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PATENTE DE IEVENCION

a favor de
KERCK & CQ., INC. -~ de nacionalidad norteamericana - do-
miciliada en RAHWAY (New Jersey, E.U.) 126 Bast Lincoln
- Avenue,
| " por:
» Procedimiento para concentrar y purificar substancia

-~

inhibidora de virus ¥
==z 000  szs—— )

Memoria Descriptive

Este invento se refiere a la concentracidn y pu~

rificacidn de una substancia inhibidora de virus o viros-
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tdtica, designada en adelante por VIS denomlna016n for-
nada por las iniciales de las palabras inglesas "viral

inhibiting substance”, y mds concretamente a la concen-
tracién y purificacidn de la VIS procedente de liguidos
alantoideos que la contengane.

El procedimiento del invento se puede emplear

A para concentrar y purificar VIS preparada cultivando un

virus vivo en el alantoides de huevos empollados de ga- °
1lina y recogido en los lfquidos extraembrionarios del
huevo,.

Se ha descubierto, como particularidad de este

‘ invento, gue la VIS preparada cultivando virus vivos en

el alaﬁtoides de huevos empollados de gallina puede se-
pararse a gran concentracidn del 1fquido alantoideo afia-
diendo primero un precipitante de proteina para eliminar
los vi&us y las protelnas inactivas del 1lfquido alantoi-
deo cargado de VIS, y precipitando luego la VIS de la ca-
pa superior por tratamiento con una sal de metal pesado,

a un pH entre 6-8 aproximadamente. Asi se obtiene una
concentracién diez a veinte veces mayor de VIS, que pue-
de servir en esta forma como agente de ensayo o como subs-
tancia virostdtica para los fines que a continuacidn se

exponen,

También se ha encontrado, como otra peculiaridad
del invento, que puede conseguirse una purificacidn subs-
tancial de la VIS medieamte cromatografia de la VIS concen=-
trada as{ obtenida sobre una resina carbox{lica de inter-
cambio catidnico y eluyendo luego el material activo en
forma progresiva continua, o mejor en forma escalonado, em-

pleando un moderador acuoso de acetato o de fosfato como
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eluente, lo cual da una concentracidn alrededor de 2000

veces mayor de VIS, con un factor de purificacidn 1700

veces mayor. Pueden aumentarse la purificacidn y la con-

centracidn precipitando de nuevo la VIS con una sal de

metal pesado, segﬁh queda dichoe.
Una porcidn grande de impureza residual que pue~
da seguir asociada a la VIS después de efectuar las prece~

dentes operaciones puede retirarse por iontoforesis (apro~-

"piada para pequefias cantidades, o para identificar impu~

rezas residuales) o por electroforesis por zonas (espe-
cialmente adecuada rara cantidades mayores de material
muy concentrado y purificado que contenga VIS).

El 1iquido alantoideo cargado de VIS se prepara
con preferencia empleando huevos empollados, mejor de
gallina, incubados durante nueve a doce dfas. ILos huevos
se contaminan luego en el alantoides com virus vivos de
gripe (influencia), mejor inyectando unas 102150 o 105’5?,
y con prefereqcia 104’50 dosis medias infecciosas de hge-
vos (EIDBO) de virus de gripe A, cepa WS, E 5372 (obte-
nible del Instituto Rockefeller, Nueva York 21, W.Y., o
de Merck &.CO}, Incs, West Point, Pa), contenidos en 0,20
ml; de material inoculables Pueden utilizarse otros vi-

rus vivos en vez de la cepa del de gripe mencionada, por

-ejemplo, otras cepas de virus vivos de gripe 4, B o C, co-

mo la cepa PR&

de gripe A, la cepa lielbourne de virus de
gripe 4, y virus similares, o de sarampidn, y sus andlo~
goSe Los huevos infectados se incuban luego durante 72.
horas por 1o menos, y mejor durante 96 y hasta 120 horas
como méximo, a 36~37¢C., y después se enfrian y se retira

el 1{iquido alantoideo que contiene la VIS.
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El nroducto crudo gue contlene la Vis se trata

con un precipitante de proteinas, como 4cido perclérico,

deido tricloroacético, dcido sulfosalic{lico, tetrameta-

.fosfato o similares,lpara precipitar el virus (por ejemplo,

la vacuna virica) y una gran cantidad de proteina inacti- .
va. El producto crudo se mantiené a una temperatura de
02 a 302C,, mejor entre 02 y 5¢C., mientras se afiade pre-
cipitante de protefnas, que ha de bastar para obtener una
concentracidn final entre 1 y 3%.

La VIS, estable a pH bajo, gzeda en el liguido dé
encimé y'puéde precipitarse del ﬁismo ajustando el pH en-
tre'ﬁ Y 8, y mejor entre 7 y 8, con una base enérgica, a
ser posible hidréxido séaico o potdsico, y afladiendo lue-
go solucidn de una sal de metal pesado, a concentracidn
aproximada 5 a 50 milimolar, y mejor entre 10 y 20 mili-
ﬁolar. Sales de'metales pesados especialmente ¥tiles pa-

ra precipiter la VIS son los haluros de cobalto, cinc,

cslecio, mercurio, estroncio, bario y andlogos, o sales

de un dcido orgdnico; en particular acetatos de cobalto,
¢ine, calcio, mercurio, estroncio o bario, y los respec-
tivos glicinatos lactatos, propionatos o cloruros. Para
todos los fines précticos, puede emplearse acetato de cine,
por ser fdcilmente asequible y muy adecuado como precipi-

tantés‘para la VIS,

El precipitado de sal de metal pesado que contiene

VIS se retira con preferencia centrifugando o por otros

" medios mecdnicos. El s6lido obtenido se agita luego a

0-5¢C., y se trata con suficiente 4cido enérgico para ob-
ten;r un pH aproximado de 2-3, a fin de solubilizar selec-

tivamente la VIS, o con un quelante, para fijar por selec-
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solucidn. Agentes apropiados son los 4cidos fuertes, inor-
génicos u orgdnicos, como el perclérico, el clorhidrico,

el tricloroacético y similares, o quelantes como verseno
(sal tetrasfdica del dcido etilendiaminotetrascético). En
esta operacién puede emplearse con ventaja dcido clorhidri-
co O,2ﬂ. Seguidamente, la solucidn obtenida se clarifica
centrifugando, y el liquid6 de encima, gque contiene en so=-
lucidn la sal de metal pesado y la VIS, se dializa frente

a la solucidn salina, para eliminar la sal de metal pesado
remanente. _ ,

Ia solucidn dializada resultante (que desde ghora
se denominéré solucidn diglizada I) contiene una concen-
tracidn diez a veinte v;ces mayor de VIS.

Ta solucidn dializada I de 713; si se quiere, pue-
de concentrarse mds repifiendd la precipitacidn antes des-
crita con una sal de metal pesado, seguida de didlisis,
para obtener una concentracidn cien veces mayor de VIS con

purificacidn diez a veinte veces mayor en la solucidn dia-

" lizada II,.

Las soluciones dializadas I o II contienen una
concentrécién dtii de VIS para prevenir la infeccidn por
el virus de la enfermedad de Newcastle, como se verd des-
pués, o para reprimir la tumoraci6n por el virus del sar-
coma de Rous en la membrana alar de pollueloé de un afa.

La VIS de las soluciones dializadas I o II puede
purificaise m4s mediante cromatografia sobre una resina
carboxilica de intercambio catidnico en forma progresiva
continua o mejor en forma escalonada, empleando como eluen~

te un moderador acuoso de acetato o fosfato. $Si se quiere,
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pueden aumentarse la concentracidn y la purificacidn pre-
cipitando de nuevo la VIS del elﬁente, con ayuda de una
sal de metal pesada, como ya se ha dicho. ZEsto permite
alcanzar una purificacidn 2000 veces mayor.

Se prepara una columna de adsorcidn pasando un
moderador © tampon acuoso; como solucidn de acetato o fos-
fafq, con pH aproximado de 5,8 a 6,4 a través de una co-
lumna del adsorbente, hasta que la descerga tenga un pH
de 5,8 a 6,4« Una solucidn de VIS con actividad aproxi-
mada de 3200 a 25000 unidades por mililitro, dializada
frente a un tampon de 5,8 a 6,4 de pH, con potencia idni-
ca de 0,03 a 0,0é, se aflade a una columna de carboximetil-
celulosa u otros permutadores catidnicos débiles, como
vna resina carboxilica de intercambio idnicos. Terminada
la adicidn, se pasa a través de la columna mds solucidn -
moderadora de pH 5,8 a 6,4, lo cual elimina una cantidad
considerable delproteinas sin actividad de VIS: Ia con~
centracidn de proteinas en la deécarga se mide por el mé-
todo colorimétrico de Lowry, segin se describe en J.Biol.
Chenm., 1951,.193i265-75, poxr O.H.Iowry y otros, con el
t{tulo de ”Medicidn de Proteinas con el reactivo de fo-
linfenol”.

Se elimina otra cantidad de material proteinifero

sin actividad de VIS haciendo pasar lentamente a través

de la columna una solucidn tampon con pH de 5,8 a 6,4, ¥

aumentando gradualmente la potencia hasta 0,13, hasta que
la descarga se halla casi exenta de protelnas. Esta so-
lucidn se prepara a partir de otra solucidn tampdn con pH
de 5,8 a 6,4 aproximadamente, por adicidn de una sal inor-

génica, con preferencia cloruro sédico.
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Del adsorbente se retira VIS esencialmente pﬁri—
ficada pasando a través de la columna una solucidén tampon
con pH aproximade de 7,4 a 8,8 y potencia idnica de 0,13
a'0,18. ' '

' la resina empleada para adsorber la VIS es, con -
prefeiencia, una resina carboxilica de intercambio catid-
nico, y para los fines de este invento sirve cualquiera de
las de tipo carboxflico disponibles. Se ha comprobado que
la carboximetilcelulosa (CMC) preparada segdin el método
descrito por Peterson y Sober, J.Am.Chem.Soc., 1956, 76:756,
es muy efica2 para conseguir una buena adsorcidn y elimi-
nacién de la VIS. Otras resinas carboxilicas adecuadas de
intercembio de cationes son Amberlite IRC-50 y Amberlite
ZE-54,‘expendidas ambag por Rohm & Haes Co., 0 la permu-
tita H-70, de Permutit Company, u otras disponibles de esta
clases

Ia VIS concentrada y muy purificada que se obtiene
siive, como se expondrd luego, para entorpecer la muitipli-
cacidén del virus de la enfermedad de Newcastle, y por eso

es potencialmente dtil para prevenir esa dolencia en las

aves. Ademds, obstaculiza la capacidad del virus del sar-

coma de Rous para fbmentar el desarrollo de tumores,

La porcidn mayor de impurezas residuales, si las
hay, en la solucidn cargada de VIS obtenida como queda des-
critb, puede retirarse por iontoforesis o por electrofore-
sis por zonase

La solucidn cargada de VIS que se obtiene tras cro-
matografia se purifica ﬁés por iontoforesis, empleandp pa-
pel de acetato de celuloss o cualquier otro tipo de papel

que adsorba poca VIS. Dicha solucidn .se aplica en faja es-
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trecha sobre papel de acetato de celulosa u otro apro;
piado, con los extremos sumergidos en vasos de electro-
dos que contengan cualquier solucidn tampon de pH 4-10,
con preferencia tampon de borato con pH de 8,9. Se apli-
ca durante una a tres horas una corriente eléctrica de
0,4 mwA/cm. de anchura del papel. Este se corta luego

en tiras estrechas, y la VIS se extracta con solucidn sa-
lina el 0,9% que contenga écido acético 0,05n, o albimina
de suero bovino y Tween 80.

‘ Alternativamente, se pueden purificar cantidades
mayores de VIS cromatografiadas, mediante electroforesis
por zonas sobre un lecho o una columna de Pevikon C-870 .
(copolimero de acetato y cloruro de polivinilo, producto
de Stockholm Superfosfat Fabrika A.-B., Estocolmo, Sue-
eia), papel de acetato de celulosa en polvo, o cualquier
otro medio que adsorba poca VIS. Se aplica una solucidn
concentrada que contenga VIS en una hgndedura practicada
en un lecho ya prevenido de Pevikon C-870 u otros medios ..
apropiados, con los extremos conectados mediante papel
de filtro a vasos de electrodos que contengan cualguier
tampon conveniente de pH 4 a 10, con preferencia tampon
de borato con pH de 8,9. SeAap;ican entre 0 y 152C., de
6 a 18 horas, 5-10 voltios por centimetro de longitud de
base, pero manteniendo mejor la temperatura a 0;590; El
lecho 0 base se divide luego en segmentos estrechbs, que se
extractan con solucidn salina al 0,9% que contenga dcido
acético 0,05n o albémina de suero bovino y Tween 80,

El esquema del proceso que forma parte de la pre-
sente solicitud e ilustra un ciclo tipico en el que se

concentra y purifica la VIS a partir del 1iquido alantoi-
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en el ejemplo.

EJENPLIO

Concentracidn y purificacidn de VIS

L3

Pase 1.
A 50 litros de liquido alantoideo de huevo que con~
tienen 256 unidades de actividad de VIS por mililitro

(véase la nota 1 a la siguiente tabla de &efinicidn de

unidad) se afladieron 5,5 litros de deido pereldrico 1,5n,

agitando répidemente a 58C. Despuds de 30 minutos de re-
poso, la mezcla se centrifugd 30 minutos a 1500 rpm. en
ung centrifuga refrigerada.

Esta fase suele realizarse empleando dcido tri-
cloroacético, dcido sulfosalioilicq 0 tetrametafosfato en
vez de dcido percldrioo, y los resultados son similarese.

El lfquido alantﬁideo empleado en esta fase se pre-
paré inyectando en el alantoides 10*7°° BID ) de virus de
gripe A, cepa 'IS. B 5372, en una dosis de vacuna de 0,20
nl. a cada huevo de gallina empollado de 9-10 dfas, incu-

béndolos 96 horas a 36-372C. enfridndolos luego, y reti-

rando el 1{quido alantoideo cargado de VIS.

Fase 2.

El 1iquido sobrenadante (55 litros, con 256 unida-
des de actividad de VIS por mililitro) se ajust§ a un pH
de 7-8 con hidréxzido sédico, y se afiadid aceteto de cinc

0,4m, agifando, hasta una concentracidn final 20 milimolar.

Después de una noche de reposo a 52C., se extrajo por as-

piracidn todo el liguido posible, y la suspensién remanente
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de precipitado de cinc se centrifugé una hora a 1500 rpm.

en una centrifuga refrigerada. E1 precipitado recogido,

que contenfa acetato de cinc y VIS, se agitd con HC1 0,2n

frio (0-5¢C) suficiente para reducir el pH a 2-3, a fin
de disolver el precipitado. Ia solucidn se clarificd
centrifugando a 1500 rpm. durante una hora en una centri--
fuga refrigerada. La solucién obtenida, cargada de VIS,
que se habfa concentrado veinte veces, hasta 2,6 1itros?
se dializé por la noche frente a 10-20 volumenes de clo=-
ruro sédico al O,Q%, para eliminar los iones de cinc y
dar una solucidn que contenia 3.é4O wnidades de activi-
dad de VIS por mililitro,
Base 3.

Bl concentrado a 20:1, dializado, se ajusté a un
pH de 7,0-7,2 con hidréxido sdédico, y se afiadié acetato
de cinc 0,4m, agitando, hasta una concentracién 20 mili-
molar. Después de un reposo de tres horas o mds a 5¢C.,
el precipitado se centrifugd una hora a 2000 rpm. Se dese-
chd el 1iquido de encima, y el precipitado se disolvid
en HC1 0,2n frio (0-52C) suficiente para obtener un pH
de 2-3, y luego se dializé durante la noche frente a 50—
100 vols. de clormuro sédico al 0,9%, para retirar los
iones de cinc. La solucidén de VIS (490 ml;) se concentrd
cien veces y se purificd diez a veinte veces por este mé-
todo y tenfa 12.800 unidades de actividad por mililitro.
Resultados similares se pueden obtener empleando cualquie~
ra de los precitados cloruros de metales pesados o0 sales de

metales pesados de 4cidos orgdnicos, especislmente de los

y& mencionadoss
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La VIS se purificé mds mediente cromatografia so-
bre carboximetilcelulosa, empleando un escalonamiento de
cloruro sédico y de pH en wn tampon o moderador de fosfa~-
to 0,0lm: como sigue:

a) La VIS cien veces concentrada (490 ml.) de la
fase 3 se dializé por lg noche frente a 30 vols. de fos-
fato sddico 0,0lm. con pH de 6.

b) Ia solucidn dializada de VIS se aplicé a una
columna de carboximetilcelulosa de.3055 X 2 cm, ya equi-
librada con fosfato sddico 0,0Im de pH 6.

¢) Se practicd una cromatografia empleando la '
adicidn escalonada 2 la columna de los siguientes mode-~

radores o tampones:

Moderador Volumen (ml.)
Posfato 0,0lm, pH 6 - “ 250
Posfato 0,0lm, pH 6 -~ NaCl 0,05m : 500
Fosfato 0,0lm, pH 6 - NaCl 0,10m 2500
Fosfato 0,0lm, pH 8 - FaCl 0,10m 500

d) Se eluyd la VIS con fosfato 0,0lm de pH 8, que
conten;a NaCl 0,10m} Ia actividad mdxima (1§.2oo unida-
des/ml.) correspondfa a una fraccidn de 120 mi. Las otras
fracciones se pueden cromatografiar de nuevo, a fin de ,
concentrar y purificar més VIS en cada una de ellas y au~

mentar asf{ el rendimientoe.

Fase 5.

Para practicar una segunda crcmatografia, la pre-
citada fraccidn de 120 ml. de VIS se concentr a é,5 ml,
precipitando acetato de cinc como se describe en la fase
3, para obtener una solucidn cargada de VIS con 153.600

unidades de actividad por mililitro.
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Fase 6.

‘ La fraccidn de VIS concentrada en acetato de cine
de la fase 5 se dializg frénte a 100 vols. de fosfato 0,0lm
con pH de 6, y se aplicd a una columna de carboximetilce-
lulosa de 5 x 1’3 cm, ya equilibrada con el mismo modera-
dor. Ila segundé cromatografia se hizo mediante adicidn

gradual a la columna de los siguientes moderadores o tam-

poness
Moderador | Volumen (ml.)

Fosfato 0,0lm, pH 6 10
Posfato O, Olm, pH 6 ~ NaCl 0,05m 10
Fosfato 0,0lm, pH 6 = NaCl O, 06 10
Fosfato O Olm pH 6 = NaCl O O7m 10
"Fosfato O, Olm pH 6 - NaCl O, 08m 10
Fosfato 0O, Olm PH 6 ~ NaCl 0 10m 50
Tosfato 0 Olm, pH 8 - NaCl 0 10m 50

Se eluyé la VIS con fosfato 0,0lm, pH 8, que con-
tenfa NaCl O,1lm, y la ‘activided mdxima (76. 800 unldades/hl )

correspondlo a un volumen parcial de 13,5 nl. Ias otras

fracciones pueden ser objeto de otra cromatografia, para

- concentrar y vurificar mds VIS en cada una y aumentar el

rendimiento.
Fase T

La fraccidn activa se concentré mds, hasta 4 nl.
por precipitacién de cinc y didlisis, seglin se describe
en la fase 3, para obtener 225.000 unidades de actividad
de VIS por mililitro.

Fagse 8.

Se separd VIS de la porcién mayor de impureza re-
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sidual remanente de la fase 7, aplicando coﬁ una pibé;
ta una porcidn de 0,4 ml. de la misma en una estrecha
rendija hecha en un blogue de Pevikon c-é7o de‘17 x 2
cm. Un extremo del blogue de Pevikon se conecté me-
diante papel de filtro a un electrodo positivo, y el
opuesto se unid con papel de filtyo a un electrodo ne-
gativo; los electrodos estaban sumergidos en moderador
de borato sddico 0,0fm, ajustado a un pH de 8,9 con dci~
do clorhidrico. Se hizo pasar una corriente de 3 mA ,
(150-170 voltios) a través del bloque de Pevikon duran-
te siete horas; Al final del ciclo, el blogue de Pevi-
kon se cortd en tiras de 1 cm. o de 0,5 cm. segin se
indica en le siguiente tabla, y cada: tira se extract$
por separado con una solucidn que contenfa dcido acti-

¢o 0,05n y cloruro sédico al 0,9%; los extractos se

apalizaron individualmente para hallar las protefnas y

la actividad de la VIS. Los datos obtenidos se consig-
nan en la siguiente tabla, donde también se indican las
superficies de las sec?iones o tiras del bloque de Pevi-
koﬁ; las superficies /4" se cortaron del extremo del
5loque’unido al énodo;'§ las ”-? del extremo unido al
cdtodo: ILos dos primeros segmentos positives y los dos
Gltimos négétivqs eran de 1 cm., y los restantes, de

0,5 ¢m. cada uno



Seccidn

analizada, Extracs  Actividad de VIS(I) (2) Actividad espece.
desde tivo, mle Unida~ Activi~  Proteina‘‘’ unidades/mg. de

origen usados des/mls Gdad total mg/mls. proteina

;2 3 4 | 0 0 - ' . ;_
42 4 © 192 .00%6 -
£ 1.5 2 1m0 2560 .0072 178,000
; ioO 2 2560 5120 20108 236,000
£ 045 2 1280 2560 0086 150,000
& 0.5 2 768 1536 028 -
- 1.0 2 256 512 027 -
; 1.5 2 256 512 «025 ;
-2 4 0 0 .016 -
-3 4 0 o o7 -

Preparada la VIS coﬁo soluciﬁn concentrada, segdn queda desj
crito, es establé si se conserva a 0-52C: Si el material concentra-
do y purificado se diluye, o sea, estéﬁpresente a concentracidén re-
ducida, se adﬁiere a superficies de vidrioe. Esto se puede evitar
incorporando pequefias cantidades de albimina, gelatina, Tween 80 y
otros desorbentes a la solucidn de VIS, o conservando la solucidn
dilufda en recipientes inertes de pldstico, por ejemplo, de polipro-

pilenge.
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Los grados de concentracidn y purificacidn de VIS
obtenidos en las diversas fases del procedimiento aqui des-

crito se resumen en la siguiente tabla:

Actlvz- Activ;

dg especa(3)

VIS(l Pr?tel- unidades/ Recu Factor de
Pase de frac— unida~ nal2) mg.de pro- racl n.por pur:u(’l?a-
cionamiento Yolumen des/ml. mg/ml. teina cion
Producto Crudo 5§ liiros 0 52 -

1.

2

39

4

5»

6o

Te

8e

Liquido sobre-

nadante de tre-

tar el produc—

to crudo con

dcido percld-

rico 55 litros 256 2,2 116 . 100 2,25

Primerg preci-
pitacidn de

. cine 2,6 litros 3,540 7,4 520 75 10

Segunda preci- ,
pitacion de . - ‘
cine 490 ml. 12,800 15,6 820 50 16

Primerg croma-
tografia so~ : ‘ :
bre CMC 120 ml. 19,200 0,38 50,500 18 . 970

Concentracién

de la fraccidch

activa de 1la

columna con o

acetato de cinc 8,5 ml. 15%600 2,7 57,000 10,2 11CO

Segunda cro-
matografia
sobre CMC 13,5 ml. 76,800 0,85 92,000 8 1750

Concentracion
de la fraccidén : .
activa concinec 4 ml. 225,000 2,38 95,000 7,2 1830

Purificacidn
final sobre ‘
Pevikon C-870 20 ml. 2,560 ,0108 236,000 - 4000



10

15

20

25

NOTAS 2 las tablas I y II:

1) Una unidad de actividgd se evalda por la in-
terferencia con virus de encefalomielitis equina oriental
(EEE) en cultivos de células de embridn de pollo en una |
sola capa. Se afiaden diluciones en serie de liquido car-
gado de VIS, en porciones de 1 ml. a los cultivos de célu-
las, y se incuba durante seis horas & 374C. Después de re-
tirar el liguido, cada cultivo de'células tratado se prue-
ba con 100 dosis infecciosas de cultivo de tejidos (TCIDSO)
de EEE, Ia unidad de VIS se expresa como reciproca de la‘
dilucidn mdxima de 1fquido cargado de VIS que evita totai—
mente la citopatologfa en el cultivo de células.

2) Determinacidn por el método descrito por O.H,
Towry y otros en "Medicidn de proteihas con reactivo de

folinfenol”, J.Biol.Chem., 1951, 193:265-75.
3) Actividad espscifica. ‘

4) Actividad especifica del material de ensayo _
Actividad especifica del producto crudo

= Factor de purificacidn

La VIS concentrada por el procedimiento gue antece-

. de, fases 1 a 7, se ensayd en cuanto a efecto sobre el vi-

rus de la enfermedad de Newcastle en polluelos de un dia,
¥ pudo comprobarse que preservaba a algunos de ellos de 1z
nuerte provocada por el virﬁs, ademds de prolongar el lap-
s0 de supervivencia de los pollos no preservados del todo
por la VIS. TLos estudios se realizaron por dos métodos:
Segdn uno de ellos, se administré VIS en dos dosis, 24 y

6 horas antes de poner a prueba 1os'poilos. Segﬁp otro,

se higo lo mismo, y luego a diario, comenzando 18-20 horas
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Después de la infepcién por virus, las veces indicadas en
la tabla siguiente. ILas unidades indicadas de VIS se ad-
ministraron por v{arintraperifongal en forma de 0,5 ml. de

| vacuna. También se aplicd virus de Newoastle por via in-
traperitoneal en forma de 0,5 ml. de vacuna con 5 DLSO‘
Con fines de comparacidn, el producto crudo, o sea el 1ligui-
do alantoideo cargado de VIS (fase 1) empieado como material
de partida en el nuevo procedimiento de este luveato, se :
probd juntemente con la preparacidn concentrada de VIS ob-
tenida por la segunda fase de precipitacidn con acetgto de'
cinc (fase 4). Asimismo se incluyeron aves teétigos trata~
das sélo con la dosis de prueba de 5 DL50 de virus de en-
fermedad de Newcastle en 0,5 ml, de vacuna, ZLos resultados

de este estudio se exponen en la siguiente tabla:

Medicidn del efecto de administrar VIS cruda y con-
centrada sobre virus de la enfermedad de Newcastle
en polluelos de un dia. .

Resul-

tados ‘

Ne de Prome-

super- - dio de © Indices

Régimen de tratamiento con VIS - vivien~ Super- super- Super- Exceso de

Virus Total tes/to- viven- viven- viven~ supervi-

Praccidn Virus pre-conse-~ de uni~ tal de cia cia cia vencia

de VIS

Pase 1

»

Fasé 4
of

Con%rol

vio cutivo dades aves (%) _ (dias) Exceso _(dies)

ox6s U 18 310 306 9,9 23,% 2,2
2x64 U S5x64 U 448 4/15 276 10,0 20,35 2,3
223200 U ‘6,400 6/10  60% 13,é 53,3% 6,1
223200 U 5x3200672,4oo 5/;5 539% 10,5 26,353 2,8

- - -  2/30 6,7% 1,7 - -

*Dos dosis, cada una con 64 unidades de VIS.

Como, resumen se expone a continuacidn un esquema del pro-
ceso,



Esguema del proceso de 2urif10ac16n de la substancma v1rostat1ca”‘

L{quido alantoideo de huevo

. HC104 0,15n, 590.,centrifugado 30 min a 1500 rpm.
Precipitado (desechado Liquldo que ‘sobrenada
) - ) Ajuste del pH a 7-8 Zn(Ac)2 0,02m,

centrifugado. una hora a 1500 rpm.

Precipitado de cine Liquido de encima desechado
. Suspendido en HC1 O,2n, 52C, pH 2,5,
| centrifugado una hora a 2000 rpm

Precipitado (desechado

Ligquido de encima '
1) Dializado 24 horas frente a solu-
cidn salina al 0,9
} Ajuste del pH a 7,0-7,2
Zn(Ac)2 0,02m

Precipitado de cinc Ifquido de encima (desechado)
1) Disuelto en HC1l O,2n, 590, pH 2,5

Dielizadé 24 horas frente a solucién salina al O ,9%
Dializado 24 horas frente a fosfato 0,0lm, pH 6
Centrifugado una hora & 2000 rpm.

Liquido de engima

" /. Cromatografia sobre CMC

Columna de 12 x 3/4%

Gradiente escalonado de NaCl a O, lm
‘en 0,01m

Fosfato de pH 6,0, seguido de gra-
diente de pH -8

Fraccién elufda con POy 0,0lm, pH 8, NaCl O,1lm
1) Dializada fremte 'a NaCl al O é%

2 Zn(Ac)z 0,02n

3) Ajuste del pHa 7,2

4) Centrifugada una hora a 2000 TDme

Precipifado de cinc Liquido de encima (desechado)
1) Disuelto en HC1l 0,2n, pH 3

2) Didlizado fremte a solucidn salina al 0 9%

3) Dializado frente a fosfato 0,0lm, pH 6
Centrifugado una hora a 2000 rpm.

Precipitado (desechado

Liquido de encima (8,5 ml.)
Nueva cromatografla sobre CRMC
Columna de 2 x 1/27
Gradiente escalonado de NaCl a O0,1lm
en fosfato 0,0lm, pH 6, seguido de
gradiente de rH é

Fraceidn elufda con ‘%0, 0,01m, pH 8, NaCl O,1m
'y 1) Dializada frente’a NaCl al O 9%

2 Zn(Ac)2 0,02m

3) Ajuste del PH a 7;4 ‘

4) Centrifugada una hora a 2000 rpm.

Precipitado de cinc Liquido de enclma (desechado)
1) Disuelto en HCl O,2n. pH 3 : .

2) Dislizado frente & NaCl al 0,9%

3) Centrifugado una hora a 2000 Tpm.

Precipitado (desechado

Precipltado (desechado

> Liquido de encima, con VIS (4 ml.)
Jontoforesis, o
S-eparacion electroforética de VIS
por zonas
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Se reivindica como objeto de esta patente:

l.- Procedimiento para concentrar y purificar subs-
tancia inhibidora de virus, o substancla virostdtica (deno-
minada VIS), el cual comprende afiadir un precipitade de pro-
teinas, a una concentraclqn final de liguido alantoideo que
contiene 1-3% de VIS, ajustar el liguido de encima a un pH
de 6-3; ¥y agregar luego una sal de metal pesado para preci-
pitar tembién la VIS.

24 Procedimiento segdn la reivindicacidn 1, en el
que el precipitante de proteinas se elige del grupo inte-
grado por fcido percldrico, dcido tricloroacético, dcido
sulfosalicilico y tetrametafosfato.

3.- Pracedimientq segdn la reivindicecidn 1, en el
que se elige una sal de metal pesado del grupo que compren-—
de sales de cobalto, cine, calcio, mercurio, estroncio y
bario de dcido acético, glicina, dcido ldctico, dcido pro-
pidnico y &cido clorhidrico,

. 4.~ Procedimiento para concentrar substgncia in-
hibidora de virus, el cual comprende afiadir 4cido percld-
rico, a una concentracidn final emtre 1 y 3%, al ligquido
alantoideo cargado de VIS, ajustar el liquido de encima a
un pH entre 6 y é, y agregar luego acetato de cinc para
precipitar también VIS,

5.~ Procedimiento segn la reivindicacién 4, en
el que el precipitado que contiene acetato de cinc y VIS
se dializé para retirar el acetato de cind.

6e= Procedimiento para concentrar y purificar subs—
tancia inhibidora de virus, el cual comprende afiadir un

precipitante de proteinas, a una concentracidn final de
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1-3%, & liguido alantoideo cargado de VIS, ajustar el 1i-
quido que sobrenmada a un pH de 6—5, Y agregar 1gego una
sal de metal pesado para precipitar también VIS; dializar
el precipitado para retirar la sal de metal pesado; atem-
perar la ‘solucidn de VIS entre 5,8y 6,4 de pH y una po-
tencia idnica aproximada de 0,03 a 0,08; afiadir la solu-
cidn a un adsorbente de resina carboxflica de intercam-
bio catidnico, equilibrado entre 5,8 y 6,4 de pH; retirar
el material inactivo pasando por encima del adsoibente de
regina un moderador de pH entre 5,8 y 6,4 y aumento gra-
dual de la potencia idnica desde 0,03-0,08 a 0,13, apro-
ximadamente, y desorber la VIS pasando por el adsorbente
de resina un moderador con pH de 7,4'3 8,8 y una potencia
idnica aproximada de 0,13-0,18.

T+~ Procedimiento segin la reivindicacidn 6, en
el que la elucidn de material inactivo y activo del ad-
sorbente de resina carboxilica de intercambio de catio-
nes se efectia segin un escalonamiento de la potencia idni-
ca y del pH, en un moderador o tampon seleccionado del
grupo constitufdo por los de acetato y fosfato;

' 8i- Procedimiento segin la reivindicacién 6, en
el que el componente VIS del liguido obtenido se separa
de la cantidad mayor de impurezas residuales mediante elec~-
troforesis por zonas, a %emperaturas inferiores a la ordi-
narias )

9.- Procedimiento para concentrar y purificar subs-
tancia inhibidora de virus, el cual comprende afiadir dcido
perclérzco, a una concentracién final aproximada de 1 a 3%,
ajustar el 1{quido de encima a un pH aproximado de 6 a 5,

¥y agregar luego acetato de cinc para precipitar también
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VIS; dialigzar la VIS frente a un moderador de pH 6 y po-
tencia idnica entre 0,03 y 0,08, para retirar el acetato
de cinc; afiadir un tempon de fosfato con pH de 6 a 1la so-
lucidén de VIS; agregar la solucidén a una columna de carbo-
ximetilcelulosa equilibrada a un pH aproximado de 6; reti-
rar la substancia inactiva pasando escalonadamente por la
columna moderador de fosfato con pH 6 y potencia idnica

de 6,03, luego moderador de fosfato con pH 6 y potencia
idnica de 0,08, y después moderador de fosfato con pH 6

y potencia idnica de 0,13, y eluyendo la VIS con moderador
de fosfato de pH 8 y potencia idnica de 0,13.

10.- Procedimiento segdn la reivindicacidn 9, en
el que el componente VIS del liquido obtenido se separa
del grueso de las impurezas residuales medianfe electro-
foresis por zonas sobre Pevikon 0-670 a una temperatura .
infefior a la del ambiente, empleahdo de unos 5 a 10 vol-
tios por cm. de longitud de la base o 1ech§.

11.; Procedimiento péra concentrar y purificar
substancia inhibidora de viruéo

Esta memoria consta de veintiuna pdginas escritas
por una sola caré.
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