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Adsorcion del virus de la influenza por los
nucleos de los glébulos rojos
de polio

Por A. 5. PARODI, S. LAIMANOQVICH y N. MITTELMAN (*)

Hirst (1) demostré que el virug de la influenza tiene la propie-
dad de aglutinar los glébulos rojos de polio. Después se observéd que
esta propiedad también se presenta frente a otros glébulos rojos
nucleados: sapo, culebra, pato, paloma (*) y no nucleados: hombre,
cobayo ().

E1 virus es adsorbido por los glébulos de pollo y se eluye en so-
lucién fisiolégica o en el mismo liquido que lo contenia; la veloci-
dad de la elucién depende del tipo de virus usado y de la tempera-
tura. Una vez eluido, los glébulos son incapaces de adsorber més
virus, pero en cambio éste, una vez eluido puede aglutinar nuevos
glébulos. Un triturado de glébulos rojos, libre de substancias solu-
bles, tiene propiedades anilogas (*).

Un fendémeno semejante fué descrito con las células del aparate
respiratorio del hurén (5).

Nos parecié de interés investigar-si la substancia responsable del
fenémeno estaba en log ntcleos de los glébulos rojos nucleados y si
la adsorcién presentaba las mismas caracleristicas del glébulo en-
tero.

MATERIAL, Y METODO

Fueron usados glébulos rojos de pollo recién extraidos. Estos fue-
ron tratados con saponina seglin el método de Douce y Tien Ho
Lan (%) quienes han dado pruebas suficientes como para asegurar
la obtencién de nticleos libres de estroma.

(*) De la Seccién Virus del Instituto Bacteriolégico « Dr. Carlos &. Mal-
brén » de la Direccién Nacional de Salud phblica. Estos estudios fueron sub-
vencionados en parte por una donacién de la International Health Division de
Ja. Fundacién Roekefeller.
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Veinte centimetros cibicos de glébulos previamente lavados fue-
ron resuspendidos en solucién fisioldgica y se le agregé 0.8 de una
soluciéon de saponina al 3 % en una solucién buffer pH 7. Se de-
jaron 15 minutos a 37° y luege fueron centrifugados y lavados 7
veces con solucién fisiolégica. Se agregd al sedimento de ntcleos la
cantidad de solucién fisioldgica necesaria para tener una suspen-
sion de 1.800.000 ntcleos por mm?.

El virus usado fué el tipo A (cepa T) aislado duranie una epi-
demia local de gripe. H'ué inoculado a embriones de pollo de 11 dias
v luego de 48 horas de incubacién se extrajo el liquido alantoideo.
Este fué inmediatamente centrifugado y puesto luego en contacto
con log ntcleos.

Los sobrenadantes se titularon por aglutinacidén, segtGn la iéeni-
ca de Hirst.

ExpPERIMENTOS

1°) Cantidad minima de nicleos necesarios para adsorber el vi-
rus en la heladera a 4°C durante 18 horas. A cantidades variables
de ntcleos se les agregd 2 em?® de virus (liquido alantoideo) y se
los inecubd 18 horas a 4°C. Se los centrifugd luego titulandose los

sobrenadantes.
Cuapro 1
. Titulos de sobrenadantes, luego de centrifugados.
Tubo Ne Cantidad de (Los ntmeros indican grado de sedimentacién

susp. de L N
de 0 a 4)

1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256

virus 2 c.c. -

ntcleos ce.

1 0,01 3 2 1 0 0 0
2 0,02 © 1 0 0 0 ) 6
3 0,04 Tl oo oo o | 0
4 0,08 5 o o 0 0 ) 0
5 0,16 [ 0 o 0 0 0 0
6 0,32 » 0 0 o 0 0 0
Control virus . — - — 4 4 4 3 1

La cantidad minima necesaria para adsorber el virus de 2 ml de
liquido alantoideo fué de 0.04 em® de una suspensién madre que
contenia 1.800.000 nticleos por mm?, lo cual representa un volumen
de 2 % de nthcleos con relacién al virus.

2°) Eluecién del virus adsorbido por los nficleos.

A los mismos sedimentos del experimento anterior se le agregé
2 em® de solucién fisiolégica. Se agitaron y se dejaron 3 horas a
37°C. Luego se centrifugaron y se titulé el sobrenadante.
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Cuapre 11
Tubo No Titulos de sobrenadantes luego de centrifugados

Sedimentos de nicleos + (Los ntmeros indican grado de sedimentacién de 0 a 4)
solucién fisiolégica 2 ce 1/ 1/16 1/32 l 1/64 ’ 1/128 1/256

i @) 4 4 4 4 3 2

2 £ 4 4 4 4 3 2

3 3 4 4 4 4 3 2

4 7 4 4 4 4 3 2

-
? 2 4 4 4 4 3 2
8 o™ 4 4 4 4 3 2

Las distintas cantidades de nucleos sedimentados resuspendidos
en un volumen idéntico al de antes pero en solucién fisioldgica,
eluyeron una cantidad similar de virus.

Titulo
dal
eluido

1289

v v v T T v
5" 30’ 60’ 24 3£ kR,
Tt&mFo enchoras

T1¢. 1. — Curva de elucién a 37°C del virus de influenza adsorbido sobre ntcleos de

glébulos rojos de pollo. La adsorcién se efectuéd mezclando volimenes iguales de liguido
alantoideo cepa 7 de titulo 128-256 y de suspensién de nucleo, y centrifugando la mezcla
después de 18 horas de estaciomamiento a 40C.

® adsorbido sobre suspensién de nicleos al 2,5 %.
O adsorbido sobre suspensién de nucleos al 5 %.

La figura N? 1 reproduce una tipica curva de elucién, que como
puede verse, resulta en un tedo similar a la descrita por Hirst
(1942) para glébulos enteros.
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39) Inutilizacién de los nucleos para adsorber més virus una vez

gue lo han eluido.

A los mismos nuaeleos de los experimentos anteriores se los cen-
trifugé y se elimind el sobrenadante. Se agregd 2 em® de virus y se
fos dejé 18 horas a 4°C. Se hizo control con niicleos de la misma
suspension del experimento pero que no habian previamente adsor-

bido el virus y con virus sin nueleo.

Cuanro IIT

Tubo No ‘ Titulo de sobrenadantes luego de centrifugar
Ntcleos usados (Los nGmeros indican el grado de sedimentacion, de 0 a 4)
sedimentados + virus 18 ] 1/16 1/32 1/64 l 17128 I 1/256
1 4 4 4 3 2 1
2 4 4 4 3 1 0
3 4 4 4 3 1 0
4 @) 4 4 4 3 1 0
5 * 4 4 3 2 1 0
6 : 4 3 2 + 0 0
Control nteleos o
0,1 de ndcleos g
sanos () + 2 x
ce. de virus. . 0 0 0 0 0 0
2 cc. de virus
(sin nicleos) . 4 4 4 3 2 1

(1) Fueron de la misma suspensién utilizada en el primer experimento conservados

a 40C.

Cuando la cantidad de ntcleos sobrepasa en mucho la cantidad
minima suficiente para adsorber todo el virus (tubos 5 y 6), se
nota una nueva adsorcién del virus. Esto se explica suponiendo que
un nimero grande de ntcleos no han sido utilizados en la primera

adsoreidn.
Di1scUsiON Y RESULTADOS

Es evidente que los niicleos tienen una capacidad similar a los
glébulos enteros para adsorber el virus de la influenza. Es proba-
ble que la substancia se encuentre en gran proporcién en el nf-
cleo, aunque no podemos eliminar la posible participacién del es-
troma del glébulo por no haber hecho ensayos de adsorcién con el
estroma solo. Es probable que sea una substancia que se encuentre
diseminada en todo el glébulo, pues los glébulos no nucleados ad-
sorben el virus, aunque el titulo es menor.
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Independientemente de que otras partes del glébulo intervengan
en el fenémeno de adsorcién-elucién del virus de influenza, es in-
dudable que los nticleos solos, presentan un comportamiento total-
mente similar al de los glébulos enteros. Esta similitud no es sélo
cualitativa sino también cuantitativa. En efecto, para una adsorcidn
mayo> del 98 % se requieren 0.04-0.08 ml de suspensién de nieleos
para 2 ml de virus, lo cual equivale a 36.000-72.000 nticleos por mm?,
mientras que la suspensién de glébulos que en condicicnes anilo-
gas adsorbe el 99.5 % del virus, contiene alrededor de 135.000 glé-
bulos por mm?® Andlogamente en el fenémeno de elucifn se nota

{Fig. 1) gque la misma es tanto més completa ¢
concentracmn de niucleos, cosa que también sucede para los glébu-
los v finalmente tanto nficlecs (cuadro 3) como glébulos después
de haber eluido el virus resultan incapaces de volver a adsorber
virus.

Sl se adinile con MHirst, como hipbiesis plausible la de la existen-
cia de alguna substancia en los glébulos, o en las células del aparato
respiratorio, responsable del fenémeno, es indudable que los expe-
rimentos gue anteceden, tienen importancia en el sentido de pro-
veer un material de trabajo de facil obtencién y de constitucién
quimica relativamente sencilla.

so i d o e e
NvG Iienor €8 14

REsUuMEN

— Lios nficleos de gléhulos rojos de pollo, desprovistos de es-
troma son capaces de adsorber el virug de la influenza.

— Una vez adsorbido el virus, los nicleos los eluyen de una
manera similar a los glébulos enteros.

— Lios ntieleos que han adsorbido y eluido virus son incapaces
de volver a adsorber virus nusvamente,

4% — Se discute la similitud del proceso de adsorcién entre los

glébulos enteros y nuecleos sin estroma y se hacen consideraciones
sobre la simplificacién del problema de hallar la substancia respon-

sable de la adsorcién.
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