PRODUCAO DE “INTERFERON” E SUA ACAO NAS
CULTURAS DE TECIDOS

MARTHA IRENA MALACHOWSKA *
ApELA RoTH **
Luls FLORENCIO DE SALLES GOMES *%*

Introduedo

O fenbémeno da interferéncia, j& observado hi anos, despertou,
novamente, a atencdo dos pesquisadores, com o trabalho de Isaacs
& LINDENMANN (1957) sbbre o “interferon”™. Segundo os autores,
o “interferon” é uma substéncia protéica elaborada pelas células,
quando préviamente submetidas & acfio do virus da gripe, inativade
pelo calor ou rajos ultravioleta, Protegendo as células contra o
ataque dos virus, o “interferon”, profeina de péso rolecular seme-
lhante ao da hemoglobina, impede o desenvolvimento do virus que
The deun origem ou de virus heterdlogos, possuindo, portanto, um
largo espectro de acdo.

Nao se estabeleceu ainda ¢ modo de acfio do “interferon”, mas
presume-se gue altere o metabolismoe celular, nfo agindo direta-
mente sébre o virug (BURKE & Isaacs, 1958). Uma dag suas ca-
racterigticas originaiz é a de ser uma proteina do iipo universal,
isto é, quando produzida em determinads espéeie animal e, poste-
riormente, inoculada em ouvira, ndo produz o aparecimento de
anticorpos.
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Ha divergéneis quanto & especificidade tecidaal do “interferon™
(FHENLE ef olid, 1959; TYRREL, 1959). Parece que, produzide em
determinada espécie animal, profegeria mais efetivamente esta
espécie. O trabalho de Isaacs abriu novo campo a pesquisas; fize-
ram-se experiéneias com virus inativado (HENLE ef alif, 1959), ou
néo (TYRRELL, 1959; SuTrronN & TYRRELL, 1961), e com og de redu-
zida infectividade (HERRMANN, ef alit, 1958), para o estudo e pro-
ducdo do “interferon’.

Em reviso feita na literatura, ndo encontramos dados sébre
a concenfraciio do “interferon” usada nas experiéneins, Neste
trabalhe, apresentamos meodificagdes & téenica de producice do “in-
terferon”, como obié-lo em forma gélida, bem como estudos da sua
acio s06bre determinados virus,

MATERIAIS E METODOS

As estirpes de virus por nds selecionadas para a producdo do
“interferon’ foram: Al/Denver/1/57 e AZ/Japan/305/57 da gripe,
e o virng vaeinico usado pelo Instituto Bulantd para a vacinacho
antivaridlica, que em nosso laboratéric recebeu a denominaciio
de “Bt".

Os virus da gripe em fluido zalantdico de ovos embrionados
foram purificados por adsorcio em hemdcias de galinha e por dilui-
¢do em solucBo fisiologica famponada (pH = 7,2}, a 37°C. Poste-
riormente, titularam-se &stes virus através de hemaglutinacio pela
téenica de Salk.

Obteve-se o virus vacinico de macerado de membranasg cd-
rin-alantdides, altamente infetadas com éste virus. O macerado
fol suspenso em solucho fisiolégica tamponada, centrifugado a
2.500 r.p.m., 20/, e o gobrenadante, posteriormente, ultracentrifu-
gado a 10.000 r.p.m., 60°. O sedimento foi novamente susgpenso em
solucdo fisiologica tamponada (pH = 7,2) e titulado em membranas
cbrio-alantéides pelo método de contagem de lesfes ou placas.

inativaram-se os virus, em banho-maria a B56%C, durante
1 hora. Para cada 6,0 ml de suspensfo de virus, adieiona-
ram-se 2,0 ml de citratc de gédic a 2% e 1,0 ml de tampio de
borato pH = 8,5,

Ag culturas de ftecido usadas foram as de rim de coelho, e as
de embrifio de galinha com 9 a 10 diag de incnbacho, feitas pelo
método de {ripsinizacio (YOUNGNER, 1954).
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Os meios de cullivo usados foram o de Hanks com sbro de
vitelo a 20%, e, para a manutencio das célulag, o mesmo meio com
sbro de vitelo a 10%, adicionado de hidrolisado de lactalbumina a
2,56% e Yestolate a 0,3%.

Para a produgio do “interferon” nas membranas cério-alan-
téides, usamos o meio de Earie e para as experiéncias com o “inter-
feron”, em eculturas de tecido, usamos o meio 199 simplificado
(ENDO & HAvVASHIDA, 1960},

PARTE EXPERIMENTAL
Producio do “interferon”

Inicialmente seguimos o método descrito por Isaacs, preparan-
do o “interferon™ com amostras dos virus da gripe, em culfuras
de rim de coelho (Isaacs & WESTWoOD, 1959) em meio 199 simpli-
ficado. Concentramos 10 vézes o “interferon” assim obtido, diali-
sando o meio com “ecarbowax 1.5007. fste “interferon” concentrado
demonstrou, em experidéneias preliminares, a propriedade de prote-
ger as culturas de rim de coelho inoculadas com og virus homélogos
e também com o virus vacinico.

Por estas experiéncias, foi-nos possivel avaliar somente a con-
centracdo do “interferon™ através do grau de proteclo evidenciado
pelo volume liquide usado. Acresce gue o lHquido dialisado e
deixado a 4°C, mesmo apds repetidas centrifugacdes, apresentava
sempre depdsito. E por idénticas falhas se repetirem também na
preparacio do “interferon” s partir de membranas cdrio-alantoéides
de oves embrionados de galinha, resolvemos meodificar o método de
sua obtencao.

Agsim € que, para ésse fim, tomamos membranas corio-alan-
téides de cvos embrionados de galinha, com 9-10 dias de incubacio,
ag goais, depois de excisadas, foram colocadas em garrafas de Roux,
com meio de FEarle. Nesse meio foram inoculados, separadamente,
o8 virus inativados da gripe (aproximadamente 2.560 DH por mem-
brana) e o virus vacinico (0,5 ml de uma suspenséo a 20% em salina
tamponada, pH = 7,2, também por membrana). Depois de passa-
rem meio, virus inativado e membranas por suave agitaclo durante
3 horas, a 37°C, foram as Gltimas lavadasg 3 vézes em solucio de
Earle e & seguir postas em outra porcio de meio de eultura, agora
porém na proporcio de 5 ml por membrana céric-alantdide. Nova
agitacio durante 24 horas, a 37°C, seguida de filtracfio do meio
em 2 camadas de gaze estéril e de precipitacie com sulfato de
ambnio, na proporcdo de 55,0 g por 100 ml do meio. Este precipi-.
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tado permanecen em geladeira a 4°C até o dia seguinte, sendo depois
centrifugado em centrifuga “Servall” refrigerada, a 6.000 r.p.m.,
durante 1 hora e, apds perfeita dissolucho em solucdo fisiolégica
tamponada, dialisado em sacos semipermedveis, com agua de tornei-
ra, durante 24 horas. O concentrado fol entio novamente dialisado
com Agua destilada, até o desaparecimento dog anions 80, O
Hguido dialisado foi tratado (em edmara fria) com 10 volumes de
acetona, sendo conservadeo em geladeira até o dia seguinte, a 4°C.
Apés nova centrifugacio, o deposito fol levado a estufa a 37°C, para
secagem. Desta maneira, obiivemos um pé de cir acastanhada,
em quantidade aproximads de 20-30 mg por 10 membranas cério-
alant6ides usadas. Esse pé — substincia protéica séea, ou ““inter-
feron” - & solivel em cérea de 78% do sew péso e o soluto com
8le obtido, conservado em geladeira a 4°C, fol gue serviu de base
A8 nossas experiénciag. Desta maneira, foi possivel a producio de
“interferon” das amostras dos virus da gripe (Al/Denver/1/57 ¢
AZ2/Japan/305/57) e do virus vacinico (amostra “Bt”}. De posse
dessas diversas amostras de “interferon”, tratamos de pesquisar-
lhes o comportamento em face da acfio citopatica, homdloga e hete-
rolosa dos virus utilizados na sua producfo. Nestas experiéncias
usamos culturas de embrifio de galinha em meio 199 simplificado,
a0 gual, 24 horas antes da inoculacfo do virus, era sempre adicio-
nado o “interferon”.

A tabela na pidgina seguinte ilustra o estudo feito e apresenta
os resultados obtidos guatro dins apbés a inoculaclio dos virus.

08 resultados econstantes da tabela demonsiram que houve
producio de “interferon” pelas células (membrana coério-alantdi-
de}, quande tratadas pelos virus de gripe (Al/Denver/1/57 e
A2/Fapan/305/57), e virus vacinico (amostra “Bt"). A proprie-
dade do “interfercn” de proteger as células, isto é, de diminuir ou
inibir o efeito citopitico dos virus, foi evidente. Estas provas fo-
ram testemunhadas, de um lado, por uma substincia também pro-
téica, obitida pelo mesmo método, de membranas céric-alantdides
normais, porém nfo submetidas préviamente & acdo dos virus ina-
tivados, substéncia esta que foi incapaz de proteger as células
inoculadas com virus; e de ocutro lado, pela verificacio de eventual
acio téxica do préprio “interferon” sdbre as células. As experién-
clas, apresentadas na tabela, foram acompanhadas até o 7.° dia
apbs a inoculaglio dos virus, ndo se verificando qualquer alteracio
nos resultados, B Sbvie que tddas as fases do experimento foram
também controladas com relagio 4 esterilidade bacteriana.
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COMENTARIOS

Existem referéncias sébre a produgio do “interferon™ a partir
de indmeras amosiras de virus da gripe, como a “Melbourne”,
“Rendai” (Para-influenza), “Lee” e outras. De um modoe geral,
o8 autores referem que o8 Mixovirus sfo capazes de provoear a
producio do “interferon”. TIsazacs indica a amostra “Melbourne”
como boa provocadora, eaquanto que outras amostras, como a
“PRB” e “Lee” shAo mis provocadorass Em face dos resuliados
obtidos em nosso laboratorio, podemos afirmar gue as amostras de
virus por noés utilizadas apresentaram resultados satisfatérios. Em
relaciio &s amostras usadas, & AZ2/Japan/305/567 demonstrou maior
susceptibilidade agos “interferons” produzidos; por outro lado, o
“interferon” induzido por &ste virus foi o mais eficiente na protecio
dag células contra os virus usados.

Outro fato interessante a ser destacado é que obtivemos “inter-
feron” a partir do virus vacinice (Poxvirus officinale).

O fato de ndo enconfrarmos na literatura dados s6bre dosagem
precisa do “interferon” levou-nos a tentativa de obfé-lo sob forma
golida (pd), através dos processos ja deseritos, fornando destarte
possivel a pesagem do produto, ainda que o mesmo ndo represente
o “interferon pure”, pois outras proteinas celulares podem, também,
ser precipitadas pelo processo usado. Assim, utilizamos, neste tra-
balho preliminar, 75 v de “interferon” dissolvidos em meio 199 gim-
plificado, com os resultados ji descritos.

A reprecipitaciio, segundo prineipios quimicos, concorre para
purifiecar ainda mais o produfo obtido e a vantagem de obté-lo sob
forma adlida possibilila dissolvé-lo em quantidade ou volumes
desejados.

Em prosseguimento a éstes estudos, estamos trabalhando na
producdo de malor guantidade de “interferon” para realizar uma
série de experiéncias sdbre a especificidade, a acio em animais de
laboratério, e também sbbre a estrutura quimica dessa substéncia.
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RESUMO

Os autores descrevem detalhadamente a produco de “interfe-
ron” a partir de membranas corio-alantdides infetadas com as
estirpes Al/Denver,/1/57, AZ/Japan/305/57 do virus de influenza
¢ com o viras vacinico. Cada partida de “interferon” fol precipi-
tada com sulfato de amdnio e reprecipitada com acetona. O pd
obtido fol dissolvido em meio de Harle de tal forma que 0,1 ml
continha 75 pamas de “interferon”. Em culiuras de embrigio de
galinha, foi observada inibicfio do efeito citopatico pelos virus homé-
iogos e heterdlogos.

SUMMARY

The production of “interferon” from choricallanioic mem-
branes infected with two infiluenza strains, Al/Denver/1/57,
A2/ Japan/805/57, and with vaecinia virus is deseribed in detail
Each batch of “interferon” was precipitated with ammonium sul-
phate and reprecipitated with acetone. The dried precipitates were
redissolved in Earle's solution go that 0.1 ml contained 75 gamma
of powder. The materials were fested iIn chick embryo tissue
cultures; in each case inhibition of the cytopathic effect produced
by the homologous and the two heterologous viruses was cbserved.
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