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EFECTOS OEL pH ¥ LA CONCENTRACION IONICA
SOBRE LA INFECCIOSIDAD DEL VIRUS DE LA
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

Emelina Terusl de Lopez v Hiugo Hemdndaz®
RESUMEN

El virys do la EEV a una temperatura de 37°C sulre
alteraciones en su wivel de infeccicsidad, que varian
segin | concentracidn de la solucidn emplesds. En
butter citrato 100 mM a pH 3, 4 y 5, hay pdrdida
notable de b infecciosidad viral; cuando s usan concm-
trociones de & ¢ 10 mM, & los mismos pH, no so obiera
ninguna varlacion an su nivel de infecciosidad.

En mrosencia de soluciones diluidas de cloruro de
magnesio pH @ y o IPC, el vires es estable en su nivel de
infecciosidad; bo que no s observa &n las soluciones de
elevada concentracion (1 & 2 M). Cusndo s2 emplea una
solucitm de MgSOg, no ocoe ninguna variacién del
nivel de infeccicsidad del virus trutado en lss mismes
condiciom.

INTRODUCCION

El gsiudio del sfecto del pH v la concentracidn tanice sobire ke actividad
virnd, ha servido de pardmetro de importancla pars &l megor conocimienta
dal comportamiento de los virus. La nocesided de establecer s condi-
cionas optimas pard bn porificecion del virus, su almacenamienio, prepsa-
raciin de vecuna, etc., han llevedo o resfizér estudios detenidos sobiw ol
papel desempefado por (03 diversos agentes figicos v quimicos. Schatz y
Plagerls) y Spairly 1e.1i) han etudiado la ccidn de la concentracitn de
sabes y pH sobre el virus Mengo, resuttando en L inactivacion de éste. Por
otra parte, Wallis y colaboradores{ia), reportan la estabilizacion cotidnica
para lps entergvirus. Asi mismo, en otros trebajos(ia) w2 demostrd el
pfecto sctivants do cationss divelentes & sltas lwmperaturas, sobre log
Reowirus, v su moctivecion &l sometorsa o wemperaturas por debajo de 0°C.

*  [oatitute de foeertigecidn Clinkm. Faculied de Medioas, Apariedo |15], Mae
caibio, Vensdouls
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Con lo§ arbovirug s ha conocido durante mucho tismpo la relacidn

existente enire su inactivacitn y la acider def medio en que s halla
suspeniido, Sper v collyz) reporten b estabilizacidn de virus de Semiiki,
an predancin d8 proteinas, 8 cietos pH. Lo escosa infarmecidn solare estos
tanomenos y tus causes, nos ha lovade & profundizar los estudics de (o
potitibes relacionns eivtre o varios Fectones nombirades ¢ ¢l vine de B

encefalitis equina venezolana {EEV), y tu comportamiento ants coocon
traciones variades de lanes v dilerentes pH

MATERIAL ¥ METODO

Virus: Sa utilind wrus purificade obtenide & partie de hueves embr onod us
do ave fnpculadoa con o cepa Guajira de ls EEV siguiendo 18 tdciice
deserite por Mussgoylr] para s purificacdn. So titla infecciosa fug de
145 = 1072 DICTgp/ml an fihroblastos de embnidn de polio.

Cultives celulares: Se ufifizaron fibroblestos de embridn de polle cult
vados en medio 199 adicionado con 10% de suero de tormeds fatal v
penicifing, estroptomicing, quntmicing y amlotericing, como inhilddores
de crocimmento bagteniang y anhmiciico,

Soluciones smorvguaderas: S¢ emplearon soluciones amoriguadoras de
ot de sodio, acelato de sodio, fostato de sodiv, ‘moisate de sodio,
borato saking y MES [#eda 2 {N-morfaling) etencl sulténica|(i). A parfie
il las solupiomnes madoes | M wr preparacon les Siterenies concen fraci pimes o
usirse por diludin con sgua destilada. E) pH final de esias diluciones,
varid may pogo sn relaciti ol pH infciel 1 0,1 unldades),

Pruehss dn infecciosided wviral: E1 virus purificado du la EEV T diluido
1:10 en las diferonios soluciones amortiguadorss y se incubo una hora o
37C. Su Intecciosidad vesigusl w2 midid por titulsedn  del wlecto
citopatoginico an cultive de fibroblastos de embrion de polio

RESULTADOS

Efecta de la concentracidn ibnics: E| virus de la EEV diluido en buffer
citrato ds sodio pH 32 les concentraciones da B, 10, 20, 40, B0 v 100 mM
sutte une disminucdn de su infecciosided & medidn que se sumants la
concentracdn ibnica. Entre 10 y 100 mM el vinm presanta ung
disminueitn de 4 o 5 logs en su titulo Infeccioso (Fig. 1),
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Fig. 1.~ Infecciosidad residual del virus EEV en concentraciones cracientes
del buffer citrato No pH 3.

Efecto del pH: Para verificar sl estos resultados sa ciemplian da una manera
sinélar @ diferentes pH, 1@ umston soluciones amortigundors = fas
concentraciones de 5, 10 v 100 mM. Para les pH de 3, & v 5 @ utilizg
citrato, para pH 8, moleato; pers pH 7 y 8, foafeto; y para pH 9, bore'n
wiling, Se ohsered &l tulo infecaoso dal virus luega de Incaberto por une
hors & 37T°C con cada una de l8s verisbles arriba moncionadas. Se obiuvo
um dsminucion notable da la ifecciosidad del wrus tan stlo a pM debajo
de & en uguelles soluciones de elevada concentracidn idnica (100 mM), s;
observare etecto deletdreo @ ningin pH' de | solociones de mano
eencentracidn (Fig. 2,

Efecto de buller no guelanies: Con buller acetoto v MES considerados
comn buther sin capacidad quelente, » | concentracionas de 10y 100 md
yapH &y 5 los msultodos son tguales o log obtenidos con ol buller ety
o ios mizmos pH (Tabla 1)

Efecto de sales y cotiones divalentes: Con o Finalidad e bLloguser el
psibie afecto quelante por parte del bufter ciireto & incwubO el vires con
sitd mizmo 8 len concenviaciones de 100 mM pH 3. an pesancis de
cationes divalentes (ClyMg), s concentraciones crecientes; observandose el
mismo dafo que experimentd cuando se o citrate solamente. E1 virus
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Fig. 2.- Infecciosidad residual del virus EEV en dilerentes suluciones
amurtiguadoras con diterentes pH.
TABLA |

EFECTO DE BUFFERS NO QUELANTES SOBRE LA INFECCIOSIDAD
DEL VIRUS DE LA EEV

DICTga/ML
Virus = Aostata {10 mMpH 4) g%
: {100 mM pH 4) 1%
¢ LomM pH 5) TR
{100 mM pH &) e
Virm = MES { 10mMpHLS 1 e
{100 mM pH & 5) 1+

MES: (2 |H-Morfolns | ethene Sublonie . Acid)
Virus en borate saline pH 9 tene 10°%-0 DICT5q/md
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ingybado, unicamente en presencia de cationes, ng Experiments ningen
dafio hasts une concentracion de 100 mM; pero & partir de 1 M, su titolo
infecziogo comisnza & dismnuie. Ef hecho de que la solucion de clorur de
mogresio & oltas concentraciones e por & misma dofing para la capacidad
infeccioss viral, nos lewd & realizar otro experimento pars determinar cudl
de los iones [C1 & Mg} presente, eva of cousante do tal dafin, Se utiling
para ello une salicidn de sulfato de magnesio @ alta concentracidn, cuym
resultados, expressdes en la Toble 11, revelan yue ests sal no ejerce sfecto
daiiing sobire el virus 2 las des concentracianes (0,1 ¥ 1,0 M), emipleadas en
ol gxparimenta.

TABLA

EFECTO DE SALES Y CATIONES DIVALENTES S0BRE LA
INFECCIOSIDAD DEL VIRUS DE LA EEV

DICT 5/l
Virus = Citrato 100 mM pH 3 + ClgMyg 001 M [ iy
08 M josa
1.0 M 4 B
14 M Lpa-e
20 M ] e
Virus + Cighlg o0l M 1o*Y
ol M 10%2
10 M 1040
15 M 10-%*
0 M T s
Virus » Mg50, ol M jo*o
10 M 1

Virus en borato saling pH 9 tiens 10 % DICT g /ml
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DISCUSION

Luos trobajos realizados con vanos erhovires del grupo A y B coimadin
el ls perdids de mleccionded s pH por debasje de Blza.4.8.4). Sin
embargo, nuestros reseltados, obiznidos con |3 curva de molaridad, hablan
b fiver de un efecto de lusrzs iGnjcs mdependients dil valor dal pH da la
$olucidn empleada. Lo dilerencie en los efectos observados en la curva de
molaridad con &l buffer citrato a pH 3, nos hizo sospechar un positibe
efecto quelente, por parte del citrato, sobre algunos componentes de la
enwaltura lipoprnteica viral. Esto fud descartudo por los efectos producidig
por los dos bufter no quelantes, scetsto y MES & pH & y 5, los cusles
coincidisn con los resulted o pare ol buller citrato & etss Concintraciones
y pH. Esto 3¢ hizo adn més svidento con la solucidn ClpMy cuyo pH dcido,
4, exhibe &l memo efecto defing sobr a4l wirus, por verscion da
concentracion, tanto al emplearse tolo, como combinsdo con &l Builer
cuato & 0,1 M, independigntemente del valor del pH: lo que nos
demuestrs | accitn ejercida por la concantracion de la solucidn. El wo de
3 sai de 50 4Mp indica que el electa camsante det dafio virsl pudiera residis
en |z concentracion ded ign CL.

Todos estos hollezgos pueden ser Interprotedos como una posible
intevaccidn @ nivel de los destintos ebementos estructurales da |a mambrana
lipoproteica viral, y el grado de concentracidn o fuerza idnica prevalunte
n ol modio gue la rodea.

SUMMARY
Ettects of pH and ionic concentration on VEE virus infection,

Terwil « Loz Mand ilirnandesz T (Taotitaio de Tavestiacion Climio,
Aparerachis 1151 Marmoawbo, Peiozuebi), Tnvent Clin dar 3 10020, 1925
VEE wruz suffers alterafions in ity infectious level &t & temperature
of 37*C, that varies sccording to the solution vsed. In citrate butter
100 mM, pH 3, 4 and 5, there i a great lossin vl infectivity; when
concentrations of 5 and 10 mM are ussd, with thezama pH, no varistion
% obearved in its mfactious lavel

in tho  presence of dituted solutons of megresiom chlonide pH &
and @t 3)°C, the virug |5 stable b iis infectioos fevel, somathing which
i not observed m solutions of high concentration (1 or 2 M1, When o
slution of MgS0y4 is 1med, no variation occurs inthe level of infection
of the treated wirus in the same conditions:
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