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AÇÃO DO FERRO SôBRE O GRUPO DOS POXVíRUS IN VITRO (1)

ACTION OF IRON ON THE POX VIRUS GROUP IN VITRO

MARTA IRENA MALACHOWSKA (2)

ADELA ROTH (2)

SUl."l'IMARY

In experiments with embryonated hen eggs and continuous line of human
kidneys cells was dernonstrated a inhibitory action of iron-glycerophosphate on the
pox virus group.

INTRODUÇÃO

Ultimamente foram publicados vanos tra-
.balhos sôbre substâncias antivirais 4, 5, " 13, 15,

16 e realizadas pesquisas sôbre a ação de
metais leves na membrana celular 8, 18, Por
outro lado, os cations de ferro são conhe-
cidos como inibi dores de produção de to-
xinas de várias bactérias como Clostridium
perfringens e Corynebacteriae dipliteriae
1, 3, 6, 11, 14, 19.

Também foi demonstrado que o vírus da
influenza foi quantativamente absorvido pelo
óxido de ferro 17, e é conhecida a ação inibi-
dora dos cations de ferro sôbre os vírus de
plantas e animais 2,10, 12.

Neste trabalho apresentamos os resultados
da ação dos cations do ferro sôhre os poxvi-
rus em culturas celulares e em ovos embrio-
nados de galinha.

MATERIAIS E MÉTODOS

Vírus

Usamos o vírus da Varíola major, cepa
Harvey, Variola minar, cepa Butler e o vírus
vacínico usado no Instituto Butantã para pro-
dução de vacinas, todos adaptados a mem-
branas coriolantóides com passagens em nos-
so laboratório em ovos e em culturas celula-
res. Os títulos de V. major e V. minar foram

iguais, isto é, em ovos 106 e em culturas ce-
lulares 105; o título do vírus vacínico, em
ovos, foi de 105 e, em culturas celulares, 10",
todos em 0,1 ml.

Culturas celulares

Usamos linhagem contínua de células de
rim humano (RH) originárias de Ness Zion,
Israel, mantidas pelo laboratório de culturas
celulares de nosso Serviço.

11/1eios

Como meio de manutenção usamos o de
Hanks com 21% de sôro de vitela (HNV 2%).

Ovos

Foram usados ovos embrionados de gali-
nha de 10-11 dias de incubação e a inocula-
ção foi feita na membrana coriolantóide, pe-
la técnica usual.

Ferro

Dos diversos sais de ferro, escolhemos o
glicerofosfato de ferro (GFF) que é fàcil-
mente solúvel. Como solvente, usamos sali-
na tamponada estéril (PBS), ajustando-se
com bicarbonato de sódio o pH da solução
para 7,2-7,4. Em experiências preliminares
verificamos a quantidade de sal de ferro a

'(1) Trabalho realizado no Serviço de Vírologfa do Instituto Adolfo Lutz.
,(2) Do Instituto Adolto Lutz.
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ser usada na inoculação. Com doses variá-
veis, observamos que a dose máxima não no-
civa para ôvo embrionado de galinha foi de
500 y; para culturas celulares, foi de 100y
por tubo e de 30,0 y por frasco de 60 ml.

Teste de ação do ferro

Em ovos - Uma mistura de 4,0-80 par-
tículas de vírus em 0,1 ml. com 500 y de
glicerofosfato de ferro em 0,1 ml, inocula-
va-se numa série de 12-15 ovos para cada
vírus, em quantidade de 0,2 ml por ôvo. Após
3 dias de incubação a 36°C, abriam-se os
ovos para contagem das lesões nas membra-
nas corioalantóides. Simultâneamente abriam-
se os ovos contrôle inoculados só com vírus.

Em cultura de tecidos - De frascos de
60 ml com culturas de células RH retirava-se
o meio e inoculava-se com 0,3 ml de vírus
previamente titulado. Em seguida, adiciona-
vam-se 300 y de GFF dissolvido em PBS na
concentração de 100 y/O,1 ml. Após 1 hora,
de contacto em temperatura ambiente, adi-
cionavam-se 10 ml do meio nutritivo e in-
cubavam-se as culturas em estufa a 37°C, du-
rante 6 dias. Para cada vírus usava-se uma
série de 10-12 frascos. O mesmo número de
culturas foi inoculado só com vírus para con-
trôle. As culturas eram observadas diària-
mente. No 6.° dia, após a retirada do meio,
as culturas foram coradas pelo método de
LINDE:\'MANN 9 e contaram-se as lesões. Os
experimentos foram realizados também em
tubos com células RH, usando uma série de
10 tubos para cada vírus. O procedimento
foi o mesmo usado para os frascos, inoculan-
do-se 0,1 ml de vírus previamente titulado e
100 y de GFFjtubo.

As inoculações foram realizadas da se-
guinte maneira:

1. Inoculava-se o vírus simultâneamente
com o GFF.

2. Colocava-se o GFF 24 horas antes
da inoculação.

3. Deixava-se o GFF 24 horas em con-
tacto com culturas, em seguida retirava-se
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o meio de manutenção, inoculava-se o vírus
e, após 1 hora de contacto, adicionava-se no-
vo meio de manutenção.

RESULT ADOS E DISCUSSÃO

J'\as experiências em ovos, observamos ní-
tida diminuição do número das lesões nas
membranas corioalantóides inoculadas com
vírus mais GFF quando comparadas com con-
trôles inoculados só com vírus.

O quadro I ilustra os resultados de um dos
experimentos escolhidos ao acaso.

QUADRO I

Número de lesões nas membranas corioalantóides
inoculadas com. vírus vacínico

OVOS Vírus Vírus
n,o 0,1 ml 0,1 ml + 500 'l GFF

1 30 10
2 80 10
3 32 10
4 42 O
5 64 5
6 20 7
7 72 10
8 51 4
9 35 O

10 54 O
11 60 2
12 30 O
13 22 O
14 42 3

Total '635 61

Média 45,35 4,35

"t" calculado 8,939

"t" tabelado 2,779

P = 0,01

Embora obtivéssemos resultados significan-
tes, deixamos de trabalhar com ovos por cau-
sa da variação dos números obtidos nos expe-
rimentos, e pelas grandes diferenças entre
êsses números. Dos frascos com culturas ce-
lulares, onde foi inoculado o vírus e GFF.
simultâneamente, obtivemos os resultados ex-
postos nos quadros II e III.
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QUADRO 11

Número de lesões em culturas celulares inocula-
das COln vírus vacínico

Frascos Vírus Vírus

n." 0,1 rol 0,1 rol + 300'( GFF

1 45 6
2 49 4
3 41 5
4 21 5
5 42 2
6 45 4
7 48 ;)

8 49 1
9 36 5

10 56 1

Total 432 36

:Média 43,2 3,6

"t" calculado

"t" tabelado

P = 0,01

5,380

2,878

QUADRO 111

Número de lesões em culturas celulares i1wc1da-
das com vínéS varíola, (Harvey)

Frascos
n.'>

Vírus
0,1 rol

Vírus
0,1 rol + 30'0 "y GFF

1 42 8
2 88 7
3 60 12
4 40 11
5 58 10
6 66 12
7 39 7
8 60 7
9 44 5

10 30 6
11 61 6
12 60 5

Total 648 96

:Média 54 8

"t" calculado 9,8

"t" tabelado 2,51

P = 0,01
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QUADRO IV

Resultado dos experimentos ieitos com 10 tubos
nos quais ,foi colocado o GFF, 24 horas antes

da inoc1,zaçe!O do vírus vacínico

Vírus
vaciníco

rol

GFF
"y

:Média das
lesões

0,1

0,1 100

43,2

5,3

Outros resultados obtivemos em experi-
mentos nos quais deixávamos o GFF nas cé-
lulas, 24 horas, retirávamos o meio, e inocu-
lávamos o vírus. O quadro V ilustra o re-
sultado:

QUADRO V

Resultado dos experimentos teitos com 10 tubos
nos quais foi colocado o GFF e, após 24 horas,
retirado o meio e inoculado o vírus vacínico.

Vírus
vacínico

rol

GFF
'/

Méd ia das
lesões

~----_._---------=-.---------

0,1

0,1

43,2

23,3100

Nossas observações demonstram que o ca-
tion de ferro na forma de glicerofosfato de
ferro exerce ação inibidora de crescimento
nos vírus usados, tanto nos ovos embrionados
de galinha como nas culturas celulares, con-
forme demonstram os resultados altamente
significativos obtidos pela aplicação do teste
Student "t".

Foi observada nítida inibição dos vírus
nos experimentos em que o vírus e ferro
foram inoculados simultâneamente. Uma
inibição em grau menor, porém também sig-
nificante, foi observada quando o GFF foi
deixado durante 24, horas em contacto com
as células, antes da inoculação do vírus. Nos
experimentos onde após 24 horas da inocula-
ção de GFF retirávamos o meio e inoculáva-
mos o vírus, observamos diminuída inibição
do número de lesões produzidas pelo vírus.
Poderíamos supor que sôrnente parte do fer-
ro foi aproveitada pelas células, enquanto
que a maior parte ficou no meio. Posterior-
mente, foi verificada a presença de ferro nas
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células, pelo método histoquímico específico
de Gomori. Nas células tratadas com ferro
e simultâneamento inoculados com vírus, ve-
rificou-se coloração azul intensa nos núcleos
c leve côr azulada no citoplasma, indicando
localização preferencial do metal.

Os esclarecimentos do mecanismo da fun-
ção inibidora de cation de ferro exige estu-
dos bioquímicos que já foram iniciados.

RESUMO

Em experiências com ovos embrionados de
galinha e em linhagem contínua de sistema
celular de rim humano, foi demonstrada a
ação inibidora de glicerofosfato de ferro sô-
bre amostras de poxvírus,
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