc 31% v BN y 69% do pr.-—
tcina. Su cspuctru Go eabsorcidn on ¢l ultravicleta prescuta un néxino a 259
nna y un afnino o 239 na, siondo su cocficicnt. do oxtireidn porcuntunl do

76 + 7 (57).
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b) Propiccedes del fcide nucluico

El ARN d21 virus oaftose tiunc un cocficionte do scdinentecidn dc 35S cn
condicionus noativas (139, 140, 26) y dac 17 S cuands sté desmaturalizadc con
forarldachice (141). La longitud daco ;a cadena ho sicde cstined~ vn 2,2 ua por
obscrvicidn al nmicruscopio ol.ctrdricu (142) 7 su poso nwlucular ontre 2 y
4 x 106 daltons. Su dcnsided boutiante on clorure de cuesio so¢ vstinad un 1,7
g/bl. Lo conpusicidn &. bases parns distintos tipes y subtip.s irmunuligic s
¢l virus afteso, ¢id un contonide on guoninc-citosine o un 52%, siundos us-

t¢ valor cl afgs clt. ortre los Pi- reavirus (139, 141, 143, 57, 26, 144).

El cspectr: d¢ abs~rcifn wn ¢l ultrovi lot: dcl ARN cxtr~fco con foenol,
pr.scnta un ndxino du absoreidn a 258 na y un nininv & 230 ma, sicndy <l vo-

lor de su coucficicnte dc uXtineidn porcontusl de 220 (57).

¢) Propi.dalcs du las pr.tuines

Los pr.tofnes dcl virus aft.so on la £ rma do cdpsides vacfos y unidodces
avrfolégicrs 12 S, han silo dcscriptns wn la sceceién "Antfgenos!, por lo quc

aquf sc¢ indicordn 1lns corcctorfsticns cdn o awmci. nnd-os.

L~ densid-d b.uyentc cr cloruro de cesio @ul cépside vecfo us 2o 1,31
3/51 (85). Su cspuctro do abscreidn ol ultravicicta, proscnts un afxine o 276
nm y w: 2fning o 250 no, aicntras quoe ¢l voler dll o oficiunt: d¢ oxtineién

prreentunl cs éc 11, 1 (145).

Lo dcterainecidn do 1la coiapusicidn cn cainofcidus parn las copis A 119
09 y C3 peraitid cstoblocor difur.ncins signific-tivas ontre las aisancs. Do

la aisme nepcr:, 2l caaparar lo cupa con cifironte rGacro & pasajes on

A
119
¢llulas do rifidn dc¢ bovino s¢ btuvierun ¢ifor.oncias on la proporcibn do gli-
cing, triptafeono y tirosine. Toles diforcncics sc pudéicron rolaci ner con la
¢istint~ viruloncic, nvvilidad cleetrofor®ticn y toeaperatura do dugradacidn

(146, 145).
El ndn.ro d¢ poliplptidus ustructurcles del virus aftoso ha sido tean dc
cuontroversia untre éistintos grupos doe investigad res. Lus distintos rusult -

dos <bv.nidcs, s¢ ben dcebico principoliente o los diferontes nltodes utilizedos
’ b
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pore 1o sbsencidn d. les proetofues dcl virus, osf ¢ o lag difircntes condi-
cionus on quu s8¢ realizeren las Jloctr.feresis wn el o pelicerilanida pe-

T~ su rcsolucidn.

Inici~lnente sc roportd guc ¢l cépside dll virus aft.s: .stobn consti-
tufdo pur un solo polipéptidc. Bste rusult~dov s¢ btuvo por 1~ utilizoeidn
d. goles Ao acsilaaids 6% cuntenicnde 0,1% ao D33, o wn prvscncic'du ureoe
8Mowun 1l gl y acrerptoctonol 4 M. Lo utilizocidn éo urce sin acreapt .cto-

nol, o la aayor concintr:cidn de ~erilanids on ol gol, éid origen o vorics

berd-s (147).

Sin cabergo, otro grup. du investi, ~dores roportabr 6 polipSptidos os—
tructurclos pire ¢l virus oft so (148). Por 1o aceién do tripsine scbr. ol
virién, sc¢ rcaovie wo ¢¢ lus acis poliplpticdes. Exporicneins roclizadns con
<1l virus tretodo cun la cnzima’ tndicoron que csc polipiptido cstabr rolocio-
nado con 1n activided inaunizznteycemel procese do ods reidn a las cllulas.

El cislanicnto do distintas frocciones protoicas por dugrndecidn par-
cinl &.1 virus por ofecte @l pH, tuapiratura y accién Ao urce 8 M asf ceno
la dutorainceidn do lus nainofeidos N-torainales ¢e los aisans, indicé por

lo aonusg, tres peliplptides ustructurnles d.l virus aftoso (149).

P.r otrn part., cxpiricrncins ronlizodes con cépsides vocfus, asf couno
con pr.t.fres desnnturalizadas acl virién, pr.cujeren .n clgunvs ¢-.8 s, 2}
scr onnlizodas cn &eloes dc policerilonidn, agrogcd s ncleculares (150) c
dcvsdoblrnicntus de polipéptidos on otres (114). Sin cabarg ., tuniondo on
cucntn tudes ostos factores sc pucde ciccluir que ol virus aftoso, tiune cn

su .structurn o tr. 4 y 6 polipépdidoes (151, 152, 90, 153).

El nodclo propucsto do 4 poliplpticdoes, cuinecide conel hellado cn 1o ae-
yorf~ d. 1 s pic.rnavirus (116), Lo dctorainneidn éc los pes s acloculares
di los aisaos, indi.4: VPle 34000, VP2# 300003 VP3= 26000 y VP4= 13500, ho-
114rd .sc ¢n la rileocién 1:132110,5 rospectiveacnte (151). Le fureidn du to-
2os los poliplptidos no s conoce,perv sc detuermaind que VP2 os 1 poliplpti-
do ryacvido por tripsine y que VP4 &a renccionus Qo fijaeiln d¢ cumplenonto -

- en,

pusiitives @ anjiﬁgﬁg&r;hvtvrotfpicos (90).
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Lo dcterainaeidn do los 2aincfeides C=ternminclos du los polipéptidos
ncyores indicé pare VP1l: scr-glu; pore VP23 lou-glu y para VP3 glu-cla-leu
(16).

MORFOLOGIn DSL VIRUS AFTOSO

El viridn dc 23 + 2 ma dv difactro, ostf c-mstitufds por uns cadena do

ARN y 1 c¢dpsic. proteic. Dicho cdpside ¢atl f.racdc por urnidoades norf.ld-

gicas auy cuapact~acnte unidas, lo gu. he hecho dificultess 1o doturninneidn
por ai1cruscopfa cluctrénice del nfacro d. unidndes norfoldgicng que 1. cuns-
tituyen (97). No cxiste actuclacnte coinciduncin acoeren Aol toasfio y coufi-
ci.nte do scdinent-cidn 4. 1-s unid-dcs mworfoldgic .s. Iniciclnonte por obscr-
veeidn 1 aiercscopio (leetrdnice, ne rop rtS su Cifactry coae éo 7-8 nn
(124, 133) y a&s recicntoawnte como dc 12 na (97); ¥ ¢l valor &l c.-cficicnte
d¢ selincntacidn cono @w 128 o 148 (96, 137). Por cu-c.ntrifug~cidn du 1lns
unidades norfoldgicas dll virus do la cncefaleaiooarditis ( 14S) ¥y 4ol virus
aftuso, roto cote Wltino por troat~aicnto con toapdn fosfoto du sedio 0,05 M
a pH 6,5; sc bscrveron dif.or.neits on 1-s vilocidades do sedincrtecidn ao.
cab s, o rrespondifndule 2 1n unidad acrfollgics Al virus aftoso un velor

d¢ scéiantacidn éu 128 (152).

Sv eclewld ¢l pes . poloculer éo lo unidnd aorfolfgice, por doterainacién
dc¢ ou cuuficiunte du scdiavwmtoidn y const nt. do difusidn, on 289000 o
282000d21%ons (153&, 143), nicntrns que por Jlictrf. . roesis on gel Ao pulia-
crilanide un 265000 daltons (152).

.

Un pria.r int.ntc on dctorainar 1o acrfologfe dil virus, indicd siactria
icoseh’idricn y qui ustabs cen titufdo por 32 unidedes a.rfoldgiccs (154).
Sin (abargo, rocicntencnte hon sid., prapucstos dos aodll.s pars ¢l virus

~ftuso (152, 97).

El priacro so basd cen 1la doterainccidn dcel ndncrs do poliplptidus cstruc-
turcales y sus pcesos nolocularcs, pur cloctrofurcsis on poliacrilonidng 1o dc-
terainacidn del peso adslocular ¢ul 4ARN y ¢l ofecte @ 12 tripsina s-bre lus
polipiptiduse Tenicnds n cuckite ¢stos dotus,BU eI ad valer Aol PM Ao 1o uni-

dad norfoldgice, y lo cstructura écl virus M-us-Elberfcld y do élgunos rino-
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virus (155, 156, 157), se propuso para el virus af¥oso una estructura icosahédrica,
compuesta por 20 unidades morfolégicas de coeficiente de sedimentacién 12S. Segln
este modelo, cada unidad estarifa formada por ca ntidades equimoleculares de los
polipéptidos VP1, VP2, VP3 y los vértices del icosahedrén por el polipéptido

VP4 (152).

El segundo modelo propuesto (7), se basd en la observacién al’ microscopio
electrdnico por tincién negativa, del nimero de unidades morfolégicas y morfolo-
gla de las mismas. Por raptura del viridén se obtuvieron 12 unidades morfolégicas
de 12 nm cada una (l2S-l4S) de estructura pentagonal. Cada pentémero estaria ;
constitufdo por 5 protémeros, teniéndose entonces el virus aftoso 60 protémeros
que darfan cuenta de su estructura icosahédrica. Cste modelo es igual al propues-

to para otros picornavirus (155, 156, 157).

REPLICACION DEL EBIRUS AI'TOSO

a) Ciclo de crecimiento:

El tiempo de replicacién viral varfa considerablemente dependiendo del tipo
de virus, de la célula huésped, del estado nutricional de la célula; de la mul-
tiplicidad de la infeccién y de las condiciones de infeccién (pH, medio de culti-

vo, temperatura, etc. (158)).

El primer paso de la infeccién de células por el virus aftoso es la
adsorcibén a receptores especificos a los que fueron determinados entre 30 y 100
por virus (14). El tratamiento del virus con tripsina afecta polipéptidos requeri-
dos para la adsorcién (129). La adsorcién es favorecida por la presencia de catio-
nes divalentes (159) y es dependiente de la temperatura (160). El tratamiento
con EDTA del virus adsorbido a 4°C la libera de las células sin afectar a éstas
Gltimas (159), no siendo liberado si la temperatura se eleva, ya que ocurre la
penetracién del mismo a la célula. Este fenbémeno es fuertemente dependiente de
la temperatura, siguiendo una cinética de primer orden, ya que se infectan més
del 90% de las células en 3 minutos a 37°C, mientras que debajo de 15°C la pens-

tracién es nula (160).

Luego de la penetracién, hay un perfodo de latencia, estimado entre
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100 y 110 minutos para células de rifidn de bovino infectadas, hasta la detec-
cién de la progenie viral intracelularmente (161): La deteccién estracelular

del virus comienza a los 150 minutos y coincide con la finalizacién de la fase
logarftmica, a partir de entonces disminuye la velocidad de sintesis y se alcanza

el miximo de produccibn viral entre 4,5 y 5 horas (162).

b) Sintesis de ARN viral

Estudios de las especies de ARN especificos de virus sintetizados intrace-
lularmente, han indicado por lo menos 3 & 4 especies diferentes de &cidos nu-
cleicos (163, 140).Por utilizacién de actinomicina D en concentraciones no mayo-
res de 10 ug/hl y de uridina radioactiva, se obtuvieron los ARN especificos del
virus marcados los que se analizaron por centrifugacién en gradientes de sacarosa
o por electroforesis en geles de agarosa (163, 164). Asf, se pudieron identifi-
card una fraccién de 37S, heterogénea, sensible a la riborycleasa; una fraccién
20S, resistente a la ribchucleasa ; una fraccién 20-37S, parcialmente resistente
a la ribonucleasa y una fraccién de coeficiente de sedimentacién menor de 20 S,
La heterogeneidad de la fraccién 375 de ARN intracelular, comparada con el ARN 35S
del virién, asi como estudios de complementaridad de bases, permitié pensar en

un modelo de ARN circular durante el proceso de replicacién (14).

El dsiamiento de la ARN polimerasa durante las primeras horas de infeccién
(165) y la determinacién de su actividad como un comfejo suluble con el &cido
nucleico permitié el estudio de la sintesis del ARN viral in vitro. Se identifi-
caron las fracciones de 37S, 20S de doble cadena y las heierogéneas entre 20 y
37S. La fraccién 20S consistiria en la forma replicativa, mientras que la frac-
cién 20S5-37S serian intermediarios de la replicacién. Se identificé también una
fraccién heterogénea entre 100 S y 300 S, que serfan intermediarios en la sinte-
sis del ARN 37S y que condstirfa en un complejo gormado por la ARN polimerasa y
el intermediario replicativo (166). Por pruebas de hibridizacién realizadas con
los productos obtenidos in vitro, se concluyé que las especies de ARl sinteriza-
das eran del mismo signo del virién, comporténdose como ARN mensajeros (167).
Por otra parte, recientemente se reporté 1la existencia en el virién

de una protefna con actividad de ADN polimerasa dependiente de ARN , que
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sincvtizarfe DN utilizand. cuio tuapledu ¢l ARN del viridn (168). Este re-

sultadce adn no ho sido confirand. por tr.s grup.s do investigocidn.

c) Sintcsis ¢ prot.fnes viralces

Dur~nte ¢l cicle de inf.ceidn, sc¢ dotuctaron tres pices dc sintoesis pro.-
tcicre Do 1los ¢l priacro ocurrirfn o los 60 airutos, sorfa inhibid., p.r
gucnidine y csterfe roleacionad. con la sintesis doe 1o ARN polincrasa. El dlti-
no0 de lus icos d¢ sintuais cstoria rilncionads ¢mn ¢l poricde dc acduracidn

dcl virus (169).

Cono conscecucncin ¢o 1o inufuccidn con ¢l virus, sc¢ cbscrvy uns rfpido
inhibiciéﬁ ¢n la sfntosis do pr tufins & 1a cfluls huésped (169, 170). L~
innibicién por .1 virus oun le sfrtisis dcl ARN coluler parcec scr a%s rfpido
qu¢ la pr-teicy,y o nivel do la actilacién dol ARN nucloar, diste producirfa
12 inhibicidén d¢ 1n foraceidn de los procurs. ros ribesdaic:s nuclenres, con-
sceucntuacnte d¢ 1les ribusuizs 7 do la sintusis pr toien (171, 170). Los
distint~s cspucics pr tuicis iduntificnd:-s hasto ahoer) bhon sid. cuscriptes

cn 2:ct.11e on 1o scecidn Hourfologfn 01 virus.
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CLPITULO II

MATERIALES Y HETODOS

1) VIRUS UTILIZADQS

. vy

Se emplearon indistintamente cepas pertenecientes a los tres tipos serolé-
gicos presentes en el pafs. Del tipo O, el subtipo 01, del tipo A el subtipo
A25 y del tipo C el subtipo Cl. Todos ellos cedidos por Selsa (Servicio de Lu-
chas Sanitarias, Rep. Argentina) en forma de epitelio lingual bovino infeccioso.

2) ADAPTACION Y MULTIPLICACION DEL VIRUS

Previo clonado tres veces en cultivo de células BHX 21 en monocapa, median-
te la técnica de Dulbeco (58) el virus multiplicado en las mismas células fué
adaptado al cultivo en epitelio lingual bovino en sobrevivencia mediante la
técnica de Petermann (172). Esto se logré en la mayor parte de los casos al
cabo de 5 6 6 pasajes. Los virus adaptados fueron cultivados en tanques (des-
criptos por Frenkel (38)) empleando el medio de Baker (173) y epitelio lingual
bovino en la relacién 5/1 p/b. La esterilidad del cultivo fue mantenida por el
agregado de penicilina, estreptomicina y cloramfenicol y controlada durante todo
el proceso de la produccién. La temperatura de incubacién fue de 37°C y los
tiempos variables para cada subtipo de virus pero nunca mayores a las 22 hs.. La
oxigenacién del cultivo fue mantenida por burbujeo de oxfgero medicinal durante
todo el proceso (38). Cada lote de produccién era de 30 litros y el n@mero de
pasajes de virus en cultivo se mantuvo entre 7 y 13 tratando de no sobrepasar
este Gltimo valor para evita» que sc establederan mutantes serolégicos distintos

al virus bovino original.

Al final del tiempo de incubacién, el tanque de produccibén fué r&pidamente
enfriado a 6°C, se suspendid la agitacién del mismo, se separ$ el liquido
sobrenadante que se centrifugd por una centrffuga Sharples a 25,000 RPii y luego
se filtrd por placas Seitz EXS en un filtro de placas. Todas estas operaciones
se realizaron en cémara fria a 4-6°C, Debemos aclarar que nuestros primeros
intentos fueron realizados con un material distinto. En efecto, se trabajé
con uno obtenido por extraccién del epitelio cultivedo con el sobrenadante

del mismo cultivo y el material asf obtenido luego de wna centrifu-
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gacidn, era sometido a las restantes operaciones descriptas. Sin embargo, el
producto éogrado era de tal complejidad,por la cantidad de protefna extraiia

incorporada, ‘Que la tarea se hacfa fmproba, ademds de perder en algunas eta-
pas de la purificacién gran cantidad de virus. Esto nos llev$ a trabajar sé-
lo con el sobrenadante del cultivo Frenkel. No descartamos la posibilidad de

estudiar en el futuro virus intracelular.

Bl material filtrado a través de las placas EKS constituyé el 1llamado

virus crudo o de partida.

3) TECNICAS EMPLZADAS PAR.. LA PURIFI AGION DEL VIRUS AFTUSO

l. Se emplearon fundamentalmente los métodos utilizados por Bachrach y col.
(57) y Brown y col. (174), pare la purificacién del virus aftoso en cultivo
de tejido, con las modificaciones necesarias para adaptarlo al material en es-
tudio.

3.1. Concentracién del ®#irus aftoso (Todas las operacivnes de concentracién

fueron realizadas a 4°C).

a) Precipitacidn con metanol

A 30 litros del virus crudo enfriado a 4°C se agregl lentamente y con
agitacién 7,5 litros de metanol a la misma temperatura. La suspensién alcohé-
lica se dej6 en reposo durante una noche a -12°C con el objeto de completar

la precipitacidn.

El precipivado floculento, fué separado del s :brenadante por centrifuga-
cién en un centrffuga Sharples a 25.000 rpm. E1l flujo de pasaje a través de
la centrffuga se mantuvo entre 6 y 8 litros/hora, obteniéndose en esas condi-

ciones un sobrenaéante lfmpido.

El sobrenadante fué resuspendido y disgregado en tampén TE ( el volGmen
de resuspensién se indica en lasdifercntes experiencias realizadas) por medio

de un homogeinizador Ultraturrax a 18000 rrm durante 2 minutos.
b) Precipitacién con sulfato de amonio

A 30 litros de virus crudo se agregd lentamente y cun agitacidn 30 litros
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de solucién saturada de sulfato de amonio en tampén fosfato de sodio 0,05 M
pH 7,5. La precipitacién se complet§ por estacionamiento durante una noche

a 0°C,

Las condiciones de centrifugacidn y resuspensién son las mismas que en

la previpitacidn con metanol.

c)Pre ipitacién con polietilenglicol
A 3 litros de virus crudo a 4°C se agreg$ lentamente y con agitacién 560 ml
de un asolucidén de PEG 6000 al 50% en tampén TE. Luego de una noche a 0°C el
precipitado se separé por centrifugacidén a 4000 g durante 60 min. a 0°C. El
precipitado se resuspendié en las condiciones ya mencionadas.

3.2 Tratamientos con solventes orgénicos

g%@genes jguales de suspensién de virus en TE y de la mezcla n butanol-
cloroformo (1/1 v/v) fueron mezclados por nedio de un homogeinigador Ultra-
turrax a 18000 rpm durante 1 min. Esto di6 origen a una emulsién de aspecto

blanco lechoso.

La centrifu.acidén a 2000 rpm en el rotor de la centrifuga Internaticnal

PR-2 permiti§ la separacién de tres fases. La inferior de butanol-cloroformo
(en 1a cual estdn disueltos principalmente lipidos y.lipoproteinzs); la in-
termedia de material desnaturalizado por el tratamiento (principalmente pro-
tefnas) y la fase acuosa superior ligeramemte opalescente que contenfa el vi-

Tus.

Se separ§ la fase acuosa y se repitié el tratamiento hasta cue prdctica-
mente no aparocié,material insoluble en la interfase que ocurrié gener..lmente
luego de tres tratamientc sucesivos.

A la fase as{ obtenida se le agregé un volumen de arcton 113 (1,1 2- tri-
fluor 1,2, 2-trichoro etano) y desproteinizé por agitacilén con un homogeini~
zador Ultraturrax durants 1 min. La centrifugacibén en las condiciones mencio-
nadas antes, permitié la scparacién dc la fase acuosa supcrior gque contenia
el virus. Este tratamiento se repitié hnasta gue no aparcecid material insoluble

en la fase orgénica (cominmente dos tratamientos).

El 1fquido infeccioso asf obtenido presmmaba un li;ero color amarillen-

to y oera traslidcido.
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3.3 Fraccionamiento por columna de Sepharosa 2 B

La sepharosa 2 B permite ol fracciunamiento de particulas en un rango

de pesos moloculares entre 1 x 105 Yy4x 107.

Pr .vio a la preparacién de la columna, la sepharosa 2 B fué lavada 2
veces con agua destilada y 5 veces con un volUmen de tampén TE. Los sucesi-
vos lavados se hicieron por decantacidn con ol objeto de removor las partfcu-
las finas del gel. Se utilizd una columna d¢ 80 c¢m de largo por 2,5 cm de dis-
metro. El empaguetamiento dcl gel en la columna se¢ realizdé en cdmara fria a

4¢C y por simple gravitacién.

Se¢ hizo pasar tamp®. a través de la columna duranto una noche (4 é 5
volimenes) detecrmindndose el equilibrio de la sepharose con el mismo cuando

el 1fquido elufdo tenfa el mismo pH y absorcién a 260 nm que ¢l tampén TE.

Se agrugaron 4,5 mlde virus cn TE y se mantuvo un flujo de 15 ml/hora.

Se recoiieron fracciones de aproximadamcnte 3 ml cada una.

3.4 Ultracentrifusacidn en cloruro dc¢ cosio

Este método permite la concentracién y purificacién de virus en funcién

de la densidad de los distintos componcntcs do la muestra (57).

Se utilizé cl rotor 30 de la ultruscentrffuga Spinco L 2-50. Los tubos co—
rrespondicntes contenfan 5 ml .¢ la sol.cién de cloruro do cosio en TE a los

que se¢ agregé 30 ml de virus on TE.

Mediante diferentcs ensayos on quc so varid la dersidad de la sclucidn
de cloruro do cvsio y el tiempo de centitfu acibn . 2900> rpm, se deteraind
que las condicioncs Sptimas de centrifugacién correspondian a una donsidad de

1,44 g/ml de la solucidn de cloruro de cosio y 270 minutos de centrifugaciébn.

Tcrminada la misma se recogioron fracciones de 0,5 ml cada una por gotoo

al pinchar cl fondo decl tubo.

3.5 Ultracontrifugacidn a través de solventos orgdnicos

vste mbtodo utilizado para la purificacién dol virus aftoso (57), consis~

te en la ultracentrifucacidn del virus parcialmente purificado, a través de
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una faso or¢dnica y su postcrior fraccionauwicnto en una fase acuosa do clo=-

ruro de cesio en tampén TE.

Dos mezclas orgdnicas fucron utilizadas, la de n-octanol~cloroformo y
la de¢ dibutilftalato. Los resultados obtcnidos con ambas mozclas orgénicas

fueron muy scmejantes.

La dcnsidad de la meczcla fudggonoralmente dell,03 g/hl, la quo se obte-

nfa al mezclar n-octanol y cloroformo on las rclacioncs 68132 v/v.

En un tubo del rotor SW39 dc 5 ml dc¢ capacidad, se agregaron consccuti-
vancnte 0,7 ml de solucidn de cloruro de ccsio on taapdén TE do densidad
1,43 g/ml, 1,1 ml dc wmezcla n—octanol-cloroformo (dcnsidad: 1,03 g/ml) y

3,2 ml de suspcnsidn de virus en tampén TE.

La centrifugacidn se realizd a 39000 rpm durantc 210 minutos y a 4°C.

dc tcoperatura, No se utilisé freno para 4 .tcner la contrifugacién.

La banda dc menor densidad ubicada on la zona de cloruro do cesio on

TE fué soparada al tcrminar la contrifugecién, pinchando ol fondo dcl tubo.,

3.6 Flotacidn cn cloruro dc ccesio

Al material proveniente de 1la centrifusacidn a través de la fase orgd-
nica, se aunmento la densicdad con solucién de cloruro de cesio en TE (densi-
dad 31,84 g/ml) hasta obtener la suspensidén densidad: 1,6 g/ml.

Sobru el virus en cloruro Ge cesio a densidad 1,6 g/bl se arresaron len—
ta ¥ consecutivamente con ripeta Pasteur y tocando la pered del t.do0 1,5 ml
de cloruro Ge cesio en taupén TE de densidad 1,53 Q/hl, 1l o1 de cloruro de
cesio en TX densidad 1,35 ;/ml y 0,5 =1 de tamyén TE.

durante 130

39

La centrifugacidn se realizd a 37000 rrm en el rotor SW

minutos Yy a 4° C.

Terminada la -11saa, se separaron las bandas de menor densidad ripetean-

do desde la parte superior del tubo.

El virus se dializé contra 200 volvmenes de tampén TE en cdmara fria

durante una noche ¥ con agitacidn.
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. . . L _ rorosa
3.7 Ulirscentrifusacidn en gradientes de sacarosa

a) Preparacidn del gradiente: En tubo del rotor 30 de la uwltracentrifuca
Ned s

Spinco L 2-50, luego del a;regado de 1,5 ml de sacarosa 6Jp p/v en TE, se pi
petearon lentamente y por las pareies, consecutivamcr.te 3,2 ml de sacarosa en

TEs 45%5 41,25%; 37,555 33,7555 30%; 26,2545 22,503 18,75 y 15,

La linealizacidn del gradiente se logré o bien por .simple difusién a 4°C
dejando el gradiente en rep.so durante una nochs o por ceutrifugacién a 30000

rpm durante una hora.

» -
. - . . . . . . ieca
La linealidad del mismo se comprobd por cdete.minacidn refracdométr

de la densidad de diferentes fracciones.

Cuanio se utilizé el rotor W, _, el gradiente se formd de la nisma man.ra

39

i 3 i v >i6n la capacicad
que antes, pero manteniendo las relaciones de voluimenes en funcién de y)

deo los distintos tubos de ceatrffuga utilizados.

b) Centrifugacidéns El airegado de material a fraccioncr se hizo por las

paredes del tubo, muy lertamei..te de manera de no producir turbulencia.

Lucgo del agregado del nmismo (generalmente 3 ml para @1 rotor 30) 1la
centrifugacién se efestud a 20.000 rpm durante 180 minutos y a 4° C, Al fina-
lizar la centrifugacidn se coleccionaron fraccione de 0,5 .1 cada una pin-

ciando el fondo del tubo.

Las fracciones reunidas fuer.n diluidas ¢on un volumen de taapdn TE y

luego dializadas contra 200 voltmenes del nisno tampéu con agitacién en cfma-

ra fria durante una noche.

Cuando fué necesario el material dializado seconcentrd por diflisis con

tra "BG20000 al 50% o por ﬁitracentrifugacién en el rotor 40 sobre una capa

de 1 ml de solucién de oloruro de cesio en TE (densidad: 1,6 g/ml) a 40000

rpm durante 120 minutos a 4 C. ista Gltima operacién se realizdé cuando las

fracciones seleccionadas iban a ser posteriormente analizadas por ultracentri-~

fugsacién isopfcnica en sradientes lineales de cloruro ce cesio.

4. ABSORGION N EL ULTR VIOLETA

4.1 Curvas de absorcién

Las diferentes curvas de absorcién a 260 nm correspondientes a los dig-
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tintos fracciunamicentos realizados (cromatosrafia en .8l de sepharosa, cen-

trifugacién en _radientes dg cloruro de cesio o sacarosa, etc,) fueron realiza-

das en un espectrofotdmetro Beckman; modelo DU-2.

Para ello alfcuotas de las distintas fracciones (30 ul a 200 ul) depen=—
diendo este volumen de la cantidad de materiai purificado ) se diluyeron con
0,8 ml de tempén fosfato 0,05 M, pH 7,5y se deterning la absorcién a 260 nm
en microcubetas de cuarzo. Como referencia se utilizé agua destilada. Las
lecturas , en todos los casvus fueron corregidas por difer.ncia entre los res-
pectivos valores de absorcién a esa longitud d: onda respecto ée los de su blan-
co. Como ejemplo, en el caso de la centrifugacién en gradientes de sacarosa,

el blanco consistié en reemplazar los 3 ml de material infec:.ioso por 3 ml

de tampén TE, el cual fué centrifw,ado y fraccicnado simulténeamente con la

~megtra, determinéndose la curva de absorcién a 260 nm.

4.2 Determlna01on 1 de los coeficientes de ex tlnclén

El coeficiente de extincién porceutuzl se calculd seglin la ecuacidn:

E 1% - DO
259 (v
en donde E L es el coeflplente de ext1nci6n porcentuhl a 259 nm, DO es ka

259 - -

absorbancia del virus a 259 nm deter~1nada en cubetas de 1 cm de lado y C:

la concentracién del virus e presada en g/lOO ml.

El virus orisinalmente en tampén TE fué dializado por una noche contra
200 volimencs de tampén fosfato de sodio 0,05 M pd 7.5 conel objeto de elimi-
nar el Tris y EDTz ya que interfieren en la medida de¢ la absorcién a 259 mm

y en la detcrminacién de la concentracién proteica por ol método de Lowry.

Las corrccciones por "light scattering" fueron hechas por extrapolacién
de curvas (175).

4.3 Espcctros de absorcién

Fucron detorminados en un espedtrofotémetro Shimatzu modclo MPS-50L.

cntes de la dcterminacién del espectro de absoicién en el ultravioleta,

las muestras fueron dializadas durante una noche contra 200 voldmcnes de
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tampén fusfato do sodio 0,05 M pH 7,5 en cdmara fria a 4°C.

™ la cubeta de referencia se coloca el mismo tampén. Los valores fueron
corregidos respecto a una curva de absorcién base realizada con el tampén

fosfato en que se enconti-ba disueclto el virus.

S« ULTR.CINIRIFUG.LCION ANALITICA

Fué utilizada con el objeto de determinar la homogeneidad de las prepa-—

raci nes y el valor de los coeficientes de sedimentacién,

Para ello, se utilizé una ultracentr{fuga apnalitica Spinco modelo B o~-.:

pada con schlieren 6ptico.

La centrifugacién se realizé a 259350 rpm en celdas de doble sector y a

2N~ de tempcratura.

La muestre analizada (1-3 m¢ de protefna/mljestaba suspondida on tampén

TE y en la cubeta de refercncia se colocd ol mismo tampén.

El célculo y valor de los coeficiintes de sedimentacién, se indica cn la

scceidn"RESULT.LDUS" .

6. MICRGSCOPIA LLECTRONICA

Fué realizada por el Jr. César Vdsquoz on la Facultad de Cicncias M&dicas.
La tdcnica uytilizaca consistid on la tincién nesativa de las diferentes nues—
B A1 ¢ ] 1
tras con acetato de urenilo al 1% (97). Previamente sobre las grillas con mem-

brana de carbén se hizo un spray del virus en tampén T2 y lucgo su lo fijé
con tampén dcido acético-acetato de amonio pH 5. Las caracteristicas de la

microscopfa se muestrcn al pie de lag micrografias.

7. ELFCTROFORESIS EN GEL DZ PULIL.LRILANIDL

El virus purificado (A'B) ¥y suspendido en tampén TE fud centrifugado en el

rotor SW39 a 39000 rpm durante 90 minutos.

El ;recipitado se resuspendié en tampdn dris-glicina 0,023 M pH 8,6, urea
8 M y 2-mercaptoetanol 1% en un volumen tal que se tuvicra uha concentracién

proteica de 1 mg/hl.
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Los geles ée acrilamida fucron nreparados de acuerdo al método de Davis

(176) con al:unas modificacionss (148).

Se utilizé gel de poliacrilamida al 7% y urea 8% en el gel. E1 mismo se
paré disolviendo 7 g de acrilamida ¥y 43 g de urca on agua dcstilada, hasta

unlvolumen de 100 ml,

Le solucién dec gelificacidn sc obtuvo por agregado de 0,91 ml de una
solucibn de pcrsulfato de sodio al %% y 0,028 ml de T:ZIED (dimetilaminopropio-
nitrilo).

La mezcla sc voertié sobre tubos de 0,8 cm por 12 cm hasta una altura de
8 cm e inmediatemente se azresd agua destilada, sin remover el gol, hasta que

se formé una capa de S5 mm, para cvitar la formacién del menisco sn el gel.

La gelificacién se accler$§ por medio do una lémpara do rayos infrarrojos

¥y se completd al cabo de 30 minutos do pcrmanccer el gcl on reposo.

Lu.go de la climinacidn del agua dcstilada sc agregzaron 0,2 ml de la rwues-
tra (no siendo nccesario el agregado de sacarosa para aumernter la densidad,

Ya que cse cfecto lo produjo la solucién do urea 8 M en que sstaba suspendido

el virus).

La elevtroforesis se realizé oun tempon tris—glicina 0,023 M pH 8,6 a
5 mA/gol durantc 5 horas,

Finalizadz la aisma los &eles fueron cxtrafdos del tubo soporte y colo-
rcados con amido Schwartz 0,5% en 4cido acético al 7/ Gurante 40 ninutos. Lue-
80 se hicier n sucesivos lavados cor la solucidn de dcido acético al 7,5 para

eliaminar el cxceso dec colorante.

8. INFZCvIOSIDaD

La determinacidn dc tftulo inf.ctante fud rezlizeda en 04lulas epitelia-
los primarias de rifién de cerde, segin el método de

. . laca de D ‘
introdujoeron algunas modificacionas (58). P ulbecco 2l que

Las c¢dlules fucron crccidas en monocapa on botollas de 90 ml de vidrio
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nautyo ex-pedio Bauks# suplementado con 0,5 % de nidrolizado de lactoalblmina y
15% de sucro ocuino. Una voz formada la monocapa, gcneralmonte al cabo
de 3 dias de incubacidén a 37°C, s¢ infcetaron las células con 0,2 ml de la

dilucién dc virus cn medio Zagle sin sucrop unfriado a 4°C.

La a2bsorcibn sc¢ realizd a 37¢C durantc mcdia hora. Al cabo de la mis-
wg se a;rcaron a cada frasco 5 ml de una susiinsidn de agarosa 0,9% on

mcdio Dagle suplementado con suero fetal boviro al 2.

Los frascos s¢ incuvaron durentc 40 horas a 37¢C. Al cabo de ese tiem -
po sc fijaron las células dwranto 20 minutos con una solucién dc¢ formol
2l 10,. Sc sac$ cuidazdosanmente el agar ¥ se colorcaron las céiulas con so-

luciones de cristal violeta o rojo neutro al 0,2%.
9. FIJACION D5 COMPLINIENTO

9.1 Inmunosucros usados

Los suoros utilizados fueron especificos para las ccpass A24, A25,

A c c L i fueron gentilmente codidos por C.U.L.B.A.
26 C160 ¥ Argentino’ os nisaos, ¢ron ge co oS p

Se traté de sucros hipcrinmuncs, obtcnidos en cobayo, de acuordo a las téc-

nicas clisicas, con virus recibidos del Jentrv Panamcricano de Fiebre Af-

tosa.

9.2 Tlcnica de fijacibn de complencnto
- L J¢ n GO complencunivo

Se utilizé cl :adtodo do Brooksby (73), scsén cl cucl, la titulecién
dc los enti,cnos (Ag) sc rcalizé, mantonicndo cormdantcs las cantidodes
dc Ag y de anticuorpo (Ac), y variendo la cantidad de complemento (C')
agregedo, Las rcacciones se rcalizaron cn condiciones de <xeceso do Ac,
pudiéndosc entoncces mantencer una relzcidén lincal entrc la concontracibn

do Ay la fijacibn do complemncnto por cl sistema Ag=ic.

Glébulos rojos

So cmplearon gldébulos rojos (GR) de carncro, los quc fucron lavados 3
voces con 10 voldmenes do tanpdn veronal isoténico y centrif- gados a
1800 rpa furantc S ni:utos. Sc utilizaron a- ucllos on los quo el 2% y ol

3er. lavedo pr.sontaben un ‘sobrenadante incoloro. Lo suspensién de GR
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sc diluyé, hasta quec 1 ml de lz nisma, adicionada dc 14 ml dc una solucién
0,1% de bicarbonato dc sodio dié un valor cr el cspcctrofotémetro, de

DO = 0,700 a una longitud dc¢ onda dc 540 nm.

Sucro hemolitico

Fué obtcnido en conejos zdultes, por inoculacidn de¢ GR de carnero.

Detorminacién dcl titulo del suero hemolftico

a) Scnsibilizacidn de los gldébulos rojoss sc cfoctuaron las siguicntes
diluciones del sucro hemolftico (SH): 1/200, 1/400, 1/800, 1/1.600. & 5 ml
dc la suspcnsién normalizada dc GR, so agrogaron 5 .1 do cade diluciébn de
S’e. La scnsibilizacién sc roalizd por incubacidén durentc 30 min. on bailo

aeriz a 37¢C.
b) Titulacién dcl SH, cn cl cuadro N° 1 csté esquematizadz la titula-~

cibn dcl SH.

Cuadro N 1s Protocolo dc la titulacién del sucro hcmolitico

p——

. P E W TGS et e - SEE——— T | 8- . P W G PSP B W~ P W T e CE———

Tubo Ne 1 2 3 4 5% gr ¥
Dilucibn dol 5B 1/200 1/400 1/800 1/1600  1/200 1/200
Voluncn de GR:‘S on Al B - ']..,'2-5‘ o .l.,.2,5._“1-,-2.5'“ --1.,.2-5 . W-—;,-2.5- N 1,25
Volumen do tampén veronal 5 5 5 5 7,5 -
cn ml
Volumen do C on ~m1 »—--——-—2:-;-—--- 2,5 2,5 2,—5- - - - -

— - - e St St ¢ e — . ——— —— | e e - s on = . e e

Volumcn de carbonato do -

sodio on ml - - - - - ¥
Conridicioncs do incubaciédn 30 minutos a 37°C

T e e
D.0. a 540 nn 0,732 0,685 0,655 0,499 0,021 0,795
D.0. corrcgida 0,711 0,664 0,634 0,478 - -
Porc ntajo dc hcablisis 89,4 33,5 1719,7 60,1 - 100

- - cwrm— . a o e w—

¥ Blanco dc 0% dc hemdlisi:
¥¥ Blanco dc 100% dc hceméblisis
¥¥R Sc detormind la absorbancia a 540 nm dcl scebrenadante de los GR lucgo do

centrifu.ar 5 nin a 400 g.
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En ¢l gréfico n® 1 sc mucsiran los rcs.ltados cxprcegos como .o dec he-
mélisis vs dilucién dcl SH. Sc considerdé 1 UH (unided hemolfticz), a la ma-
yor dilucidn écl SH a pertir d¢ la cual, vor auacnto de la concentracién dol
mismo, sc menticnce constante el porcontojo de hemblisis. En el ejemplo mos-

trado, sc considerd como tftulo dol ST ¢l valor dc dilucién 1/800,.

c) Tiitulocio .. del complemcnto

A voldmenas iguelcs (1,25 ml) de glébulos rojus mensivilizados (GRS),
cs dceir, voldmenes igucles dc GR de D.0. = 0,700 y SH dilucién 1/800, sc
agregoeron cantidades variables dc ¢ mplcmonto (C'), dc mencra de .btoncr
porccntajcs de hemblisis comprendidos cntre wn 20,5 y un 805. Los volémcenos
de los distintos tubos sc¢ ijvalaron con taapén veronal. Los blancos corrcs—
p ndicntes 2l 06 y 10..» do homblisis, 1la ineuwbscibn a 37°C, centrifugacién
¥ detorminacibén de DO, sc ofc .tucron como cn le doterminacién del SH.

En ¢l cuadro n® 2 sc¢ rosumen los rcsultados obi.nidos dc la titulaciébn
dcl complemcnto.

El cflculo dcl tftulo fuf dctormincdo por utilizasién dc la ccuacidn
do von Kioght

1 S (1)
! - . - 1og —— e e
log x log k + n 1-Y

ch la quos
x =nl C' 1/50
100 Y ¢ % dc hemélismis

Al groficer log x vs log Y/l-Y obtencmos una racte ( se Lumplc pare va-
lorcs comprendidos cntro 20 y 80, do hemélisis) cuyz pondicnte 1/n es funcidn
dc la conceontrocidn de gldébulos rojos utilizedos ¥ su constancia durzsnte ol
cxperimento indica que cl sistcma utilizade os corrccto. (En nucstro cxperi-
mcnto obtuvinos un valor do ns J,33). Pere un velor de Y = 0,5 sc¢ ticne que
log x = log k reproescntondo cntonces k los al de C 1/50 quc producen el 507%
dc hemblisis on cl sistcme complcto.

En ¢l grifico n® 2 se repre=entd log Y/l-Y vs log ml C!' 1/350 por lo
cual sc puceden sbtencr los nl de C! 1/350 quc prod - ch 5oj dc hemdlisis.

El tftulo dol complemento obtenido indicé que 2,94 ml € 1/350 = 1 UH.

El complcomento fué titulado sicapre antes d¢ la deverminacién del tftulo

dcl antifcno on cada ¢x crimento.
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Cundro N® 23 _Protocolo d¢ la titulac16i_dol compl cmento

Tubo N 1 ®° 3 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

e e e — e R S ———— W T SEE ey s = w e v & e e T ——— < e — - ® = W ———— . . Wiw & = Smwis e v ® eem——— e e o — -

Voiluncn do GRS en ml 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

- mm—— h W ie e " MW BN @ W e - w—— - -——————— e . - —. . e e . e

Veluacn éo  1/350

- e m s e e e tm cwrm e e s mtm— e w— e s e P e mrm e e M et v ce e o o a———

N‘.w Wuw N‘.N Nv.w .Wuu. wuH .Wum WQW A.uo A.uO - - - -
cr ol

—— O ———— W B —— 'S ! WL e = - ———— T T @ G Y % o wmm——— W W iws s W w & emw e mm G————— e o A e e v - caew -
. TN ——— G ot I} e —— W w e ® S tie 4 s e s G m— g

Vol tacr do tampd al .
o WROR VerOn®® 5,2 5,2 4,8 4,0 4,4 43 40 2,0 3,5 35 1,5 T,5 - -

cn nl

— - ——- . " G————————— W W em—miE W 4 s T MIME 8 GG TM@EEN® t A P c e G e i eiwme sitet e 1t W s B e e B e e T —

Volumen do arbon.to de

sodio 0,1# cn ml - - - B B - = = - = = - 1.5 1,5

——— . W W 1 e e N G W W W P = W - W W A SR T W @ 6 - W T S — e v e R e A e E————E e e W e v Me e v e - e

Leoturs de D.O. 2 540 nm 0,217 0,228 0,342 0,338 0,448 0,440 0,521 0,522 0,601 0,598 0,007 0,004 0,735 0,795

——— —r—— . — . @ - e — B e - = s Tl s Emes w m Smmrm e e . s @ A —— @ —— . ——— ——— - > ..

Valor prorcdio de la D.O. 0,216 0,334 C, 438, % 0.576 Q. 525 © 4183

-

cor g ice

.

- e g, p— ——— — — . e v - . —— A - —— v —— ———— A Bt b T e 6 e A A @R @ E——— T W
—— S - — = . a— - —— - - - e -~ e - .-

Porccntajc dec hemblisis 27,7 42,8 56,1 66 76 - 100

- —— " . G g P e = —— - Wi Wi 4 WP CelwC et W e -w
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Titulacidn del anti;cno

En ceode uno de 1ds tubos sc aircgd un volumen %al dc la dilucidn de
C 1/50, quc corruspondié a 0,243 0,33 0,44; 0,53 y 0,7 unidedos hemolfticag,
Lucgo So igualaron los voldmcnes a 1 ot con tcmpén voronal. El 1000 dc hemé-

lisis s0 vbtuvo por zgri¢cis do un dzciso nuy grandc do -cmplcacnto.

Sc arrcgaron a cada tubo 04 ml del antitucro correspondicnto (sucros
bipcrinmuncs obtenidos de gziubzsfﬁ d¢ dilucidn 1/30 Lucgo sc anregd sl
sistoma completo 0,2 ol du antifcno cn tompdr veremal. Pere. la det.rminacién
de le anticomplomentaridéed dcl anticucrpo, so reocmplcozd cl Ai por 0?2 ml
dc teapbn veronale.

Lucgo dc¢ incubar 30 minutos a 37°C so agreid o cade tubo 1 ml1 de GRS
preparcedos do¢ la misme mencre ¢ue on la titulacidn dol complomcento. Lucgo
de une nucve incub:cibén de 30 nin 2 37° sc centrifugd la susponsién a 500g

durent.: 5 min.y sc¢ dctoraind le cbsorsidn ¢ 540 nm.

10, DET.; MIN4CICH DS ZRUTEINAS

Le concontracién proteice fue dotorminoda por ol nétedo de Lowry (177).
Las nucstras iricialmciite on tampén TE con o sin cloruro é:. ccsio, fucron
diclizcdns cxheustivononte durante wis noche contre tempdn foufato de sodio
0,02 M pH 7,5 ya quc ¢1 TE interficre ¢ n lo dcoternincacidn. Sc utilizd como
pairén unc solucidn al 0,2;5 dc scroclbimina bovina eristalizada (Sigme)

disuclte ¢n ¢l naisac teapln.

Los curves do densided d¢ les gradientoes d:o equiiibrio d¢ eloruro do
ccsio sc¢ dotorminaron por roefractuactric. Se utilizd pere c¢llo un refroctdémo—

tro marce Zeitz tormustatizado a 2ij,9.'

La dotorminacidn sc cfcotubd cn une de ccda cuatro frocciones dol gra-
dicnte, que contcnfen tris gotes codc una, midicnéo ¢l valor del Indice de
refraceibn correspondicntc a la scgunda gote de diche froeeidn. La conver-
8ifn dc¢l velor del Indice do rofreeccidn o dersidad so ofoctus utilizando
una curve du fndico do rofraccidn vs dinsidod do solucioncs petrdén do cloruro
dc cﬁsio en tempbn TE. Los velores do dersided do les solucionas patrén de

cloruro dc cusio se dcte zinarorn pur picnonetric.
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CAPITULO III

RESJULTADOS
A. CONCHELTRACION POR PRTCCIPITACION:

Debido a la relativamente baja concentracibén virica obtenida en nues-

J UFP/ml), fué necesario par-

tro caso por el método de Frenkel (v.g. 106 - 10
tir de grandes volumenes de cultivo infeccioso parz disponer de cantidades

apreciables de virus y poder continuar la purificacién.

Los métodos de concentracién de virus utlizados fueron tal como se
indicé en Materiales y Métodos:

a) Piecipitacién con metanol (1/4 v/v) o con solucién saturada de

sulfato de amonio en tampén TE (1 v/v).

ap)Precipitacién con polietilenglicol 6,000 (PIG 8% p/v final).

Las precipitaciones donde intervino el metanol y el sulfato de amo-
nio, fueron utilizadas para la concentracién de grandes voliumenes de lfquido
infeccioso (10-50 1ls), mientras que la precipitacién con polietilenglicol se

usé para voldmenes no mayores de 3 ls.

al) Precipitacién con metanol o con sulfato de amonios

Luego de la precipitacién a baja temperatura, las suspensiovnes fueron
centrifugadas en las condiciones especificadas en Materiales y Métodos. Los
precipitados se resuspendieron en TE en la relaciSn 1/100 respecto del volimen
original utilizada por Bachrach y Brown con el material proveniente de culti-

vos en lfneas celulares (57, 174).

Los 1fquidos concentrados fueron clarificados per centrifugacién a
8.000 g durante 20 minutos, dete.mindndose la concentracidén proteica y el

tftulo infectante de los mismos.

En la Tabla I se muestran los resultados comparativos de la efectivi-

dad de precipitacién con metanol y sulfato de amonioe.
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BABLA N° 1: Concentracién por precipitaciém del 1fquido infeccioso de

partida, con metanol y sulfato de amonio

Material Tratamiento Relac. Proete Infecti- Infecti- Rendi-
de ina vidad vidad miento
Concent. total total espec{fica
6
Neo mg  UFPx10  UFP/mg de o
P
prot.xlO5
Suspensién
1 1/1 20 2,8 100
virica ori- / 3 90 !
ginal
Material 1
2 Precipitado 100/1 10 15 15 17
CH_CH
con 5
Material 1
3 Precipitado 100/1 42,5 17 4 19
con 304(NB4)2

En base a los datos de la Tabla n° 1 y cinsiderando la efectiridad
de la concentracién (rendimiento), es indistinto el uso de uno u otro

agente precipitante. El rendimiento obtenido en ambos casos fué muy bajo.

En las mismas condicionus de concentrgcién con el material proveniente

de cultivo de tejido elwrendimiento es de aproximadamente el 50> 57,17ﬂ)-

La gran disminucién de la masa virica recuperada, se podrfa deber

1) inactivacién del virus por los agentes precipitantes,
2) inactivacién o pérdida por la centrifugacién,

3) pérdida de virus por falta de disolucién.
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Con el objeto de establecer la razén por la cual el rendimiento de
este paso era tan bajo, as{ como las condiciones 6ptimas de precipita-

cién, se realizaron las siguientes experienciast

1°) Se precipité el virus con metanol y sulfato de amonio en las
condiod ones anteriormente especificadas y se lo resuspendié en el mismo

voldmen de partida, de manera qup no hubiera concentracién.

Por titulacién de la suspensién se determindé que en estas Qondicio-

nes el porcentaje de virus recuperado ¢gcilé entre un 70-100%.

En funcién de este resultajo, de las tres posibilidades citadas,
la disminucién en €l rendimiento se debe fundamentalmente a la falta
¢
de disolucién del virus, debido a la alke concentracién proteica del 11~

quido infeccioso de partida.

2°) Con el objeto de debrminar la relacién de concentracién ptima
para dicho material, se precipité§ el virus en las condiciones ya des-
criptas, con cada uno de los dos agentes precipitantes. Los dos preci=-

pitados fueron resuspendidos en 1/100 del voliumen original.

A varias alfcuotas iguales de 1g disolucién, se le agregaron can=-
tidades distintas y crecientes de tampén TE, y se determiné la iniec-
tividad y la concentracidn proteica previa una clarificacién a 8.000 g

durante 20 minutos.
Los resultados de esta experiencia se muestran en la Tabla n°® 2.

Si comparamos para una misma concentracién final los datos de ren-
dimiento obtenido con sulfato de amonio y con metanol, llegamos a la con-
clusién de que los rendimientos son semejantes, a pesar de logparse en
todos los casos un mayor rado de purificacidén utilizando metanol como
agente precipitante(los datos de Infectividad espec{fica de la Tabla 1
confirman ésto dltimo). PEsto se debe a la mayor precipitacién de pro-

teina contaminante por parte del sulfato de amobio.

Hr bage a los datos presentados en la Tabla n® 2 vemos gque una con-
centracién de aproximadamente 10 veces con metanol, permite la recupera-

cién de un 40-50%4 de la infectividad original.
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TABLA N° 23 Eficacia de 1o prest-:itacidn c.n nctonol y sulfeto de anvnic

para diforentes grod..s e cuncentraciln

.Y T B ——— ——— — ———

. — ——— - ——— - ——. *

Infoctivicnd Pr.tuine Infoctivi- Rendi-
M~rteoring Trotanicnt.  Veluwaen t.tz2l total éad cspccé_ nionto
fica
“— — = ——
- o UFP 10 g U'FP/::»E prot %
T 1
Suspensiin viri-
ca :-riginal 100 150 384 0,39 10G
Mat. 1 c.ncontra
do 100 vcees por
ppcidn. con CHBOH 28,5 14,4 1,98 e
Téden anturior
concentrady 33,3
vieces 40,5 21 1,93 21
Iden anterior
concentrad. 16, 6
veeces by 5 1,%0 :
Iédoa anteriur
cencentrads 4, 6
veC0s 15 73,5 59 1,24 49
Mat, 1 ccncen-
tialo 100 voecos
por ppciln con
so4(ma4)2 1 19,5 31,2 0, 62 13
Idca 2ntorior con-
contrnd 33,3 veces 3 39 75 0,52 25
Idon anterior cun—
centrade 16,6 vecos 6 40,4 109 0,37 27
‘Idenm anterior con—
centrady 6,6 veees 15 49,5 151 0,33 33
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32) Precipitacién con polietilenglicol
Fué efectuada en las condiciones ya especificadas en Matdriales y
Métodos parg volumenes no mayores a 3 lts.

En la Tabla N° 3 se muestran los resultados obtenidos en una experien-
cia semejante a I8 mencionada para la precipitacién con metanol y sulfato

de amonio.

TABLA “Ne° 3:; Bficacia de la precipitacidn con polisetilenglicol

Infectivi- Prote Infectivi- Rendi-

Material Tratamiento Volumen sad total ina dad especi- mientd
total fica
. 6
No ml UFT% 10 mg UFP/mg prot. %
X 106
1 Suspensién virica 100 150 384 0,39 100
original

Concentrado 33,3 .
2 3 51 62,4 0,91 38

veces por precipi

tacidn con PEC

Concentrado 6,6
k) 15 63 79,5 0,79 42

Veces por preci-

pitacién con PEG

En este caso por titulacién del sobrenadante se determiné que preci-

pité un 99% del virus original.

Las diferencias entre este valor y los de la ultima. culumna de la
Tabla N° 3,se deben fundamentalmente a la posible oclusién dei.virus por
las proteinas y los 4oidos nucleicos celulares precipitados. Se puede
obtener un mayor rendimiento por este m3todo cuando es utilizado luego de

una desproteinizacidén y deslipidizacién previa (ver inoiso b2).
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B. DESPROTEINIZACION Y DESLIPIDIZACION

by~ Tratamiento gon’solven'tes:orgdnicas (20¥.- @ara virus obtenidos en

lineas cclulares, 20 1 do material infeccioso fueron ccncentrados 100 ve=-

+ 068 por precipitacién con metanol. Lucgo do clarificada la suspensién viri-
ca, fué somotida a varios tratamientos sucesivos con la nozcla butanol-
cloroforno y lucgo con arcton 113 scgin lo indicado on Materiales y Méto-
dos. La suspénsidén de virus dosprotoinizada y deslipidizada sc ooncentré

por di4lisis contra PEG 20.000 al 50% en TE durante una noche a 4° C.
Por dltinmo ol concenirado fud clarifivado por centrifugacién a 10.000 g

durantc 30 minutos.

En 1la Tabl, N° 4 sc muostran los resultados obtenidos on una cxperien-—

cia tipo.

TABLA N° 4: Eficacia de los tratanientos con mezcla cloroformo-butanol y

arcton 113.

Infecti~ Prote-~ Infecti- Rondi-~ Faotir

Matorial Tretanmiento Volumen vidad fna vidad pianto de
total total especifi purifi
vt ca cacién

Ne nl UFPx10' wmg  UFP/ogpros p

toina 1107

1 Virus ooncentrado 200 1260 6000 0,21 100 1
100 veeos con CH,OH
¥y clarificado

2 Matorial 1 tratado 187 600 1490 0,4 48 1,9
con butanol-=cloro-
formo

3 Material 2 tratado 170 540 410 1,33 43 6,3

con arcton 113 (bl)

4 Material 3 concen- 90 450 350 1,28 36 6,1
trado con PEG y cla-
rificedo
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En este filtimo paso hay una pequefia disminucién de la infectividad especi-
fica y del rendimiento. Esto se debe a la inactivacidn del virus por la concen-
tracién por dillisis durante una noche con PEG y su posterior centrifugacién.
Por las razones expuestas, este Gltimo paso de concentracidn no fué utilizado

durante la purificacién.

b2) Concentracién por precipitacién con polietilenglicol previa desproteini-

zaciédn con cloroformo-butanol

Un litro de virus proveniente de cultivo Frenkel, de tftulo 1,7 x 107

UFP/hl y una concentracién proteica de 11,3 mg/ml, fué precipitado con metanol

y fue resuspendido en 1/10 del volumen original en tampén Tris C1lH 0.02 i pH 7.5,
EDTA 0.001 H y ClNa 0,15 ii (TE Cl¥a) y clarificado por centrifugacién a 10.000 g
durante 30 minutos. La mitad del volumen de la suspensién virica clarificado se
precipité con PEG 6.000 disuelto en el tampén TE ClNa (8% w/v finald. Luego de

3 hs. a 0°C se centrifugd a 10.000 g durante 30 minutos resuspendiéndose el preci-

pitado en 1/100 del volumen o6riginal en tampén TE.

El resto del clarificado se traté con un volumen de la mezcla de clorofor-
mo-butanol (1/1 v/v) y previa eliminacién del cloroformo disuelto,por vacfo a 4°C,
se precipité con PEG en las mismas condiciones ya mencionadas. Fué necesario prac-
ticar la eliminacién del solvente ya que el PEG es insoluble en soluciones

dilufdas del mismo.
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Ta.LA N° 5: Efecto de la desproteinizacidn con mezcla cloroformo-butanol

en la precipitacién con PEG

Mato=- Tratamiento Volimen Infecti- Prote- Infecti- Rendi- Factor

rial vidad Ina vidad . de
. Aaiento . o
especifi- purifica-
ca cién
No ml uFrPx 107 mg UFBfmg prot- %
b4 lO7
1 Virus concentrado 100 800 1.340 0.6 100 1
10 veces con CH3OH
v clorificndo e
Material 1 pptdo.
1 (o] 21 1 6 2,8
2 con PEG y clarifi- 0 37 7 7 4 »S5
cado °
3 ﬁaterial 1 despro--
10 400 98 4,1 50 6,8

teinizado, ppdo.
con PG y clarifi-

cado

En los sobrenadantes correspondientes al material 2 y 3 de la Tabla
Ne 5, se determind menos del 0,01% de la iafectividad total aptes de las

precipitaciopes.

El aumento del Xfndimiento del material 3 respecto delmaterial 2, dn-
dicé que el tratamiento con la mezcla cloroformo-butanol elimdné gran
cantidad de proteifn:s y 1{pidos celulares, que dificultaba la resuspen-
sién del virus cuando se lo precipitd con PEG. El incremento en la puri-

ficacién se explica como consecuencia de la accién de la mezcla orgdnica.

Resumen de los métodos de concentracidn y purificacidn parcial utilizados.

En la Tabla N° 6 se muestra el resuaien de los datos obtenidos siguien-
do el método de Bachrach hasta la etapa previa a la centrifugacién en clo-

ruro de cesio.
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TABLA N° 6: Eficacia de la concentracidn y purificacidn con solventes or-

génicos segin el método de Bachrach,

Mate- Tratamiento Relac.de Rendimiento Factor de
riay concent. 4 ifi .
Ne purificacidn
1 Suspensién vi- 1/1 100 1
- rioa original
av
2 Material 1 pre- 1/100 17 5,3
cipitado con me-
tanol y clarifi-
cado
3¥  Material 2 des- 1/100 Ty3 33,4

prot%inizado Yy

clarificado (bl)

¥ Comprende 3 tratamientos con cloroformo—butﬁnol, 2 con arcton 113
¥y cBarificacién.

En la Tebla n® 7 se resumen los datos correspondientes a la eficacia

de la purificacidén teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los
incisos A y B.



~47-
TABLA N° 7: Eficacia de la purificacién empleando PEG
Material Tratamiento Relacién de Rendimiento Factor de
concentracién purificacién
No 4
1 Suspensién virica 1/1 100 1
original
2 Material 1 precipi- 1/10 48 4
tado con metanol y
ol..rificado
3 Material 8 concen- 1/100 24 27,2
trado y clarificado ¥
(v,)

% Comprende un tratamiento con cloroformo-butanol, precipitacién con

PEG 6.000 y clarifiocacién,

C. PURIFICACION POR ULTRACENTRIFUGACION O FILTRACION PUR GEL

Fueron usados diversos procedimiontos para obtemer un mayor grado

de purificaciénz

cl) centrifugacién a alta velocidad;
02) filtracién por gel de Sepharosa 2 Bj

03) centrifugacién en gradiente de cloruro ds cesio.

cl) Centrifugacién a alta velocidad:

El 1lfquido infeccioso concentrado y clarificado como se indicé en
el inciso bl, fué centrifugado en el rotor 30 de la ultracentrifuga
Spinco L2- 50 a 30.000 rpm durante 120 minutos a 4°C. En estag condicio-'

ciones se determind, por titulacién 438 sobrenadante, que precipité mis del

99,9% del total de las partfculas vfricas originales.

El preciritado fué resuspendido con la ayuda de un homogeinizador de

teflén, en 1.5 ml de tampén TE pH 7.5. Lucgo se clarific§ por centrifu-

gacidn a 10.000 g durante 30 minutos determindndose infecciosidad y con-
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centracidn proteica del sobrenadante.

En la Tabla N° 8 se resvmen los rcsultados de este paso de purifica-

cién.

TABLA N- 8: Eficacia de la purificacidn por ultracentrifugacidén a

30.000 rpm.

Mate- Tratamiento Volumen Infecti- Prote- Infecti- Factor Rendi-

rial vidad ina vidad de miento
total total especffi- purifi-
. ca cacién
T T
No ml UFPx10 ng UFP  x10 %
mg Prot '
1 Virus concen-

trado y clari-
ficado (inciso
b2) 150 6.700 1620 4,15 1 100

virus centrifuga-
2 do a 30.000 rpm )
¥y clarificado 2 1.625 32,5 50 12 24

La diferencia entre los porcentajes de particulas viricas precipita-
das y suspendidas en tampén TE, representa una pérdida del 76% del virus

en el proceso de resuspensién.

Se demostré experimentalmcnte que este valor es funcién de la masa
proteica contaminante en el precipitado, siendo aplicable este método en
la concentracién de preparaciones que posean un mayor. grado de purifica-

Ciéno

c2) Fraccionamiento por filtracién por gel de Sepharosa 2 B

El virus concentrado y purificado por ultracentrifugacién como se

indicé en 2% fué fraccionado por cromatografia a través de una columna

de Sepharosa 2 B en las condiciones espocificadas en Materigles y Métodos.
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La evolucién de la filtracién por gel, fué seguida por deturmina-
cién de infectividad y de la absorcién a 260 nm en alfcuotas de las dis-

tintas fracciones olufdas.

En la Figura 1 se indican los resultados correspondientes a un ex-
perimento, pudiéndoso observar que no hay dispersién del virus, lo que
aumenta el rendimisnto del mé%todo.

El primer pico Je absorcién a 260 nm, de muy baja infectividad es-

7

pecifica (menor de 0.05 x 10' UFP/mg prot.) corresponde a la fraccién

exclufda de la colum»a, la quc contiene agregados moleculares de muy alto
P (mayor de 40xl, .

La zona de resolucién de la columna presenta dos zonas de mayor
ineféctividad especffica. Las caracteristicas de dichas fracciones, as{i

ocomo la eficiencia do este paso de purificacién se presentan en la si-

guiente tabla:

TABLA N° 9:Eficacias de 1a purificacién por cromatogiaffa por gel de

Sepharosa 2 B

Material Volumen Inefectividad Prote’na Inefectividad Factor

total especifica do R?nd1-
e miento
purifica-
cién
1
ml UFPx10 ng e 7
mg Prot.xlo %
Virus ocen- B
trifugado 2 1625 3255 50 1 100
a 30,000 rpm
Fraccién
42-48 20,2 768 5.0 153 3,05 47,2
Fraccién

49-56 21,3 194 8.3 23,4 0,47 12
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Para emplear en otras etapas del proceso de purificacién se eligié
la fraccidén 42-48 ya que do las posibles fracciones a elegg;, ésta posee

la mayor infectividad especifica y presenta el mayor rendimiento en virus.

Si se toma como centro el tubo de mayor infectividad especifica,

" a medida que in.lafion lut subuis adyacentes, aumenta el n° de particulas
infecciosas totales que se recuperan, 2 la vez quc disminuye la eficacia
de la purificacién. Es decir, que existe una relacién inversa entre la

eficacia de la purificacién Y el rcndimisento de la misma.

En la siguiente Tabla, se resumen los valores de unidades infeccio-
sas totales e infectividad espec{fica de las posibles fracciones a con~

siderar.

TABLA N° 101 Relacién entre la eficacia de la purificacién y rend’wien*o

de la misma en la cromatografia vor gel de Sepharose 2 i3 _

Fraceién Infoctivi Proteina Inefocti- Porcentaje Porce:iaje de
considerada dad total total gég%%igg- d? Inefecti- Inefcgt?vidad
UFP x 107 ng UFP x 107 v1da% espec%flca
mg Prot.
: —
45 128 0,7 183 12,8 100
44-46 366 2,2 166 36,7 91
43-47 578 3.7 158 58 86.2
42-48 770 5,0 153 17 83.6
41-49 880 6,8 129'7 88,2 70.5
40-50 933: 8,3 112 93,8 61
39-51 970 9,9 98 975 53.3
38-52 1000 11,4 87,5 100 | 47.7

En la Figura 2 se graficaron separadamente los parccrntajes de unida-
des infecciosas totajes, de infdotividad espoecifica y la suma de ambos va-
lores, todos en funcién de las fracciones consideradas. El vulor miximo

32 Wltimo mos permitc calcular la fraccién Sptima en una etapa no final

Ce cualquier purificacién que corresponde al méximo en infectividad espe-
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c{fica oon el miximo dc rendimiento. En oste caso dicha fraccidn corres-

ponde a los tubos 42-48.

Considerando lag fracciones a la izquiurda del valor miximo de la
curva suma, estamos frente 2] caso de¢ mayor infectividad espec{fica y menor
cantidad de partficulas vifricas totajes. Las fracciones a la derecha repre-

sentan el caso inverso.

Para dcterminar la capacidad de fraccionamiento de la columna de
Sepharosa, se tuvo en cuenta la cantidad de partfculas infecciosas que
se encuentran en la fraccidn clegida, respecto del total de particulas
virices (rendimiento). Se consideran "partfculas infecciosas totales"
dnicamente las provenientes d¢ la integracidén de toda la curva y no las que

corresponden a lo que se agrega en la columna.

En la Tabla N° 11 se indican los valores de "unidades infecciosas to-
tales" prcsentes on la mucstra agregada a la columna, el numero ob%enido

por integracidén de la curva y las presentes en la fraccién 42-48.

TABLA 11: Eficacia del fraccionagiento por cromatografia por gel de Se-

paarosa 2 B
Materiaj Infectividad Rendimientel) Rendimientgz)
tota)
7 o
UFP x 10 % %
N° de partfculas pre-
se.tes en la musestra
centrifugada 1625 100 -
N° de partfoulas obte~
nidas por intcgracidn
de la curva 1055 65 100
¥° 46 partfculas presen-
tes on la fraccién
42-48 770 47,2 73

QJ)Considerando como 1005 de rendimionto lo agregado a la.. columna.

@.)Considerando como 100 de rendimionto lo recuperado en la columna.
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De los datos de la Tabla, se concluye que el 73/ del virus recupera-
do en la columna so encuen:ra en la fraccidn 42-48. Este valor es repre-~
sentativo de la dispersiQn del virus en las distintag fracciones obtenidas

de 1la columna. Un 35. se pierde por el proceso en si (por ej. inzctiva-

cién del virus por manipuleo, estados de agregacidén, etc.).

Los valores de rendimiento y purificacién optenidos por el proceso
de centrifugacién a 30.000 rpm son 244 y 12% rospectivamente (Tabla 8);
los que corresponden a filtracién por gel de Sepharosa 2 B son 47,2% y
3,05% Tabla 9), pero si consideramos ambos procesos, se obtendrfa un ren-

dimiento dsl 11,4% y un aumento en la purificacién de 36 veces.

Se han presentado aquf los resultados de una exp.rieneia en la cual,
la mayor concentracién de virus se halla en la fraccidén que corresponde
al pico do la curva de absorcién ubicado en la zona de fracoionamiento de

la columna.

5in embargo, este caso no es el Unico y en la tabla presentamos da-
tos de una experiencia en la que la curva de infectividad especifica pre-
senta dos _:icos bien definidos que por su ubicacidén corresponden a las

fracciones: 42-48 y 49-57 de la Fig. 1.

TABLA ¥° 12: Eficacia de la purificacidn por cromatograffa por gcl de

Seph.arosa 2B

Material Volumen Infecti- Protsfna Infectivi- Factor de °~ Rondimiento
vidad total dad espo- purifica-
- total cifica cién
7 7
ml  UFPx10 mg UFP x10 - %
mg Prot.
Virus centrifu-
gado a 30000 rpm 3 2400 82,2 29 1l 100
Fraccién A 9,4 315 457 67 2,41 13,1

Fraccién B 9 240 6,2 39 1,34 10
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En este caso, ©l virus se halla distribufdo en dos fracciones de al-
ta infectividad especffica. El pico B podrfa tratarse de asocianionds de-
finidas con material c.lular. Este mismo tipo de esquema, se repite mds

adelantc con el gradiente en cloruro de cesio,

Comparando los datos de csta experiencia con los de la anterior, se
observa un 233 de la infecciosidad entre el pico A y ¢l B, valor que
corresponde al 59'5 en la experiencia anterior (Tabla 9). Por otra parte,
si c-nsideramos el virus recuperado por integracién de la curva, siendo
las PFU tot. 1050, la pérdida debida al proceso en si, representa un

56%, micntras que anteriormente sélo era 35..

La eficiencia de la filtracién por gel entre 3os dds-picos es del

53% mientras que representa un 73% en el caso anterior.

Teniendo en cuenta estos datos se puede lle.ar a la conclusién que
en le segunda experiencia hay (quizds debido a asociaciones moleculares),
una mayor concentracién de la muesira agregada, y una mayor dispersién

do particulas viricas on ‘toda la columna de fraccionamiento.

c3) Centrifugacidn on gradiente de cloruro dc cesio:

Luego del tratamiento con solventes orgdnicos, el virus puede ser
purificado y concentrado por centrifugacién en un gradiente on cloruro
do cesio en tampén tris- EDT. (57), o en una mezcla de tartrato de pota-

sio=-cloruro de cesio en gl mismo tampén.

Se hicieron prusbas dc estabilidad del material infeccioso, mante-
niendo el mismo en contacto, durante 24 hs a 4°C, con soluciones de¢ clo-
ruro de cesio dc densidad 1,43 g/hl y de tartrato de potasie-cloruro de
cesio de donsidad 1,43 g/ml.(Una solucién saturada de tartrato de potasio

mds cloruro de cesio 5% on Tris-EDT.. permite obtener dicha densidad).

Estas pruebas mostraron una rccuperacién del 100% de la infoctividad
en cloruro do cesio, mientras que hubo una inactivacién del 90% en la mez-

cla de tartrato de potasio y cloruro de cesio.




-56-

La centrifugacién en gradiente de cloruro de cesio se llevd a cabo

en las condiciones espedifiocadas en Materiales ;- Métodos.

Termineda la centrifugacién se observaron 2 bandes de L. S. Las di-
ferentes fracciones obtenidas fueron analizadas por determinacién de infec-
tividad,-cckoentracién protciéé y absorbancia a 260 nm en alicuotas de

las mismas.

En la Figura 3 se muestra una curva tipo, correspondiente a dicha uwl-

tracentrifugacidén, la que se repitié en todas las pruebas.

Teniendo oni cuenta las curvas de infectividad e infectividad espe-~
cifica, vomos que el virus sc¢ encuertra concentrado fundamentalmente on
dos fracciones quo coincideon por su ubicacifn con las dos bandas do L.S.
observadas. Dicha concentracién se debo a las caracterfsticas de sedimen-
tacién del virus aftoso asi como a su ubicacién en la zona del gradiente

que corresponde a su densidcd.

Un fracoionamiento scmejante se observé cuando se ensay$§ la filtra-

cién por gol de Sepharosa 2B (figura 1).

Con ol .cbjoto do obtener resuliados comparativos cntre los distintos
métodos utilizables en la ctapa de purificacién que se considera, se usé
el mismo criterio dc selcccibén de fracciones que on el ceso de la filtra-

cién por gel de Sepharosa 2B,

En la Tabla 13, se reprcrentan los porcentajes dc infectividad e
infectividad espcoifice para las diferentes posibles fracciones a tomar

sogin la curva de la Figura 3.




r f

P
o infectividad %

e DO 2600 nm

4 infectividad especfflca U/Frpﬁ.pmt ;

l.(V:‘ 4

1,2

17

$10”
1,0 4

50 ¢
0,9

08 ¢ H
¢ +1%10°

0,7 ¢
2x10°4 1

\ ('
f_6 4 § /

054

<

. o
510" “ /
Ce3 ¢4 k / A A

02 4 ‘ x,

1x10°¢ AA

-

4 + - 2 A -~ 2
2 v - A 4 2

* - 16 20 2 20 67 69 M

L 3

fraccion N

~




~58—

Gé92 961 00T Gob LL*2 56 véce 0621 6-1
862 gLz 86 2es 4 A LL véo1 0921 g1
Tv€ Lve G6 866 Go‘z L6 981 622t L-T
6°'gt 1A 4 226 089 GL*T 81T 101 061T 9-1
Lécy 6v 68 g9l 06°¢1 LET A 061t G-1
GC9 108 6s OT1t v9¢0 bvéz> 9T¢¢ otd:L V-2
001 001 glce oSt L1‘0 6Lec 80°¢1 00€ €
OOOQOD
% m % T e oo L 303 B
| VI sw JOTE ddn ol
2 .
( Vwoﬁw :vmo:woor uQTo fg1o0e1y
-¥oadso peprA —-Be DPEPIATS PEPTA A -0®BIJ BT e uo uQ 1008y
~T306Jul ©p . -09JUT 8P -T300JUT OP mvdoﬁ.«woommo op ®o13dg Aswo..nhwoommo 18303 B uo [B30% BPRISPISUOD
sfejuoozog eofejusocog  olfejueozo PEPIATIOOJUT  PEPISHAQ PUDPIATIO0JU]  BUIA3O0IJ PEPTATIOOJU] uQ T0oeIg

01800 OP odnIo[o op ojuseTpeis ue

UQTORINITIIVSO B UO ®WSYW B AP OIUSTHTIPUST & UQTOEOTITINd T[ OP BTOTOTJO Tl OI3US UQTOBION (T oN VICVL



~59~

La Fig. 4 corresponde a la representacién _r&fica de los porcentajes
de infectividad especifica y do unidades infecciosas totalos en funcidn

do las distintas fracciones reunidas.

La fraccién 1-5 ele:ida, es aquélla quo posec simultdncamente mayor
infoctividad especifica y mayor cantided deo partfoulas virales. El resul-
tado es indcpendicnte do considerar la infe . tividad especifica como fun-
cién de la concontracién de proteina o de le de dcidos nucleicos (Fig.
4a y b rospoctivamanto). Esta dltima detcrminada indircctamente por uni-
dad de densidad 6ptica ya quo el cocficiontc do eistincién molar a 260 nm

es mucho mayor para los 4dcidos nucleicos que para las proteinas.

Comparando infectividad ospecifica 1 y 2, asf como les fig. 4a y
4b, se observa queo la infoctividad esp.sifica 1, prescnta valores ma,ur2s
quella infectividad espccifica 2. Esto indica que la relacidn &oidos
nuoleicos/proteinas, disminuye a medida que nos alejamos del fondo del

tubo.

En la Tabla N° 14, se mucstran los rcsultados correspondientes a co-~

to paso de la purificacién para las fracciones 1-5 y 12-14.

TABLA N° 14 : Eficacia dec_la purificasidén por_ centrifuszacién en gradicnte

de cloruro de cesio

Matorial Volumen Infecti- Protc- Infecti- Factor de Rondimiento
vidad to- fna to- vidad purifica-
tal tal espocifica cibn
———— —— e o 2 - -
ml UFPx 10 g UFP__x10 - o
mg Prot.
Virus conoentra-
do y olarificado
(incis. bz) 116 12 800 3100 4,15 1 1C0
Fraccién#1-5(4) 6,4 5 620 27,17 203. 49 24
Fracoién#l2-~14
(3) 3,2 405 50,6 8 1,9 2

¥ Lucgo do didlisis a 4°C durantc 1 noche contra 200 voliumones de tar7» TR,




—-60 -

WO GO R0 B UIIOITUS WO ) P 0INVS8s IT (Q e m.‘».. o

-

OV B30sT PO LODOIFUSIINGT Or PO CYOOYSSI P T — s ——
ax( OSSO S QINIO)S b FJUS

J { :-
EYRY - AE =R 20 UDIDODY ING O 8O OJUD /Ui IOUBS [) DI2O2MS O U

SEpPIUNd] SAUOI0R) SEpIUNa. SaUDIdJR)
b & LA H S b 4 £ Lt 4 I 9 &I i A £
P e . +—0 S T % ‘
(o]
o~ =
o -
g F& . =
3] « : 2 p
£ ~ ) E= b
4 = a o /r,.
a - = b a 4 "
© \ ° O /d
a
Ll ‘- s ~
°4 h &= 2 8
> o >
= , o ° X
@ a @
- \ .-
c / g o =
@ - / \ gm o IA Yh
M \ = P
y \ 5 4 O
S b o €4 o7
) o
2 o
8 ]
q - _ q [}
s . - -
. ’
..;:n. .-\\ - -
- ‘ ‘.
i1%/,+%3] v, 9p PWNS BPAIND @ 419/,4'31%, 2p BWNS BAIND @

7Yy >
{

=~

i

v

4

——

ie
1B}0} pepialjodjul ap e/P)uadiod o

a

et ——



—61—~

Do la misma mancra que on el fracci namiento por columna de Sepbarosa
2 B, para determinar la capacidad de purificacién de la centrifugacién om

cloruro de cesio se ha considerado cl total de partioulas infecciosas ob-
tenidas por intcgracibn de la ourva de le fig.3, asi como las corrcspon-

dientcs a la fraccidn 1-5.
Estos datus sc résumen en la Tabla N° 15.

TABLA N° 15: Eficacia del fracciunamionto por centrifugacién en gradiente

de cloruro dc cesio.

infegtividal Rendigionte i imi
Material totaf ! cxu&I} nto Ien€§?1ento
———— =

PFUx 10 % %

N¢ de partfcu-
las presentcs 3 200 100 _
en la muestre
analizada
N° de particulas
obtenidas por
integracién de la 2 290 T1 100

curva

N° dc partfculas
prcsentcs en la 1 150 36 50
fraceibn 1=5

(1) Considerando como 100% de rendimionto Jo agregado a la columna.

(2) considerando como 100% de rendimiento lo recupcrado cn la columna.
Nota: Los datos que ijustran esta tabla han sido obtenidos de uno de los
4 tubos ultracentrifugrados cn la experiencia cuyés resultados figuran

en la Tabla No 13 .



=62~

Por ultracentrifugacidén del virus en gradiente de cloruro de cesio, la
pérdida por inactivacidén alcanzé alZ29%, mientras que la eficacia de purifica-
cién del método permitié obtener una concentracidén de partfculas viricas del
50%. Datos adicionales de 6 pruebas mostraron que este porcentaje podia osci-

lar entre 30 y 80%.

TABLA N° 16: Comparaciéa de los tres métodos de purificacidn parcial propuestos

Tactor de

Material .o . 2 Rendimiento
purificacidn %
M trzcentrifugacitn 12 24

Ultzrasentzifuszacién 30.000

36 11.4
¥y pesajic por Senherosa 2 B
Uliltraccairifugacién
en gracionte de clo 49 44

ruro de cesio

En fuaciéa de es*os datos el mésodo elegido en este paso de la puri~
ficacién corrcspondis o lo vltracentrifugacibén en gradiente de cloruro de

cesio.
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D. OBTENCION DE VIRUS PURIFICADO

dl) Prrificacidén so;n el método dc Bachrach ¥ cole. Las 1

fracciones 1-5 (A) y 12-14 (B)‘provenientes de la ultracentrifugacién
en doruro de cesio (tabla 14) fueron sometidos a una posterior ultra-
centrifugacidén a través de una dolke fase orgdnica y de cloruro de cesio

(ver Materiales y Métodos).

El mdximo de rendimiento se obtuvo cuando el peso especifico de la
fase orgénica fué Jo més cercano a la unidad. El limite inferior esta
fijado por el peso especifico de la suspensién virica en tampén TE de

manera que se mantenga la separacién de ambas fases.

El aspecto de los tubos lucgo dc la ultracentrifugacién de las frac-
ciones A y B se esquematiza a continuacidn (Fig. 5)« De ellos las frac-—
ciones correspondientes a las zonas de L.S, previa separacidén, se some-

tieron a la técnica de flotacidén (ver Materiales y létodos).
‘_—-A ’h-—-vJ

Figura

W‘ T—fase orgénica—‘/V/
<— fase de C1Cs—3 ﬁ

<—

EaY ” )
s =

e : ;
Fraccién A Fraccién B

Debemos aclarar que en la etapa de flotacidén las fracciones A y B
se comportan en forma distinta. La primera origina una sola banda que se
ubica en la zona de densidad 1,42 g/ml, micntras que la B presenta dos
bandas; una de ella muy débil ubicada en la zona de densidad 1,42 g//ml y
la otra en la densidad 1,31 g/nl, (En algunos experimentos se visualizé
una tercera banda de L S de densidad 1,37c/h1. Debido a la baja frecuencia
de aparicién de la misma y el desconocer las condiciones que favorecerian

su aparicién, dicha fraccién no fué estudiada).

Tal como se aclara al pié de la tabla se ha computado para la frac-

cién A los valores de lamezcla de bandas de iéual densidad y para la B la



ubicada en la zona de densidad 1,31 g, ml.

En la Tabla N° 17 se resumen los resultados obtenidos, con las frac-

ciones A y B 2.

dializado conira 100 volUmenes de tampén TE a 4°C durante una noche.

TABLA N° 17: Eficacia de la purificacién del virus aftoso mediante le

técnica de Bachrach

ser sometidos al tratamiento anteriormente descripto ¥y

. e, Volumen Infecti Prote- Infecti- Factor Rendisp
Fraccién Tratamiento ) . .
vidad ina vidad de mien-
total total especi- purifi- to
fica cacién
7 7 P
o} UFPx10 ng UFPx10 %
mg Prot.
A 1° C1Cs Fraccién A ultra- 6,4 5420 27,1 203 1 100
’ centrifugada en
gradiente de C1Cs
(inciso 03 )
A 2° C1Cs Fraccién A 1¢ ClCs 2,3 2580 10,0 244 1,20 46
lucgo de ultracen-
trifugacidn en fase
orgdnicay de CiCs
A 3° C1Cs! Fraccién A 2° luego 0,7 5712 1,72 T4 0,36 9
a4 42 de flotacidn
B 1°.C1Cs Fraccién B ultrecen 3,2 405 50,6 8 1 100
trifugada en gradien
te de C1Cs (inciso C3)
B 2° C1Cs Fraccién B 1° ClCs 2,3 2117 3,13 69 8,7 54
luego de ultracentri
fugacidn en fase orgd
nica y de ClCs
By .
B 3° C1Ca Fraccién B 2° C1Cs 0,6 3,8 1,74 2,17 0,27 0.94
31,31 1luego de flotacidn

¥ Fracciones de densidad 1,42 g/ml

¥4 Fracciones de densided 1,31 g/ml.
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Al considerar los datos de la Tabla se vé que para ambas fracciones

A y B, el \Wltimo paso de la purificacién origina la destruccién parcial
y/o total del virus, lo que significa una disminucién de la infectividad

Yy por ende de la infectividad especifica

Ademés, se comprobl experimentalmente que virus purificedos conser-
van su poder infeccioso por mds de 24 hs em soluciones de cloruro de ce-
sio en TE de densidad 1,42 g/hl. El mismo disminuyS en més de 30& cuando
se mantuvo ol virus durante 5 hs. en una solucién de cloruro de cesio en
TE, densidad 1,6 g/ml, siendo la inactivacién del 80% cuando fué§ centrifu
gado en las condiciones de la flotacién. Estos datos corroboran la pdrdi-

da en infectividad antes mencionada.

Con el objeto de determinar la necesidad de estc ultimo paso para la
fraccién A que afscta sin duda la estabilidad del virus, sometimos a una
ul tracentrifugacién en gradiente lineal de sacarosa (15-45%), muestras
de la fraccibén A antes y después de ser sometidas a la flotacién. La
experiencia se realizé sobre up volumen de 4,5 ml de solucién dc sacarosa
en TE y 0,3 ml de muestra, en un rotor SW 39 a 35.000 rpm durante 90 mi-

nutos.

En las fig. 6a y 6b se muestran las curvas de absorcién a 260 nm ob-

tenidas en las condiciones mencionadas.
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Las curvas d¢ absorcién a 260 nm son muy semejantes, lo que indica-
rfa que no hay una mayor purificacién con la flotacién, siendo innecessa-
ria entonces la utilizacibén de este paso de purificacién para la frao-
ciég A. En cuanto a la fraccién B, se hace imprescindible la flotacidn,

ya que permitié la separacién de las fracciones de diferente densidad.

Por dltimo, si tenemos en cuenta la pérdida de infectividad que ocu-
rre durante este paso y(el)no aumento de la zona R (ver fig. 6a y b) coin-
cidirfamos con Bachrach Zl que tal pérdida de infectividaed no implica la
destruccién total de lag partfculas vfricas (no habrfa grandes cambios

morfolégicos) y por ende tampoco variacidn un 1.3 caracteristiocas do se-

dinentactén do las mismas.

d2) Purificacidén por sedimentacién en gradientes lineales de sacarosa

El fundamento de este paso de purificacién se basa en el fracciona=
miento en funcibén de las diferentes velocidades de sedimentacién de los
componentes presentes en la fraccidn a centrifugar al ser sometida a una
aceleracién determinada , a la que se le opone un gradiente de viscosidad
creciente. Estas diferencias se ven acentuadas en nuestro caso por el
uso de detergentes oomo el dodecilsulfato o deoxicolato de sodio ((143) ,
que por unién con lag proteinas presentes ditminuyen su velocidzd de se-

dimentacién, sin afectar las caracterfsticas del virus.

Con el objeto de confirmar le necesidad de la utilizacién de deter-
centes como el deoxicolato de sodio, se trataron 3 ml correspondientes a
la fraccién 4.1° Cl1Cs ($2blo 17 ) con deoxicolato de sodio hesta 0.5%
concentracién final. Fucron clarificados por centrifugacién a 8.000 g du-
rante 20 minutos y ultracentrifugadqs sobre un gradiente lineal 15-45% de

sacarosa en TE en Ol rotor Beel-—unn 30 i 29,000 rpm durante 180 minutos.

Otros tres mililitros de la misma fraccién fueron procesados en las

mismas condiciones, excepto el tratamiento con deoxicolato de sodio. «

El aspecto de los tubos luego de ser ultracentrifugados en las con-

diciones especificadas, era idéntico. Presentaban tres bandas de'light
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o .
scattering. Dichas bandas correzpondfan a las fracciones: Al, A2, As ¥y
’ L]

4 4 'y“AS‘ de las figuras Ta y Tb respectivaaente, en las que..se

1
1’ 27
representaron 1os resiltados de ‘absorcién a 260 nm,de infectividad e in-
fectividad especifica @e las experiencias realizadas en ausencia y pre-

sencia de deoxioolato de sodio.

Sin embargo, la accidn purificadora del deoxicolato de sodio al dis-
minuir el coeficiente delsedimentaci6n de 1lgs protefnas y no afectar el
de las nucleoproteinasiéé‘puso de manifiesto al comparar distintas frac-
ciones de las fi_uras Ta y Tb. Por integracién de las curvas de absorcién
a 260 nm ge obtuvisron las siguientes relaciones:A3| 3= O,Bl'y_Aé/A7=
= 1,43 § A3'/A6'= 0,61 y A3/A7 = 1,08; astos valores indican que hubo

una disminucién en el contenido proteico de la fraccién As,a expensas

de un aumento del miemo en la fraccién A;.

Esto se traduce en un aumento de la infectividad especifica de aqué-

1la (ver Tabla 18).

En la Tabla 18 se resumen las caracteristicas de la fraccién de ma-
yor infectividad especifica luego de la ultracentrifugacién emn gradiente

de sacarosa de la fraccién A ccn y sin deoiicolato de sodio.

TABLA I° 18: Sficacia de la purificacién de la fraccién A en presencia

v ausencia de deoxicolato de sodio

A

Infectivi Prote- Infecti- Fagtor

: 4 - . - :-; . . . t
Fraccién Voltmen dad total ina vidad . g¥¥%fica endimianto
total especifica

T ml UFPx10' ng LFP x10' %

A 3,1 980 3,96 247 1 100

A -

8in ﬁCS 2,4 670 1,17 570 2,30 685
IX

con D6S 2,4 480 0,58 825 3,35 49
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El ~uacntc on la purificacién (1,45 veces) o cxpensas dc unt disminucidn
del 19,5% ¢n ¢l renéinicnto, justifice 1a utilizoeidn dll deturgentc yo quo

Sste ful ¢l dltiao paso Ao le purific~cidn.

El roemplozo del dudoeil sulfate du sodio por dorxiecclatu, arrojd ro-
sultod ‘8 sinilares on cucnte o lo eaprcidad éo purificncidfn, ~unque los rcn-
diniwntos cran un j .co ucnores (35-45%). Una du las couscs p.sibles ure la

anryor incctivecidn producida por 1o tiapcraturs ¢o trabhjo coun DSS (15°C).

Per 1. que rospecte a la frneccidn B, un la figur~ 8 sc oucstre 1g curve
do absoreidn o 260 nno, vbtenidn 2l uitrccentrifuzor 0.3 1 4. dich- friceidn,
on pregencia doe derxicolato de suvdiv on un gradicnto lincel do sacearose

15-45§ wm ¢l rotor SW39 o 35000 rpa dur-snte 90 ainutos.

D¢ 1~ comperaciln do las figuras Tb y 8, sc cbscrve que por intugraciln
dc 1las curvas de ~bsorcidn o 260 na la rilecidn A6/A3- 1,64 cs nucho nenor
quc BS/B3= 20,rcsultados que orn prodeecibles, dobidu ~ 1o cuy bajo infectivi-

dad cspecifica du lo fraceidn T ruspect: o la Al

En la Tnbla 19 sc aucstra la cficocia dcl pas: dc purific-cidn para la

froccidn B.
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TABLA N° 19: =ficacia de la purificacién de la fraccidén B en presencia de

dcoxicolato de sodio

2 Vdlu~ Infecti- Prote-~ Infectivi, Factor de Rendimiento
fraccién men vidad ina dad purificacién
total total especifica
1
ml UFleO7 ng UEP_ x 10 - %
mg prot
B 0,3 3,8 4,75 8 1 100
B 0,32 8,1 0,1 81 10 21

El bajo rendimiento obtenido en la fraccién B respecto de la A por la
"aplicacidén de un mismo proceso de purificacidén se puede explicar de dos

maneras no excluyentes:

a) Debido a la mayor proporcién de partfculas virales en la fraccidn
32 respecto de la A2, lo cual se confirma con lo: valore: calculados por
integracién de las curvas de absorcién a 260 na de las figs. Tb y 8, &egin

los cuales 32/33 = 0,27 mayor que Az/h3= 0,16.

b) Debido 2 la major alsorcién de partfculas virales por la fraccidn
de menor velocidad de sedimentacién BG’ lo que represcntarfa en definitiva
una mayor distribucién de partfculas virales en las distintas fracciones

del gradientes.

Por otra parte, la baja infectividad especifica de la fraccién B3

respecto de A, indicaria una mayor impurificacién con protefna no wviral y/o

heterogeneidai en cuant. a la infecciosidad de las partfoulas virales pre-
sentes en dicha fraccién, posiblemente de menor densidad que las normales
(ver tabla 17), lo que serfa posible debido a las caracteristicas de este
paso de la purificacidn (Fraccionamiento en funcién del coeficiente de so-

dimentacidn).

B ueden ser des-
3V 5P

dobladas en componentes de distinta densidad se realigo una flotacién con

Con el objeto de determinar si las fracciones A

Y . g -
- - &
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dichas froceioncs on les aisnns condicicnes descriptas un ¢l nadtod. suguido

por Bachrnch (57).

Lz flot-ocidn du 1o froceidn A'3 di¢ :rigen 2 un~ banda du LS quo sc ubi-

¢S ¢n la zene éo dunsidad 1,42 gﬁnl.

Lo flstocidn do 1o froccidn B, &is origen o dos dondas ouy tonues do LS

w

ubicéns wn 1o zunn dll gredicnte do @onsidnd 1,31 gﬁul y 1,42 g/ﬁl rgspcdtif

veaenta.

En 1~ t~bln so resuncn las caractecisticas do las fraceiones A'L ¥ BB_

3
ntes y despuds do 1o fletacidp.

TABLA N° 20 : Couaporacidn do las frocci-ncs A'. y B

pur ocntrifucacin cn

3 3

gradionte do donsigad do clorurs do cesio

voluaen Ingyggividad Pr%B%QEa Igﬁoctivi- Faﬁgur Rendi-
vV be. e -

frzeeidn _cspegi- s
a1 UFP x 107 ng “x 10‘% purifi- Pionto
—_— foldn o %
g prote.
A, 4,9 392 0,495 790 1 100
Ay ds1,42¢&/1 0,8 100 0,43 230 0,29 25,6
B, 3 130 0, 69 188 1 100
B, ds 1,42¢&/al 0,21 15 0,182 83 0,44 11,5
B, di 1,31¢/al 0,25 0,6 0,120 5 0,027 0,46

S¢ ropite tcabidn on st cns o unn intctivoeidn 4cl virus por ~ccién dol
clorury do cosio (solucién do densidol = 1,60 g/mﬂ.

Sin .obarge cste paso sc¢ hiz. ncecsario cn ol ens.u de 1o fraceidn B3, yo
guu peraitis la scprracidn do .tr~ froceifn Ao ¢iferontes carcetoristicas on
cucntc 2 su cuapusicidn quiindct, y.. sca o rivil do los viriones o por la pre=-

scnein delprotodnes oxtrafins csusinédrg o clla.



CUADRO CCHP..R.TIVO DE LUS MITODUS UTILILADOS ke

Mitodo d. DBachrach M’todo propu..sto
] . Factor do Rendi- | , Trata- ¥actor do Rendi-
Material Tratemiento pyrificacién miento {Material miento ,urifjcacién miento
No - - 4 Ne - - %
1l Suspensidn 1 100 1l Suspen- 1l 100
virica ori- sién vi-
&inal rica ori-
ginal
|
2 Material 1 con 33,6 7,3 2 Material 27,2 24

concentra-
do, despro-
teinizado y
clarificado
(ver inciso bz)

centrado, des—
proteinizado y
clarificado

. .« b
(ver inciso ")

3 Material 2 lue- 1650 3,21 3 Material 2 1330 10,6
go de ler. ClCs luego de ler.
(ver incis 03) | ¢1Cs (ver in-
c¢iso ©3)
Mategial 3 luego 1980 1,48 4 Material 3 4550 5,2
de 2 . C1Cs fver luego de gra-
inciso dl ) diente en sa-
carosa DCS
(ver incisdy)
5 Material 4 lue- 710 0,134
go de 3ler. ClCs
or incis @
(ver incis 1 ) i

De la comparacién de los dos mitudve se deduce la ventaja del propuesto
respecto del de Bachrach, en la purificacifén de material infeccioso proveniente
de cultivo Fr =k L. Los valores tanto de purificacién como de rendimiento son

mayoreé on ¢l nétodo propuesto.

Esas diferencias estdn basalas fundamentalmente en la capacidad de infec-
tar células por el virus aftoso, ya que para el cdlculo de purificacién y de

rendimiento, se consideré la capacidad de formar placas.
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Esto no implica, por los resultados mostrados hasta ahora, que el material
obtenido por la tégcnica de Bachraoh, esté impurificado (presencia de mpléculas?
y/o restos celu;ares)-ni que el nimero de partfculas viricas obtenidas sea
menor. En dltimo caso, sélo dice que el nimero de partfculas infecciosas re-

—cuperadas es mayor en el método propussto respecto del de Bachrach.
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E¢ Pureza y caracterizacién de las fracciones aisladas por 1:s métodos desa-

rrollados

el. Espectro de absorcidn en UV d.1 virus aftoso purificado

La curva de absorcién que se muestra en la figura 9 corresponde
a la fraccién A'3 de virus purificado por gradiente do. sacarosa. Mues-
tra un pico definido de absorcién a 259 nm y ‘n mfnimo a 239 nm. La rele-
cién de absorcién méximo/minimo es de 1,39, mientrzs que la relacién
absorcién a 260 nm/absorcién a 280 nm es de 1,76 correspondiendo estos

valores a los del virus aftoso purificado.

14

El coeficiente de extincién porcentual 2z 259 nm E % L0 259 nm
' 259 m=C /100 ml

donde DO s la abso.cién a 259 nm del virus determinado eng

259nm

cubetas do 1 cm de lado y C g/100 ml es la concentracién del virus

en g/100 ml.

La:fraccién A3 presenta una absorcién a 259 nm de 0,510 (corregi-
do por LS) y una concentracién de protefnas oxpresada como albvmina
de 45 ugﬁml. Asumiendo que el virus aftoso posee un 70% de proteilna,
la concentracidn de virus en g/lOO ml serfa de 0,0064. El coeficiente

1%
de extincién calculad da ' ' E’ = 79,2,
incibn ca o para fraccién A3 es 259 nm 19,

El espectro de absorcién de la fraccidén proveniente do la flota-
cién en cloruro de cesio purificado secgin la técnica de Bachrach (3er.

C1Cs) prc-enta el mismo espectro de absorcién quel®d fraccién A3'. El

coeficiente de extincién calculado es E;§9 o 73,8 para una absorcién
a 259 nm de 0.450 y una cuncentracién de proteina como albimima de
42,5 ug/ml.

Las diferencias entre los valores de los coeficientes de extincién

entre las dos preparaciones A ' y 3er. ClCs no son significativas, ya

3

que distintas preparaciones correspondientes a un mismo método, pre- '

sentaron coeficientes de extincidn que variaron entre 69 y 88.
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02. Ultrocentrifugncidn ancalfitica

Las suspcnsicnes do virus (A', y 3¢.. C1Cs) cn taapén TE fucr .n cnalizo-

3

ans par~ dcterainer 1la hoilog.ncid-d d. las nisats, on uns contrifugo 3pince

nodcle B

El roesultado de la ultracontrifugncidén ~nelftice pors ¢l virus purifi-
cade sugin 1o téenica do Bochrach (3cr. C1Cs) sc indica cn la figurzs 10 (loc.
cit.). Dichou antericl no s honogdnes on lo ultr-euntrifugrcidn ancliticns

prusente por 1. acnus 4 picus de difcrent.s vil.cidndes de sodinuntacidne.

En la Tsbla 21 s. ruswicn las enrccterfsticas de la ultracuntrifugeroidn
enelftica par ol pic. dv asyor intensidnd de le figurs 10, corruspendilndulo

TE
un valor de la constonte do sodincnt~cidn s S20 = 123,96 unidndcs Svidverg.

TiBL.. N¢ 21l Lroeterfsticos & ascdin.nt~ecidn pern ol pico do anryer intonsidad

(Pracei’n 3or. C1Cs)

Virus 3cr. C1Cs

Fotu N° 1l 2 3 4 5
Angulo 50° 45° 45¢ 45° 45
distonci~ ¢n cn. 0,9324 1,4691 2,0046 2,418 2,8300
ticapo cn nainutos 5 13 20 25 3A




¥chlieren 5
kel rétodo propuestoy
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Teniendo en cucnta quo la velocided de scedinentacidn o¢s funcidn de la
densided y viscosided del solvente (cn nucstrs caso TE), fud neccesario cs-

tandarizar el valor btenido de la cinstante de sodiocntacidn.

Por aplicacidn dc¢ le féroule de estandarizacidn

TE TE _ L
(1) sb =5 .20 (1-vD20,
¢ o - ’ =t
20 20 n 50 1 F D 50 ¢cn la cual:s

W . .
S.. = ccnstante de sedimentagidn on aguzs 2 20°C

&8

S20 = constonte d¢ scdiacntacidn cn termdn TE a 20°C

= voluacn parcia)l especifico del virus

A
78

ngo =
DQ%E=
D 20~

<1

viscosidad del agua o 20°C
viscosidad del tanpdn a 20°C
densidad del agua a2 20°C
dcnsidad dcl tzapdn TE a 20°C

-~

Para cl virus aftoso cn taapén TE bajio lag condici mes empleadas por

nosotros on la ultr-.centrifugacidn anclitice, tenomos quo:

Sgg = 123,96 unidadcs Svedverg

v = 0,7 (por tratarsc de un virus csféricc: valor seacjante 2l del poliovirus)

n20= 1,0050 ccntipois
TE L. . ;. :
nCO = 1,0904 contipois (pzrn su detorainaecidn vor Materialces y Métudos)
W
P,y = 0,9982 g/al
TE .
BCO = 1,0112 g/nl( para su dcternincciln ver Materialus y M3todos)

W
El valer corrcgide de la constonte de sedinmontacidén csit S = 138,17

20
que cvincide con el de¢l virus aftoso (57).

El schlicren Sptico para ol virus A'3 (purificodo por gradiontc de saca-
rosc) sc oucstra cn la figura 11. Sc obscrva una sola banda, lo quc indica
12 honogencidnd de le preperacidn cuyes carccterfstices dc scdimentacidn se

rcsuacn on la Yabla 22,
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TABLA N° 22. Carccteristicas deo sedimentacién de la fraccién A!

. K
virus 3

foto No° 1l 2 3 4 5

Angulo 40° 400 300 30¢° 30°

distancia en cm 11,3922 1,7802 2,0984 2,3406 2,5914

tiempo en minutos 3 8 12 15 18

TE
El valor calculado del constante de sedimentacidén es: 520 = 124,34 uni-

dades Svedberg.

w .
Utilizando la ecuaci6n(1) se tiene un valor estandarizado de 820= 139,1

que corresponde al S d.l virus aftoso monodisperso.
La diferencia entre las constantes de sedimentacién de las dos prepara-
ciones estid dentro del error del método, lo cual indicarfa que se trata decl

nismo material segln este criterio de pureza aquf utilizado.

e3. Microscopfa electrénica

La observacién al microscopio electrénico de la fraccién 3er. C1Cs (fi-
gura 12) dilufdo 10 veces en TE y tefiido con acetato de uranilo 1% muestra
partficulas virales de 24 nu, partfculas virales vacfas, capsdémeros provenien-

tes de partfculas rotas , protofna de fondo contaminante.

La observacién del virus A'3 igualmente dilufdo (figura 13) muestr» par-
ticulas virales de 24 mu, muy pocas particulas vacfas, as{ como cédpsémeros a~
12 mu de didmetro provenientes de partfculas virales (por ruptura esponténea
en sus unidades morfoldgicas, :NA y capsému.ros); no se observa protefna conta-

minantc.

En aWbos casos se observa deformacién de las particulas virales comple-



f
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tas, 1o que indicarfa una estructura no compacta de las mismas.

e . Centrifugacidén isopicnica en gradiente de cloruro de cesio

4

La purificacién basdndose en las diferencias de densidad de distintos
componontes fué utilizada para la obtencién de la fraceién que llanmamos
3er C1Cs (flotacidén segin el método de Bachrach (loc. cit.), pero no.para

la obtencién del virus A'_ (gradiente de sacarosa).

3

Sin embargo, la determinacién por refractometrfa (ver Materiales y Méto-
dos).de la curva do densidades de l flotacién en cloruro de cesio utilizada
por Bachrach, da como valores extremos de densidad 1,8 g/hl en el fondo del

tubo y 1,0 g,ml en la parte superior.

La capacidad de fraccionamiento de este método es funcidén de:
a) la pendiente de la curva de densided
b) del niimero de fracciones recolectadas

¢) la cantidad de virus centrifugado (ancho de la banda de LS)

En nuestro caso, para una cantidad determinada de virus centrifugedo,
teniendo en cuenta, que el.rango de densidades estd comprendido ontre 1,8 g/ml .
y 1,0 g/ml ¥ que se recogen 3 gotas por fraccién dando un promedio entre 25
¥ 30 fracciones, el limite de resolucién entre dos fracciones consecutivas

estaria entre 0,026 y 0,032 g/ml.

Exporimentalnente se mostré que por centrifugacién de 5 mg de protdina
viral, el ancho de la banda de LS correspondfa a 3 tubos con un rango de

densidades entre 1,38 g/ml y 1,47 g/bl aproximadanente.

Asumiendo que la densidad del virus aftoso es de 1,42 -1,43 g/ml venos
que por este método no podemos purificar el virus de aquellos componentes ex-

trafios con densidades entre 1,38 - 1,42 y 1,47 - 1,43 g/ml.

Con 6l objeto de awmentar el lfmite de resolucién de la centrifugacién
de equilibrio en cloruro de cesio, se modificaron las condiciones de centri-

fugacidén de acuerdo a lo siguiente:

1) Contrifugacién_isopfcnica en cloruro_de cesio, de la fraccién 3or. C1Cs

El virus proveniente de la centrifugacidén en doble fase orgdnica y de

cloruro de cesio lucgo de ser flotado en las condiciones especificadas por
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Beohrach, se llev$ a densidad 1,430 g/ml con tampén TE y solucién de cloruro
de cesio de densidad 1,86 g/ml en el mismo tampén. La centrifugacién se roa-

1izé a 4°C on el rotor S W__ dela ultracentrffuga Spinco L 2-50 a 39.000

39
rpon durante 13 hs.

Toerminada la ce.trifugacidn se recogieron fraociones de 3} gotas cada
una pinchando el fondo del tubo. Se determiné la absorcién a 260 nm y la den-

sidad de las distintas fracciones.
Bn la figura 14 se muestra el resultado de esta centrifugacién.

El ancho del pico mostrado en la figura corresponde a un rango de densida-

des cuyos valores estin comprendidos entre 1,48 g/ml y 1,40 g/ml.

Ademis la asimetria del pico indica posiblemente una mayor contapginacién

fundamentalmente en las fracciones de mayor densidad.

Con ¢l objeto de confirmar la presencia de impurezas asf{ como de poaer
aislar virus purificado, se sometieron las fracciones indicadas en la figura
14, a una nueva centrifugacién. En un tubo del rotor S W39 se megolaron lag
fracciones 5-8 y 12-15 que corresponden a un rango de densidad.s comprendido

entre 1,475~ 1,45 g/ml y 1,420 a 1,395 g/ml respectivamente.

En otro tubo so centrifugé la parte central correspondiente al pico de

la figura 14 fraccién 9-11 con densidad entre 1,445-1,425 g/hl.

Las fracciones asf separadas se llevaron a una densidad de 1,420 g/bl en

clorurc de cesio antes de la centrifugacién.

L2 misma se reaiizé a 35.000 rpm durante 16 hs en el rotor SW39 y.mostr6
en el tubo que contenfa las fracciones 5-8 y 12-15 tres zonas de light
scattering; mientras que ol de la fraccidén 9-11 presentaba unc sola banda muy
intensa de LS.

En la figuragga'géﬁmuostran las curvas de absorbapcia a 260 nn y de

densidad correspondientes a la centrifugacién de las fracciones 5 a 8, 12 a 15

Yy 9 a 11 respectivapente.

En la figura‘!é?se observan tres picos de absorcién a 260 mm los que
5a
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corr.sponden por ocu sbicacidn o las tr.s bandas do M"light scattiring" obscrve-
dape L aparicifn d¢ cstus tros picos deacerts la posibiliiad é. que ¢l enche

dcl pico obt.nido wn la figure 14 3. hubiuse dobido a 1n gron conti-

L~ preswnciz do por lo ienos tros fracei nen 4o donsidad duefinida pudd..

ruspond.r & difuruntus cousas, wntre otrast

1=l Preoencin do iapurczas
l-2 As ci.cidn d. viriones o pr. tofnes y/u dcidus nucl icos
1-3 Dif.r.ncias on las caracetorfsticon cotructur~lis de las particules
" virions
. 1=4*Difcrencia du penctraciln &l clorurv do cesio on 1las partfcules viri-
ces

1-5 Ruptura porcicl o totel do 1.8 virionoes on sus couaponont.s ostructursl. -

La dctourninieidn do les curvas do infoctividad ¢ infoctivided cspocificn
(UF?/unid~d o DO 200 na) nos aucstre (Fijura 158 wne ouy brja infoctividad

ospecificn oen .1 pico Ao aror awnsidénd (fraceidn d. dcnsided 1,45 g/2l).
- ? o

Pur .tre porte, 1 8 vol.res do inf.ctivided ospocifica s n suacjontis pa-
ro lus otres pices (fraccicnes & . densidades 1,44 y 1,41 g/nl) v ouustr 'n quo
1 2%xino de IE s¢ obtione ¢n las frocciovncs éo dunsidad 1,42-1,43 g/hl cuc

corrcsponde & 1 doepresidn cntre ostus &. s picus.

Lo figura 1§°nuvstr: un 521 pico cuy. adfxina, so ubict wn la zouna do dun-
sicad 1,424 gﬁnl (12 adunsided ¢l virus aft.o. purificade os do 1,42-1,43 g/:l).

C n ¢l objet: dc detorninar le pur.uza d. las distintas frocciocnes zcisle-
dag, s¢ bscrvaron 2l aderosc.opio (lectrénice 1as frocciuness 9,12 y 17 dc 1z
figure 1%y 11-17 d. le figurc 1%.b.

Las aicrografias corrcspondicntis se nacstron on las figurns 16n, b, c, y a-

D¢ 1la bsorvecidn dc¢ las mignes so concluyc que on los fracei nes 9 y 12

(fige. 160 y b) hay p.cas partfculas viralos y auche prot.fns cintoainonto.
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En la figura 16a se observa ademés la presencia de restos celulares par-
ticulados.

En las figuras 16 o y 4, hay gran cantidad de partfculas virales, algunos
capsémeros de 12 nm y no hay protefna de fondo, ni restos celulares. Son por

lo tanto fracciones puras.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en las figuras 16 a, b, c,
y 4, podemos <Coolr que la fracei¥nl?7 se caracteriza por tener: a) baja infec-
tividadj b) baja infectividad especf{ficaj c) ser pura a traves de la mioros-
copfa electrénica y d) por el gran nimero de partfculas viricas presentes en

esa fraccién.

En funcién de los resultados, se puede concluir que gran parte de las
particulas viricas presentes en esta fraccién no son infeociosas, aunque se
nuestren al microscopio electrénico ocon las mismas caracterfsticas que las

particulas normales del virus aftoso.

Por otra parte, las fraccliones 9 y 12 se muestran impuras al microscopio
electrénico, con pocas partfculas virales, las que probablemente se hallen
asociadas a nucleoprotefnas de alto contenido de &cidos nucleicos ( mayor de
35 € ) lo que justificarfa la densidad de la misma.

Por {ltimo, la fraoccién 11-17, muestra una alta infeotividad especifica
5,5 x 1016 UFP/unidad de DO ), es pura al mioroscopio electrénico y posee un§

densidad que coincide con la del virus aftoso ruro.

2. Centrifugacién isopfcnica en cloruro de cesio de la fraccidén A$

El virus proveniente del gradiente de sacarosa (Ai) s llevé a densidad
1,430 g/ml en las condiciones ya mencionadas, y se centrifug§ a 32000 rpm

durante 18 horas en el rotor SW39 de la ultracentr{fuga Spinoo L2-50.

Luego de la oentrifugacién, se visualizé una s6la zona de "light scat-

tering" en el centro del tubo.

En la figura 17, se nuestra la ourve de absorbancia a 260 nm y de den-

sidad de las distintas fracciones del gradiente.
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Lz curva de abscreidn a 260 na nucstrs un pico sialtrico ¢-n su ninino

ubicado cn le zona do densided 1,425 (ver scacjanza con la figura 15b).

Lo obscrvacidn al microscorio clectrdnico de 1o fraceidn 15-20 dc di-
ch¢ pico, dilufde a la nitad con TE y ubicndza on ¢l rang>s de densidodcs
1,42-1,43 g/bl, nuestra dniconcnte particulas virales de 24 nu y cnpséaoros

de 12 au (Fig. 18).

e+5 )Elcctroforusis cen gcl de poliacrilanide

Pul utilizoda como criterio de purcze y de carscterizacidn de la frac-

cidn virica purificnde A'3.

El fraceicvnaniocnto se basa on las difercncias de novilidad de lce
distintcs ccap-mentes. BEsta ¢s funciln do sus pesos nolccularcs y dc las

cargas cléctricas notas cn el toapdn de cerrida.

L:. utilizacién de estc nétudo con ¢l virus ontero (geles dc 5% a 107
du poliacrilnaida) nostrd una banda do nuy poca nmovilided y otras de nayor

novilidad que corresp ndian & prduct.s dc rupturc del virus.

Dcebido a 1a facilidad de ruptura del virus aftuso en sus coaponentes

no sc pudv utilizar este nadt.de cudo criterio do purcza.

Sin cobargo, la caracterizacién dc¢ las difcercntes froceciones prutcicns
cbtunidas por degradecidn del virus on prescneic de acrcapt:octanol y urca
8 M (148 craitié utilizer estos rosultados coav modelo de coaparaci’n

’
pore nucstra froceidn purificada.

La fraccidn llannde A‘3 fué s.nactide a1l tratanicntc con acreaptuctenol
¥ urca, y corrida cn un gcl 7% on acrilanida y urca 8 M on las cendicioncs
ospecificedes con Metorinles y Métodos.

En la figura 19 se aucstrzs el agpeet - del gel lucgo de la clceetrofore-

sis y dc¢ 1g tincidn con Anid- Schwartz, con ¢l densit grana crruspondiente.

La obtcneidén dc 6 band~s protcicns cuineidid con lo  btenido provianento

(148) c:n virus purificadus provenicntes de cultivus on 1fncas cclularcs.
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96) Caracterizacién serolégice do las #iforontes fracciones purificadas por ios
dos métodos desarrollados. ’

La reaccién de fijaoién do c.mplemento segin el nmétodc do afﬁﬁgﬁﬁm(vor
Materialos y Métodos) fué utilizadc como critorio comparativo entre las frao-
ciones purificadas 3°C1Cs y A'3 (purificadas segin el método de Bachrech

y del grediente do sacarosa). Para ello se determind la relaciém de fijacién
de complemento cruzada de las difercntes preparaciones de virus frento a
antisueros (Ac) corrospondicntes & distintos subtipos serolégicos del virus

aftoso. La titulacién do los antfgenos se¢ rcqlizé en las condiciones es-

pecificadas on Materiales y Métodos.

Bn una primore exporiencia sc realizd una roaccién de fijacidén de comple-

mento utilizando como antfgenos: a) virus aftoso subtipo A__ (Virus original),

b) la fraccién obtonida luego dc una purificaciéa parcial igr oentrifugacién
en gradientc de clorurod cesio, c)la fracciéﬁ purificeda por ol método de
Bachrach (3er. C1Cs) y d) la purificada por ol método del gradionto de saca-=
rosa(A'3) ¥y como anticuerpos los antisueros obtcnidos contra v?rus cuyos

subtipos serolégicos oran A_., A__ ¥ A26'

24" 25
En la Tabla 23y figura 20se nuestran como ejemplo los rosultados obte-
nidos cuando s¢ utilisd como antigeno el viruvs originel, fronte a los anti-

sueros A25, A24 y A26'

En todos los 6xperinentos reelizados se tuvd en cuenta la anticomplemeq-
taridad do los antfgonos(usando sistema completo sin Ac) y de k:s antisueros -
(usando eistema completo sin Ag). Parz los ug de protefna de Ag utilizados
la anticonplenontaridad del mismo era despreciableo fronte a la anticomple-
mentaridad de los antisuoros. Por ésto, eon los célculos s¢ tuvo en cuenta

86lo la antioonplementaridad de los antisueros.

. La detorninacién de la fijacién dec complenonto especifico, es decir,

nl de complonento fijado en le roaccién Ag-Ac por mg de protefna (Tabla 24 |
pornitié comparar las fijacionos do complencnto de un antfgono frente a
distintos antisueros (carauterizacién ce las distintcs fracoiones) y de los

difere::tes zntf snos entre sf (:.racdo de »urificzcidn).



TABLA N:\Qgs Fijacidén de complemento entre el virus original subtipo A

¥y los antisueros A25 ’ A24 Yy A26

25

log ml 01730 Antisuoro Absorbancia a 54012 % de hamélisis I

Tubo N°
agraegados Virus sin l-y
original virus
1 f.,oao 5 - 0,315 30,6 0,441°
2 1,190 5 - 0, 525 50 1
3 E , 365 Kys - 0,810 18,5 3,651
4 1,485 - 0,938 90,8 9,87
5 ¥ 0 - 1.025
6 4 0,3 - 1.035 100
7 :}' ,080 - 0,327 32,7 0,486
8 T 4190 - 0, 522 52,2 1,092
i ,365 Boy - 0,804 80,4 4,102
10 T ,485 - 0,935 93,5 =
11"§ 0 - 1,003 100
12 % 0,3 - 0,997
13 T 080 - 0,270 27 0,37
W 1,190 - 0,457 45,7 0,842
15 E ,365 Ay - 0,768 76,8 3,31
16 1,485 - 0,860 86 6,143
17 ¢ 0 - 0,994 100
18 0,3 - 1,006
19 1,080 0,123 11,9 0,135
20 E »190 A25 0,277 - 26,9 0,360
21 1,365 0,578 - 56 1,273
22 1485 0,778 - 75,3 3,049
23 1,080 0,231 - 23,1 0,300
24 1,190 Ayy 0,409 - 40,9 0,692
25 1,365 0,713 - 71,3 2,484
26 Y,485 0,870 - 87 6,692
27 i ,080 0,248 Sees 24,8 0,330
28 L 190 Ay 0,426 - 42,6 0,742
29 T,365 0,730 - 73 2,714
30 1,485 0,859 - 85,9 6,092
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Estc tipoy do cuaper-cidn c¢s v&lide yo quc lus cxperinentos fuuron hochus
sinulténconainte. o ¢s8 p sible coaparcr cxperdicneins renlizadas or difcrontos
afrg, o mencs que loo resultados soan exprosados o bi.n como unidades huavlfi-
tices 50;5/2g protefna o ¢ log dopis € 1/50 roquerids parn priducir ol 50,
de¢ headlisis/ag pr.tofne (l.g dusis C 1/50 fijedo por ol sistunma=log dosis
C 1/50 fijola por <l ontisucr:.).

D¢ 1a Tablzc 24 sc¢ dcduse una r.lecifn dc purific~cidn rcspect. del note-~
rial .rigin:l dc¢ 70, 250 y 560 v..ccs par~ las froceiones lop,CICE, Jer. ClCe y .A."3
-

rceopoctivanente. EBat.s valores correspunden @ la fijocidn obtenid~ fronse 2l

sntisucr: headl.go (anti A25).

Lz cor-seturizacidn sc visuclize acjor doterninando ¢l purcent-jo do le
rcloeidn di: eruzemiunte. Su detorminceidn so roalize nedionte la ccuceidn de

W.rnor y%"?w’ scgin 1o cunlt
3
R = 100 (1-1 x r2)

acndos
R= rclocidn do fijocidn cruzada

rln fijrcidn ¢l Ag. fr.ns. al centisucre hoterdlogy

fijocidn dol A(’l front. 2l antisucr., auadlogo

T~ fijecidn dcl 4g . fr.nte ~1l sucro hoetoerSlogo
s N < N
fijocidn acl Agz fr.nt. 21 sucre hoiblogo
Prr~ ¢ifcrenten val.rcs de R c.rruspenden distintes car-cterfaticas so-

rcldgicas doe 1lus antigoenos on cucstidng cs doeir, porcs

R { 10 difcwcncin di tipo surolfgico

10 £ R4 33,3 subtipus auy Cifor.utes

33,3 R 70,7 dif.rcneis de subtip s

70,7¢ R {100 cifcrcncies dentro dol caisa, subtipo

En la Tablo 25 sc roswaen lus p.re.ntajes do la relacidn dc fijaciln cru-
zrda del neterinl originel (cunsidorado Ag hondlege) fronte o 1las froccioncs

l.r C1Cs, 3ur ClCs y A'3.
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T4iBLA N° 25: Rolocidn & fijocidn de cumpluacnty cruzndo pars los distintas

. froceioncs purificedas

.

—_——— V. -
o 6 w23 " 2
Mctcrinl Trate @l C 1/50 T 53/25 2 /25 g <25 *.R . 86/25
. = 1 11 1111
N+ nicnto ng prot.d. Az
i Antisucrcs

Ayg By, Bog

100(r gé 25) 1oo(ﬂg-é&r 25

1 Motoricl

0,7 0,27 0,09 0,385 0,128 38,5 12,8

orisinal
2 l.r €1Cs 49,4 18,8 ~ 0,380 -~ 38,1, -
3 3.r C1Cs 176 53 24 0,301 0,136 34 13,2
4 Ay 390 125 40 0,320 0,103 35,2 11,5
Dc¢ la Table 25 sc conclug”. qQitv ol cunpert~iaicnt. dol antfsence A, fronto

o lus antisucros A24 ¥y A, . sucrdg una rolacidn d.

26 ©

gronée con Ll A26 nicntras que ¢n U1 A

24
P' r \‘:tr.',‘.
¢ n o fr~ C(‘l\)nuo Vfrlb que .1”nt1vnun la

antisu.rus A24 Yy A26 qui vl

la diferoncia

25

difcrencias doe subtipes wy

¢S auchw achure.

perte, 1o purificneién pr 1l.s nltod.s acuf duscript s i uri-
iione rolacidn do fijocifn con 18

neterinl original do pertide.
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P, Heterogencidad del virus aftoso purificedo. Su caracterizacién

[

Durante la purificacién del virus aftoso, proveniente de cultivo Frenkel,
puor los dos métodos aquf utilizados, sc observé la proscncia dc fracciones

que diferfan cn la vclocidad de sedimentacién y/o deonsided.

Dichas fracciuncs fueron analizadas con cl objeto de detorminar su na-

turaleze fisicoquinica y bioldgicae

flt Pracciones queo dificron del virus aftoso nonodispcrso en su coeficiente

de sedimentacién.

L]
De las diferentes fracciones obtenidas en 0l Wltino paso de purifica-
cién, cuando se utilizé la centrifu,acién engrediente de sacarosa(Fig.7b) tres

presentcoron altza infoctivided espocifica A'., A'2 y A

3.

Do ollos la fraocién A'3 corresponde por ol valor de su coeficiente de

1

sedinentacién al virus aftoso noﬁodisperso.

Las fracciones A'l ¥y A'_ por tener nayor coeficiento de sedimentacién

que A'3 podrfian tratarse de iarticulas viricas purificadzs en diferentes es-
tados de agregacibn o asotiacionos de virus a protefnes y/o dcidos nucleicos.
Por otra parte, onamdo se utilizé la técnica de Bachrach se obtuvo una frac-
cién llamada 3er C1Cs que por ultracentrifugaciém gnalftica nostré quo dicha

fraccién cra heterogénea.

Con 0l objoto de determinar una posiblo corrcelacién cntre las fracciones
obtenidas por ambos nétodos, una alfcuota de la fracoeién l}amzda 3er. ClCs
fué centrifug.da on un  radiente lineal do sacarosa 15-45% en tanpén TE on

las nismas condiciones doscriptas para la obtecncibb de la friccibn A, (en

3
ausencie de devxiocolato de so0dio).
La curva de absorcién a 260 nm correspondionts a esta centrifugeciébn sc

nucstra en la figure ¢4%°

La prcsencia de por lo nonos cuctro picos de absorcién on ol U.V. era
predecible porquoe este mismo nmatcrial, presentebe esa hotcrogenoidad ouando

se contrifugé on la ultrcoentrifuga analftica.
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Adonds, por a1 ubicacién en el gradiente se identifican oon las fraoocio-

nes A'z, A'B’ A' ¥ A'6 de la figura Tb,

4
1
De ellas,la fraccibn A4 nostré al ser obsorvade en el nioroscopio elec~

&6nico, nuy pocas part{culas virales completcs y una gran proporcidén de per-

tifculas vacfas en las que penetré ol acetato de uranilo.

fo ) Capacided deo infectar cédlulas de las fracciones de diferente S

En la tabla se nuestran comparativanente los valores de¢ infedtividad o

infectividad espucifica de las fracciones A‘l, A'2 hg A'3

naterial voluzen infectivided protcfna infectividad rendinicniy v
total total espocifica
7 7
- nl UFP x 10 ng UFP/pg prot.xl10 %
A'l 1,3 65 0,590 110 6.6
A'2 1,2 15 0,235 320 Te7
A'3 2.4 480 0,580 825 49

¥ Se considera 100% el virus antos de ser ultracentrifugado en el gradiente

iineal de sacarosa-DOC.

De los datos de 1lc tabla se deducc quo las partfoulas virales con capeci-

dad do infcoctar cdlulas cstan distribufdes en la rclacién 1:1,15:7,35 para

las fracciones A'l, A'2 ¥y &', rospuctivamento.

3
Por otra parte, las rolacivnes de infectividad cspecifica son 112,9:7,5.

Estos valorcs indican quo o bion las fracciones A'1 y A'2 estén inpuri-

ficades con protcina o que la capacidad do infecter e¢élulas varfa on funcién

del grado de agregacién de los viri.nes.

T \ Cooficienics do extincidn_porcentual_de les diferentos fracciones

™ 1~ teble 2f g6 nuestran los veloros de absorcién a 260 nn ¥y concentra=

cién protecica de dos oxperiencias ds purificacién de las fraccioncs A'l Yy A'2.
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Ts:BLA N° 263 Coeficientes de extincién porcentual de las freociones de maror

coeficiente de sedimentacidn que el virus sftcso monodisperso.

N o e
Expcerimento Material Absorcién a Concentracién Cocficiente ¢e
259 nu proteica extincién
porcentual¥
1:.4
Ne g/ol x 107¢ E "
259
— ——— ~—- R —
At 0,232 31 52,5
1 1l
A'z 0,320 30 74,8
A'l 0,194 23 59
2
A'2 0,210 18 82

[}

g

Los coeficiento® de cxtincidn fuercn

6ﬁlculados teniondo en cuentz qucla composicién del virus es de un 305 do RNA

y 70% de protcfnas.

Toniendo on cucnta los vzlorus de la tabla26 , vonos quo ¢i cooficien—

1%
259
18,4 para A'2 o Este dltino valor ocoincidié oon el

to deo extincién promcdio de las dos cxperiencias os B e 55,7 pare la
1%
259

determinado para la fraccién A'3 ¥y con ol del virus aftoso purificado por o~

fraceién A‘l YE

tros imvestig dorcs ( 5T ), no siendo cntonces diferentc, scgin este oriterio,
la conposicidén qufnica del virus aftoso cn las fracciones A'2 y A'_. Por otra

3

parte, ol valor El% e 55,7 do la froecibn A', mds brjo que el del virus afto-

259 1

80 purificado indicé una rolacidn aproximada do protefnas a dcidos nucleicos

de 79:21 {ver Materiales y Métoudos).

La fraccién A'l no esterfa constitufda sélo por viriones ya que por
lo menos habrfa contaninacién protcica. Su vlivado coeficienta dc sedimenta-
cién scrfe entunces oxplicado por la formacidn do agregados nacromoleculares
do protofna (virales o no) con partfculas viralos. Este conclusién se confirn’.
por la uvbservacién al nmioroscopio olcctrdénico quecpermitié detocter protofnas

cono fondo de la preparacidn.



E; & N " TNk A Kicia ; )
: ctrdnica a purificadas
del virus aftoso de diferente coeficiente de sedimen-
tacién, a) Fraceidn A2 :b) Praccidn A PR TR
‘Pincidn negutiva con acetato de urani

- . . X
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f£4. Microgsccpic l.ctrénica Co.lng froceivnes A'E Y A'3

Bn lo figura 22 2 y b sc muestran las nier graffzs cloctidnlerns corres-

pondicntus o las froaccionus A'2 y A', r.gpuctivan.nti.

3
En anbos cagus s dscrvan partfculas intactas o 24 auw ¥ coposfacr 8 Ao
12 nu. No 80 .bscrven partfculas vocfno ni protefne do £ ndu contoniinonte.
Ko s¢ pudiir.n duterminar difor.ncics n.rfoldgices .ntre anbas froccionus,
ni la ultr-cstructure ¢ las partfcules por oot alt & do tincifn (cornoto-

ristica dul virus aft-sc).

7.5. Couficiunt. o sofinentocion Co 1o fraceidn A'

Pig,e 233 Schlicrcn Sptics de 1n froceidn A'2

= T ™
-

-
En 1la figurc 23 se auestrae ¢l schlicren Sptico corzospondiunte 2l ante-
rial pr:ivonicnte de gracdicnt. do saenrocsa, que pernitid ccleular ol val.r &l

-coueficicnte doe sldinintocidn do la fraceidn A'2.
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En la tablz 27 se resumen las car-cteristicas de scdinentacién de dicha

fraceién.

T4BLi Ne 278 Caraoterizacién de sedimentaci¥n de la fracoién A’2

Poto N° 1 2 K| 4 5
Angulo 25° 259 25° 25° 25°
Distanciea

en co 1,3208 1,6788 2,0587 2,2910 2,5514
Ticmpo en

pinntes 5 8 11 13 15

TE
El valor calculado de le constante do sedimentacidn es 820 = 192,16 u-

nidades Svedberg, corrcspondiéndole una constante do sedimentacién estanda-

rigada de Sgou 215 unidades Svedberg.

f 6) Densidaq_de las distintas fraociones

Con el objeto de detuiminar si las densidadces de leas fracciones 5'2 y
A'B oran diferentecs, se realizé una flotacidén en cloruro de cesio oon las nis-
mes (ver Matorialcs y M&todos).
X ur tube del rotor SW35u>oentrifug6 la frzceidn A'2; on ol segundo tu-
bo la fracciédn A'3 Y en el tercero une nczcla do las fracciones A'2 Yy A'3
(200 ug do cade una).
Lu.go dcla contrifugacié , los tres tubos prescentaban una sola zona de

LS ubicada a la nisma altura.

Las trcs zonas du LS fueron-separadas del rcsto del gradiente pipeteando
desde la partc superior de los tubos. No se encontré virus por ancime ni por

dobajo de las zonas dc LS.
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La densidad do les distintas zonas se deutewrnind gravimétricamentc utili-

zando una micropipeta de 100 ul.,

Los valoros doternminados pare las fracciones A'a, A'3 y A'Z-A'3 fuorun
des 1,423 + 0,007 g/hl, 1,421 + 0,005 g/bl respectiva.ente (estos son los va-

lores promcdio de 5 determinccionos).

La no diferencia entre las densidzdces de las fracciones A'2 y A'3 coincl=-
de con los resultados ovbtcnidos con la fraccidén 3er ClCs ya que por utiliza-
cidn del método de Bachrach se obtuvo una fraccidn de donsided 1,42 g/bl quo
por ultracentrifugacién analftica (fig..” . y por centrifugacién en gradiente
de sacarosa (fig.21 ), 416 Qrigen a estas dos fracciones de diferente coefi-

ciente de sedimentacién.
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f T.Ceracterizacidn scrold ica de las fracciones purificadas _dc diferentc coefi-

ciente de scdinentacidn .

La determinacidn de las relaciones de fijacidn de complemento cruzada para
un antigano frentc a antisueros hondlogos y heterdlogos, segdn la téenica do
Bro# -sby (ver Matcriales y métodos, inciso 9 ) permitid comparar y carccieri-

zar las fracci nes quc diferfan on su coeficiente de sodimentacién.

En un prinmer experin nto se deturminé la fijocibn dc diferentes prepara-
cicnes viricas que corrcespondfan originalnentu a un virus afioso subtipo sero-

1égico A2 frente 2 los antisucroes A24, A25 y ’A26'

5

En la Tabla 28 ge rosuncn los resultados obtenidos,e. 1 - O

ce son senojantes a los obtenidos en .tTOF UL T yalaumos de cuyos Tl

. . "¢
tados se presentaron e¢n el inciso *5 .

La fijacidén de complencnto especifica do las diferentes fracciunes ecaric-
deradas pernmitié, por el nismo-groccdimiento mostrado en el inciso26 , lo de-
terninecidén do la relacién de fijacidén cruzada respecto del virus original (e

partida pera la purificacién.

Loé rcsultados obtenidos se muestran c¢n la tahla 7)) .

De la conmperacibn de los resultados presentcdos ¢ 1n3 tarins 25 y 29
podenos concluir que las fracciones quo corrosponden o virvs aftoso mon~Aen -~
yo sea purificado en prosencia o ausencia do deoxicolato de sodio (A'3 y A?),
conserva las relacionosﬁe fijacién.cruzada del metcrial de partida y do a]éun;s
otopes intermedias (ler. C1Cs). Sin ombargo, las frocciones de diferente cocfi-
ciente do sedinentacién (A{l, A'26 A2) prosentan un conportcniento difercris
frente a los antisuoros heterSlogos (fundementalpmente frente 2l antisucro A34)°

Est$ diferonéia en el compoftaaiento de las frgcciones, es debido 2l cwiria_

de agregecién de los virioncs. El resultado obtenid. con la fraccidn A’6, (Gode]
previsible, ya que dicha fraccién corrcspende a viriones rotos (partfeoul-- a-~1° r

las que se vié posofan un compcrtoniento serolégico incspceifico a nivel -

cnbtipos ( 81).
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TiBLY N¢ 313 mhwpowms dv fijacidn du c:oplcaonto cruzode pare las frocei nes de diferente S el virus aftoso a.nodis-

scerse frente 2 1os antisucros ono NPMﬁwmc5&w3c
Purifi- Mezio- nl C 1/50 fijadcs o>u®\dumo - £ C c_/¢c
. . Antigen.s r Ar 160 arg’ 160
cacién rial i R
ng pr.t de Ag 1i
I3 — ane
ye P Antisucras
- T Cirg/C160 _ Cirg/C160 Cirg/C160 _ Carg/Cre
160 Care 200(r, xy 478 )% 100(r Are/710 , “Are 160y%
1 Virus original 0,6 0,21 0,35 35 -
2 ler (1Cs 25 11 0,44 39,2 -
1 oAy 113 135 1,19 64,2 -
4 AY, 200 170 0,85 54,2 -
5 b_w 320 150 0,47 40,5 -
6 Virus origino 1 0,28 0,28 - 28
T 1lcr CiCs 31 10 0,323 - 30
8 b.m 160 130 0,812 - 41,5
9 A, 390 165 0,4¢3 - 34

-—\T Tae
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Con el objetvu de doterminar si cstos resultados son comsecuencia do las
ceraotoristicas fisicoquimicas de las fracci.nes o s8i 85lo son funcidén del tipo
serolégico del virus purificedo, @ repitid la experiencia con virus oupa

seroldgicg 0160'

Las carzcteristicas de la fijacién fronte a los antisuoros 0160 y CArg
so nucstran on la tabla 30 pare dos urificaciones diferentes de virus af-

toso b
o subtipo 0160'

La determinacidén do la fijacidn cruzada respecto dol naterial de partida

se nuestra en la tabla 31 .

De bo lztoe At .lo table I sc concluye que hay una menor especificidad
do subtipo seroldégico para las fracoiones do maydr cocficiente de sedimonta-

cidén que el virus aftoso nonodisperso.

Esa difercncia se pone do .:.anifiesto con mayor intonsidad en el 0280 del

’
virus aftoso tipo A quo en vl tipo C, aunque on apbos se manifieste.

Diferencias que depunden casi &®clusivanente del estado de agregacién

de las partfculas virales y no de sus caracteristicas serolégicas.
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CAPITULO IV
CONCLUSION

La purificacidn dc¢l wirus dec la Ficbro Aftosa scgin los aétedus conven-—
cionalcs utilizades con virus provenientes dc cultivos de¢ tcjido, no os apli-
cablc 2l virus .btenido per cultivo cn cpitelio lingual bovino con sobreviven-
cia. Esto sc debe a la monor infoctivided especifica obtenida on dicho culti-

vo respeets dcl proveniente por cultivoe de tejidoe

El bajo rundimiunto dc¢l virus purificado y on 2lgunos casos la joposibi-
lidcd de purificacidn dcl virus por los 1todos utilizados usualnentc, llevé
a la nodificacidn y ~daptacidn do los aismos al amatericl cn ostudio. Los
rcsultados mostrades indican que ol altodo propucsto, poraitid la obtoncidn
do virus aftoso munudisperso purificado (scgin los criturios dc purcza utili-

zados (scccidn C).

Mcudiantc ol adtodo propucsto c¢n cstc trabaju, se lugrd una purificoheidn
dec 4550 vecces respocto del metorinl originenl, que ¢s aproxinmadanmontc ol do-

blc de la lugrada por utilizapidén dol aétodo Bachrach.

Por otre parte, cl rondimicntor vbtenido fué del 5,2%, que es aproxineda-
nente 40 veces nmayor quo ¢l vbiunido por el nétudo dc Bachrach (ver cuadro

conrerativo dc lus métodus utilizados (inciso d2).

Los valorcs nencionados antcriormonte, tanto de¢ purificceidn conmo de
rcendiniento, se fundoacntan cn la cuantificacidn del virus aftoso por la doter-
ninaciin do su capacided de form~r placas. BEs sabido que durantc los proccsos
dc purificceidn, las particulas vircles piorden con parte su poder infeeccioso,
por lu que los valorcs --btcnidus son valor.s mfninos yn que hay perticulas
virales no infceccliosas que 2 pesar do cllo consorvan sus propiodades fisico-

quinicas.

La purificacién dcterminads cn funcidn de lus valorces de fijacidn do
coaplenenyy fronte a distintas cupas del virus aftoso (Tabla 24), indicd un
indicc do purificncidn aproxigaedancntc 8 viccs menor que ol :btenido 2l con-

sidorar infcecciosidad.
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Est. resultaao confiraa .bscrvaci nes anturiorus, scgin las cucles cn ¢l
materizl original hay gron cantidad e unidalos arfoldgicas o particulas cdo
12 ma y proteinas introcllulercs especificas dol virus con capcacided do dar
ruacci nes8 dv fijacifn de coumplemente pusitivas aunque no scan infoccinsas,.

Tales antipoencs surfan elinined.'s durante ¢l proocsy do purificaciln.

Por atra partu, sc corroberd audiante lag reacei.nes dc fij eifn du con-
pleaente, que la purificacifn pur o1 ud#t.do propucsto cre aproxinacdanonte ¢l
doble de lg btunida por ¢l altods du Bachrach, 1, que orn nruvisible dobido

P ’ q R

2 quu lus gr..ccs s d¢ duspr-teinizacidn son lus nisnus on anbo.s adtodus.

Durantc ¢l pr.cusc de purifiaccidn su aislor.n didersas fraccionos dc di-
feronte couficicnte do sedinentacidn y/o donsidad. D: o llas, lo fraceidn /7

(fig. Tb) sc nustrd honogénua r sin iapuprczas al aicroscoplo cluetrinico
(fig.22). E1 vel.r de su couficiuntc do scéinentacidn (2108) indicarfa de a--
cucrdo con Markhan (178),quo dicha fraceifn ustf cunstitufda p.r particuln
viralcs agrcgadas on furae de dfavros. Le posibilideg A ser um artufecto del
adtodv de¢ purificacidn, dubido al trataazicnt. con sulventes orgénicos y/:
cuntrifusacidn cn grodicntes do elorurs de cusio, se pucde Gescartar ya que
p.r ol rocmplaze del priacr tratanicnto, por precipitacibn con polictilun—
glicol (inciso a2), ¥y 0l scgundctrotaniento, por croactogroffa on gel de
Scpharvse 2 B (inciso 02); ol matoricl asf{ tratado, lucgo de contrifugado cn
un gradionte o saca. vsa eon las :isnes oondicicnes que en ¢l ineiso d2' aus—

tré unc curv: do infoeciovsided y D.0. scacjante a la de la figura Tb.

La caracterizacidn fisicuqufiice dcl dfacr., (A! en conperacifn con ¢l
q 2 1
nonbacro (Af nostrS quu anbus sofan lz aisne compusicidn qufaica den-—-
3 ’ q

sidad, difiriendo solamento cn su cucficicntc dc scdinmentecién (succidn F).

Sin cabargoe, lao caracterizocidn bi 1l5gius asstrd que la infuccicsidea,
¥ 1las pr.opicdedes scroligices oron diforuntes (incisus f2 y f7). La foraceidn
de 2grcgadus de partfculas virales, produjo unc éisninucidn on la infoctividrg
¥y nudificS la ostructura de las misnmer de mancra t:l que ¢l conportanicnto
frente e distintes subtipos del virus aftuso fuese diferentos Micntras que
¢l virus purificado acnodisperse, se conportaba on recceiones do fijneién deo

cuaploaunto como subtips A, (igucl que ¢l virus originel), cl dfacrs 1o heeia

25
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inespecf{ficamente frente a los antisueros A (Tabla 29). Dicho compor—

24 ¥ A5
tamisnto no fué especifico del tipo A éel Virws aftoso, ya que resultados
semejantes me obtuvieron oon el tipo C (Tabdla 31) y el tipo O (resultados

no publicados),

Lo antedicho, implica que en preparaciones crudas de virus, hay que
tener en cuenta que el estado de agregacién, as{ como la preporcién de parti-
culas agregadas y no agregadas, influencian las deteminaciones de infeccioei-

dad y caracterizacién serolbghcas de tales preparaciones.,

De la misma manera se ven afectadas las preparaciones de virus, en las
que, por efecto de éondioiones de mantenimiento inadecuadas o de comservacién
a baja temperatura durante perfodos de tiempo prolongados, se altere 1la esta-
bilidad del mismo, produciendo la ruptura paxrcial o total del virién en sus
unidades morfol8gicas, ya que &stas no poseen especificidad de swbtipo en

las reacciones de fijaciém de complemento.

Se realizaron diversos ensayos con 2l objeto de analizar los posibles

factores que pueden afectar el estado de agregacibn del virus.

Los factores relacionados con el tampén en c¢ue esté disuelto ol virus,
que pueden aumentar el e.tado ds agregacién y a la vez la estabilidad del vi-
ius, son. la presencia de caticnes bivalentss, alta fusiza idnica, alte pE,
etc,; mientras que favorscsn la desagiegacidn: tampones ds LwTA o citrato,

baja fusrza iénica, bajo pH, etc. (issultacos no publicados).

Lz odbtencidn de virus aftoso purificado, cultivado segsln el método de
Frenkel, posibvilité sl esivdio estrucutural (97) e inmrnoldzico del mismo, asf
como el aislamiento ce fracuiones de virus purificadas, que difieren en su den-
5id«d ¥ que possen muy baja infectividad especifica, las que actualiaznte se
estdn estudiando en cuanto a su podor de interferencia con la multiplicacién

del viius noimal,
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