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S. LasmanovicE v N. MITTELMAN

El fraccionamiento de nucleos de erifrocitos
de pollo y la conceniracién del virus
de la influenza
por 8. Lajmanovich y N. Mittelman,
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pol1o de adsorber y en determlnadas cond1c1ones elulr al virus de la
mfluenza Hirst, (2) y (3) se conserva en forma cuantitativa si
se reemplazan los eritrocifos enteros por su ntcleos obtenidas por
hemdlisis con saponina (4).

En el presente trabajo se encara el problema del fraccionamien-
to de los ntcleos y se describe la obtencion de una fraccién, funda-
mentalmente proteica, que conserva la propiedad de absorbcr y eluir
al virus de la influenza y que ofrece interesantes perspectivas para
la concentracion y purificacion del virus.

El fraccionamiento de los ntcleos de eritrocitos de pollo o si-
milares y el estudio de su composicién quimica ha sido abordado en
diversas oportunidades desde diferentes puntos de vista. Poco des-
pués que Kossel en 1884 (5) demostr6 la existencia en los nticleos
de eritrocitos de ganso de una proteina bésica, a la que denomind
histona, Ackerman (6) realizé6 un andlisis quimico cuantitativo de
los mismos, confirmando los resultados previos de Bang en el sen-
tido de que aparte de cierta cantidad de lipidos, los componentes
fundamentales del nucleo lo constitujan la citada histona de Kossel
(57,7 %) en combinacién salina con un acido nucleico (43,1 %o)
(nucleohistona).

Aunque ésta es todavia la opinidn mas aceptada respecto de la
constitucién quimica de nacleos de eritrocitos de aves y en ese sen-
tido Laskowsky y Ryerson (7) describieron hace poco un proce-
dimiento sencillo de extracciéon directa de la nucleohistona por solu-
ciones de cloruro de sodio de concentraciones variables, Stedman
y Stedman en un trabajo reciente (8) afirman rotundamente, como
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consectiencia de muchos afios de trabajo, que en todos los niicleos
existe ademas de los lipidos y de la nucleohistona ya citada, una
nueva proteina que denominan ‘“‘cromosomina” y que representaria
la mayor parte del niicleo {33 % en €l caso de nucleos de eritrocitos

de pollo libres de lipidos [g]). Los autores ven en esa nueva proteina
ntal de los cromosomas v el asiento de las

it 2L OIMOsOII1 Y

el constituyente fu
reacciones de coloracién, tipicas de nlicleos {Feulgen). Muchas de
las conclusiones de dicho trabajo han sido muy discutidas posterior-
mente (10 y 11); pero en lo que respecta al interés directo en la
“cromosomina”’ como una nueva unidad quimica dentro del ntcleo,
los autores, desgraciadamente, no suministran ningtan detalle acer-
ca del método utilizado por ellos, para aislar ‘esta nueva fraccién
proteica. '

Finalmente y como podia preveerse se han descripto en dife-
rentes oportunidades diversos sistemas enzimdticos existentes dentro
del nicleo (12), (13), etc.

De acuerdo a estos antecedentes se procedié a desarrollar un
plan de trabajo que permitiera en primera instancia adscribir la pro-
piedad de absorcién del virus de la influenza a alguna de las grandes
fracciones quimicas descriptas; se estudié asi, sucesivamente, la
accion de distintos agentes quimicos, oxidantes, reductores, e inhi-
bidores enziméticos etc. sobre la adsorcién del virus por los ntcleos
v el fraccionamiento de estos ftltimos mediante extracciones por
disolventes organicos y por soluciones salinas de concentracién
variable.

a) Accidn de agentes quimicos. — Ya en otra oportunidad se
habia intentado estudiar ja accidén que diferentes agentes quimicos
tienen sobre la propiedad adsorbente de los eritrocitos enteros; pero
la hemolisis concomitante enmascard a tal punto la reaccidn gue fué
practicamente imposible seguir el curso de la adsorcién del virus.
La utilizacién de nucleos aislados suprime, por supuesto, dichos
inconvenientes.

Se prepard la suspension de nticleos por hemdlisis con saponina
(4) y se lavd con solucion fisioldgica hasta la extraccion completa
de la hemoglobina.

Se ensayd la accién de las siguientes drogas: cianuro de potasio
0,01 M, sulfito de sodio 0,01 M, hidrosulfito de sodio 0,01 M, formol
al 3 %o, agua oxigenada 0,01 M, nitrito de sodio 0,01 M, mertiolato
de potasio al 0,2 %, y permanganato de potasio 0,001 M.

El pH final de las soluciones oscild en todos los casos entre
7,0 y 7:0. Se hicieron ensayos de adsorcidén con virus A. de influenza,
(cepa 7) diariamente, y por espacio de una semana.

Ninguna de las sustancias ensayadas modificé en forma sen-
sible el poder de adsorcién de los nicleos para el virus, indicando
que la propiedad en cuestiébn no estaba vinculada a ninguno de los
numerosos sistemas de oxido-reduccién susceptibles de ser afecta-
dos por algunas de las sustancias utilizadas.

b)Extraccion con disolventes orgdnicos. — El objeto funda-
mental, es por supuesto, la separaciéon de los lipidos y también
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de la xantéfila, que segun Dounce (4), es la responsable del color
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amarillo d\, 105 nucieos.

Los disolventes ensayados fueron alcohol metilico, alcohol etilico
v acctona. En todos los casos se completd la extraccién con un trata-
miento final con éter.
Método. — Niicleos 100 ml. de eritrocitos dec pollo cen-
trifugados a baja velocidad (1.500 r. p. m.), de color amarillo intenso fueron
divididos cn tres porciones y resuspendidos en 50 mi de solucién fisioldgica
(0,9 %) ; a cada una de las fracciones se le agregb en frio (2°, 30 C.), poco a
poco y agitando, un volumen igual de alcohol metilico (método A), alcohol
etilico (método B) o acetona (método C) respectivamente: media hora mas
tarde se centrifugaron y los residuos se trataron con soluciones enfriadas de
los respectivos disolventes al 75 9% de concentracién (en solucién fisiologica) ;
después de una nueva centrifugacién los nticleos fueron extraidos directamen-
te con los disolventes puros y finalmente con éler hasta sobrenadante incoloro.
El residuo etéreo, totalmente blanco, fué inmediatamente resuspendido en unos
ml. del disolvente respectivo (alcohol metilico, etilico o acetona) y tratado
luego con un gran exceso de solucion fisiolégica agregada poco a poco; fi-
nalmente se lavd el residuo varias veces por centrifugacién con solucidén fi-
siologica. .
La suspensién asi obtenida y que representa en peso aproxi-
madamente el 70 % de la suspension primitiva de nucleos, es ex-

tremadamente estable y presenta al mlcroscoplo desde el punto de

vista morfoldgico, un aspecto muy semejante al de los ndcleos en-
teros, aunque algo mis pequefios.

Es importante hacer notar que en el método descripto hay
que extremar el agregado paulatino de los disolventes (sobre todo
si se utiliza aleohol etilico), pues de lo contrario, se produce una
coagulamon masiva de los nucleos y la pérdida casi total de sus
propiedades adsorbentes.

En el cuadro N? 1 estin los resultados obtenidos al ensayar
el poder adsorbente de las distintas {racciones, frente al virus A
de la influenza.

De acucrdo a los resultados del cuadro N? 1 la propiedad
adsorbente se halla indudablemente ligada al residuo insoluble e
disolventes organicos, de naturaleza fundamentalmente proteica (nu-
cleohistona, cromosomina, resto de estroma...?) con reacciones de
Biuret y Feulgen intensamente positivas.

Por la capacidad adsorbente del residuo y por la rapidez de
la extraccion el disolvente mas adecuado es sin duda el alcohol
metilico. La suspensién estéril de la fraccion Ai conserva sus pro-
pledades adsorbentes aun después de varios meses de conservacion
a 4° C.. Igual que en el caso de globulos enteros el residuo de la
elucion es incapaz de adsorber nuevamente virus.

¢) Extraccion de la fraccion Ai por soluciones de cloruro de
sodio. — De acuerdo a los resultados obtenidos por Laskowsky y
Ryerson (7) se ensay6 la extraccion del residuo insoluble en al-
cohol metilico y éter (fraccién Ai, que como dijimos, retenfa Ila
propiedad de adsorber al virus de la influenza) por soluciones de
cloruro de sodio del 1 al 5 % vy reprecipitacion ulterior de la
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CUADRO N 1

METODO Fracsién Adsoreién de virus A Elucién a 37 C.
de inlluenza
Fraccién Ai* 95-99 % 80-95 9,
Fraccién As** 0 —
Mélodo B. Fraccién Bi* 90 - 95 %, 85-90 7%,
Alcohol etilico y )
éter ......... Fraccion Bs** 0 —
Mélodo C. Fraccién Ci* 90-95 9 85-909
Acetona y éier . .
Fraccién Cs** 0 —

*} Residuos insolubles en los disolventes respeciivos.
*#) Residuos provenientes de la evaporacién a! vacio de las fracciones solubles.

solucion salina de alta viscosidad, por dialisis contra solucion fisiold-
gica; los resultados obienidos fueron contradictorios; en la mayo-
ria de los casos ambas fracciones, la soluble en solucién de cloruro
de sodio y la insoluble, perdian la propiedad de adsorber al virus
de la influenza. Soélo en un caso la fraccidon insoluble conservo
intacta la propiedad en cuestién; pero dicho resultado no pudo
ser confirmado.

Finalmente la nuclechistona “sintética” obtenida por mezcla
directa de solucion de histona de nticleos de eritrocitos de pollo y
icido nucléico de la misma fuente, no fué capaz de adsorber al
virus de la influenza.

d) Utiizacion de la fraccion Av para purificar v concentrar of
virus de la influenza. — Recientemente Stanley (14) realizd un estu-
dio comparativo de los métodos méas utilizados para la concentracién
y purificacién del virus de la influenza; los mejores resultados los
obtuvo por centrifugacién diferencial a 24.000 r. p. m. con un
rendimiento del 70 9 desde el punto de vista de la aglutinacion
y un producto final homogéneo a la ultracentrifuga que contenia
alrededor de 22.500 dosis aglutinantes por mgr. de nitrégeno.

El método de adsorcidn-elucién con eritrocitos de pollo o de
embrién, que también fué ensayado por Stanley, tiene, desde el
punto de vista de la purificacién, un serio inconveniente en la
hemolisis parcial concomitante con el fendmeno de evolucién, que
eleva notablemente el porcentaje de proteinas extrafias, llegando a
un producto final de 6.000 dosis aglutinantes por mgr. de nitrdgeno.

Desde este punto de vista la fraccién de nicleos (A1) insoluble
en alcohol metilico y éter tiene numerosas ventajas sobre la ufili-
zacién directa de los glébulos rojos: en primer lugar el factor
hemdlisis queda totalmente eliminado, es ademis mucho méis estable



