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ESTUDIO SOBRE UN INHIBIDOR DE LA HEMAGLUTINACION
DE ARBOVIRUS PRESENTE EN EL LIQUIDO ALANTOIDEO
OE HUEVOS EMBRIONADGS
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RESUMEN

Se establece la presencia de un inhibidor de la hema-
glutinacion de arbovirus en el liquido alantoides normal
de huevos embrionados de gallina. El estudio de su com-
posicion quimica revela que se trata de una lipopro-
teina cuya parte activa inhibitoria existe en la fraccion
lipidica. El estudio de esta fraccion demuestra que esta
compuesta de lecitina, colesterol, trioleina, y dos frac-
ciones lipidicas ain no identificadas.

Se demuestra que el compuesto es activo contra la
hemaglutinacion pero no inhibe las propiedades infec-
ciosas del virus. Su mecanismo de accion se discute bajo
la hipotesis de que se trata de un compuesto con la
misma composicion quimica del receptor eritrocitario,
y que actlia por competencia sobre los receptores hema-
glutinantes de los arbovirus.

INTRODUCCION

Desde un punto de vista préactico, las investigaciones sobre los inhibi-
dores no especificos de la hemaglutinacion son de gran interés por el
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amplio uso de la propiedad hemaglutinante de algunos virus en la identi-
ficacion de anticuerpos, y coma instrumento de estudio de fos mecanismos
de adsorcion que se suceden entre los virus y las células susceptibles.

Se han descrito inhibidores no especificos de la hemaglutinacion de
arbovirus en sueros sanguineos de diferentes especies de animales (2, s, 10,
15) y humanos (5. 14), y se ha detallado la composicion quimica de algu-
nos de ellos (12.13). Sin embargo, a pesar del amplio uso que reciben en
las investigaciones con arbovirus (s, 11), y aunque se han reportado para
otros virus (17), no se ha descrito la existencia de sustancias con esta acti-
vidad para arbovirus en los huevos embrionados.

Es el proposito del presente trabajo, describir la presencia de un inhi-
bidor de la hemaglutinacion de arbovirus en el liquido alantoideo de
huevos embrionados de gallina, asi como algunas de sus caracter(sticas y
composicion guimica.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion del inhibidor.— Se sbtuve el liguido alantoideo de hugvos
embrionados de diferentes dfas de incubacion, generalmente de 17 dias.
Una vez liberado de eritrocitos y lipidos en suspension por centrifugacion
{10.000 g x 30 min), el liquido alantoideo fué fraccionado en una columna
de Sephadex G-100 de 80 x 2,5 cms. Las diferentes fracciones fueron reco-
gidas en cantidades de 5 ml. Eluidas con solucion salina de Dulbecco
(NaC! 0.15M y fosfato 0.1M), y leidas a 260 nm a través de un espectro-
fotometro LKB U Uvicord Il Las fracciones con actividad inhibidora de
fa hemaglutinacion de arbovirus fueron recogidas y constituyeron el inhi-
bidor parciaimente purificado.

Prueba de inhihicion de la hemaglutinacion.— Se utilizo |a microtitula-
cign en platos plésticos desechables, siguiendo basicamente la técnica des-
crita por Clarke y Casals para anticuerpos (3), con algunas modificaciones.
A diluciones crecientes del inhibidor se le afiadieron 4-8 unidades hemaglu-
tinantes del antigeno viral, y de inmediato se le agregaron los eritrocitos
de ganso al 0,25%. Se incubaron a 37°C por una hora antes de su lectura.
Ef titulo inhibitorio fué considerado como la méas alta dilucion de inhi-
bidor capaz de impedir la hemaglutinacion.

Antigenos virales.— La mayoria de las determinaciones hechas con el
inhibidor, o fueron con antigeno hemaglutinante del virus de la Encefa-
litis Equina Venezolana preparado en cerebro de ratdn lactante y extraido
con acetona-sacarosa (a). Se utilizaron ademds, antigenos de virus de Ence-
falitis Equina del Este, del Oeste, Bussuquara, ltheus, Dengue |, Dengue I
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y San Luis, obtenidos del Centro para el Control de Enfermedades, Atlan-
ta, USA. Ademas, se utilizd virus de Encefalitis Venezolana purificado
segiin Mussgay (11).

Analisis de lipidos y proteinas.— Se utilizo la técnica de Lowry (o) para
la determinacidn del contenido proteico del inhibidor, y el método de elu-
cion de Szentirmal v cols {18) para la determinacién de aminoécidos. Se
hizo dosificacion de colesterol de acuerde al método de Kim y Golberg (7).
Los lipidos totales fueron investigados por métodos turbidimétricos {1}.
Los triglicéridos lo fueron segln la técnica de Sigma (16). Los fosfolipidos
se determinaron por el método de Belanger (1).

Los lipidos fueron extraidos con solventes orgénicos de acuerdo a la
siguiente técnica: a 1 ml de inhibidor se le afadieron 5 ml de metanol y
se agitd la mezcla durante 5 minutos. Luego se afiadieron 5 mi de cloro-
formo, seguido de agitacién por 10 minutos. Se centrifugd a 2.000 rpm
por 10 minutos. Se obtuvo una fase superior y una inferior acuosa.

Se estudit el comportamiento cromatogréfico del extracto lipfdico en
capa fina de silica gel (Eastman Kodak). Los cromatogramas fueron reve-
lados con rodamina y expuestos luego a vapores de yodo sublimado (Fer-
nandez R., comunicacién personal).

Precipitacion de lipoproteinas.— Las lipoproteinas fueron precipitadas
con polisacaridos sulfatados (4) de acuerdo al siguiente esquema. A 1 mi
del inhibidor puro se le afiadieron 250 Ul de heparina sddica y 0,5 ml de
MnCl, TM. La mezcla se incubd a 40°C durante 20 minutos, al cabo de
lo cual se le afadieron 2,5 mg de sulfato de Protamina. Se centrifugd a
2000 rpm por 15 minutos y se dializd el sobrenadante contra solucion
salina de Dulbecco durante 18 horas. Paralelamente se corrié un control
compuesto por inhibidor, solucion de Dulbecco y sulfato de Protamina.

Electroforesis de proteinas.— Se utiliz6 un aparato Beckman a8 mA y
200 voltios durante 16 horas. Se usd buffer de barbital sbdico-acido barbi-
tirico a pH 8,6.

Tratamientos fisicos.— El inhibidor fué dislizado durante 18 horas
contra solucion de Dulbecco. Fué expuesto al calor durante una hora
tanto a 56°C como a 100°C. Se hizo adsorcion con caolin (libre de hierro)
en suspension al 25% en solucion buffer de borato de sodio 0.05M, pH 9,0.

Cultives celulares.— Se utilizaron cultivos de fibroblastos de embrién
de pollo, cultivados en medio 199 adicionado con suero de ternera al 10%.
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Enzimas y reactivos.— La digestion de proteinas se hizo con tripsina al
2,5% (tripsina 1:300, Nutritional Biochemical, Co.) durante una hora a

37°C. Se utilizo inhibidor de tripsina de soya (NBCo) para detener la
acci6n de la tripsina.

RESULTADOS

La separacidn cromatogréfica en Sephadex G-100 produjo cinco picos
diferentes de absorcién a 260 nm, pero la actividad inhibitoria de 1a hema-
glutinacién apareci6 sblo relacionada con las fracciones contenidas en el
primer pico (Fig. 1). Este eluyd junto con el volumen de exclusion, demos-
trado por cromatografia de azul dextran. El inhibidor, obtenido por reco-
leccion de este pico, no dializd, y fué estable a 56°C durante una hora,
aunque perdid gran parte de su actividad a 100°C durante el mismo lapso
(Tabla t). Todos estos hechos indujeron a pensar que se trataba de una
proteina o bien de otro compuesto ligado a una proteina. La presencia de
proteina fué confirmada por la reaccion de Lowry y su cuantificacion fué
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Fig. 1.— Elucion del Jiquido alantoideo de huevos embrionados en Sepha-
dex G-100. Se observan b picos de absorcion a 260 nm. La actividad inhi-
bitoria se superpone al primero de los picos. La lectura O0D260 se seiiala
con una linea continua. La actividad inhibitoria de la hemaglutinacion
(IH) de cada fraccion esta indicada con circulos.
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TABLA |

ACCION DE DIFERENTES TRATAMIENTOS FISICOS Y QUIMICOS
SOBRE EL COMPUESTO INHIBIDOR DE LA HEMAGLUTINACION
DE ARBOVIRUS PRESENTE EN EL LIQUIDO ALANTOIDEO

DE HUEVOS EMBRIONADOS

Tratamiento Titulo inhibitorio
Didlisis 1:128
Calor 56° 1:64

100° 1:4
Tripsina 1:512
Heparina-MnCl,* <1:2
Kaolin™ <1:2
Sin Tratamiento 1:128

* Titulo del sobrenadante.

del orden de 430 mg/100 mi (Tabla I1). Ademas, |a electroforesis en papel
produjo dos bandas que corresponden, por su situacion, a las globulinas
alfa-2 y beta del plasma humano (Fig. 2).

Sin embargo, [ digestion del compuesto con tripsina durante una hora
a 37°C, no sblo no inactivd al inhibidor sino que esta propiedad aumentd
considerablemente después del tratamiento. Esto indicaba gue la proteina
estaba ligada a otro compuesto que a su vez era guien poseia la propiedad
inhibitaria, y que gquedaba mayormente expuesto después de la digestion
con tripsina.

TABLA I

COMPOSICION QUIMICA DEL INHIBIDOR.
CUANTIFICACION DE SUS COMPONENTES

Proteinas 430 mg/100ml
Colesterol total 0,43 mg/100 ml
Lipidos totales 784 mg/100mi
Triglicéridos 375 mg/100ml
Fosfolipidos 105,5 mg/100 ml
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Fig. 2.— Electroforesis del compuesto inhihidor en comparacion con las
proteinas normales del plasma humano. Obsérvese que la migracion de las
proteinas aviares corresponden a las globulinas alfa-2 y beta.

Se sospecho que se trataba de una lipoproteina, puesto que su actividad
desaparecia con tratamiento con caolin, y es sabido que este compuesto
es capaz de adsorber, entre otros, a las lipoproteinas. La caracteristica
lipoproteica quedd demostrada por la precipitacion con heparina en pre-
sencia de clorurc de manganeso.

Habiendo establecido la conformacién lipoproteica del inhibidor, se
prepararon extractos con cloroformo-metanol para determinar {os tipos
de lipidos presentes. La capacidad inhibitoria desaparecit de la fase acuosa
del extracto y se observé muy débilmente en la fase de solventes orgéanicos.
Se hicieron determinaciones de colesterol, lipides totales, triglicéridos y
fosfolipidos, con resultados expuestos en ia tabla 11, Una fraccion de 50
microlitros de este extracto fué colocada sohre silica-gel en capa fina,
junto con una cantidad similar de inhibidor puro y controles comerciales
de colesterol, triolefna, tripalmitina, y una mezcla de lecitina-esfingo-
mielina. La cromatografia fué corrida con una mezcla de cloraformo-
metanol-a agua, en proporcion 95:34:4, para observar lipidos polares, y
con una mezcia hexano-dietiléter-acido acético glacial 80:20:1, para obser-
var triglicéridos. La mezcla hexano-dietiléter-acido acético glacial resolvio
el extracto lipidico en cuatro fracciones, de las cuales se han identificado
colesterol y trioleina (Fig. 3). La mezcla cloroformo-metanol agua aparen-
temente nos indica la presencia de lecitina (Fig. 4).
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Fig. 3.— Cromatografia en capa fina de silica gel desarrollada con mezcla
de hexano-dietiléter-acido acético glacial en proporcion 80.20.1. Se de-
muestra Ia presencia de trioleina y colesterol, y dos fracciones no identifi-
cadas aiin.

LECITINA

[ ESFINGOMIELINA

il LECITINA
® ‘ ‘ ESFINGOMIELINA

EXTRACTO LIPIDICO

INHIBIDOR PURO

Fig. 8.— Cromatografia en capa fina de silica gel desarrollada con una mez-
cla de cloroformo-metanol-agua en proporcion 95.34.4, Se corrieron
muestras comerciales de lecitina y esfingomielina, ademas del inhibidor
puro y un extracto lipidico del mismo. El inhibidor migra con una Rf
intermedio entre lecitina y esfingomielina.
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El producto inhibidor es activo contra la hemaglutinacion de |la mayorfa
de 8 arbovirus probados de los grupos A y B. La tabla HI muestra los t{-
tulos de actividad inhibitoria en un experimento tipo.

TABLA I
ACTIVIDAD DEL INHIBIDOR SOBRE LA HEMAGLUTINACION
DE VARIOS ARBOVIRUS

GRUPC A
EEV 1:64*
EEE 1:1
EEO -

GRUPO B
Itheus 1:8
San Luis 164
Dengue I 1:128
Dengue II 1:64
Bussuquara >1:256

* La mas alta dilucién de inhibidor capaz de evitar la hemaglutinacion de
8 unidades HA de antigeno.

Para establecer si el compuesto presentaba ademés, actividad inhibi-
toria sobre la capacidad infecciosa, se mezclaron partes iguales de inhibi-
dor con virus purificado de la Encefalitis Equina Venezolana. La mezcia se
incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos. Paralelamente se hizo un
control compuesto de virus purificado suspendido en solucion de Dul-
becco. Al cabo del perfodo de incubacidn, se hizo titulacién de la infeccio-
sidad de la mezcia virus-inhibidor y del control, por inoculacion en células
de fibroblastos de embrion de pollo mantenida en medio 1399 con suero de
ternera al 2%. lgualmente se hizo titulacion de la capacidad hemagluti-
nante de ambos. Los resultados expuestos en la tabla 1V indican que hay
inhibicion total de la hemaglutinacitn, y que no se afecta la capacidad
infecciosa del virus.

TABLA V
ACTIVIDAD DEL INHIBIDOR SOBRE LA CAPACIDAD

HEMAGLUTINANTE E INFECCIOSA DEL VIRUS
DE LA ENCEFALITIS VENEZOLANA

HA Titulo infeccioso
Virus +inhibidor - 1.45 x 1013DICT50/m)
Virus control 1:40.960 1.45 x 1013DICT50/m1
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DISCUSION

Probablemente existen diferentes tipos quimicos de inhibidores no
especificos de la hemaglutinacion de arbovirus (10, 1214). En el com-
puesto que nos ocupa, se trata de lipoproteinas similares en su comporta-
miento electroforético a las globulinas plasméticas humanas alfa-2 y beta,
con un pese molecular superior a los 150.000, de acuerdo a su comporta-
miento con el Sephadex G-100. Su actividad inhibidora esta dada por su
fraccidn lipidica, lo que hace recordar los estudios de Salminen (13, 14)
sobre inhibidores de la hemaglutinacién de los grupos A y B del complejo
transmitido por garrapatas. Sin embargo, existen algunas diferencias entre
los inhibidores sintéticos de Salminen, preparados con mezcias de coles-
terol-4cido palmrtico y colesterol-leciting, y las lipoprotefnas aquf descri-
tas. En efecto, Salminen concluye que los grupos A y B de los arbovirus
comparten los mismos inhibidores no especificos, y que no existe diferen-
cia en el comportamiento de la hemaglutinacion con respecto a sus mezclas
inhibidoras. Sin embargo, el inhibidor obtenido de huevos embrionados
posee una actividad diferencial entre los grupos A y B, siendo més active
sobre el sequndo de los nombrados. Entre los miembros probados del
grupo A, es inhibitorio de la hemaglutinacion del virus de fa Encefalitis
Venezolana, pero es totalmente inactivo contra el virus de la Encefalitis
Equina del Oeste, y muy poco sobre la Encefalitis del Este. Ya Parterfield
y Rowe (12} habfan demostrado que algunas lipoproteinas del plasma
humano tenian un comportamiento similar al descrito por nosotros para
estas lipoproteinas aviares, primordialmente con respecto a su actividad
sobre los grupos A y B, y asu incapacidad para inhibir la hemaglutinacidn
del virus de la Encefalitis Equina del Oeste. Esto pudiera indicar similitud
de su composicién quimica.

Es evidente, a la luz de estos resultados, que existe una diferencia fun-
damental en la composicién quimica de los virus EEV, EEE y EED. Hol-
den y cols. {s) detectaron diferencias entre estos virus de acuerdo a su
comportamiento frente a un inhibidor inespecifico presente en sangre de
aves, y que se cree que es un mucopolisacarido de estructura similar a la
heparina. Al contrario de nuestros resultados, el virus de {a EEV no era
inhibido por ese factor, pero sf los otros dos virus. Serfa interesante probar
si estos inhibidores pudieran ser usados para la clasificacién de los arbo-
virus.

Los estudios preliminares sobre la composicién lipidica de las lipopro-
tefnas aquf descritas, pone de manifiesto la presencia de trioleina, lecitina,
colesteroi, y otros dos componentes alin no identificados. De éstos, se
sabe que el colesterol, cuando estd unido ala lecitina, es capaz de producir
el fendmeno inhibitorio, aunque estos dos Gltimos son inactives cuando
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se prueban separadamente (13). Igualmente, se sabe que la triolefna no
posee actividad de este tipo (12). No se sabe alin si la actividad inhibitoria
de este compuesto se ejerza de manera similar o si bien las dos fracciones
atin no identificadas tengan un pape! importante en su produccibn.

El mecanismo de accion de este compuesto no ha sido dilucidado aGn.

Actualmente se sabe que el producto no actia a nivel del eritrocito
(Soto-Escalona A, en preparacion), lo cual induce logicamente a pensar
que su accion se ejerza sobre la particula viral. Se sospecha que su compo-
sicion quimica es similar a la de los receptores eritrocitarios y actie por
competencia. E| hecho comprobado de que el inhibidor es activo sobre
la hemaglutinacion pero es absolutamente inoperante sobre la capacidad
infecciosa del virus, habla en favor de la existencia, al menos, de dos di-
ferentes tipos de receptores virales. Uno que interacciona en la hemaglu-
tinacion con eritrocitos de ganso y otro, no susceptible a este inhibidor,
responsable de la adsorcion a la célula viva en la secuencia de infeccibn
del virus. Sin embargo, falta alin informacion para concluir sobre sus
mecanismos de accion,

ABSTRACT

Description of an inhibitor of arbovirus hemagglutinating activity isolated
from allantoic fluid of embryonated eggs. Soto-Escalona A. (Instituto de
Investigaciéon Clinica. Apartado 1151. Maracaibo, Venezuela), Herndndez
H., Cirdenas C. Invest Clin 19( ): 144-155, 1978.— The presence of an
arboviral hemagglutination inhibitor in the allantoic fluid of embryonated
eggs is described. It has been found to be lipoprotein in nature with an
active part in the lipidic moiety. The study of the lipid fraction indicates
the presence of lecitin, cholesterol, triolein and two fractions not yet
identified. The compound inhibits the viral hemagglutination but not its
infectious activity. The mechanism of action is discussed under the
assumption that the substance has a similar chemical composition to that
of the erythrocyte receptors and acts by competition on the viral re-
ceptors.
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