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O inibidor da hemoaglutinacao do virus da influenza foi caracte-
zado como um ou mais membros do grupo da ovomucina (ovomucoide)
das mucoproteinas da clara do ovo (1-4). A verificacao recente de que
o inibidor e retido pelos papéis de filtro comuns (5) sugeriu um estudo
com um agente adsorvente particular. Experiéncias preliminares mos-
traram que o caolim e a terra de diatomaceas tém uma atividade con-
sideravel e grosseiramente comparavel de fixacao do inibidor, enquanto
que o hidroxido de aluminio e o carbonato de calcio, por unidade de
péso, eram muito menos eficazes. Dada sua manipulacao mais simples,
fol o caolim escolhido para um estudo detalhado. As experiéncias aqui
referidas foram levadas a efeito primeiramente para verificar as rea-
coes que poderiam ter interésse imediato.

Material e metodos — A clara de 6vo (EW) era obtida de ovos fres-
cos de galinha. O inibidor semipurificado era preparado da camada
branca espessa por precipitacao por acidos (1). Uma suspensao-esto-
que de caolim (Kaolin, Washed Powder (American Standard), Lot n.0
12845, J.T. Baker Chemical Co.), contendo 400 mg por ml, era pre-
parada em tampao de fosfato e diluida a medida das necessidades. O
caolim era primeiramente bem lavado com o tampao, para remover
uma 1mpureza termoestavel e acido-resistente que causava turvacao
durante a analise do nitrogénio. O virus da influenza dos porcos (Sho-
pe’s strain 15) era a mesma amostra adaptada ao 6vo, que féra usada
em Investigacoes anteriores. Ovos embrionados de 11 dias eram ino-

culados por via alantoide e os liquidos alantéides eram recolhidos apos
40 horas a 35°C.

As misturas rotineiras eram feitas pela rapida adicao de 2.0 ml
de suspensao de caolim a 2.0 ml de solucao do inibidor em um tubo
de Pyrex de 13mm (O.D.) x 100 mm, fazendo-se uma correccao com
tampao de fosfato para o volume do caolim disperso, na proporcao de
0.4 ml por g. As misturas eram imediatamente agitadas a mao e,

* Bolsista do Instituto Oswaldo Cruz.
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apos 10 minutos, os sedimentos eram novamente re-suspensos com um
bastao. Depois de 2 horas, as misturas eram centrifugadas durante 10
minutos a 3.000 r.p.m. (1.900 x g); o liquido sobrenadante era cla-
reado de novo por centrifugacao, como anteriormente. A pratica ge-
ralmente aconselhavel de agitar constantemente as misturas durante
a Incubacao foi abandonada porque a agitacao necessaria para manter
os sedimentos bem suspensos determinava a precipitacao da proteina
() B )

A atividade inibidora foi titulada pelo método de diluicao do ini-
bidor (1,6) em relacao a doses hemoaglutinantes (HD) de virus de in-
fluenza suina nao purificado (53°C, 30 minutos) . Antes do aquecimento,
a preparacao de virus era tratada com igual volume de uma solucao a
o.1% de citrato de sodio (7). A atividade hemoaglutinante foi titulada
pelo metodo de HirsT (8). Tddas as leituras foram feitas com um fo-
tometro * que diferia do descrito por HirsT e PickeLs (9), principal-
mente pelo uso de luz vermelha quase paralela; as ‘“‘densidades o6ticas”
das suspensoes de hematias assim resultavam preponderantemente da
dispersao da luz incidente. Os titulos de inibicdo foram padronizados
em relacao a uma solucao conservada de clara de ovo (6). O fator pu-
rificante de uma preparacao e a relacao entre sua atividade especifica
(titulo/nitrogénio) e da solucao padlao O nitrogenio era dosado por
nesslerizacao direta (10). O tampao de fosfato (0.06 M fosfato, pH
7.2-7.3, contendo 0.02% de mertiolato de Lilly) foi usado como trans-
portador e dissolvente para os reagentes, antes de fazer a mistura. Foi
usada para as titulacoes solucao salina tamponada (0.819% NacCl, 0.005
M fosfato, pH 7.2-7.3):

Experiencias. Observacoes gerais. Quando o inibidor semipurifi-
cado e o caolim finamente suspenso sao misturados em concentracoes
convenientes, o caolim flocula e deposita rapidamente. Com atividade
inibitoria equlvalente a clara de ovo pura também produz floculacao,
mas 0 fenomeno € menos pronunciado e os floculos sao mais facilmente
redispersos. Com suspensoes convenientemente diluidas de caolim (1-5
mg por ml) a floculacao pode ser produzida por quantidades tao peque-
nas quanto 0.05 y de inibidor N semipurificado, embora a reacao seja
retardada. A pesqulsa no liquido que sobrenada demonstra que a flo-
culacao do caolim é acompanhada de um decrécimo da atividade de
floculacao do caolim, bem como da atividade inibitoria e do nitrogénio
das preparacoes do 1n1b1d01 (veja abaixo) .

Se se observar uma serie de misturas, feitas em volume constante
com caolim constante e com inibidor ou concentracao de clara de 6vo
variaveis apos a sedimentacao da massa principal de caolim floculado,
verificar-se-a que a turvacao do liquido que sobrenada passa por um mi-
nimo. A 1n1b1(;a0 da floculacao por excesso de inibidor, que esse resultado
sugere, € confirmada pelo fato de que, na experiéncia inversa, feita com

* Agradecemos ao Sr. IGor V. GORTINSKY 0 auxilio que nos prestou na
construcao do aparelho.
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inibidor constante e caolim em concentracao variavel, a turvacao resi-
dual passa por um maximo na regiao de baixa concentracao de caolim.

Efeito do modo de preparo das misturas e do tempo em que se deixa
processar a reacao. — Um estudo da influéncia do modo de prepara-
cao e subsequente tratamento das misturas caolim-inibidor, antes da
centrifugacao, deu os seguintes resultados: a) quando as misturas sao
preparadas pela lenta adicao de um reagente ao outro, maiores quanti-
dades de inibidor e de nitrogénio sao removidas se for adicionado cao-
lim ao inibidor; b) éste efeito de ordem é grandemente reduzido se as
misturas forem feitas rapidamente; ¢) a velocidade de adicao € relati-
vamente pouco importante se o caolim for o reativo adicionado; d) um
estado de equilibrio aparente, no que se refere tanto a atividade como
a0 nitrogenio, pode ser atingido dentro de 1 hora se as misturas forem
preparadas rapidamente e deixadas em repouso. Contudo, se o inibi-
dor for adicionado lentamente ao caolim, pode ocorrer durante a in-
cubacao ulterior uma diminuicao significativa do nitrogénio mas nao
da atividade. A técnica rotineiramente adotada para a presente inves-

P

tigacao €, em grande parte, baseada nessas verificacoes.

Reacao do caolim com a clara de ovo bruta. Preparavam-se pelo
metodo usual misturas de volumes iguais de suspensoes de caolim, va-
riando de 50 a 400 mg por ml e clara de 6vo espéssa diluida, com ti-
tulo de inibicao de 20.400, teor em nitrogénio de 3.20 mg por ml e
pH — 7.4. Os resultados de analises no liquido sobrenadante sao assi-
nalados no grafico da figura 1, em que se pode observar que uma gota
precipitante em atividade inibitoria com concentracao crescente de
caolim € acompanhada de uma lenta diminuicao em nitrogénio.

-

Supondo que a adsorcao do inibidor € reversivel e que as mistu-
ras alcancaram equilibrio antes da centrifugacao, os dados de ativi-
dade da figura 1 podem ser ajustados pela simples equacao de
adsorcao:

K. B
C = S : (1)
K, SK — B

em que C e B sao as concentracoes de equilibrio de inibidor livre e fi-
xado, respectivamente, expressas em porcentagem do total presente;
K e a concentracao do caolim em mg por ml da mistura em reacao;
S € a capacidade maxima de fixacao do inibidor para 1 mg de caolim
(em saturacao); e k; e k, sao as intensidades constantes de adsorcao
e dessorcao, respectivamente, do inibidor. A equacao I, com os valores
1.32% e 3.0%-dados aos parametros S e kK./K; (a concentracao de ini-
bidor livre em equilibrio com caolim meio saturado), respectivamente,
foi assinalada no grafico'da figura 1 e, como se vé, se ajusta bastante
com os dados experimentais. Contudo, a equacao nao parece ser sem-
pre valida; por exemplo, os resultados obtidos com misturas prepara-
das com relacoes constantes, mas variando a concentracao absoluta,
exigem uma diminuicao de k, e k, ou um aumento de S, a medida que
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a concentracao diminui, porquanto uma quantidade maior do que a
prevista de inibidor esta fixada. Parece provavel que ésse efeito seja
devido a diminuicao da velocidade de floculacao do caolim a medida
que baixa a concentracao da mistura em reacao.

Reacao de caolim com inibidor semipurificado. Experiéncias se-
melhantes foram levadas a efeito com 2 preparacoes de inibidor semi-
purificado, M37-PEI e M37-PEII, com os fatéres de purificacao 42 e 65,
respectivamente. As preparacoes eram diluidas até os titulos de inibi-
cao 20.200 e 19.700 e teor de nitrogénio de 119 e 76 vy por ml, respecti-

vamente, antes de se fazer a mistura com caolim. Os resultados, assi-
nalados na figura 2, mostram que o nitrogénio foi retirado mais rapi-
damente que a atividade inibidora, ao contrario do resultado obtido
com a clara de ovo bruta. De modo que assim se realizara uma puri-
ficacao pelo menos duas vézes maior com cada preparacao. Os traca-
dos da figura 3, relativos ao fator de purificacao do liquido sobrena-
dante em relacao quer a atividade quer ao nitrogénio residuais, suge-
rem um fator limitante similar de purificacao de 135-140 para cada
preparacao *. Os dados relativos a atividade, como os que dizem res-
peito ao nitrogenio, da figura 2, podem ser ajustados s6 de modo apro-
xidado pela solucao da equacao I, como se pode deduzir da forma das
curvas das experiencias. Essa propriedade dos dados é atribuida a uma
aproximacao menor do equilibrio das misturas da figura 2, em com-
paracao com as da figura 1, o que resulta de uma floculacao mais pro-
nunciada do caolim pelo inibidor semipurificado.

QUADRO I

TITULOS DE INIBICAO DE EXTRATOS SUCESSIVOS DE SEDIMENTO CAOLIM-INIBIDOR
“:_

, SEDIMENTO EXTRAIDO A
LIQUIDO .

0°C \ 24¢
Inibidor em matureza........... ..o | 10,100 ! 10,100
Liquido sobrenadante....... .. S W Farzmeap ot SEr. W 7,760 7,710
B ETATOMIIR o« i oo o' s o i W s b 0hs o vmbaris Beas Hiel dhasatsra/a s a%s ) | 275 I 232
Y, N T o FE T s s s o o s lsebniale b S ssre s 161 110
- S n, o i | e DS T S e T L e R R .. 60 I 46

* Os dados relativos a valores de nitrogénio extremamente baixos e em

cuja determinacao, por isso mesmo, nao se podia confiar, foram omitidos da
figura 3.
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Pela experiéncia que se segue foi conseguida a prova da reversi-
bilidade da reacao caolim-inibidor.

Misturas em duplicata, preparadas pela adicao de 2.0 ml de sus-
pensao de caolim, a 25 mg por ml, a 4.0 ml de preparacao M37-PEI,
diluida até o titulo de inibicao de 15.200, eram agitadas repetidamente
durante 30 minutos a temperatura ambiente (24°C.) e centrifugadas
durante 10 minutos a 3.000 r.p.m. O volume de cada porcao era de
ceérca de 0.09 ml. De cada vez, uma porcao era extraida repetidamente
a temperatura ambiente, com 6.0 ml de tampdo de fosfato, durante
30 minutos. A outra porcao era extraida de modo semelhante, mas a
temperatura proxima de 0°C. Como se vé no Quadro I, 23-249% da
atividade inicial era adsorvida pelo caolim e mais ou menos 20% do
Inibidor adsorvido era recuperado nos extratos, a recuperacao sendo
um pouco maior a 00C. que a 240C. A quantidade de inibidor recuperada
era pelo meno s vezes a que se poderia esperar obter no espaco livre da
porcao inicial. Alem disso, a atividade de extratos sucessivos caia por um
fator de 1-2 antes que de 60 ou mais, como se poderia esperar de um
simples mecanismo de lavagem.

A reacao caolim com o inibidor tratado com o virus. O tratamento
do inibidor da clara de 0vo com o virus ativos nao aquecidos de influ-
enza € acompanhado de alteracoes progressivas nas propriedades ini-
bitorias (11, 12), viscosidade (13) e constante de sedimentacao (14)
do inibidor, bem como de formacao de produtos dializaveis de cisdo
(2). Esses efeitos s@o atribuidos a uma atividade de tipo enzimatico
do virus, a qual se perde, sem que haja perda das atividades de hemoa-
glutinacao e de combinacao com o inibidor, quando o virus é levemente
aqueclido, como acontece quando o virus é preparado para uso nas ti-
tulacoes de inibicao.

O efeito do virus sobre a afinidade do inibidor para o caolim foi
estudado tanto com o inibidor parcialmente tratado, em térmos de ati-

QUADRO 1II

EFEITO DA INATIVACAO PARCIAL PELO VIRUS DA INFLUENZA SUINA SOBEE A
ADSORCAQO DO INIBIDOR (M37-PEII) PELO CAOLIM

%

ATIVIDADE DO SOBRENADANTE, POR CENTO. A
TRATAMENTO PELO VIRUS, HORAs [ CONCENTRACAO FINAL DE CAOLIM, mg POR mi
0 | 20 | 30
orihl s o TRRET BRE | ok <oy S 100 \ 37 47
T P L s L e O L 1y 100+ | 33 | 3.9
i e R e LR R R AL 1004 | 32 3.2

* Valor estabelecido arbitrariamente, como ponto de referéncia.

— 36 —
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vidade, como com inibidor exaustivamente tratado, em térmos de ni-
trogénio. Um volume (3.7 ml) de virus de influenza suina em liquido
alantoide (previamente dializado, durante uma noite, no frigorifico,
com 200 vezes seu colume de solucao salina tamponada, para reduzir
0 nitrogénio total de 90-95%) era misturado a temperatura ambiente
com 4 vezes seu volume de M37-PEII, diluido a 57 vy N por ml. Uma
parte aliquota, como testemunha, era aquecida imediatamente durante
2 minutos a 100°C. para destruir o virus, e outras eram de modo se-
melhante aquecidas apos 1 hora e 3 horas. Partes aliquotas de cada
mistura diluida eram entao tratadas pelo método usual, com volume
igual de tampao de fosfato contendo 0 mg, 40 mg ou 160 mg por ml.
A uma dada concentracao de caolim, a turvacao dos sobrenadantes,
antes da centrifugacao, diminuia a medida que o tratamento com o
virus se prolongava. Titulacoes de inibicao dos liquidos que sobrena-
dam a centrifugacao davam as curvas de inibicao representadas na
figura 4. De acordo com as verificacoes anteriores (11, 12), a forma
da curva de inibicao mudava radicalmente como resultado do trata-
mento do inibidor pelo virus. Tratamento subsequiente com caolim pro-
duzia um desvio da curva para a esquerda, significando adsorcao do
inibidor, sem alteracao pronunciada de forma. Estimativas da ativi-
dade residual, feitas graficamente por comparacao com o controle apro-
priado e apresentadas no Quadro II, sugerem que o tratamento com
0 virus pode ter causado um ligeiro aumento na proporcao do inibidor
capaz de ser removido por uma dada quantidade de caolim. As ligei-
ras modificacoes de forma da curva, vistas na figura 4C, exigiriam
estudo detalhado para maiores comentarios.

Em uma experiéncia separada, o inibidor foi quase completamente
destruido pelo tratamento com virus dializado durante 20 horas, a
temperatura ambiente. Partes aliquotas da mistura, apos aquecimento
durante 2 minutos a 1000C, eram tratadas com quantidades variaveis
de caolim, os liquidos que sobrenadavam sendo analisados em relacao
ao nitrogénio. Uma testemunha, consistindo em mistura de virus ini-
bidor aquecida imediatamente apos a preparacao, foi tratada de modo
semelhante. O Quadro III mostra que um ligeiro aumento da quanti-
dade de nitrogénio adsorvida por uma dada quantidade de caolim
ocorreu apos um tratamento prolongado de inibidor pelo virus.

Reacao de caolim com virus aquecido ou nao aquecido. A ativi-
dade de fixacao de virus apresentada pelo caolim foi estudada em pre-
paracao para as experiéncias descritas na secao seguinte. Uma porcao
de uma mistura de virus da influenza suina em liquido alantoéide foi
diluida em volume igual de tampao de fosfato, uma outra em volume
igual de solucao a 5.7% de citrato de sodio, e uma terceira em volume
igual de tampao de fosfato apos dialise preliminar com solucao salina
tampao. (Com o virus da influenza suina nao purificado, a dialise
ou o tratamento pelo citrato sao processos alternativos, empregados
conjuntamente com o aquecimento, para tornar o virus suscetivel de
emprego nas titulacoes de inibicao (7). Partes aliquotas de amostras,
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QUADRO III

EFEITO DO TRATAMENTO PROLONGADO DO INIBIDOR PELO VIRUS DA INFLUENZA
SUINA, * SOBRE A ADSORCAO DO NITROGENIO TOTAL PELO CAOLIM

E

NITROGENIO SOBRENADANTE, y POR mi, NA
TRATAMENTO COM | CONCENTRAGAO FINAL DE CAOLIM, mg POR ml
VIRUS, HORAS -
| 0 o o5 50 100
|
) ErFERILS I |~ RS 49.2 + 090 | 16,0 £ 0.6| 11.8+0.1| 7.8 +0.7
2 R e el . = el Sk 2o 48.5 = 0.8 | 14.2 + 0.9 10.7 £ 0.3 4.2 + 0.2

|
m
* Um volume de virus dializado, a 30y por ml, era misturado com 5 vé-
zes seu volume de M37-PEII, a 114y N por ml.

¥ Erro meédio, y N por ml, de analises em triplicata.

QUADRO IV

ADSORCAO PELO CAOLIM DE VIRUS DE INFLUENZA SUINA,
AQUECIDO E NAO AQUECIDO

e e

ViRUS | ViRUS SOBRENADANTE, HD POR mi A

CONCENTRACAO FINAL DE CAOLIM, mg POR m!
Tratamento prévio ’ Tratamento ulterior i At { 9 36

E ' 1 —

Tampdo | Nenhum 9.8 | 9.7 8.0 4.3

» ‘ 30 min, 53°C 10.2 | 9.1 3.3 '] 0.9

Citrato | Nenhum 10.4 | 9.6 9 | 3.7

v 30 min, 53°C 10.8 | 9.7 4.2 0.6

Didlise | Nenhum 10.0 9.2 6.8 ' 0.7

» 30 min, 53°C 10.4 8.5 2.3 0.5

|
—_—_—m

aquecldas (30 minutos, a 53°C.) ou nio aqueclidas, eram tratadas com
varias quantidades de caolim, e os liquidos que sobrenadavam eram
titulados sob o ponto de vista da atividade de hemoaglutinacao. Como
mostra o Quadro IV, as proprias amostras nao aquecidas mostravam
pequenas diferencas, como as amostras aquecidas. Contudo, quanti-
dades significantemente maiores de virus aqueclido do que de virus nao
aquecldo foram adsorvidas a concentracoes maiores de caolim

Reacao do complexo caolim-inibidor com o virus. O complexo la-
vado caolim-inibidor, da experiéncia do Quadro I (a amostra exami-
nada fol retirada a 24°C.) foi dispersado em tampao de fosfato de
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modo que as suspensoes contivessem cérca de 2.5 e 5.0 mg de caolim
por ml. Duas partes aliquotas (1.0 ml) de cada suspensao eram mis-
turadas com virus nao aquecido de influenza suina (2.0 ml) a 0°9-1°C.
em banho-maria refrigerado, a baixa temperatura, sendo utilizada para
reduzir ao minimo a atividade destruidora do virus. Depois de 1 hora,
durante a qual os sedimentos eram repetidas veézes re-suspensos, uma
mistura de cada espécie era levada a temperatura ambiente, agitada
repetidamente durante uma hora e centrifugada (10 minutos, 3.000
r.p.m.). A segunda mistura foi centrifugada no frigorifico; o liquido
que sobrenadava foi deixado em repouso a temperatura ambiente e
o sedimento foi misturado, em volume igual ao original de tampao a
temperatura ambiente, agitado durante 1 hora e centrifugado. Teste-
munhas preparadas com caolim nao tratado passaram pelo mesmo pro-
cesso. As titulacoes da atividade de hemoaglutinacao dos liquidos que
sobrenadam forneceram os resultadas registrados no Quadro V, que
mostram que o caolim tratado pelo inibidor é capaz de fixar o virus
excedente nao fixado pelo caolim livre e que uma grande parte do vi-
rus fixado pode ser recuperado. Experiéncias semelhantes foram rea-
lizadas com virus aquecido, mas os dados nao sao apresentados por-
quanto sua interpretacao se torna ambigua pela continua libertacao
de inibidor pelo caolim tratado com éste ultimo (Quadro I). A quan-
tidade de inibidor assim liberada, embora pequena em proporcao ao

QUADRO V

ADSORCAO DE VIRUS DA INFLUENZA SUINA PELO COMPLEXO INIBIDOR-CAOLIM,
A 0°C SEGUIDA PELA DESSORCAO A 24°C

VIRUS TOTAL LIVRE, HD, APOS
TRATAMENTO DO VIRUS ) (B) (C)
1 hiorarar 060 1 hora a 0.C + Porcao (A) extraida
1 hora a 24°C 1 hora a 24°C

IATTITIEORS e B - NN v Lo s Sl i R BV 2 oK 56.0
Complexo, 5.0 mg+...................... 25.9 39.3 16.1
S OTI DIBX O A D SN g o e o s ks warescaud 33.4 48 .0 9.2
Caolim, 5.0 mg.......... el bl o 47.7 45.3 1.8U

SN AN FUS e e WS FERS RS S I SRS
- BEREIRE: it

* Refere-se ao conteudo em caolim, estimativa provavelmente correta na
aproximacao de 20%.

§ Essa quantidade de virus poderia razoavelmente se ter originado do li-
quido livre em ou ao redor da porcao. Porcoes obtidas com caolim tratado ou
nao com inibidor tém muito aproximadamente o mesmo volume quando pre-
paradas de modo semelhante.
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total fixado, € suficiente para neutralizar a atividade hemoaglutinante
de uma grande parte do virus aquecido que pode ser convenientemente
empregada.

Discussao. Dos dados das figuras 1 e 2, resulta que as proteinas
da clara de Ovo podem ser classificadas em trés grupos, conforme a
afinidade que apresentam para o caolim. em solucao tampao de fosfato
0.06 M, de pH = 7.2-7.3. Um grupo, compreendendo 80-90% da pro-
teina total, tem afinidade consideravelmente menor que o inibidor; um
segundo grupo inclui o inibidor; o terceiro grupo tem maior afinidade
que este. Embora nao se tenha ainda estabelecido um método baseado
nessa diferenciacao para a purificacao direta do inibidor a partir da
clara de Ovo, conseguiu-se um grau apreciavelmente maior de purifi-
cacao de preparacoes semipurificadas, obtidas pela precipitacao pelos
acidos (1), por meio da adsorcao preferencial de material biologica-
mente inativo pelo caolim. O fator padrao de purificacao foi assim
elevado a cerca de 130, e um possivel limite de 135-140 foi sugerido
para as condicoes das experiéncias (Figura 3). De acordo com a con-
cepcao (3) de que as preparacoes semipurificadas com fator de purifi-
cacao de cerca de 60 consistem em misturas de mucoproteinas ativas
e Inativas, um fator de 130 poderia ser atingido somente pela remocao
preferencial da mucoprotelina inerte. O valor 130 e o limite 135-140
podem ser comparados com o valor 190 obtido para o componente ra-
pidamente movel isolado electroforeticamente de preparacoes semipu-
rificadas e com o valor 123 obtido para uma mistura mal definida désse
componente com um segundo componente de mobilidade intermedia-
ria, que se presume também ter atividade (4).

Estudos sObre a acao do virus da influenza suina soObre o inibidor
levam a admitir (fig. 4, Quadros II e III) que o virus possa aumentar
a reatividade do inibidor com caolim. Desde que o volume molecular
do inibidor parece ser reduzido pelo virus (2, 14), ésse aumento de
reatividade pode refletir somente uma capacidade ligeiramente maior
do 1nibidor alterado para penetrar no fléculo caolim-inibidor e nao ne-
cessariamente uma alteracao nas forcas de adsorcao. As dificuldades
encontradas para levar a equilibrio os sistemas caolim-inibidor, de-
sencorajaram estudos aprofundados désses fendmenos. Apesar disso,
um resultado util emergiu, na verificacao (fig. 4) de que a forma da
curva de inibicao, radicalmente alterada pela acao do virus sobre o ini-
bidor, nao e grandemente afetada pelo tratamento subseqiiente do ini-
bidor com o caolim. Essa observacao concorda com a explicacao das

alteracoes produzidas pelo virus na forma da curva, em térmos do modo
de alteracao do inibidor (11,12).

A recuperacao do inibidor ativo a partir do caolim tratado pelo
inibidor (Quadro I) e a demonstracao de que o complexo inibidor-cao-
lim e capaz de fixar o virus da influenza (Quadro V), ambas indicam
que o inibidor nao € inativo quando adsorvido pelo caolim. Essa veri-
ficacao, juntamente com a dessorcao observada (elucao especifica?) do
virus ativo do complexo (Quadro V) leva a acreditar na utilidade Pro-
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vavel dos sistemas, contendo inibidor adsorvido, para estudos de im-
portancia tanto pratica quanto teérica, tanto mais quanto as hematias
de aves e mamiferos, que tém receptores naturais para virus, ja foram
utilizadas (15). Contudo, o sistema inibidor caolim nao pode ser ime-
diatamente proposto para tais estudos, por causa da continua dessor-
cao de tracos do inibidor (Quadro I) e também por causa da atividade

de combinacao do caolim para virus tanto tratados como nao tratados
(Quadro IV).

Sumario. O caolim adsorve a atividade inibitéria mais rapida-
mente que o nitrogénio total da clara de 6vo bruta e menos rapida-
mente que o nitrogénio total das preparacoes semipurificadas de ini-
bidor. A adsorcao do inibidor é reversivel. O tratamento de prepara-
coes semipurificadas pelo virus ativo da influenza suina causa um li-
geiro aumento da adsorcao da atividade e do nitrogénio total. O virus
atlivo combina-se no frigorifico com o caolim que adsorveu o inibidor
e pode ser em grande parte recuperado a temperatura ambiente. Uma
quantidade menor de virus é fixada pelo caolim nao tratado. O aque-
cimento do virus durante 30 minutos a 53°C aumenta sua adorcao
pelo caolim * .
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Fig. 1 — Reacao de clara de Ovo espeéssa, bruta, com caolim. Os dados relativos a atividade
foram ajustados pela equacao de adsorcao:
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= (veja o texto).
3.0 B
Fig. 1 — Reaction of crude, thick egg-white kaolin. The activity data have been fitted by
the adsorption eguation
3.0B
Cf = (see text).
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Fig., 2 — Reacao de duas preparacoes de inibidor semipurificado com caolim.
Fig. 2 — Reaction of 2 semipurified inhibitor preparations with Kkaolin.
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Fig. 3 — Fator de purificacdo dos sobrenadantes da figura 2, em funcao da atividade do
supernadante (circulos) e do nitrogénio (triangulos). M37-PEI, sinais claros: M37-PEII, sinais
escuros.

Fig. 3 — Purification factor of the supernatants of Fiz. 2 as a function of supernatant
activity (circles) or nitrogen (triangles). M37-PEI, open symbols: M37-PEII, solid symbols.
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Fig. 4 — Curvas de hemoaglutinacao-inibicdo dos sobrenadantes, de misturas de caolim com
inibidor (M37-PEII) que forma tratadas com o virus ativo da influenza suina, por 0 (A), 1 (B),
ou 3 (C) horas. A concentracdo final de caolim, mg por ml, era 0 (circulos), 20 (triangulos)
ou 80 (quadrados). A transmissao otica é mostrada para diluigcoes progressivas de cada superna-
dante em provas de inibicdo com virus aquecido e RBC de galinha. A transmissao de 157 € a
de uma suspensao a 19 de RBC e significa inibicdo completa. A transmissao de 559% € o valor
obtido na auséncia de inibidor.

Fig. 4 — Hemagglutination-inhibition curves of supernatants from mixtures of kaolin with
inhibitor (M37-PEII) which had been treated with active swine influenza virus for 0 (A),
1 (B), or 3 (C) hours. The final kaolin concentration, mg per ml, was 0 (circles), 20 (triangles),
or 80 (squares). The optical transmission is shown for progressive dilutions of each supernatant
in inhibition tests with heated virus and chicken RBC. Transmission 159% 1s that of a 1% RBC
suspension and means complete inhibition suspension and means complete inhibition. Trans-
mission 55% is the value obtained in the absence of inhibitor.




