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Inibidores contra as amostras de poliovirus do tipo 1, Mahoney e CHAT,
joram estudados no sistema de gel de hidréxido de aluminio. O inibidor com-
prortou-se como uma macroglobulina do tipo 19 S (IgM), através filtracdo em
gel (Sephadexr G-200), particio em DEAE-Celulose e sedimentacdo por ultra-
-centrifugacdo em gradiente de sacarose. O inibidor foi ainda destruido através
o tratamento com 2-Mercapto-Etanol.

O inibidor une-se a superficie do virus na auséncia de células. C complexo
formado pelo virus e o inibidor pode ser precipitado por um séro preparado
contra a globulina bovina;, o mesmo complexo dissocia-se em idéntico valor de
pH ao do complexo virus-anticorpo 13 S.

A chamada infecciosidade residual (cérca de 10%) que permanece apds a
neutralizacdo de poliovirus com séro bovino representa uma dissociacdo parcial
do inibidor da particula de virus, quando em presenca das células em cultura.

Foram obtidas amosiras de virus resistentes a acdo especifica de soros bo-
vinos. Estas amosiras permanecem sensiveis & acao de outros soros bovinos

ativos, bem como ¢ agdo de anticorpos 7 S e 19 S.

Através experiéncias de adsor¢do de atividade inibidora, foi possivel mostrar
a eristéncia de inibidores monoespecificos, com diferentes especificidades contra
ts amostras CHAT e Mahoney, respectivamente.

INTRODUCAO

A acado inibidora de soros animais, nor-
mais sobre a multiplicacdo de virus e sua

influéncia perniciosa em investigacbes so-
" roidgicas e em especial em testes de inibi-
cao da hemaglutinaciao, sao de l'onga data
conhecidas. Estas substancias s@o classi-
ficadas ou em funcao dos virus sobre os
guals exercam sua acao, quer sdbre a mul-
tiplicacdo dos mesmos, quer sobre a sua
capacidade hemaglutinante ou entdo em
funcido de sua propria natureza. Exata-
mente esta natureza apresenta uma carac-
terizacao ainda incompleta. Inicialmente
torna-se necessario provar que a atividade
inibidora do s6ro nao estd relacionada aos
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imune-anticorpos adquiridos. Como ponto
de referéncia, foi usado inicialmente para
esta diferenciacdo a inativacdo da acido ini-
bidora pelo aquecimento a 560 C. No en-
tanto, freqiientemente s3o observados,
através o uso de outros critérios de diferen-
ciacao, a presenca de inibidores termo-re-
sistentes. Finalmente nao é possivel distin-
guir, algumas vézes, os inibidores das imu-
ne-globulinas, ou seja dos anticorpos,
pela simples determinacao de sua nature-
za. Assim sendo, existe na atualidade um
quadro bastante variado de inibidores de
diferentes naturezas e que agem de dife-
rentes maneiras sébre os virus a éles sen-
siveis. Destas substiancias as melhores es-
tudadas sdo os inibidores da hemaglutina-
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¢cao dos Myzxovirus. Menos conhecidos e es-
tudados sao os inibidores presentes em so-
ros animais que agem sbbre a multiplicag¢ao
dos enterovirus, em especial do virus da
poliomielite. A presente investigacao refe-
re-se unicamente aos inibidores presentes
em soros de animais e que sao ativos
contra enterovirus e baseia-se nos seguin-
tes fatos basicos, que servem de ponto de
partida ao trabalho.

Principalmente em soros de bovinos mas
também no de equinos, sdo identificadas
substancias que impedem a multiplicagdo
do virus da poélio. As descricées encontra-
das na literatura sdébre a caracterizacao
destas substyncias, as colocam no grupo
das imune-globulinas ou seja, poderiam
tratar-se de anticorpos. No entanto existem
diferencas entre éstes inibidores e os anti-
corpos neutralizantes. Assim, existem
amostras de virus, pertencentes ao mesmo
tipo sorolégico, que sao resistentes a ac¢ao
inibidora de um determinado s6éro bovino.
Estas amostras resistentes tanto podem ser
encontradas naturalmente, como seleciona-
das pela multiplicacdo na. presenca do sdro
inibidor. Por outro lado, mutantes resis-
tentes aos anti-soros tipo-especificos néo
foram até o momento conseguidas. As mu-
tantes resistentes a determinado séro dei-
xam-se neutralizar por outros soros bovi-
nos em maior ou menor grau. N&o estd
bem definido, no entanto, se amostras de
polio virus do mesmo tipo sorolégico pos-
suem os mesmos pontos de unido na su-
perficie do virus para um determinado ini-
bidor. Esta observag¢io mostra que o estu-
do déstes inibidores poderia levar a con-
feccdo de um sistema de propriedades do
capsideo do virus de tal sorte que seria
constituido um esquema de identificaciao de
amostras, como por exemplo o de Kauff-
mann-White para Salmonellas, seja no in-
terésse de investigacoes genéticas, seja sim-
plesmente no interésse do esclarecimento
dos aspectos funcionais e estruturais do
capsideo do virus da poliomielite.

A presente investigacio teve por objeti-
vo analisar as relacoes entre inibidores de
s6ro bovino que possuem especificidade de
amostras e o virus da poliomeilite, em um
sistema in vitro, na auséncia de células.
Isso permitiu a analise dos receglores do
capsideo de poliovirus em um sistema, em
que sdo eliminados os fatores de origem
celular. Analisou-se ainda a natureza do

inibidor de uma maneira mais detalhada
do que até entao, bem como comparou-se a
ligacdo dos inibidores aos virus com a liga-
¢ao dos imune-anticorpos.

Para uma perfeita delineacdo da posicac
do trabalho, uma rapida revisio de litera-
tura sera a seguir apresentada:

Flexner e Lewis (8) durante o decorrer
de investigacdes sébre a soroterapia da po-
liomielite demonstraram, ja no ano de
1910, a presencga, No sdro de cabras nor-
mais, de fatdres termo-resistentes (56° C,
30 minutos) os quais, da mesma maneira
que os anticorpos, afetavam a infecciosi-
dade de medulas de macacos infectados
com o virus da poliomielite. Posteriormen-
te investigag¢oes foram possiveis quando da
adaptacdo do virus da poliomielite a ani-
mais de laboratdrio (ratos e camundongos)
por Amstrong (2) . Hammon et al. (11) in-
vestigaram soros de animais selvagens e do-
mésticos em relacao a sua atividade neu-
tralizante contra a amostra Lansing e en-
contraram nos animais domésticos um ti-
tulo mais elevado. Sabin e Fieldsteel (24)
encontraram no colostro e sangue de bovi-
nos, substancias também ativas contra a
amostra Lansing. Bartell e Klein (3) e Mc
Ferran (19) demonstraram no séro de bo-
vinos , adultos, fatéres de inibicdo contra
todos os trés tipos de poliomielite. Nos pri-
meiros estudos sobre a multiplicacido de po-
liovirus em cultura de tecidos (23), deter-
minou-se uma ac¢ao inibidora do sangue de
cavalo que tinha sido acrescentado como
fator estimulante do crescimento celular.
Substancias semelhantes foram também
determinadas em soros de coelhos (20, 26} .
Por outro lado, foram demonstradas, no
soro de humanos, substancias ativas contra
enterovirus de origem bovina, com acao
inibidora da multiplicacao. -

Algumas qualidades dos chamados inibi-
dores presentes em soros de bovinos e equi-
nos os aproximam bastante dos anticorpos,
a saber:

1 — Eles sdo formados no organismo do
proprio animal. Em alguns casos e
especialmente em animais jovens.
nao sio demonstraveis (19).

2 — Os inibidores possuem algumas Vvé-
zes uma alta especificidade (3, 19).

3 — Os inibidores sdo precipitaveis com
sulfato de aménio a meia concentra-
¢ao, comportando-se como globuli-
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nas. Aparecem apos filtracao com
Sephadex G-200 na fracdo das ma-
croglobulinas (21).

4 — Os titulos alcancados individual-
mente pelos animais sdo extrema-
mente variados e surgem durante
diferentes pontos do desenvolvi-
mento.

5 — Investigacbes sObre a cinética da
neutralizacdo in vitro permitem a
conclusdo de que, na auséncia de
células, também ocorre a uniao do
inibidor com o antigeno (29). Take-
moto et al. (27) ndo puderam, com
soros de equinos, demonstrar uma
acao in vitro dos inibidores, o que
foi no entanto posteriormente de-
monstrado (28).

Dificil torna-se, no entanto, o esclareci-
mento da origem déstes inibidores. Tenta-
tivas de infeccoes de bovinos com poliovi-
rus resultaram negativas (24, 32). Uma des-
cricao de Koprowski do isolamento de po-
liovirus das fezes de um bovino com a de-
monstrag¢do do aumento do titulo de anti-
corpos circulantes permanece como Uni-
ca (veja Mc Ferran et al. (18).

Uma diferenciacao entre os anticorpos
tipo-especificos neutralizantes e os inibi-
dores pode ser encontrada nas descricoes
seguintes de diversos autores.

Apoés a descricao da técnica de placa por
Dulbecco e Vogt (5), investigaramm Take-
mori et al. (29) a formacao de placas de
poliovirus tipo 1 e 2 na presenca de agar
contendo soros bovinos com inibidores. As
placas que se desenvolveram eram meno-
res € em menor nimero do gue no contro-
le. Algumas placas possuiam, no entanto,
tamanho normal. Pela passagem destas ul-
timas placas, obteve-se amostras de virus
que nao mais eram sensiveis 4 acao inibi-
dora do sOro bovino. Hirst (13) conseguiu
através experiéncias de recombinagio, mu-
tantes duplas, as quais eram resistentes ao
mesmo tempo a um s6ro equino e um
soro bovino, partindo de amostras indivi-
dualmente resistentes a um e outro soro,
respectivamente. Ledinko (15) conseguiu
também mutantes duplas, por técnicas se-
melhantes, as quais eram resistentes a acao
de um sOro de cavalo e de guanidina. Pa-
gano e Bottinger (20) descreveram um soro
de bovino que era ativo seletivamente con-
tra a amostra de poliovirus atenuada

CHAT (poliovirus tipo 1) e também ativo
contra amostras obtidas apds a vacinacio
de criancas com esta amostra atenuada.
Em investiga¢Oes posteriores Pagano et
al. (21) obtiveram amostras resistentes de
CHAT. A resisténcia de uma amostra de
poliovirus contra os anticorpos neutralizan-
tes tipo especificos nao foi até agora des-
crita.

MATERIAL E METODOS
1 — Preparo das culturas de células

Tubos e garrafas contendo células de rim
de macaco Rhesus foram preparadas se-
gundo métodos descritos por Youngner (33).

2 — Solugées

a — Para cultura de células, foi usada
uma solug¢do a 0,5% de hidrolisado
de lactoalbumina (Biochemical Cor-
poration) em solucio de Hanks com
5% de s6ro bovino, bicarbonato de
sodio e antibidticos. Para a multi-
plicacao de virus, 0 meio nio con-
tinha séro de bovino.

b — Tampdes: Para adsorcio de virus ao
hidroxido de aluminio (30, 31), foi
usado um tampao especial que cons-
tou de um tampao de fosfato segun-
do Sorensen com a adicdo de 01 M
Tris. "HC1, pH 7,5. A moilaridade do
tampdo ,de fosfato foi ajustada a
valores adequados (= Tampao fos-
fato/Tris) . Para as diluicdes de vi-
rus e soéro fol usado um tampao
constando de partes iguais de solu-
¢ao de Hanks e Tris. HC1 0,1 M,
pPH 75 (= Tris Hanks/Tris).

3 — Amostras de virus

Foram utilizadas as amostras de polio-
virus tipo 1, Mahoney e CHAT, esta ultima
uma amostra atenuada usada para a va-
cinacao oral.

4 — Cultivo de amostras de virus resisten-
tes e inibidores

A amostra Mahoney é sensivel a acao
inibidora do soro bovino n©° 8 (SB 8). A
amostra CHAT € sensivel a ac¢ado inibidora
do sbro bovino n.© 12. De ambas foram
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isoladas variantes, as quais sdo resisten-
tes a acao inibidora dos soros respectivos.
Estas variantes foram isoladas da seguin-
te maneira: as amostras de virus foram
cultivadas em células de rim de macaco,
em presenca do soro bovino inibidor e apés
cérca de 10-15 passagens, foi determinada
a sensibilidade das amostras em testes de
neutralizacido (cinética), segundo técnica
adiante descrita. Quando a populacdo de
virus de uma determinada passagem apre-
sentava uma ja diminuta sensibilidade &
acdo do sOro, a selecio passou a ser reali-
zada no sistema de gel de hidréxido de
aluminio (30, 31). Finalmente foram isola-
das amostras resistentes, pela multiplica-
cao de placas isoladas obtidas sob agar. A
obtencao final das amostras de virus foi
realizada na auséncia de soro.

5 — Marcacdo das amostras de virus com
3op

Usaram-se técnicas anteriormente des-
critas apds padronizacao adequada (16, 31).

6 — Soros

Soros de bovinos adultos foram obtidos
em matadouros. Imune-anticorpo do tipo
19 S de coelho contra o virus da poliomie-
lite foi preparado de acdérdo com Svehac
(26) e testado antes do uso, em relacdo a
sua sensibilidade ao 2-Mercapto-Etanol.

Imune-anticorpos do tipo 7 S igualmen-
te de coelhos, foram obtidos através imu-
nizac¢oes com virus com altos titulos i.m. e
i.v. e fracionados em DEAE-Celulose antes
do uso (7). Anticorpos precipitantes para
globulina bovina foram obtidos através a
imunizacao de coelhos com cérca de 20 ml
de globulina bovina, a qual ndo possuia
atividade inibidora contra as amostras
CHAT e Mahoney.

7 — Testes de neutralizacdo

Foram realizados segundo as tecnicas de
Dulbecco et cols. (6). O titulo e expres-
so em pfu/ml.

8 — Titulacdo dos soros em cultura de te-
cidos

A atividade inibidora pode ser também
determinada em cultura de tecidos, em tu-

bos, através a imuno-inativacao; Gard (9).
O titulo final do séro é entdo definido como
uma diluigao na qual 50% dos tubos ino-
culados mostram um efeito citopatolégico
em presenca de 10-15 TCID,,. Este méto-
do resulta em valdores menos exatos, pois
apods a 4.0 dia de incubacido, uma fracdo de
particulas nao neutralizadas ocasiona a
destrui¢cdo das células.

9 — DEAE — Celulose

Os soros foram dializados por uma noi-
te contra tampao de fosfato 0,02 M em pH
8,0. As colunas (10 cm de altura e 1 cm de
diametro) foram lavadas com o mesmo
tampio, cuidadosamente, até que pH uni-
forme foi alcancado. Apds adicao de 2 ml
de soro, eluados foram obtidos com a adi-
cao de porcoes de 2 ml de tampao as quais
possuiam molaridade crescente e valdres de
PH decrescentes. Cada coluna forneceu
cérca de 40 fracoes, dentro das quais toda
a atividade ética pode ser determinada. As
medidas foram realizadas com um fotéme-
tro Zeiss (tipo PMQ II) em um compri-
mento de onda de 280 my. De cada fragio
foram medidas, além disso, a atividade ini-
bidora em cultura de tecidos e em testes
de adsorcao. ‘

10 — Sephadexr G-200

15 g do produto foram dissolvidos em
cérca de um litro de tampao (0,1 M NacCl e
0,1 M tampao Tris, pH 8,0) e cuidadosa-
mente lavados, com o mesmo tampio, em
uma coluna de vidro (5 x 40 cm) . 5 ml de
soro dialisado contra o mesmo tampao fo-
ram adicionados a coluna e fracoes de 5 ml
consecutivamente colhidas. As {racoes fo-
ram investigadas como acima descrito.

11 — Gradiente de sacarose

Solucdes de sacarose de 40%, 32%, 24%,
16%, e 10% (g/vol.) em agua bi-destilada,
foram cuidadosamente superpostas na tem-
peratura ambiente, em um tubo de centri-
fugo, 0,8 ml de cada solucdo. Apds uma
noite a 4° C, adicionaram-se 0,5 ml de
total e Bayol 55 (Esso Co.) Os tubos foram
centrifugados em uma centrifuga Spinco
(Beckman-Instruments, Rotor SW 39) por
8 horas a 38.000 r.p.m. As fracdes foram
colhidas, apds perfuracao do tubo com uma
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agulha 16. Cada fracao (6 gotas) foi co-
lhida em agua e investigada para sua den-
sidade otica e atividade inibidora.

12 — Tratamento com 2-Mercapto-Etanol

As substancias inibidoras presentes no
soro foram investigadas de acordo com as
técnicas de Svehag (26) . Os soros foram
incubados na presenca de 2-Mercapto-Eta-
nol (concentracao final 0,2 M) por uma
noite a 49 C. A ac¢do do 2-Mercapto-Etanol
foi estudada no sistema gel de hidréxido de
aluminio, usando-se 32P-Virus, como sera
descrito no capitulo III. (4).

13 — Técnica de adsorgcdo em gel

Esta técnica foi usada para determinar
a atividade de anticorpos de coelhos ou dos
inibidores presentes no séro de bovinos, se-
gundo métodos ja descritos (31).

14 — Gel de hidroxido de aluminio

Nas concentracoes usadas (0,6 mg,/ml) o
gel é estavel e adsorve, entre os pH 5,0 e
9,0 e em concentracao de fosfato de 0,005 M,
quase completamente as particulas de virus
da poliomielite.

15 — Técnicas de absor¢do de soros

As absorcdes de atividades de soros fo-
ram realizadas com virus nao marcados e a
atividade residual testada com virus mar-
cados, como acima descrito.

16 — Técnicas de precipitacdo

Empregaram-se os métodos de Gerloff et
cols. (10) com amostras marcadas de po-
liovirus, resistentes e nao resistentes a
acdo de soros inibidores.

17 — Dissociacdo pelo pH

A dissocia¢do por acdo do pH de com-
plexos virus-anticorpos ou virus-inibidor
realizaram-se basicamente segundo as téc-
nicas de Mandel (17). As misturas foram

ajustadas a um pH acido e assim manti-
das por 30 minutos a temperatura am-
biente. O pH foi entdo reconduzido a va-
16res de neutralidade através tampao do
Tris. HCl. Gs produtos de dissociacdo fo-
ram entdo examinados através a adicio do
tampao fosfato/Tris e gel de hidroxido de
aluminio.

18 — . Determinacdo da atividadz do P

As medidas da radioatividade foram rea-
lizadas por meio de um aparelho de fluxo
de metano em conexdo com cambiador au-
tomatico de amostras e um contador de
impulsos (eguipamento da firma Friesac-
ke & Hoepfiner, n.© 407). As provas para
contagem foram colocadas em capsulas de
metal e sécas em forno apdés a adicao de
uma goéta de Arlacel, visando melhor uni-
formidade de distribuicdo na superficie.
Via de regra contaram-se pelo menos 1000
impulsos.

RESULTADOS
I — Fenémeno bdsico

32P-poliovirus (Mahoney) quando em
presenca de um excesso de anticorpo imu-
ne de coelho dos tipos 19-S e 7-S e um
controle contendo séro normal de bovine
livre de inibidores, ao ser estudado no sis-
tema de gel de hidréxido de aluminio, apre-
senta o seguinte comportamento. (Fig. 1).

Enquanto que o virus incubado com soéro
de bezerro liga-se fracamente ao adsorven-
te, as misturas virus e anticorpos 19-S e
7-S unem-se mais fortemente e em dife-
rentes maneiras ao gel. Complexos forma-
dos por virus e anticorpos 7-S ligam-se
mais fortemente do que os complexos vi-
rus-19-S. As curvas de elui¢do obtidas com
0 mesmo sOro sao constantes, elas variam
a0 serem usadas outros soros em cérca de
mais ou menos 10% do valor do fosfato
que produz 50% de eluicdo. E possivel de-
monstrar gue complexos virus-anticorpos e
nao virus livre eluem do adsorvente.

2 — Comportamento de soros de bovinos

Diferentes soros bovinos, apds inativa-
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¢ao0 a 56° C por 30 minutos, foram da mes-
ma maneira acima descrita investigados.
Em alguns soros, como mostrado na Fi-
gura 2, demonstrou-se a presenca de subs-
tincias as quais conduziram a uma forte
uniao do virus do adsorvente. A posicao
da curva de eluicdo corresponde aproxima-
damente & posicio das curvas de eluicdo
dos complexos de virus com anticorpos tipo

19 S. Um desvic da curva para valdres
maiores do que 0,06 M de fosfato ndo foi
observado nem mesmo com a adicio de

quantidades maiores do séro bovino, apés
uma primeira incubagio, a 370 C por uma
hora. A comparacio entre os soros exami-
nados mostra uma diferenca insignificante
nas curvas de eluicao obtidas.
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Figura 3: Titulagdo de um sdéro inibidor mne sistema gel e hidroxido de aluminio,

Crncentragio de fosfalo = 0.016 M. Valbr

tezerro.

A atividade presente nos soros bovinos é
que modifica a eluicio do poliovirus tipo 1 e
pode também ser titulada no mesmo siste-
ma do gel de hidroxido de aluminio, desde
que seja mantida uma concentracio de
fosfato na qual haja seguramente adsor-
¢ao ao gel e seja o soro diluido convenien-
temente., A posicio da curva passa entdo
a ser funcao da diluicdo do séro. Como ti-
tudo do sbéro considera-se a diluicdo que
causa uma eluicao de 50% no controéle.
Nesta diluicio o soéro contém por definicao,
uma unidade inibidora cromatografica
(UIC) por mililitro.

3 — Compauracdo da alividade inibidora
em teste de neutralizacdc e em teste
de adsorcdo em gel. '

100% = eluig¢iio de uma mistura virus-séro de

A dilui¢iio do soéro de 1/52 representa uma UIC (unidade, inibidora cromatografica).

E necessario primeiramente provar que
a mesma substancia que mostra sua ati-
vidade no teste de cromatografia em gel é
capaz de inibir a multiplicacdo de virus em
testes de neutralizacio.

¢ — Correlacdo de titulos

20 diferentes soros de bovinos foram ti-
tulados em testes de neutralizacdo (células
de rim de macaco em tubos) e ao mesmo
tempo no sistema de adsorcao em gel. O
resultado é apresentado na Figura 4. Con-
sideranco a margem do érro do sistema
biolégico e a dificuldade de leitura do efei-
to citopatogénico apds a 4.0 dia da incuba-
cao, observa-se uma boa correlacao entre
os titulos através os dos métodos. Este fato
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Figura 5: — Desdobramento em DEAE-Celulose de um s6ro de bovino contendo substan-

cias inibidoras. A linha miostra densidade otica em 280 mu. O titulo das diferentes fracoes
foram determinadas em sistema de gel de hidroxido de aluminio e em teste de neutralizacéo
em células da rim de macaco. A atividade do sdéro, medida nos dois sistemas encontra-se
nas mesmas frac¢oes,
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deve ser considerado como primeira indi-
cagao de que a atividade in vitro esta li-
gada diretamente ao inibidor.

b — Uma correlacao semelhante realiza-
da com as fragées%{colhidas apos a separa-
¢io em DEAE-Celulose de um séro inibi-
dor de bovino, mostra (Figura 5) que na
fracdo 7 S nenhuma atividade inibidora
pode ser determinada, porém nas fracoes
colhidas posteriormente correspondentes as
macroglobulinas, um efeito inibidor é cla-
ramente demonstrado. Assim observa-se
que a atividade inibidora encontrada nos
dois sistemas de teste, in viiro e in vivo,
demonstra-se nas mesmas fracdes do soro,
o que é uma indicacao a mais de que se
trata da mesma substancia.

Log 10 PFU/mlgo’

//
\..
| &
\‘+
| &
\
|,

¢ — Poliovirus tipo 1, amostra Mahoney,
foi neutralizado através o soro de bovino
no 8§ porém uma mutante em presenca
déste soro e que chamaremos bo 8 ¢ re-
sistente a4 acao do soro @cima. Este fato
pode ser observado na figura 6 onde € apre-
sentada a- cinética da neutralizagao das
duas variantes de virus. A amostra Maho-
ney bo+ ¢ inatividada pelo séro bovino n.° 8
em cérca de um logaritmo (O carater da
fracao residual nao inativada pelo séro sera
posteriormente estudado). Em presenca do
sdro de bezerro o mesmo virus sera apenas
ligeiramente afetado. A amostra bo 8 nao
¢ inativada nem pelo séro. de bezerro nem
pelo s6ro bovino n.° 8. (Fig. 6a).

A

Figura 6a: — Cinética na neutralizacio
(bo+) ¢ resistentes (ho 8) contra o mesmo
sensivel ¢ a fracio nfo neutralizavel é reconhecivel.
pelo soro.

»

O exame das duas amostras de virus apos
marcacdo com isétopos fornece resultados
semelhantes (Figura 6b). A amostra resis-
tente de poliovirus bo 8 comporta-se de ma-
neira semelhante no teste cromatografico

. bt + SBS .
. =28

.
~+ R
30 . 62

Minutos

de amostras de poliovirus Mahouey sensivel
soro (SB 8). O séro age contra a mmoslri

A amostra resistente nio ¢ atingida

guando misturada com séro de bovino n.© 8
bem como apos incubacdo com soéro de be-
zerrg. Comportamento semelhante apresen-
ta a amostra Mahoney quando incubada
com sbro de bezerro. o

- ; »
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7 8. A amostra sensivel liga-se ao inibidor, bem como aos anticorpos
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38.000 r.p.m., Rotor Spinco S W 39, concentracdes de sacarose 10%, — 409% . A atividade
do sbro esta inteiramente contida nas fracdes mmais pesadas.
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Além disso verifica-se que, tanto as
amostras resistentes como as sensiveis, con-
tinuam sendo neutralizadas pelos anticor-
pos;19 S e 7 S preparados em coelhos, 0 que
corresponde exatamente ao comportamento
das mesmas amostras em testes de neutrali-
zac¢ao em cultura de tecidos.

4 — Caracterizacdo do inibidor

As substancias inibidoras do séro de bo-
vino foram estudadas com mais detalhe vi-
sando sua caracterizacao. As titulacoes da
atividade inibidora foram realizadas in vi-
tro, tendo em vista uma maior exatidao. O
fracionamento em DEAE Celulose (Figura
5) e 0 comportamento no sistema de gel
de-hidréxido de aluminio (Figura 2) forne-
ceram as primeiras indicacdes de que o ini-
bidor pertence a classe das macroglobuli-
nas. A investigacao da sedimentacdao do
inibidor em gradiente de sacarose confir-
mou esta hipétese. (Fig. 7).

No sistema de filtracdo em gel com Se-
phadex G-200, comporta-se a substancia
injbidora igualmente como globulina séri-
¢a do tipo 19 S.

2-Mercapto-Etanol inativa globulinas
do tipo 19 S embora nido especificamente, o
que ndo da ao teste o valor de identifica-
¢a0 de globulinag. A atividade inibidora nos

*>——8
R X
Bo
280
1.0 1
0.5

soros de bovino foi totalmente destruida
apds incubacdo com 2-Mercapto-Etanol.
(Tabela 1) . 2 ml de s6ro bovino diluidos a
1/3 foram misturados com 2 ml de 2-Mer~
capto-Etanol (0,4 M) e guardados uma noi-
te a 4°C. Desta mistura 0,2 ml foram mistu-
rados com 0,2 ml de 32P-Poliovirus mar-
cado e incubados durante uma hora a 37° C.
Adiciona-se 2 ml de tampao fosfato/Tris,
0,04M, 1,6M de tampao Hanks/Tris e 1 ml
ae gel de hidroxido de aluminio. Apés 10
minutos 4 temperautra ambiente o tubo foi
centrifugado e a radioatividade do sobrena-
dante medida como ja descrito. (Tubo A).
Como contrdle foram preparados os se-
guintes tubos os quais foram de maneira
semelhante tratados: Tubo B: 2 ml de séro
de bovino com 2 ml de tampao Hanks/Tris;
Tubo C: 2 ml de tampao Hanks/Tris com
2 ml de 2-Mercapto-Etanol (0,4 M); Tubo
D: 2 ml de soro de bezerro com 2 ml de
2-Mercapto-Etanol (0,4 M). Os resultados
sao apresentados na Tabela 1.

Apo6s 24 horas de acdo, o inibidor foi des-
truido. No tubo A aparece o virus no so-
brenadante apo6s centrifugacido do gel de
hidroxido de aluminio e no contrdle B
permaneceu o0 complexo virus-inibidor li-
gado ao hidroxido de aluminio. No contré-
le C é determinado se o 2-Mercapto-Etanol
tem alguma acao na adsorcdio do virus ao
hidréxido de aluminio e em D o virus elui

Densidade ofica em 280 m 4

Aldividode inibidora do sdro conitre poliovirus no sistema gel de hidrorido de gluminio.

24

Fragdes (Smt)

Figura 8: — Separaciio de um. sdéro bovino através a filtracio e¢m Gel de Sephade G-200.
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normalmente do hidréxido de aluminio 5 — Investiga¢des sébre a ligacdo entre o
quando em presenca do 2-Mercapto-Etanol virue e o inibidor -
e um soéro nao inibidor. ’
‘ Os inibidores contidos nos soros cde bovi-
no estudados comportaram-se como ma- '
croglobulinas do tipo 19 S nio somente em
Tabela 1 DEAE-Celulose, em filtracao em gel, em se-
dimentacdo em ultra-centrifugacido e em
Acio de 2-Mercapto-Efanol sobre soros de  presenca de 2-Mercapto-Etanol, como tam-
bovino inibidores bém na maneira pela qual se ligam a su-
perficie do virus. Com a ‘ajuda do sistema
- . de gel de hidroxido de aluminio, investigou- -
I R ! -se a labilidade do complexo virus-inibidor
Tubo A | Tubo B | Tubo C | “Tubo D o giversos valores de pH, em compara-
’ f | . cdo a complexos semelhantes abtidos ¢om
| X i virus e anticorpos 7S e 19 8 de cé_élhos.'
86 # | 93 ‘ 786 | 126 32p-Poliovirus marcado foi incubado com .
(100%) | (12%) | (100%) | (94%) soro de bovino contendo inibidor, e com
: [‘ : ! soros de coelhos contendo imune-anticorpos
: 7 S e 19 S, tratados posteriormente com
diversos tampdes acidos e finalmente exa-
# Impulsos/Minuto. minados no sistema de gel-adsorcao.
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Figura 9: — Dissociacdo do complexo virus-inibidor, virus 198 e virus 78 imune-

-anticorpos, pela acdo do pH. Contrdle: virus-séro de bezerro. Também usados: Tampio
de glicina 0,1 M (pH 2,0 ¢ pH 3,0), tampido de acetato 0.2M (pH 4,0 5,0 e 3,5), tampao e
fosfato 0,056 M (pH 5,9) ¢ tampao de Hanks/Tris (pH 7,0).
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Entre os valores de pH 4,0 e 5,0 desfaz-se
a ligacao entre o virus e o inibidor e entre
o virus e os anticorpos 19 S, de maneira
que o virus, nas concentracoes de fosfato
usadas, elui da mesma maneira do que no
controle. Gs complexos contendo anticorpos
7 S desfazem-se sOmente em valores de pH
mais baixos. O inibidor comporta-se assim
da mesma maneira que os anticorpos 19 S
em relacdo a ligacdo a superficie do virus

A cinética da neutralizacio e a analise
dos produtos de reacdo entre poliovirus e
soros contendo inibidores fazem supor que

os virus sensiveis & acao de inibidores a éles
se ligam, enquanto particulas resistentes de
virus permanecem livres no meio. Para es-
clarecer éste aspecto, virus marcados foram
misturados com inibidores e em seguida
precipitados com antiglobulina de bovino
preparada em coelhos (“Coombs-test”). O
soro de bovino usado para a imunizacao dos
coelhos nao continha inibidor para polio-
virus.

Os resultados podem ser analisados na
Tabela 2.

TABELA 2

Precipitacdo da amostra Mahoney bot+ e bo 8 apés incubagdo com soro de bovino n° 8
e soro de bezerro com antiglobulina de bezerro preparada em coelho (“Coombs-test”).

|

T RS ;
! po & +SBez. E bo 8 +SB8 ‘ po ~SBez. no -+SBS§
I
| i
o ,‘ _ R 'f S R R
-+ A. gl. Bov. | 725 # j 650 { 365 310
- | |
+ 8. Bez 625 f 625 ‘ 335 63
N |
# 'Imp/Min. ' . S. Bez. — So6ro de hezerro
A, gl. Bov. = Anti-globulina bovina SB 8 = S6ro de bovino n. 8

. As amostras de virus sensiveis bo+ fo-
ram precipitadas no. teste quando ligadas
a0 inibidor, permanecendo no sobrenadante
quando em presenca de s6ro nao inibidor.

A amostra resistente de virus nao foi
precipitada o que leva a conclusdo de que
esta Ultima nio se liga ao inibidor pelo
menos em quantidade detectavel pelo sis-
tema de trabalho empregado.

Na figura 62 foi mostrado que uma de-
terminada fracdo infecciosa nao é neutra-
lizada pelo inibidor. Esta atividade resi-
dual que equivale a cérca de 10% do ti-
tulo de virus inicial permaneceu mesmo
quando maiores quantidades de soro fo-
ram adicionadas & suspens@do de virus.

Visando esclarecer a natureza desta fra-
cao, investigou-se se ela liga-se ao inibi-
dor in vitro ou nao. Virus marcado foi
incubado com um soro inibidor. Em se-
guida a mistura foi diluida 1/10 e levada
a0 sistema de gel de hidréxido de alumi-
nio. A radioatividade e a infecciosidade
foram determinadas no eluato.

Os resultados sio mostrados na figura 10.
Verifica~se que a fragao infecciosa residual
comporta-se como um complexo virus-ini-
bidor, ou seja, esta fracao liga-se primaria-
mente ao inibidor e esta ligacdo secunda-
riamente é dissociada quando da determi-
nacao do titulo infeccioso ou entado esta
fracdo permanece infecciosa apesar de es-
tar unida ao inibidor.



146 Rev. Soc. Bras. Med. Trop. VoL I — N 3
100
o
w
a
o
o
o
-l
x
S0

£
w
=

B----8 Curvas de infecsissidede

A----h

00 Curvas de eluigdo

e

4] + T - —
0,05 0,10 0.15
M Fosfato
F‘igura 10: -~ Titulacio da infecciosidade em mistura de ® P-poliovirus Mahoney e soro
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hidroxido de aluminio.

E. max. (mistura com inibidor): 4,6x 1%
PEFU/mi.

Figura 10

A possibilidade de que a dissocia¢cdo do
complexo virus-inibidor tenha ocorrido de-
vido ao fator diluicdo é improvivel, uma vez
que experiéncias colaterais mostraram que
em misturas diluidas 1/100 e assim man-
tidas por 1 a 2 horas antes da cromatogra-
fia mantém-se seus componentes igualmen-
te fortemente unidos, como quando dilui-
dos a 1/10.

Substincias contidas ao agar adicionado
as culturas para determinacao do titulo in-
feccioso (método de placas) poderiam de-
sempenhar um papel dissociador do com-
plexo virus-inibidor na experiéncia apre-
sentada na figura 10. Esta hipdtese foi da
seguinte maneira investigada:

Extratos de agar preparam-se segundo
Agor e cols. (4). O preparo final nao di-
luido, diluido 1/10 e 1/40, misturou-se em
partes iguais com uma mistura virus-soro
inibidor a qual tinha sido incubada ante-
riormente a 37¢ C por uma hora, e em se-
guida novamente incubada na mesma tem-
peratura e pelo mesmo tempo. A fracgido in-
fecciosa residual foi determinada pelo mé-

PFU/ml; E. mai. {mistura controle): 4,6 x 10°

todo de placas, sendo o agar usado nestes
testes cuidadosamente lavado. Nenhuma di-
ferenca pode ser determinada em relacio a
um contréle que nao continha extrato de
agar. Assim sendo, fica indicado que ex-
tratos de agar, os quais contém polissaca-
rideos sulfatados em razoavel quantidade,
nao exercem acao dissociadora pelos menos
nas condicoes estudadas.

6 — Diferentes especificidades dos inibi-
dores de soro de bovino

Pagano e cols. (20) mostraram que exis-
tem soros de bovinos os quais apenas con-
tra a amostra CHAT, atenuada do tipo 1,
exercem uma acdo inibidora, nao porém
contra a amostra Mahoney.

Na figura 11, é mostrado que dos 26 soros
soros estudados, 4 nado mostraram qualquer
atividade inibidora, 4 mostraram o com-
portamento descrito por Pagano enquanto
apenas um agiu contra a amostra Mahoney
e nao contra CHAT. Os demais mostraram
uma ac¢éo maior ou menor contra ambas as
amostras de virus.
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Figura 12: --- Teste de absorg¢io com um s6ro ativo contra as amostras CHAT ¢ Mahoney.
Titulagio do séro de gel de hidroxido de al. Concentragio de fosfato 0,016 M e titulo do
séro apo6s absorgio com CHAT, contra CHAT e contra Mahoney.
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A diferente acdo de soros bovinos contra
as duas amostras de virus deve ser devida
a diferentes especificidades de pontos de
adsorcdo para os inibidores na superficie
do virus. Ocorre por outro lado a pergun-
ta se nos soros com atividade contra as
duas amostras de virus existem realmente
mibidores dotados de atividade especifica,
ou seja, se estamos diante de misturas de
inibidores com diferentes especificidades
ou se éstes inibidores, por exemplo, contém
duas especificidades por moléculas. Estas
consideracoes levaram a realizacao de tes-
tes de absorcdo de capacidad: inibidora
sendo usados o séro n.2 8, o qual apresen-
tava igual ag¢do inibidora contra Mahoney
e CHAT. Como apresentado na figura 12,
a absorcdo déste séro com CHAT nao mo-
difica apreciavelmente o titulo contra
Mahoney e vice-versa.

Da experiéncia acima conclui-se que o
sOro n° 8 contém uma mistura de inibi-
dores, os quais apresentam cada um uma
especificidade diferente. Além disso, con-
clui-se que as amostras Mahoney e CHAT
nao possuem nenhum ponto de adsorcao
idéntico em relacdo aos inibidores conti-
dos neste soro.

Em uma populag¢do de virus Mahoney foi
possivel selecionar uma amostra resisten-
te contra acdo do soro de bovino n.o 8,
amostra esta que permaneceu sensivel &
acdo de outros soros bovinos ativos contra
Mahoney. O mesmo ocorreu em relacido a
uma mutante resistente da amostra CHAT.
Déstes resultados, pode-se concluir apenas,
pelo menos até o momento, que os inibi-
dores contra a amostra Mahoney nao sao
homogéneas em relacao a sua especifici-
dade, de maneira que deve supor-se a exis-
téncia de varios pontos de absorcao n:
superficie da particula do virus para os
diferentes inibidores.

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Dos diversos inibidores citados na lite-
ratura os quais agem sbbre a multiplica-
¢do do virus da polio (veja Introducao)
520 os descritos por Takemori os até hoje
melhor estudados (29). A possibilidade de
serem éstes inibidores estudados por técni-
cas idénticas as usadas para a delermina-
cao de anticorpos neutralizantes, faz supor
que a acao dos inibidores se faz diretamen-
te sobre a particula de virus. Pagano e cols.

(21) mostraram que a acao inibidora esta
localizada na fracdo macroglobulina do
soro, através filtracdo em Sephadex G-200.
Além disso, a precipitacdo da fracao globu-
lina também precipita a atividade inibidora.

Estas observacdes conduziram a hipotese
de que os inibidores presentes no séro bovi-
no seriam macroglobulinas chamadas algu-
mas vézes “anticorpos naturais”. Esta deno-
minacgdo pde em relévo nosso desconheci-
mento da sua origem, bem como do grau de
especificidade do antigeno que provoca seu
aparecimento. Os “anticorpos naturais” sao
encontrados por exemplo no séro de coe-
lhos, nao sendo possivel distingui-ios, sob
o ponto de vista de sua natureza e capa-
cidade de reacao, dos anticorpos do tipo
19 S que sdo obtidos quando se injeta no
mesmo animal pequena dose de poliovirus
e se colhe 0 sangue poucos dias apés (25) .

Os inibidores presentes em soro de bovino
apresentam porém uma caracteristica que
os distingue dos anticorpos de macroglobu-
lina: é possivel obter mutantes de polio-
virus as quais nio mais sio scusiveis &
acao dos inibidores. E estas mutantes tanto
podem ser selecionadas em laboratorio, co-
mo ser encontradas na natureza populacoes
de virus resistentes contra um determina-~
do sb6ro. Este fato pode ser usado para
estudos genéticos de recombinacio (13) bem
como para identificacio de amostras (20;.

Para estudos com inibidores, as técnicas
comuns de investigacio, ou seja, a determi-
nacao da infecciosidade residual através
testes de neutralizacao em cultura de te-
cidos nao sdo recomendaveis.

1 — A inoculag¢do das misturas de virus
com soros inibidores em células introduz
varios fatores de érro provenientes destas
ultimas. Por exemplo, a determinacao do
grau de resisténcia de uma amostra de vi-
rus apresenta resultados bem diversos
se for usada a multiplicacdo em presenca
do soro contido em placas ou a determina-
¢ao da cinética da neutraliza¢ao incubando
o virus anteriormente ao séro antes da ino-
culagdo nas células para a obtencdo de
placas.

2 — A fracado residual infecciosa, ou seja
particulas nao resistentes que no entanto
ainda sao capazes de produzir placas oy
efeitos citopatogénicos mesmo na presen-
ca de altas concentracoes de soro inibidor,
dificulta grandemente a interpretacao dos
resultados. C
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3 — A determinacao da especificidade de
um determinado inibidor s6 é possivel de
ser realizada através testes de absorcio com
amostras de virus determinadas. Para isso
sao usadas de preferéncia amostras de
virus nao inativadas, as quals, r¢ entanto,
ao serem inoculadas no sistema de células,
trazem dificuldades para a leitura dos re-
sultados.

Pelos motivos acima expostos, seria de
grande utilidade o uso de um sistema para
o estudo das relacoes virus-inibidor, sem o
emprégo de células em cultura.

Aplicamos neste trabalho um meétodo
cromatografico, o qual permite estudar a
ligacao entre virus e inibidor e permite tam-
bém uma titulagdo da capacidade inibidora
de um sdéro bem como uma caracterizacao
das substiancias inibidoras presentes. Além
disso, é possivel com a ajuda déste teste me-
lhor caracterizar a fra¢ao residual infeccio-
sa, sendo possivel demonstrar que a mesma
liga-se originalmente ao inibidor. Foi ain-
da possivel realizar testes de absorcio da
capacidade inibidora de soros com virus
nativo testando-se em seguida o resto de
atividade com virus marcado.

O ponto de partida do trabalho consistiu
em um meétodo de trabalho no qual os com-
plexos virus-anticorpos sao ligados mais
firmemente a um gel de hidréxido de alu-
minio do gue a virus livre. Esta ligacao de-
pende praticamente com exclusividade da
capacidade de ligagao do anticorpo pre-
sente. (30, 31).

Incubando-se 32P-poliovirus com soro
inibidor de bovino, o virus também se li-
gara mais fortemente ao gel. Inicialmente
foi demonstrado que o principio ativo capaz
de provocar esta unido mais forte do virus
ao gel era o proprio inibidor, apods fracio-
namento em DEAE-Celulose, através titu-
lac¢oes comparativas de soros de bovinos, e
o0 estudo do comportamento de amostras
sensiveis e resistentes de virus. Além disso
foi provado que o inibidor une-se ao virus
através de precipitacio do complexo virus-
-inibidor com antiglobulinas adequadas.

A caracterizacao por nos feita dos ini-
bidores de soro bovino confirmam e com-
pletam aquela feita por Pagano e cols.
(21). A cromatografia em DEAE-Celulose e
em gel de hidroxido de Al. fornecem ele-
mentos de prova para a presenca de seme-
Ihantes propriedades de superficie dos ini-
bidores e das macroglobulinas 19 S. Além

disso a {iltracao em Sephadex mostra um
tamanho semelhante, a ultracentrifugacio
mostra uma igual velocidade de sedimen-
tacdes e a inativacdo pelo 2-Mercapto-Eta-
nol indica a presenca comum de estabiliza-
dores moleculares. A dissociacao do com-
plexo virus-inibidor por baixos valéres de
pH corresponde exatamente ao que ocorre
com os complexos virus-anticorpos 19 S.
Com todos éstes elementos, é possivel afir-
mar, com grande seguranc¢a, que a acao
inibidora dos soros bovinos esta ligada a
uma molécula do tipo macroglobulina.

A especificidade do inibidor constitui ma-
téria de discussio. Existe a possibilidade
dos polissacarideos presentes na molécula
do anticorpo 19 S (cérca de 12%) exerce-
rem uma ac¢io sobre a unido virus-inibidor.
Alguns polissacarideos, como sulfato de dex-
trano ou polissacarideos encontrados no
agar, exercem uma acao inibidora sobre
poliovirus, a qual parcialmente se deve a
uma unido do polissacarideo ao virus (17).
De nossas pesquisas deduz-se que pelo me-
nos o0 polissacaridio de agar nao exerce
qualquer acado dissociadora sébre o com-
plexo virus-inibidor.

As experiéncias de absorcao descritas su-
gerem a existéncia realmente de inibido-
res com diferentes especificidades ou seja
inibidores dos quais é possivel retirar uma
especificidade contra a amostra Mahoney
por exemplo sem alterar significativamen-
te sua capacidade de unir-se a amostra
CHAT e vice-versa.

Nestas condi¢des, para que os inibidores
sejam considerados idénticos aos anticorpos
naturais torna-se necessirio apenas de-
monstrar que é possivel obté-los através a
imunizacdo de animais com antigenos os
quais possuam umsa estrutura semelhante
a superficie do virus da pélio. Por via pa-
renteral é possivel obter anticorpos para o
virus da pélio em bovino (12). Nao foi pos-
sivel até a presente data infectar animais
com o referido virus e nessas condi¢coes ob-
ter uma formacao de anticorpos (i4). Tam-
bém nao existem descricoes de imunizacao
parenteral de bovinos com amostras resis-
tentes a inibidores.

O fato de que os inibidores sdo demons-
trados principalmente em soros de animais
adultos e ndo em animais jovens, nao sig-
nifica de maneira irrefutavel que o carater
seja adquirido, podendo tratar-se de um
fendomeno de maturagdo. Além disso nio
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se deve generalizar os resultados aqui en-
contrados que representam apenas alguns
animais, testados contra apenas duas amos-
tras de virus.

A chamada fra¢do infecciosa residual ja
definida dificulta ndo s6 a selecdo de mu-
tantes resistentes, como a interpretacio de
experiéncias de recombinacio e mutacio
espontinea. Nas pesquisas aqui descritas
ficou demonstrado que esta fracdo é o re-
sultado de relacdes complicadas entre o vi-
rus, o inibidor e possivelmente o sistema
de células usado. Os resultados mostram
que esta fracdo estd ¢m condicdes de li-
gar-se ao inibidor. Esta ligacdo resiste nas
manipulacdes do teste de adsorcio, bem
como a acdo dissociadora dos polissacari-
deos do agar. E provavel que as células
mesmas tenham uma acao dissociadora.
Poder-se-a2 imaginar que a fracfo residual
constitui uma parte da populacido normal
de virus, a qual se une a moléculas de ini-
bidor de baixa atividade, e esta unido nao é
liberada por inibidores de alta capacidade
de unido. Nestas condicoes, parte da po-
pulacdo de virus estda sujeita a ser libera-
da do inibidor com mais facilidade, prova-
velmente como acima exposta, pela propria
célula ou por outros fatores ainda desco-
nhecidos.

G comportamento da fragdo infecciosa
residual apds incubagido com soro inibidor
de bovino corresponde exatamente aos da-
dos obtidos por Philipson (22) em relagio a
ifracAo infecciosa residual gue se observa
apés incubacdao com poliovirus de imune-
-anticorpos dos tipos 19 S e 7 S.

De uma populacao de poliovirus da amos-
tra Mahoney a qual é inibida por um de-
terminado sdro bovino, foi possivel isolar

uma amostra de virus resistente ao refe-
rido sbéro, ocorrendo o mesmo em relacao
a amostra CHAT. Estas amostras resisten-
tes permanecem sensiveis aos demais soros
bovinos. Takemori et cols. (29) cultivaram
mutantes duplas resistentes a diferentes
soros hovinos. Déstes resultados deve-se

‘admitir a existéncia, na superficie da par-

ticula de virus, de diferentes pontos de li-
gacao para os inibidores. Surge entdo a
pergunta: quais seriam as relacées entre
éstes pontos e os pontos de ligacao dos an-
ticorpos tipo especificos para o virus da
pbdlio. Como mostrado na figura 6b, estas
mutantes de virus permanecem sensiveis
aos anticorpos 19 S e 7S. Isto indica, em-
bora nao de maneira absoluta, diferentes
pontos de unido para os inibidores e os
anticorpos. Sobre a estrutura dos antigenos
proprics de tipo na particula de virus da
poélio pouco é conhecido. Teoricamente po-
de-se admitir a existéncia de um mosaico
de componentes na. superficie do virus, os
quais poderiam mutar individualmente, sem
que estas pequenas modificagoes chegassem
a influir na unido do anticorpo tipo espe-
cifico do virus. Os inibidores do sbro bovi-
no nestas condicdes, ligar-se-iam apenas
a algumas partes do antigeno i{otal dei-
do livres as demais partes.

Muitiplos pontos de unido na particula
de virus, as quais podem mutar separada-
mente, constituem o ponto de partida para
o desenvolvimento de um sistema de analise
da. superficie do virus da pdlio, que even-
tualmente teria aplicacdo para a identifi-
cacdo de amostras de virus conheci-
dos, como ja descrito no caso da amos-
tra CHAT (20).

SUMMARY

Inhibitors in some bovine

sera,

active against Poliovirus 1iype 1,

strains CHAT and Mahoney, have been examinated in Al (HO)- gel sistem.
The inhibitor belongs to the 19-S macro-globulins as could be shown by
Sephadex-200 gel filiration, fractionation through DEAE-Celulose and ceniri-

fugation in sucrose gradient.

Besides that the inhibitor could be desiroyed through trediment with

2-Mercapto-Ethanol.

The inhibitor combines with the virus surface in absence of cells.

The

complex virus-inhibitor was precipitated by the use of anti-bovine-globulin
serum; the complex virus-inhibitor dissociates by the same pH value as the

complex virus-19 S antibody.

The author was able to show that by the neutralization of Poliovirus with

bovine serum, in a cell system, the called ‘“rest-infectiosity”

rabout 10%:
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represents a partial dissociation of virus particles which have been first bound

tn the inhibitor.

Resistent strains against specific bovine sera have been oblained. These
strains, however, were still sensible to other bovine sera, as well as to 19-S and

7-S Polio antibodies.

Through absorption experiments the presence of mo-

no-specific activity of certain bovine sera, against the strains CHAT and

Mahoney of Poliovirus has been shown.
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