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Enun trabajo ¿asii-¿rama determinó.1 fósforoinor
gánioo y orgánico presente en el liquido slantoideo de buevoe de
gallina embrionados, inoculsdos con virus de influenze tipo A y
encontró un descenso significativo de le fosfooreetins y del fós
foro total.

El presente trabajo oontimn esos estudios determinandofós
foro inoraónioo de fosfoorestins, ATPy ¿oido soluble total, en
músculo de ratones blancos inoculadoe con virus de influenza, oe
pe Formosa.

YMETOIDS
Animales: Se usaron ratones blancos adultos. Unlote se inoouló
ip. con 0,2 m1de liquido elantoideo nom“; y otro oon 0.2 m1
de liquido alantoideo infectado oon virus de influenza, oops For
nose, cuyo título hanoaglutinsnte ers 1:1280¡ un tercer lote se
inoculó con 0.2 ml de una.mezcle de virus y antisuero totalmente
neutralizsda. segül pruebes de infootividsd en embriones. Estos
enimsles se sacrifican-on e las 24. 48 y 72 be. luego de ls inocu
leoión anestesiándolos oon pentotel y sumergóndolos luego en uns
mezols de nieve oerbónioea-óter. Mientras estaban congelados ee
lee extrajo músculo que se pesó en une.balanza de torsión y lue

go se trató con 013W el 57%en trío. Se filtró por un tubo de
Barber y sobre este liquido libre de proteinas se hicieron lee
siguientes determinaciones de fósforo.

Determinación del fósforo:

s) Fósforo inorgén_icoa Se llevó e cebo según el método de Lowry
yBOP“

b) Fósforo de fostocreatinst ee deJó el filtrado libre de prote
ínas durante l bora e. temperature. ambiente y sobre une porte
¡líouota ee determinó fósforo según el mótodo de Fisico-Bubbl

row (A).
e) Hetero de ¿TINigual que el anterior pero se hizo previamen

t. una hidrólisis d. 10 minutos l 100.0 en HC].IN.
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foro ácido uble to a igual que el anterior pero ee
hidrolizó 3 ha. a 100°C un 01HIN.

i del m6 onuscularl

Se trató un trozo de ¡ni-culo de ratones obtenidos comoen

Wonnente con KOHal 30%en caliente, luego oe precipitó glu
cógeno con l,l voluncn de alcohol absoluto. ee centrif‘ugó y lue
go ee hidrolizó en medio ácido. Se determinó glucoaa según el
metodo de Valverde (4).

Obt de o co a

Se inoculó un conejo adulto por via in‘lmmuocuhr con 0.5
nl de liquido alantoideo infectado con virus de influenzc mi.
l m1 de ¡flamante de Freund. Se lo eangró por punción oardíeca
e loa 15 dias y co obtuvo el suero.

t ci d ecti dndenmúa o:

Se turnóuna porción del músculo de le pata de ratones ino
culadoa con virus de influenza, ee maceró con onldo con anti
biótico. (penicilina y eamptanicinn). ee centrimgó y ee usó
el eohrenadmte. Este oe inoculó en dilucionee 10.1. 10-2, 10-3.
10.4. 10'5 en cavidad clantoiden de mhz-iones a. pono a. 11
dias de incubación. Los embriones ee mantuvieron 24 hores e

37°Cy luego ee mataron por trío y ee extrajo liquido elantoi
dec. con el que ee realizó una reacción de hmoagluunnción.Mi

k1 la Tabla I ee presenten los promedios,las “oviedo
nes standard, y los valoren de t (para el ensayot) pero le.
determinaciones de ¿”stereo foeforados.
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Mi.
_ r, __

l-nolcuíaEl. Panorgo t Pod. Pod. t t
foggoar. ¡mr

Neruda. 31.695,6 31.03499 339335.9 1050.7:‘9'8

24 31,614.9 o 26,838.6 2,4 22,333.1 7,1 89.236,0 3,
tu 48 28.235,7 1.71 24.633,6 3,6 22.832,8 17,5 88,339.6 4,

72 29,424.2 1,20 20.934,1 16,8 24,413.6 4,96 83.8:7,8 5,

Ï‘Ïuq‘fif’ 24 30346.9 0.29 30.8=4.3 0.24 29.633.? 1.97 101,238.8 1.
¡m 48 30,814.0 0.49 37.6%.4 2.50 31,644.0 0.75 111.138.5 1.

72 31.7*6,3 0.03 34,735.1 2100 29,333.7 1,9 104.4=W.O 0.

¡“:¿45 48 35,234.1 1.63 20.“.1 4’58 24,737.9 9598:792 1|

A las 24, 48 y 72 horas luego de la inoculación ¡o observa un

En n
Dot 1 n del usó o

Inoculo l Hora- gigfóqagg’
í 4a 24o - 480

72 220 - 450
96 170 - 350

120 220 - 350

6 144 230 - 47o
¡T 48 290 - 400

! 72 220 - 490

96 17o - 400
120 220 - 350

144 289 - ¿m
Nunmalea 220 o 485

Los valores de glunógeno muscular ee dan un la Tabla II.

descenso significativo do la foafoareatina. ATPy fósforo total. E:
to no ocurre en los animales controles.



4.

No ss observan variaciones en el contenido del glucógeno nus
cular de los ratones infectados.

Los extractos de músculo de los ratones infectados con virus
que fueron inoculadoe en embriones de pollo no demostraron poseer
ninguna actividad infecciosa.

DISCUEIQN

El virus de influenza provoca cambiosmetabólicos en los
huespedes en loo cuales desarrolla. m ¡nieves de gallina embriona
das ae han encontrado variaciones en el volumendel líquido llen
toideo, de su pH. del peeo de la membranaccriodantoidea y de la
glicólieie snaerobia de la membranacorioalantoidea.

Unade las alteraciones más importantes es la detención de
su desarrollo, fenómenoque se ha relacionado con el metabolismo
del fósforo y sus estores, eapeciaJmente de la foefoereatina y del
ATP. Pappalardo (me) encueníz'a un aumento en 1a cantidad tota‘l. de
creatinina y creatina en el líquido alantcideo de unbriones infec
tados. Parodi (W) observa una notable disminución de la roste
creatina en loa embriones infectados que comienzaa las 4 bso, se
acentúa. a las 7 ha. y vuelve a sun valores normales a las 24 hs.
luego de la inoculación. Tambienobserve. un deeceneo del fósforo
incránico y del fósforo ácido soluble total.

m este trabajo se trató de observar ai‘ existían alteracionel
similares en ratones infectados intraperitcneaiunente con el virus
de influenza.

Se ha encontrado un descenso significativo del fósforo prove
niente de la foafocreatina y del ATP,así comodel fósforo ¿cido
soluble total. \

Los valores hallados en ratones inoculadoe con liquido elen
tcideo no infectado no ¡menu-anvariaciones con respecto a los
normales, salvo en un esoo (e. las 48 he. el fósforo del ATPamen
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ta) al cual no lo atribuimoa significado.

Las doterminacionos do virus infeccioso on ol músculo ¿cl
animal infectado han dado resultado nogativo; tampoco co ha un»
ocntrado variación on loa valoro. del glucógeno muscular aunquo
Cotos oscilan, cn todos loa casos, dentro do limites muyamplios.

Siendola foefocroatina la fuente de fosfatos para la rocia
tooia del ATPuna disminución cn los valoren do ambos haco pan
car cn la inhibición del proceso do síntesis do la primera quo lo
rcltcjaria tambiin cn los valoro. del segundo.

Un efecto análogo oc encuentra on los musculos 'onvoncncdoc'
con iodoacotato cn los cuales doaapareco la foafocreatina. aunquo
cc encuentra un aumentodel fósforo incrgñnioo y do la creatina.
Ento ofooto so atribuyc a la inhibición do la gliocraldohido-B
fosfato dchidrogcnaaa y al bloquoc dc la reeíntooic dol ATPa
partir del A331).

' Dadoquo cn cl músculo no ao encuentra virus infeccioso. ¡o
puede pensar que ¡sto enero. una acción tóxica quo so maniíiolta
do esta manera. Dicha acción podría doborao a la partícula on oí
o bien a alguna subunldad dcrivnda dc olla. Ea conocida la toxi
cidad que ticno el virus dc influenza. Hasta hace poco co ponlcp
ba que dicha toxicidad ac debia a 1a partícula completa. poro In
un reciente trabajo Kato y Okada (¡223 han dosintogrado ol viru
por ultrasonido y han encontrado quo a posar dc la pirdida do in»
tectividad, la toxicidad no disminuya y cn algunoc caso- aumcnta.
Sugicron que la acción tóxica ao debería a una proteina o lipo
protoína fuertemente adherida a la hunoaglutinina, aunqueparto
do olla permanecounida al antigpno a.

Una observación semejante do acción tóxica quo provoca un
descenso do la foafocroatina oo cl hallado por Pinchot y Blocv

(111) al inocular toxina diftárica en ratas por vía cubcutínaa.
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De todas maneras, las experiencias anteriores indiosn que
ls noción tóxica es neutralizeda por el antisuero específico. En
cambioen este trabajo no se consiguió neutralizar el descenso
del fósforo por ls inyección simultánea del virus y del sntisus
ro neutralizente. salvo en el caso del fósforo total.

Esto podria explicarse si el descenso del fósforo se debis
rs e subunidsdesderivadas de ls partícula viral y contre las
cuales no hubiere anticuerpos en el conejo, e pesar de que el
virus se descomponeen unidades menores sl infectar las células
o tejidos.

Por otra parte se debe tener en cuente uns posible acción
debida al interfcron. Se sabe que las células normales s les

cuales se les agregn interferon aumenten su consumode 02 ¡si oo
mosu producción de eo.láctioo. pero el proceso de glioólisis
quede desconectado de la producción de ATP, pensándose que la
felts de este último es un factor importante en la acción del in
terfercn frente a los virus, dado que ellos precisan del ATPps
rs sus procesos sintéticos. Podemospensar entonces que nuestros
descansan del ATPy fesfoarestins pueden ser causados por ls so
ción del interfieren que fabricnría el animal el ser inooulsdo o
por su presencia en el líquido sluntcideo infectants.

OOIIGLUSIOITE'j

1.-8e hicieron determinaciones del fósforo inorgánieo. del de fos
Iocrestins, ATPy ¡oido soluble total en ratones blancos ino
eulsdos cen virus de influenza y en controles inoculsdos con
líquido elentoidec normal.

2.-60 observó un descenso significativo en le fosfocrestins, ATP
y fósforo total.

3.-Ss discuten los resultados obtenidos y se pro ns su interpro
tación,
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INTRODUCCION

El virus de influenza es uno de los virus animales más co
nocidos y estudiados y tal vez uno de los más ampliamente dis
tribuidos en la naturaleza.

El estudio de sus propiedades y más precisamente el de las

alteraciones metabólicas que produce, ademásde facilitar el co
nocimiento sobre los virus en general, trata en lo posible de
comprender su modode acción para eliminar o disminuir los efec
tos de su infección, que afectan a gran númerode individuos.

El presente trabajo se referirá a la acción del virus so
bre el metabolismo fosforado del músculo y el nivel de glucosa
no en el mismo.

-—0
HISTORIA

La existencia de influenza, apareciendo en epidemias o pan
demias, se reconoce a través de descripciones que datan de vap
rios siglos atrás.

En la pandemia de 1743 en Londres se la llamó "influenza",
derivando el nombrede la frase italiana que atribuía el origen
del mal a "una influenza de freddo“(l). A fines del siglo XVIII
se comenzóa sospechar que la enfermedad era infecciosa y conta
giosa. Sin embargorecién en la pandemia de 1889-92 se recopilar
ron datos bacteriológicos que llevaron a Pfeiffer a considerar
al H.influenzae comoresponsable de esta infección.

El conocimiento modernode la etiología de la influenza
comienza en 1933 cuando Smith, Andrewes y Laidlaw (2) aislaron
en hurones un virus proveniente de un caso humanode influenza,
el cual era neutralizado por anticuerpos que aparecían poste
riormente en el organismo del enfermo.

Este virus se conoce actualmente comoTipo A. En 1940 Fran
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oie (3) identificó un segundotipo de virus, el B, diferente an
tigenicumente del anterior, y en 1950 se eisló (4) otro tipo,
el C. de un pequeño brote de influenza.

más recientemente se ha aislado en Japón de un ceso de pneg
nonitis, un virus que según estudios antig‘nioos. está relacio
nado con los anteriores, y el que se hs (1051me cono tipo D
(virus Sendsi) (5); Dentro de los distintos tipos, especialmente
dentro del A y B se encuentren variantes que se clasifican en
distintos sub-tipos.

El tamaño del virus de influenza ha sido determinado por eg
tudios de microscopíaelectrónica, ultreemtrimgaoión y filtre;
oidn e través de mbrenas de gredocol. Todoslos datos coinci

den en que lee partículas tienen un diámetro de 80 e 120 9;...(6)
(7) mtipoBeselgomfism-ende mieeli.

El microscopioelectrónico ho pemitido observar las perti
culas elementales de cepas adaptadas e. mnmónde re.th y cavidad
slentoidea de embrionesde pollo. Sonpartículas esféricas u o
voiducs y ocasionalmente se observen formes filamentoees.

hs partículasvirales se puedenidentificar estantme
te sólo en la superficie de le célula infectada (8) (9). Ls fob
maesférica se diferrencis cerca. de la superficie celular. Al s
treveser la mmbrane cada partícula de 20 e. 22 ¡3pde diámetro
sdquiere una. manbrmie.bien definida de 40 e 45 m/u.de diámetro y

una espa dimse que lleva el diámetro total s 70 191.49).

Las formasfilmentosas parecenformarsepor món. m
corte lonatudinsl se observe que los filamentos tienen el mis
modiámeu'o que las esferas, pero carecen de su estructura in
terna lo mimo que las formas no infecciosas. Esto se verifica.
en cortos celulares y por centrimgnción del virus y posterior
microscopíaelectrónica (10). Las tomas filmentosss que pere
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een predminer en oepae recien aisladas (ll) poeeen menosmu
que lee esferas (12) y een rápidamentedimidae por le tripei
ne. (13). Mugen y colaboradores (9) consideren que eatoo tilap
mentoeno eon infoocioeoe. Por dierupoión eónioe de lee filma:
toe mente el título aglutimmte pero no le infectivided (14).
Ganoesta última está directamente relacionada con el contenido
en RNA(15) (16) ee puede pensar quo los filamentos een poco in
teccioeoe, looaliefindoee este. propiedad en una. zone.del mimo“;
nerelmente su extrano libre, donde ee observe un enriquecimiento
en mm (17) (18). Deete punto podría luego alumno una per
tioule esférica. por un proceso similar a la brotnoión. Existe
alguna. evidencia que apoya eetee ideas. pero también ee cierto
que lee esferas no ee producen en forma.caracteríetioe por eee
mutación del filmento.

m un trabajo reciente. Kilbom'ne y Murphy(19) encuentren
que Inbee fome están regidos genéticamente. Mediante experien
eiee de reounbinneión e partir de unn cepa.asiática A2filmen
toeu. y otra P38 eei’Griee. no infeccion, hen obtenido recambi
nnntee eef‘ricoe con caracteristicas entigdnieae 12.

Por tratamiento con éter el via-ue ee deeintegm liberando
doe particulas mie pequeñas! una ee el antígeno soluble que con
tiene oaei toda la ribonuoleoproteine, 5,36%de RIM,y la otra ee
le hanoeglutinine de naturaleza. miooproteice, le cual lleva el
me que ee ombine een lee o‘lulae y le actividad enzimática.
Le primera constituye alrededor del 14?!»del peso de le particu
le entere. la eogmde el 137%.(20)(21) Se considere que hey ade
mfie38,4de material no proteico del mal 3.5% een hidratos de
carbono y 34.555. lípidos.

El antígeno eoluble o antígeno e. ee muypequeño. ee obser
vuenrecmedeverillae delsnudedifize'u'oy‘j‘SeIWm/¿ide
largo (22). .610 eo produce por le infección y no ee obtiene
por vacunación. Eb capaz de fijar el complementoy lleve lle.
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poolfloidnd de ¿:mpo. La hmoaautinim oo un coupleJo do ¡roto!
na o hidrnto do carbono y tiene 3O'g,aLdo diámetro según ncvcnport
(22) o 35-40 M según l’anolmory colaboradores (23).

Lona-tículomplotomíotomdnpormoopooflm
co Mmmm comentadopor lípidos; onol interior oococo;
varían 6 mudado. do antiguo o. Por mia-ooooph electrónico do
partículas accionada por su contro oo encuentran4 o B alma“
donaocdcmol'jn/udo ¿that-o, lo quoconcordoríaoonloonto
rior (24).

Por hidróliais de mm polimodridoa oo encuentra famosa, epu
laotooa, mcoca. y glucoacnim. (25).

' “'30 GLU'EDCACI í

El 1941 Hunt (26) por un lado y HoClcnand y Haro (27) por
otro encontraron que los liquidos olantoideoc do embriones do po
llo inoculudoccon1:)le uglutinabanlos eritrocitos do pollo.
Hirst (28)(29) estudió anplioncnto ol tbndmenoy demostró
o) que lo aglutininn oo idéntica o.1a partícula infeccion.
b) quo o]. calor y el 14mm].¡randomoootruir h infectividnd do].

virus pero oo mantiene 1. espaciosa aglutinonto.
o) quo o].virus, luego do ¡doorwa cobro ol oritrocito ¡modoo

luiroo ¡nadando coto um acción enzimática. y
d) quo la bmagluunnoión ¡modocar ¿alubias por anticuerpos oo

pooíficos y on menor arado por ¡launch cueros nomaloo.

La cglutinnoión do leo ¿:16mfl.ocrosca oo debo o. h adsorción
de loa partículas virales sobre 10o raooptoron mooprotoicoo ubi
Mo: en su superficie; ol muy actúa comopolivalente. o ¡1 mo
nos bivclonte. tratándoseo.ucoptoroo ¿a distinta células, for
¡madopuentes entre mo y otro antracita. ¡{autinándolooo Ade
m‘o de la aoc16n ¡moogtlutinantc unida. o la partícula completo,
no encuentra que tratando o]. virus con 'tor oo libero una submi
dnd más peguen que también posee ficha propiedad.



5o

m vina- setivo se puededetu'minu'la correlaciónn
tro infeetividsdy uglutinooión,hnme establecidoun. ro
laoidn de aproximadamente 10-6'17 y :I.0"'6’32D150por codo ¡nidad
hmglutinanto (30). Este fenómmose observa tanto o 4° como
o 37°C.

searchMiller y Stanley (31) el título aglutinanto menta.
son lo tempenxtm‘e. pero el efecto más importante de esta os lo.
aceleración de la reacción.

Es nesesario lo prestando. de electrolitos en el mediopara
que se produzca lo salutiwmión. Con lu oops. P528no se la. obtu
vo con concentraciones de cloruro de sodio inferiores a. 0,043 m
(32). La cepa Lee oct-¡55.en foma similar (33). Emmet y ¡Sidney
encontraronque silos con cationes monovalentos.son neon
serias concentraciones de 0,01 ¡.1aproximadamente; los cationes
divulontes son nds activos (34). La naturaleza del unión poros.
no tener mayor efecto (35). La.óptima aglutirmoión del virus de
influenza se observa entre pl: 6 y 8 (31). Este virus aglutina
eritrocitos de Varias especies. los mía:sensibles son los de po
llo, hmbre y sobeyo. Los cepas de Tipo A recién aisladas on oa
vidsd atmiótioo de aabt-iones de pollo, aglutinar: con mayortítu
lo los eritrocitos de oobayoque los de pollo (36). Se dico qu.
estas oezns oe encuentran en ls fase o (original). Al adaptarse
el virus por sucesivos mas ¡jes em embrión. mmm-ese):mutantes
que modemsm y entonces el virus adeudo de desarrollar muy
bien en cavic'mdelentoiden aglutina. con mayor título los glóbu
los rojos de pollo; se enmmntru en la fase D (derivada) que oe
la estable en las cepas adaptadas a huevo.

La mpoeiúudaglutimmte del virus de influenza os reuti
mente resistente a la lun ultravioleta; este destruye¡rimero
y en este orden la ini’eetividad, toxicidad. entigenioidod. mw
sidad de alusión y luego la hcnnoaglutimción y los antígenos r1.
JadOres de oaiplemento (37).
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m calentamiento e. 56°C durante 30 minutos deemwe le in
fectividad pero no la. hanooglutimbindedg 'ete. puederesistir
hasta 67°Cdurante 30 minutos, segun las cepas (38). El. ion pe
riodeto ee cepas de destruir le hemoogiutinine(39). Le tripeine
en cambiono le amoo. pero reduce eu capacidad Mision (20)
(40). Iyrren y llorefon. dela-¡moronle edutinine de veriee cc
pee con uree su e 37°C (41). A 4°C ee conservo el poder agluti
mmte dm'ente varios mceee, por lo menos.

Luegode le. odeorciónde los partme vuelco sobre le eu
peri’icie de los eritrocitos ee obecrvo ou «¡lución eepontdnee. Ee
te. ee más pronunciado e 37°C y ee lo interprete comodebida e. une.
acción enzimática ejercida por el virus cobre loa receptores nu
coproteicoc del ¿lóbulo rojo. Unavez que el virus ee he olvido
de ice eritrocitos. eaten no een capaces de ser aglutinedoe por
nuevos porciones del mimo virus- y eo dice que con estables. En
cambio el virus eluído ee capaz de actmr indefinidamente sobre
nuevos eritrocitos, lo que confirma le. idea de la. destrucción de
lce receptores celularee por la enzimadel virus. Le elución ee
despreciable a ooo pero mucho más rápida o. 37°C (23)

Lee células pueden cer nuevmcnte aglutinadae por otros ce
pan de nixcvirue. Burnet (42) estableció un ¿gradiente de virus.
de modoque unos eritrocitos eetabilizedoe por una cepa, no con
cgiutinablee por ning'tmcotro cepa entm‘ior e la prince en e].
gradiente. pero ei por las mbeiguientee.

El orden de algunas como ee; poneros, enfermedad de New
castle, influenza. A (1721.,WS,LES. 3.21.. MIL). influenza B e in
fluenza porcina; y resulta igtml pero eritrocitos hwmnoeo de
ave.

Luegode le elución del virus. ee observe que la movilidad
electroforética de loa ¿lóbulos rojos he disminuido hasta. un Ve
lcr característico para cada vinm. y lo. proporción de la dimi
nución está correlacionada con 1a posición del virus en el gw
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dientfie

Le.enzima es destnfide per calentamiento e. 56°C dm'ante
30 minutos. Se mantiene le. capacidad sglutinnnte pero el virus
asi tratado no miedoeluir (43).

'm 1946nui-net y colsbcredores (44) descubrieron en filtre
dos de cultivos de V.cholerse une enzine que actúe sobre los
gleulos rojos en roms maca: e le del virus de influenza. Se
la conoceconles siglas KDE(ensimadesz de receptores).
Se inactiva por calentamiento e 52°C durante 30 minutos en en
sencie de calcio. En presencia. de este último en uns. concentre;
ción de 0,01 I'sresiste hasta 60°C. Es destruida por le. tripsina
y es mtigénica (40) (45). Este ensure. se edsorbs sobre los gló
bulos rc Jos y desu'uye los receptores. haciendo e. las o‘lulss
no aglutinsbles por ningtmo de los mixovirus' para. actuar nece
site calcio y el pHóptimo es 6.8 (46).

m estudio de estes propiedades ha.permitido aclarar parte
del mecanimopor el cual se fiasrís. el virus e. las células que
luego vs a infectar. Se he. comprobadoque las células del epite
lio respiratorio y las que tapizsn la. membranacorioslantoides
tienen en su superficie receptores de naturaleza similar s. los

presuntos en los eritrocitos; el virus se adsorbsríe s. ellos co
mopaso previo a su penetración en la. célula. Si se hace actuar
la ¡IDEsobre ls manbrsns.corioslantoides, eliminfindols luego ne
disnte lavados e inomlsndo con influenza en pequeña.cantidad,

se observa que durante varias hores la nmhrsne no ss sensible
al virus. el cabo de las cuales recien comienzala infección (47).
Esto se explica por le destrucción de los receptores celulares
mediante la acción de la enzim lo que impedirIs le adsorción
del virus sobre la célula y su posterior invasión. Al cebo de
unas hoz-ss las celulas han regeneredo los receptores y comience.
entonces la infección. Si el inóculo de virus es muypende este
efecto no se observa. Ejerce una acción similar sobre les celu
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las del epitelio pulmonar, según experiencias realizadas con
ratones (48). El virus de influenza tanbien se edsorbe sobre
los leucocitos en los cuales provoca una disminución de su esp
pacidad de ragpoitosis (49) (50). ¡si comoalteraciones metabó
licas (51)(52)

La aglutinaoidn es inhibida especificamente por sueros in
munes. Esto proporciona un.m6todo sencillo y económicopara la
titulación de dichos sueros.

Francis (53) observó que 1a hencaglutinación del virus oa
lentado a 56°C ea inhibida por el suero normal. Anderson (54)
y Moorea (55) demostraron que esta acción ese debida a la pre
sencia de sustancias de naturaleza mucoide. Al virus con esta
característica se lo conoce comovirus indicador (56), debido
a que permite reconocer la presencia de los inhibidores y pue
de usarse para titularlos. La.mayorsensibilidad del virus oe
lcntado, frente a estos inhibidores se atribuye a efectos estó
rioos, es decir. el calentamiento provocaría una alteración de
la superficie viral que permitiría el acceso de los inhibido
res hasta las porciones sensibles del virus (57).

Estas sustancias están presentes en otros fluidos orgáni
cos comoorina (58)(59), saliva (60)(61), extractos de tejidos,
lágrimas (56). ueconio humano, albúmina de huevo (62),etc.

Algunas de ellas son termolábilee y se pueden eliminar
por calentamiento s 56°C durante 30 minutos. Otras en cambio
son termoeatables y ee necesario recurrir a otros métodospara
su eliminación.

El inhibidor o< es termoestable y se destruye por la ao
oión de la KDEy del ion poriodato, es mas activo contra el vi
rus calentado y se lo identifica con el inhibidor de Francis.
Se obtiene casi libre de otros inhibidores a partir de la al
búmina de huevo. En el suero bovino se encuentra en gran player
ción el inunda-fl, temoeatable. no sensible a la amani ¡1



9o

periodsto. Actúa oon mayor efectividad sobre las cepas tipo A'
no eslentsdss.

UltimamenteCohen(63) hs encantado otro inhibidor que
considere distinto s los anteriores que se belle en el suero e
quino. y nl que llenó inhibidor ¡{yes sensible s le tripsins pe
ro no s ls RDEy estás preferentemente sobre ls oeps asiática.

El inhibidor de Chues tomolábil. se desu’uye entre 56° y
62°Cseem su origen (64)(65). Es resistente sl periodeto y pre
cipita en la tracción de las Xgobúinsa.

Se conocen cepas de virus que no son sensibles e ls acción
de estos inhibidores pero todos ellas ya están muyadaptadas s
huevos y se piensa. que este. ndspmoión ha provocado dicho resis
tencia. Les cepas de influenza sensibles al inhibidor fi pueden
volverse resistentes por adaptación sl pulmónde ratón. esto se
debería s ls presenciadel inhibidor en el tejido. quesemis
eJercionúo una acción selectiva. Cohenha obtenido variantes re
sistentes el inhibidor 5/. por adaptación e. pulmónde ratón. Es
te no es el caso anterior pues no encontremosel inhibidor en
el tejido pulmonar, y por lo tanto se supone que existen perti
oulss resistentes y otras sensibles que son variantes genetica
mente estables, que se puede seleccionar por pasajes del inocu
lo inicial.

A1titular un suero inmunepor le técnica de inhibición de
sglutinsción, os necesario destruir los inhibidores no específi
cos. Los reactivos de las tecnicas usuales son: color, periodsto.
KDE,002. tripsins, uns combinación de periodsto y tripsins. (66)
y últimamente Spence (67) preoonizs el oeolín que elimim todos
los inhibidores no especificos.

Ls unión de estos inhibidores con el virus activo no es per
mente y luego de un período de incubación s 37°Cel virus se
libera Intel-andola suposición del inhibidor. GottsohsJk (68)
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e inventigndoree posteriores reconocieron que eetoe inhibidoroo
asi comolos receptores celulares son proteinas conauaedee cuyo
grupo proetétioo ee un polieacdrido relutiveacnte pequeño. Todos
ellos contienen un resto de ácido eidlico generalmenteen posi
ción terminal (69) y unido since-ídieamente el resto adyacente.
La Mim viral rompeeste. unión. liberando ¿cido N-ecetil neu
ramínioo o ácido eiálico. Se trata de una o-glucoeidaea a le cual
ee llame. neureminidaee (70)

Le ordenación espacial del polieaoárido así comodel rento
proteico ee esencial para atraer y unir ol virus de influenza.
Tanto la liberación enzimática del ácido neureminioo comoel
rompimientodel recto proteico anulan 1a capacidad de inhibición
(71). Deahí que la tripeina eee capaz de inactivar algunos inhi
bidores. Debido a lee diferencias en composición quimica ce! como
en ordenamiento eetárieo de cada cepa de virus. datan ee compor
tan en forma distinta frente o onde inhibidor. Beto explicaría
le existencia del gradiente frente a los receptores celulares y
sería de esperar que la posición de virus en 61 variaee segun el
receptor o inhibidor tomado comoreferencia. Esto ha nido compro
bado experimentalmente (72)(73).

IKEüCÏIVIDAD

El virus de influenza desarrolla bien en varian huéspedes.
Inoculando por vía intrunneal filtradoe de afirsures do enfermos
puede trasmitiree la infección al uurón. Luegode un período de
incubación de 48 ne. el animal tiene fiehre, descargue nasales
y pérdida de apetito. Los odos ee congestionan y el pelo ee erizo.

El virus está esencialmentelocalizado en el tejido respira
torio. Estos aíntonne duren 4 6 5 días y luego el animal se recup
para, aparecen en Bancoslos anticuerpos eeyecífïoos y el animal
queda inmune durante un tiempo. A1 cabo de pocos meses ineohlendo
intranaeahadnte el mismovirus, reaparecen los síntomas,
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Lee distintas cepas de cada tipo tienen diferente capacidad
para provocar eetoe efntcmee clínicos. Lee cepas del tipo B pro
ducen me. enfemedad más leve y ¿generalmente ee adapten con más

lentitud, Parece que el desarrollo de como del tipo 0 ee limite
al epitelio respiratorio, pero le. aparición de lee anticuerpos
demmcie le enfermedad.

Unpaco muyvalion pero el eetudio del vtrue de innumse
me eu adaptación a ratón blanco (74)(75). La.inoculación intra
naeel de virus proveniente de hurones o de eeece htmnnoe. y po
eeJee sucesivas dede.dee o tree días de mpeneión de pulmón.
de por resultado una adaptación del virus que proveen entoncee
unn enrenneded pulmonar rated. El tiempo de sobrevida del ani
nel ee unn buena.medida de le. concentración del vil-ue; ei el
inóculo ee ¿“ande puede producir la muerte en dos o tree dice;
ei nde diluido hasta 10 a.14 días. Enla autopsia los ¡ml
mcnee preeen‘am focos neuuónieoe. pudiendo las lociones abarcar
totalmente ¿amoo ¿11111201190y en casos no fetales, sólo me peque
ños zonas.

Los cepas muyadaptadas por inoculación intreperitcnenl en
retenes blancos pueden provocar lesiones ptúneneree debidae pro
bablementee una viremie que pemite localizar el virus en el
tejido respiratorio (76).

Las cepas del tipo B een :nencevirulth y tienen meno.
títuloqmleecepeerLeecepeedel tipoctempocoeehene
¿optado e mamende ratón, permanecenen el epitelio mel.

Une cepa. del tipo A, le WS,ee he adaptado e cerebro de
re.th y ee puede mantener comocepa neurotrómea (77) (78).

Emugallinembrionadc ee. talves, ellmlepedmde
edeomdo. Se pueden aislar nuevas cepee ineeulendo ¿ran-ee de
enremoe en eecc miórtieo (79). luego de 2 6 3 pandeo el vi
rus eeedepteeú. mbrión y deemollnmiybien en eavidadden
toidea. El virue ee propaga en Lee membranasmbrionariee y ee
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acumula en los fluidos oxtracmbrionarioa. Tambiénce observa ¡
qui cu tropicno característico hacia ol tejido respiratorio (79).
Las copas tipo c desarrollan.mojor cn ccoo anniético quo en oa
vidad alantoido. Algunas copas muyadaptadas con capaces de ma
tar al embriónal cabo do 48 ha. El desarrollo y titulo final
del virus dependende varios thotorena temperatura, tiempo dc
incubacián. edad del embrióny oaractcriaticsa del inóoulo. EI
te último es el de mayor importancia. La inoculación do grando
cantidades de virus, del orden de 109 DI50 puede dar un rendi
miento do virus activo menor que el obtenido con inóculon más
diluidos. Esto se debe a un ciclo de desarrollo incumpleto del
virus; ac foznan Grandescantidades de partículas, según resul
ta de otros ensayos, pero una gran proporción de las mismas no
adquiere 1° cupucidaú infectantc. Bate ciclo incompleto ae hace
aáu evidente lucas de ¿os o más pasajes acriudos con inoculos
masivoc.(80) Unmétodo muyútil cs la inoculación de huevos de
ambrionados.(81)

El virus de influenza se cultivó por primera vez "in vi
tro" en el medio do Li y Rivera (nacerado de cmbrián do pollo
un solución Tyroúo)(82). Poctoriormonte se han usado membranas
ccrioulcntoidoaa completas en solución salina balanceado (83).
Estos cultivan han cido muyútiles y han confirmado estudios
sobre las curvas de crecimiento hechos en el huevo completo.
Aqui también se observa un periodo posterior a la inoculación
en el cual no hay producción de virus y luego éste comienzaa
nparocar. Es un proceso continuo que dura varias horas. cada
generación oc produce a intervalos de 5 a 6 horas (84). Se ha
observadonoción citopatosénica del virus en cultivos do epite
lio recpiratorio (85) y otras células (86)(87).

La inoculación intracerebral, intrapcritcneal o aubcutá
nea del virus de influenza en ratones, ratas o cobcyoa produce
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¡amarte delsnimnlentre las 8 ylas 96km cimientos. Io
des los ensayos tendientes s determinar ls presencia del virus
en los tejidos orbe-respiratorios dsn rematado neptivo. Por
lo tanto se atribuye este erecto s uns acción tóxica del virus.
Ls toxicidad no hs podido obtenerse asiendo algtms fracción de
ls partícula infecciosa medianteultra oentrifugación diferen
cial. adsorción y elución sobre glóbulos de pollo y precipita
ción con protamins. El efecto tóxico del virus A es específica
mente neutrnlizado por el suero anti-A y no por el anti-B y vi
ceversa. La toxicidad no se altere durante 2 e. 3 meses e 4°c
(88)(89).

Otra roms de reacción tóxica se obeem en el hanbrs lue
go de ls inyección suboutánea del virus) su severidad es direc
tsaente proporcional s la cantidad de virus (90). Ia. acción tóxi
os de ls cepa PR8y de ls neurotrópios BWSinoculsdns intraoere
brumentecn ratón, es nena-alisadopor Mósido cerebral,
inoculsdo simultáneamente uns o dos hores antes que el virus
(91). Parece que existe uns seción competitive entre c1 ganglió
sido inyectado y el presente en las c61ules nerviosas del animal.

MULTIPLIC GION

Luegodelsinoculaoióndelvinnsdeinfluenzsenosvidsd
aiontomoa se produce un período de incubación de dm‘aoiónver
risble según las cepas. Por nedioiones de hanoaglutimción en
este. fsse se ha observado que el 9073de ls hanoglutinine. viral
ha sido absorbido por las células de ls. umbrena oorioelnntoi
dee. (92). Esto se ha comprobadotambién mediante estudios con
m marcadocon P32, midiendo1o radioectividad residual del
líquido elantoideo luego de 1%hs de la. inoculación (93). su
mbargo. si la nmbrunn se desintem y se inoubs e 37°Cpara
permitir ls eluoión del virus de las celulas. no se encuentre.
haneeglutinnción (94). Este estudio se hizo sin eliminar los
inhibidores celulares que podrian haber interferido en ls reso
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ción. Ms adelante se repitió esto usando RDEy sólo se pudo re
conocer 151de la hmoaglutinina absorbida por las membranas(95).
Tambiense hicieron detemúnacionee de actividad sialidfisioa (en
sind-tica) de las morenas infectadas, pero no se la pudodanos
trar. La determinación de partículas infectantea también ha dado
resultado negativo. El hecho de que durante el período de incum
ciónno eee posiblehallar actividadesMutinante. enzimáti
oa o infectanto hace pensar que las particuae virales sufren una
mm alteración el penetrar en la célula. Por distintas expe
riencias ee ha llegado a la conclusión que la pequeñacantidad
de virus detectable durante este periodo es extracelular; todo
lo anterior indica que oe produce una fase de eclipse luego de
la entrada a la. chula. Este un fenknenogeneral para loe virus
animales.

Por medio de la tecnica de anticuerpos nuoreeoentee (96)
se han hecho estudios interesantee. Breitenteld y Schlfer (97)
marcaron con isotiocismato de fluoresceina antionerpoe contre el
antígeno soluble y la hemoaglutinina de un virus del tipo A y
oboervaronla localización de le. fluoresoencia en células de en
urión de pollo infectadas. Eneontreron que el antígeno soluble
aparece luego de 3 home de 1a infección y se localiza en el nú
cleo de lo. célxfln. que entonces contiene unos gínuloe brillan
tes. A las 5 he. le fluorescenoie. comienzae difundir hacia el
citoplasma y no se notan alteraciones en el núcleo. Alrededor
de 14 homo después, toda ln célula mostra fluorescencie. En
oambiolehcnoaglutinimsedetectaalae4hedelainoculación
pero en el citoplauna y no en el núcleo. La hmoaglutinina mias
hacialosbordeadelaoólulayalasl4hsaproximadamentela
oilula presenta su periferia intensamentefluorescente. Unre
ciente trabajo (98), hecho con cepa me inoculada en cultivo de
celulas de pulmónde mbrión de pone, confirma lo anterior. To
do eto indica que las distintas partes del vims se formanen
diferentes sitios de la celula. y que eu unión final se lleva a
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cabo en 1a proximidad de la pared celunr. de 1a en]. tomaría:
a1 atraveeerla, e].material lipídice que menta las particula

Wa :Divereoeinvestigadoreshaneetudiedo
las elteracionee que provocaen distintos oramimoe el desarro
llo del virus de influenza. m el embriónde pollo ee ha obser
vado un mento de volunen del líquido alantoideo. aumentodel
peso de la membranacorioalentoidea y disminución del poco total
del mhz-ión (99). Desde el punto de viste. (pánico ee observan
amante de 1a creatina y creatinina y eliminación de 1a foote
creetina (100). Pappalordo encuentra un amante del nitrógeno
proteico, del ¿cido úrico y de la creatinina (101). Tanbi‘n ee
ha observado diferencias en los aminoácidos de las proteínas
de los líquidos alantoideoe normales e infectados (102). Arm
brueter y ¡mee (103) encontraron, mediante estudios wmtográ
ficoe de la fracción lipídica del liquido alantoideo, un amen
to de lee lípidos totales pero una dismirmciónde leo foefáti
doe. TambienLenti y colaboradores (104) advirtieron un mento
de la actividad ATP-¿ciosde 1a nanbrana corioalantoidea infec
tada con cepa ma, efecto que ee intensifica por el apegado de
¿cido glutúnico. Tambiénee observa ¡ma emulación de ¿cido
pirúvico en las membranascorioalantoideae infectadas (105). La
5110611319annerobia de las membranasinfectadas con virus A eu
mentaeignifioatimente a las 40 ha aprenmadmente (106). El
pHdel liquido alantoideo durante el desarrollo del virus de in
fluenza tiene muchaimportancia. Si el pHinicia]. ee menor de
6.6 no hay demana (107). Unavez iniciado este. el pu amen
ta prom-eeivmente hasta 7.5. m huevos nomalee de igual edad
que los inoculadoe el pH ee machomenor. De aqui qm no sean tan
adecuados para inocular los «abrimos de más de 14 días.

En un trabajo reciente Rareleon extrae mm con fenol de man
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mamas corioalcntoideas normles e infectados y compruebaque
ambosmm son diferentes (108).

Yudijimos que el virus de intima es capaz de sdeorber
se sobre los leucocitos de cobsyo reduciendo la capacidad de ra
¡ocitosis (50) y reduciendo1a gluoolisis en tom proporcional
ul númro de virus presente. Para este son necesarios los iones
es”. El erecto se observa si en vez de glucosa se use cano sus
trato glucosa.6 fosfato. m mbio conMotos. -6 fosfato o
fruotoee. 1-6 fosfato. no hay rodamción. Se piense que el virus
inhibe 1a fosrohoxoioomorass o le. hexoquinssa (51)(52).
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Batmgión defósforo.
Los óeteree foeforados ee determinaron por hidrólisis y

posterior medicióndel fosfato inorgánioo liberado. 1h el me
del músculo se determinó primero fósforo inorgáuioo presente co
mo tal, luego oe hidrolizó 1a. foarooreatina y ee determinó foo
fato. Bam cifra menosla anterior nos dió el fósforo correspon
diente e. dicho óeterg luego sucesivamente se hidrolizó el ATPy
por último se hizo una hidrólieis total, detmmúndoeo no! to
dos los ¿stereo foaforadoe.

En roman: PT a PI + PFC + PATP+PX

PT a fósforo total. PI- fósforo inorg‘nico, Í? =otros¿Jefes

Pm- tóntoro de roefoarestim y Pm- fósforo de ATP.
El. fosfato ee determinó pourel método de Fiake Subborow

(109). con la. modificación de Langa-lopez (110) en el primer oa
eo. para evitar la hidrólisis prematura.de 1a foetooreatina.A)W

Reactivos: Solución tipo de P0¿1121: 0.04 ¡na/m1

013 oooon 5%

1100401114)2 1% en 50432 0.05 N
Acido ascórbico al 173

Butter pH 4. enfoca 0.1 N + 01130001W.0.025 n
30401: . 51120 mo’óu

A1 mótedo de Luny-Lopez ¡e le egogó el neo de 0112"¡mee
acelera le reacción (111) permitiendo leer a los 5 minutos y
¡demásmundoae trabajo mm. ¡1 extracto mmm. el Oria"
emplean el 32-. provnniente de ¡131mmproteínas. que molestan
ln reacción.

mte método adapta el da Fieko-Subbarowa. un pHde alto
de manera que la foefoereatina no ee hidrolize.
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B)¡“tododeEgg-¿nom
SoLupo de fosfato, 2041121: 0.04 ¡ne/1

01300021! 57's

H004(NII4)2 12.53 en 100 nl nao e 150 mi 30312 io n
Llevar e 500 ml con egin.

Ao. Amino¡infiel sulfónioo ws) 0,25 5. 7%

0.5 s de ms 195 ml 303 rm. sl 159%+ 5 mi so3aa2
anhidro al 205:.

De ci de

El glucógeno muscular se extrajo por disolución del misc».
lo, en KOH,precipitación del glucógcno con alcohol y su poste
rior hidrólisis ácida, dotemnúndose luego glucosa.por el mó
todo de Valverde (112).

1.-Fe (cn) ¿Ka 0.005 fl alcalina
1,65 g de i’erricianuro en 100 m1 de {120

10.6 g de 003Na2 anhidro en 300 ml de ¡120
Mezclar y llevar a 1.000 nl

2.-c13ocoon 355

3.-304Zn 1073
4.-Glucosa li'o en 60. bensoico 0,25%

0,5 nl de la. sol. anterior llevarloo s. lúnldolución
de glucosa. 0.5 ¡ng/nl

TECNICAS

A.-atQMQ deógteresfoam!
Se determinaron en ratones blancos normales e inoculcdoe

con el virus de influenza cepa.F, s distintos tiempos luego de
la inoculación. m menoscasco la técnica. seguida mi ln misma.

El animal se anesteeió con pentotsl sódico inyectado intra.
peritonealnente. Cuandosufría alamo. contracción se lo desechar
ba. Unavez domido ee lo sunergió en mezcla de éter-hielo. ee
co. oongelándolo instantáneamente.
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Mientras el animal estaba. congeladoee le m6 le. piel dele
pete. y ee tomaron alrededor de 150-200 mg de material. con espe
cial cuidado de no rozar el hueso. Eetoo trozos ee peeu‘on rúpi
dmente en una mmm. de torsión y ee colocaron en un mortero
de porcelana tmnbien mnergldo en hielo. Se le agregó 5 ml de

01300011al Síf-bien fi'ío. y oe mceró con le mano del mortero pa
ra extraer todos los ¿st-eros y desproteinizer el material.

Ente macerado se filtró e través de un tubo de Barber y ee
recogió en probotae de lo ml de capacidad, roa'igeradae con hie
lo. Estas oporaoionoeee realizaron lo másrápidmente posible
y manteniendotodo e baja temperatunx, pere evitar le hidrólieie
de la foefocreatinm.

De eete líquido eo tomaron 0.5 ml y eobre ellos ee determi
nó el fósforo inorgánico, según el método de LowrybLopez.A 0.5

ml de maestra ee le megarom 6 ml burton 0.5 ml 1-120;l ml eol.
de eden l mi nolibdato y l ml ¿oido ascórbico.

Se dejó desarrollar el color Mante 5 minutos y luego ee
0

leyó en un cola-(metro mado-WE con filtro 6.200A. Simlte
neamente ee llevó e cabo un control con una cantidad oonooidn de

fósforo. Se obtuvo un valor de fósforo PI.
El liquido sobrante ee diluyfi generalmente unas 2,5 mee

con agua destilada y e dejó e. tanperetura mbiente l hora (sol.
A). Asi ee produce eepontánemnentele hidrólisis de le foefooroep
tina. Luego ee tomó l ml de solución y ee determinó fosfato nue
mente por el método de Pieke-Bubberow. A l ml de la mueetra ee

women l ml 01:22 l ml de molibdato. 6.6 ml de ¡{20y 0.4 ms.
Se leyó e loa lo minutos.

Al valor obtenido (e) ee le reetó el de fósforo inorgánioo
determinado enteriormmte.

Demodo(¡Mb-PIB?”
Aotromldelaeolueiónieeleemogólmldemmyee
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hidrolizó Mante lo minutoso.bancaria. Luegoee deth 260

toro (b); a este valor ee le reetó b. o-b a PMP. A otro ml de
sold ee le mgó l ml de 01HlH y ee hidrolizó 3 horas a 10000.
Se determinóluego fosfato y ente valor montante el fósforo

de loa enteros totales, PT.¿Wo
Seguimosla técnica. ya dealer-¿ptapero sacrificar el mina].

y pecar la muestre. de unoe 200 ng aproximadamente. Luego ee la.
colocó en un tubo de centrímgc con 2 ml de KOH30%y ee calen

tó hasta disolver totalmente el material. Mientras eetaba calieg
te ee le megó 2,2 ml de alcohol etílico y ee dejó Mante la
noche.

Luegoee conhrim'fi a 2.500 r.p.m. Se deceth el eobrenn
dante y ee agregó 1.5 ml 01Hlll. Se hidrclizó 2 ha e. 10000. Se
neutralizó con ¡{OHy ee llevó e 2 ml, agreme luego 4 ml de
la solución alcalina de fmicianuro. se calentó 10 minutoea
100°C. Se enfrió y agegó 3 ml de la. solución de ácido acético

ysmldelade 504.211-11.Seagtópmeliminar el oozyeede
36 reposar. El precipitado de ferrocianuro de Zn ee liviano y
cube a la superficie. Smargiendo una pipeta (¡olaaa hasta el
fondo se obtuvo el líquido perfeotmnente ¡impida y eo leyó en
el oolorfinetro con filtro 5400X.

MME del título deliquidoalgatoideoinfectado.
Se 111061116¡nor Tia alantoidea. un lote de ombrionee de po

llo de ll días con líquido alantoideo infectado con virus de
influenza, cepa 3mm en dilución 10-3. Se inoubarondmnte
24 he. a 37°C, luego ne matm'on por enfi'imniento e 4°C. Se loa
extrajo líquido alantcideo eetérilnente y ee los mezcló.

En diez tubos de hmólioio ee colocaron: 1,9 m1 de eolu
ción fisiolófica en el ¡iris-¿eroy l nl en cada uno de los rea

toa. Al primero ee le agregó 0,1 nl del líquido alantoideo,



21.

se Momeizd y de alli oe pasó l nl al segundotubo‘ de éste
l ml el tercero y sai sucesivamente. Del último tubo se eliminó
l nl. m esta foma quedól nl úe sucesivos diluciones el medio
del líquido alantoidso infectado desde 1.20 en el primer tubo
hasta 1.010.240en el último. A.cada uno de ellos eo le egresó
1 nl de una. suspensión de glóbuloo rojos de pollo etandardizodo.

Se hizo un tubo control que contenía. 1 ml do solución fisig
lógica y 1 ml do suspensión glá‘múoa rojos. Se dejó reponer l
hora; luego sc observó ol aspecto de loa gló‘kmlosrojos “dimen
tados. Loa tubos donde apzmeconaglutinados y los borde del eo
dimcntoson irregflnrea se consideran positivos; aquellos donde
el sedimentoen igual ul tubo control, se dan por noptivos.

La mayor dilución de liquido ol:.mtoidoo que produce agluti
nación de los eritrocitoa, es su título.

Maig z ÉMGE delantigng eaggcírioo392mmpgP.
Un conejo adulto se inoculó por vía intranuawlm' ocn 0,5 m1

de líquido aluntoidoo infectado con virus de influenza cepa.F er
dspan a embrión,másl nl de udyuvantode bound. Se lo m6
por mmoión cardíaco. o los 15 ¿"las y so cepa-6 el suero. “Luego
se lo tituló de ln siguiente mora.

Se inoculuron en enhrionea de 11 días, diluciones sucesivas
16'1, 10‘2. 10"a de liquido alantoidoo infectado con cepa r con
el suero obtenido. Luego de 24 ha. de incubación oe mataron los
cubrimos por enfriamiento, oo los extrajo liquido ahmtoideo y
oonGlsehizomreaocióndeHiret. Anise detminómálero
lo menordilución de virus neutralian por ol suero.

Trama“ estadístico
A los datos recopilados con los métodosanteriores se les

aplicaron las fórmulas siguientes (113):
Mo í u-á¿_ n n nodatos

n



W611 ¡maatti
Sa gi AI X1- ï

n «- 1

Para.determinar si las diferencias entre loa datos de u
nimlos normales y los de inoculados eran aimifioutivos no a
plicó ol Wo 1:“. en el cual, para dooseries de distintos
¡minerosdo datos. no unan las fox-nula:

2 ¿212 -(á:1)2/n 0 á 312- (¿vga/m
3 a Ïn-1T+ (¡n-1)

1:: z-ï {enS M
Unavezobtenidoolvnlor det unamtnblo. Si su

valor es mayor qua el dado para. nuestro minero de datos y para
el por ciento de probabilidad do que 1a. diferencia. su dobids
¡1 anar, condición esta última. que se fija ¡segúnol tipo de
trabajo y que en problemasbiolóaoos oo 5, la diferencia obte
nida es significativa. En nuestro oaao 1: debo ser mayor que 2
para quela difmcia altre amboopranedioam significativa.



23.

REJULTANS

1. ggtgggs blanco; egrnalgg.

Siguiendo métodos anteriores no obtuvieron los valores que
oo dan a oontimmdón do fósforo inorgánioo, fósforo de fosfa
creatina, de AIPy total.

Los valores expresan en mg de P por 100 g de músculo.Mi
P 1’ P P

DIORGAÍZIGO BUSFOCÉHSAÏ‘IIÏA ATP TOM

32.1 34.5 38.5 105.9
34.3 33-2 41.7 119.7
33.8 38.6 40.8 117.2
31-2 25-6 35.3 100.2
38.2 30.9 32.0 106.1
28. 6 42.1 43. 5 108.0

42.4 27.7 31.0 10690
21.6 38.2 23.8 89.5

26.1 24.1 24.8 77.2
35.8 32.8 41.4 116,4
30.0 28.5 31.3 100.7

37.1 39.7 39.3 117.9
35;} 28.7 33-6 106.9
31.6 31.9 28.6 112.0

28.0 26-7 3Lo5 104.4
23.9 30.0 30.3 92.8
24.7 29.5 30-5 91.9
33.7 32.4 27.6 101.5
33.8 25.5 21.6 90.0
39.0 23.5 31-7 96.4

32.8 3604 32.4 11304
35.0 28.9 31.7 107-4
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P P . P I’
MORGAHIG) I-‘OSI’OGIEATHIA m TOTAL

36.6 31.5 38.6 113.5
40.0 27.9 27.3 118.2
23.1 27.2 38.9 102.5
20.0 24.9 36.4 100.7
23.3 36.2 43.5 119.6

'i' a 31.6 ï a 31.0 ï = 33.3 ï a 105.7

S Ü 5.6 3 5 4.9 S a 5.9 8 B 9.8

PI I 3195 z 596

r, a 31,0 3 4,9

rm, - 33.3 2“-5.9

rEE a 105.7 3 9.82oWWW
Unloto de ratones blanaoa adultos se mudó atrapa-1to

neailnmte con 0,2 nl de líquido duntoidoo infectado con virus
do influenza tipo A capa.Famous cuyo titulo un de 1'1280. Los
animlooneoaorifiom'onalaau. 48y72hs. “950603111130
aulación; los valaroa Obtenidosse dan en las tablas II. III y

monamzoo msmcmmmA m TOTAL

21.3 32.0 22.3 92.9
37.6 28,6 21.8 97,8
25,2 28.7 22,5 81,0
32,1 26,5 25.4 89.3
25.2 26,0 20,0 86,3
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mommuco msmcamrnm me

30.6 19.4 18.9
29.5 32.7 19.0
31.3 26.0 24,8
35.1 21.5 17.4
36.0 29.1 28.8
36.3 27.3 18.4
310° 2391 2119
34,2 26,8 19.4
35,1 27.2 23,5

í a 31.6 í a 26.8 í a 22.3
3:4.9 3-3,6 3-3.].

rI=31.5-*-4.9 tuo
¡23,a 26.8 1 3,6 t a 2.4
Pur a 22,3 i 3,1 t a 7,1
2T a 80,2 I 6,0 t = 3.7

—o—m
culados co F ficadoa

P r p
HJORGAIÍICO 305390 iiflATEïA ATP

19,0 20.0 23,7
1899 2591 21.4
33.0 27,0 23,2
26,7 25,2 19.3
21,8 20.2 20.6
23,2 21,2 23.1
28,3 19.6 21.1
31,5 27,7 20,9
36.2 26.1 25.9

P
TOIAL

82,8
93.9
91.3
85.0
95,2
83,8

100,2
83.3
86,7í.
S - 6.0

TOTAL

7597
73,3
87.3
75.7
77.6
80.1
92.9
90.8
95.5

25o
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P p r r
monomxco MSFOCREATINA m rom

25.6 2993 21.0 95.;
34.1 26,1‘ 29,8 102.6
29,9 30,2 23,3 96.6
34.1 22,9 23,7 100,0

3 - 5.7 S - 3,6 B - 2.8 S Ü 9.6

PF a 24,6 1 3.6 t a 3.6

vAIPa 22,3 3 2.a t a 17,5

2T = 88,3 3 9.6 t a 4.5db

monamuco msmmzmrma ATP mín.

31.8 21.7 27.2 93.1
29.7 21.9 22.3 76.0
30,3 24,8 29,0 85,0
23,7 17,1 29,2 76.0
20,2 25.2 22.2 80,3
23,2 14,1 20,3 73,2
25.0 18.6 20.5 73.0
29.4 22.9 23,3 91.1
32,1 15.2 24.6 81.1
24,8 15,1 27,8 81,9
33.4 23.0 17.5 92,0
33.8 22.6 19.1 86,4
33.2 17.7 21.4 96.5



P P P
WÍIGO FOSFUGÉ’.¿TEM ATP

34.6 26.2 22.8

í a 29,4 SEa 20,9 5€a 24.4
3 a 492 S 3' 4,1 S l 3.6

21 n 29.4 1 4.2 t - 1.20

PF - 20.9 1 4.1 a a 16,87

5fl=2haihe t=436
9T a 83,8 3 7,8 t = 5.5

27o

TOTAL

83.¿
94.3íÜ
S . 7.8

3. Ram imagïloa m agudo alantoidoonum.
Unlote de ratones blancon adultos ae inoculó con líquido

alantoidao de enhrimma normas de 11 dias de incubación. Los
anuales ae oacrii’icuron a las 24. 48 y 72 hs. luego do su ino
culación. Los resultados obtenidoo ae dan en las tablas V,VI y
VII.

P P P
moílGAHIGO POSFÜCRmml AIP

209° 32.3 29,5
2492 29.0 29.5
37.2 35.0 27.5
¡7.9 31.4 27,0
40.1 31.6 29,1
29.3 27.3 25,6
33.8 33.3 23.9
35,3 26,8 34,1
20,0 30,8 29,0
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r r P r

INOIIGAHIGO rosmmu-mnm m rom

30.3 21.0 25.5 101,2
33.1 34.3 38.9 111.0
20,0 20.4 30,4 92,6

í a 30.9 í a 30,8 “ía 29.6 ï e 101,2
rss-8.9 s-m 3-3.? ¡“8.8

PI - 30,9 3 8,9 t a 0,29

PAT?a 29,6 3 3,7 t a 1,9

r¿ a 101.21 8,8 t a 1,.
—O—

rpr I

momme msmmmmA ATP rom
25,4 28.3 29.6 100.0
24.7 41.2 39.3 mhz
2909 3296 34.3 105.6
31,1 38.4 32.5 99.4
30.2 36.6 33.8 114.5
35.5 40.8 26.7 117.7
32,1 29,0 31,0 111,6
3795 4398 33.0 107.4

28,0 44,8 25,0 115.7
26,7 45.5 29.7 112,8
36.9 40.5 31.5 122.7
31.7 31.9 25.4 103.2
31,1 28,4 33,1 124,2
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ï - 30,6 í a 37,0 í s 31,9 í a 111,1
S i 4.0 S 3 6.4 S 3 4.0 3 - 8.5

PI a 30,8 1 4,0 1.-- 0,49

rr a 37,6 3 6,4 t a 2,50

¡»m - 31,9 3 4.o t - 0,75

1)?c 111,1 1 8,5 t a 1,3
_o...

M111
dos nido toidoo normal saw cado.

122mm
P r ¡e P

moeammco murommrnm ¿ser TOTAL

29,0 39,6 33,0 106,6
32,7 25,0 32,5 97,0
23,4 34,9 31,7 101,0
25.9 33.5 25.0 96.5
24,2 34,1 30,9 100,0
25,5 24,1 36.3 95,9
24,9 30,2 27.5 100,0
27,7 39,1 24,1 103,2
34.3 42.3 33.5 104.4
39.7 37.5 29.7 114.6
35.9 35.3 31.9 102.9

43,0 3631 24,3 106.1
36,0 34.4 ¿9.8 102,9
42,4 38,9 26,6 121,4

í - 31,7 í a 34,7 'í a 29,8 í - 104,4
S-6.3 3-5,]. Sal-3,7 8.7.0

yI a 31,7 i 6,3 t a 0,03
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PF - 34.7 3 5.1 t = 2.o
2¡2P a 29,8 1 3.7 t - 1.9

2T a 104.4 3 7.o t a 0.3

4oRam!¡llana!Matando;conm zm.
so 1noou16un lote do ratanas blancos con 0,2 al do una

mezclade virus copaP y el numero “pacífico. qua lo nou
utilizaba totalmente. Esta muela M inoculndapor via ¡1m
toidon en until-ionesde pollo de 11 daa, que no mamon
luego de 24 ha. y se leo extrajo el líquido aluntoideo, bacan
doac una reacción de hmoaglutinación que úió ¡septimo

Los animleu se sacrifica-on luego de 48 homo y no dotar
¡sinó fósforo inorgánioo, de faafooroatina, do ATPy total.

52A?!“VIII

Ratones inomxladoe009 F x mxtisuero saw oífieo maricones
Q ha; después

P P P P
NOÏ'iGMÍIG'O NBFOLLEATINA ATP TOTAL

33,2 24,9 18,5 97.5
34.2 2905 1506 86.9
35.5 32.4 15.9 101.0
33.6 15.4 30.5 10399
39,2 19,1 26,0 97.3
39.5 20,0 35,5 100.4
42.6 14.4 23.0 103.5
35.0 17,0 21,7 93,4
31.9 15.7 33.3 80.6
29.7 16.3 19.3 97.7
30,3 19.0 32,2 92,2

i-smz ï-ma ¡aun ïuwm
584,1 8-6,]. 337,3 887,2
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PI a 35.2 1 4.1 t a 1.66

PF a 20.3 3 6.1 t - 4.58

Pm, a 24.7 3 7.3 1:a 3.64

PTa z 7.2 t ‘ 1.40+
o ani-mi to r los rc tados tenor“.

1 P. ïñï .
Hb 2.21030me 305mm?“ ¡A nos m P. TOTAL

n IAB _ F H LAN F u LAN 2 u LAN r

24 30,9 31.6 30,9 22,3 ¿9,6 22.3 101.2 89,2
48 31.6 30,3 23.2 31,0 37.6 ¿4,6 33.3 31,9 22,8 105.7 111.1 88,3
72 31.7 29.4 34,7 20,9 29,8 24.4 104.4 83.6

5. Betanainaczlón de Énoéfienoo

Se 111021116un lote de ratones blancos con G.2 m1 de Hquiao

¡131113011100infectado con cepa Famosa. cuyo título era do 121280,
hallado por hanoaaluthmoión. Otro lote de ratones fué inoculado
m 0,2 nl líquido úmtoideo non-¡alde embrionescon 11 diu de
incubación. En ambos lotes se (101361111118.¿leóaano ¿según el método

descripto mtoriaznmte. Los animales fueron sacrificados 48%72,
96. 120 y 144 horas luego de inomúaúos.

T‘TLA

J án‘ F2Afi Pg I ípïfi; Fuga:
245 24o 303 200 285 330 337 296 256 475 240

485 380 290 24o 245 250 335 305 240 24o 215

290 300 400 275 49o 34o 226 230 244 410 295

34o 22o 320 269 217 295 242 226 250 246 450

231 330 410 372 358 265 27o 230 230
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///

Ns r _'Ïï2 ___ r 9 ya; r o r l
432 300 227 320 300 270 33o

23o 43o 345 17o 400 295 235

408 239 373 253 163 260 225

454 219 350 24a 215 220 230

220 250 385

366 257 zoo

44o 400 333 '

4.1.1

300 l

. músculo.

So inaculó tm lote de ratones con líquido alantoidoo infectado
con cepa Formosa,con título 131280.Losanimalesno mmm
luego de 24, 43. 72. 96 y 120 ha" se los ext-¡ajo un trozo de ¡doma
10 que no mceró en mirta-o esta-11 con mmm y no suspendió a1 W
en caldo con 500U. de penicilina y 50 do montana“. Se ocn
trimï'fi Pam;salmo: las partículas más¿mean y el “wouldn't.
se inoculó e: distintas diluciones en embriones do 11 dins por vía
¿L‘LzmtoidemA1 cabo de 24 ha se matan los embriones por enfriamien
to y se busca la presencia. de virus en líquido aluntoidoo mdianto
la reacción de Hirut.

mm X

HORAS 2 1 48 72 96 120

DILUCIÜN

c- - - o. o
104 c- - - - 

10"3 - - - - 
10“ - - - - 
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DISCUSIÜ 5

El virus de influenza provoca cambio- notobólicon on loa
huispedon en los cuales doom-olla. En huevos de ¿gallina embrio
nadoe se 11m:encontrado variaciones en ul volumen del líquido a
lantoidoo, de ou DH.del poso de la. Wenn corioalnntoidoa y
de la. 5119611519mmm-chiade la m.wa corioalantoiden.

L‘nr.de las alteraciones uds Laportmton ca la. detención de
su desarrollo. fenómenoque oe ha relacionado con ol metabolismo
del fósforo y su 69teres, especialmente de la fosfooroatim y
del ATP,mmm.me (101) encuentra. un aumento en la cantidad
total de crono-14112:}:y mtinn en el liquido alantoidoo do cm
hrionca infectados, Parodi (100) observa una notable diminuml‘n
de la toaíom'eatina on loa motion“ infectados que comienzoa
19.54115., soaoontfinalaa'lhs. ymlvea-usvnlorunomp
los a laa 24 ha. Tambiénse observa un descenso del fósforo inor
gánico y del fósforo Ácido soluble total.

m este monje se trató de observar 31 existían mmm.
ciones si: wea en rat-ones infectados inmperitonoalmmto con
el virus de influenza.

Se kz: encontrado un ficaoezmodel fásforo proveniente de
la fosfoc'roatim. y del AEP,así comodel fósforn ¿cido soluble
130173.10

Los valores hallado: en ratones inoculaflos con líquido a
lantoidao ¿normalno Encinar: variaciones con respecto a los
normales. salvo cn'un cazo (a las 4o lxs. el fósforo del ATPau
mmta) al mm].no le airibuínos significado.

las determinaciones: de virus infeccioso en el músculo del
emma]. infectado han dado meu].me negativos tampoco oo ha. on
conWo variación en los valores del ¿lucógenomuownar. tun
que estos oscilan, en todos los caso-.3,dentro de limito. ¡my
ampliam'
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Siendola foafocreatim la fuemte de fosfatos para la re
cintosia del ATPima. diminución en los valores de amboshace
penw en la inhibición del proceso de sintesis de 1o.primera
quo se ref195an mtxbien en los Valores del segundo.

Unefecto análogo se encuentra. en los músculoa "manana
dos" con icdoacetato en los males desaparece la foafoareatins.
mmquose encuenm un aumentodel fósforo inorgánico y de la
creatina. 7 te efecto ao aurich a. la inhibición de la glice
raldehido-J fosfato donidrmms y al bloqueode la. recinto
aiu del 11'13a partir del A3113.

Dado que en el músculo no se encuentre. virus infoooiooo.
se puede pagar que Gate ejerce una {tación tdzzica que ¡e mani
fiesm (lo caí-:2:-131218111.5):!ch tic-01621"¿yoü‘iaadeberse a la partí

cula en si o bien a 2115121::aim-¿miami derivada. de elle. En cono

cida ln floricidad que tiene 01 virus rie influenza. Haste. hace
poco se pensaba qua diam toxicidafl se debía a 1a partícula.
complete. pero en m1reciente trabajo Listo y Omnia (114) han
deamtewedo el virus de influsnza por ultrasonido y han en
carta-ado que a. pecar de la pérdida de iní’ectividad la toxici
dad no dimzinuye y en ucunoe casos amante. Sugiera: qua la
acción tóxica se deberia a una proteína o lipo-protaína fuerte
mente adherida. a la. hemomjutinim, mmun porte de olla perm
neoo unido. nl mxtícono 80

De todas maneras. las (apariencias anteriores indican que
la acción finca os neumfsAzndapor ei antigua-c especifico.

Unacoservaoión amante de acción tóxica quo provoca un
descenso¿e la. immer-eating oa el bajado por Pinth y Bloc
(1.15)al inomürr toma diftériea en ratas por via subant‘noc.

m cui-aio en este trabajo no se consiguió neutralizar el
deaoanso del fósforo pOr la 11119001611simultánea del virus y
del tmtinuero neutralizante, salvo en el cano del fósforo total.
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Ra'bono podría explicar si el descenso del fósforo se do
blan a aubtmidadeaderivadasde la partícula viral y mm
las cuales no hubiera ata-timos en el conejo, a posar de quo
al virus so descauponaen unidades menorcaal infectar las c‘
lulas o tajidoa.

19m:otra parte se debe tenor en cuenta una posible nacida
debida el interfaz-on. Se cabo que las células nom-alan a la.

cuales ac les 1305-1112.utefloron manantmz su consumo de O2 no!
comosu producción de ao. láctico; pero el proceso de 3110611
519 queda. desconectado de la producción de ATP. penalndoue qu
la mm de este último es un factor importante en la acción
del inem-fran nante a los virus. dado que ellos pzz-601mdal
ATPpara sus mecenas nintótiooa (116). Palm pensar enton
ces que nuoatros descensos de ATPy foafom‘oatina puedan ur
mundos por la acción del interfaz-on que fabricada el animal
al ser inomzlado o por su presencia. en el; líquido alcmtoideo
infectrmte.

(mmm-¡mms

1.- Se hicieron determinaciones del fósforo inorgfinioo y del
de reason-cam, Admy ¿ciclo soluble total on ratone
blmooo inocmladoncon virus de influenza y en ramos con
troles inoculados con líquido alantoidoo normal.

2.- Se observóun descansosi‘núficativó en la fosfocroatm,
A11?y fósforo total.

3.- Se discuten los resultados obtevieos y se proponesu inter
flotación.
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