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ACAO DO FERRO SOBRE O GRUPO DOS POXVIRUS IN VITRO ¢

ACTION OF IRON ON THE POX VIRUS GROUP IN VITRO

Mants IrENs MALACHOWSKA (2)
ADELA Rotm (9

BUMMARY

In experiments with embryonated hen eggs and continuocug line of human
kidneys cells was demonstrated a inhibitory action of iron-giycerophosphate on the

POX Virus group.

INTRODUCAO

{ltimamente foram publicados varios tra-
balhos sdbre substAncias antivirais® > 7 3% #5
* e realizadas pesquisas s0bre a aglo de
metais leves na mentbrana celular 5%, Por
iado, os cabions de ferre sfio cenhe-
como inibidores de produgiio de to-
de varias bactériaz comeo Closiridium
Corynebacterice  diphterice

oufro
cidos
xinas

perfringens e
1,5, 6, 14, 14, 10

Também {foi demonstrado que o virus da
influenza fol quantativamente absorvide pelo
oxido de ferro ¥V, e é ronhecida a acdo inibi-
dora dos cations de ferro sdhre os virus de
plantas e anfmais ® 2% 2,

Neste trabatho apresentamos os resaltades
da agio dos cations do ferro sébre os poxvi-
rus em culturas celulares e em ovos embrio-
nados de galinha.

MATERIAIS ¥ METODOS
Firus

Usamos o virus da Variola major, cepa
Harvey, Variole minor, cepa Builer e o virus
vacinico usado no Instituto Butantd para pro-
dugio de vacinas, todos adaptados z mem-
hranas coriolantdides com passagens em nos-
so laboratério em ovos e em culturas cehila-
res. Os titulos de V. major e V. minor foram

{1} Trabalho realizado no Servigo de Virologia
{2} Do Instituto Adoifo Luiz

iguais, isto &, em ovos 10° e em culturas ce-
lulares 10%; o tituio do virus vacinico, em
ovos, fol de 10" e, em cnlturas celulares, 104,
todos em 0.} ml

Culiuras celulares

Usamos linhagem coniinua de células de
rimm humano {RH)} originérias de Ness Zion,
Israel, mantidas pelo Jaboratério de culturas
celulares de nosso Service.

Meios

Como meio de manutencio usamos o de

Manks com 2% de séro de vitelo {HNV 29;),
Cvos

Foram usados ovos embrionados de gali-
nha de 10-11 dias de incubagfo e a inocula.
cio foi feita na membrana coriolantéide, pe-
Ia téonica usual.

Ferro

Dos diversos sais de ferro, escolhemos o
glicerofosfato de ferro (GFF) que & ficil-
mente solvel. Como solvente, usamos sali-
na tamponada estéril (PBS), ajustando-se
com bicarbonato de sédio o pH da solugho
para 7,2-74. Em experiéncias preliminares
verificamos a quantidade de sal de ferro a
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ser usada na inorulacdo. Com doses varia-
vels, observamos que a dose méxima ndo no-
civa para Ove embrionado de galinha {oi de
500 v: para culluras celulares, fol de 100y
por tubo e de 300 y por frasco de 60 mi.

Teste de agiio do ferro

Em ovos —- Uma mistura de 40-80 par-
ticulas de virus em 0.1 mi com 500 v de
¢licerofosfato de ferro em 0.1 ml, inocula-
va-sc numa seérie de 12-15 ovos para cada
virus, em guantidade de 0,2 ml por dvo. Apds
3 dias de incubasgio a 36°C, abriam-se os
ovos para contagem das lesbes nas membra-
nas corioalantéides. Simultdneamente abriam-
se 0 ovos conlréle inoculades s6 com virns,

Em cultura de tecidos — De frascos de
60 mi com culturas de células RH retirava-se
o meio e inoculava-se com 0,3 ml de virus
préviamente titulade. Em seguida, adiciona-
vam-se 300 v de GFF dissolvide em PES na
concentracio de 100 y/0,1 ml. Apds 1 hora,
de contacto em temperatura ambiente, adi-
cionavam-se 10 ml de meio nulritivo e in-
cubavam-se as culturas e estufa a 37°C, du-
rante 6 dias, Para cada virus usava-se uma
série de 10.12 frascos. O mesmo nimero de
cultiras foi incculado 86 com virus para con-
trole.  As culturas eram observadas didria-
mente. No 6.7 dia, apos a retirada do meio,
as ealturas foram coradas pelo método de
LinpenManN ¥ e contaranese as lesBes.  Os
experimentos foram realizados também em
tabos com eélulas RH, usande uma série de
10 tubos para cada virne, & procedimento
foi 0 mesmo usade para os frascoes, inoculan-
do-se 0,1 ml de virus préviamente titulado e
106G v de GFF/tubo.

As inoculagfies foram realizadas da se-
guinle maneira:

1. Incculava-se o virus simmltdneamente
com o GFF.

2. Colocavase o GFF 24 horas antes

da inoculacfio.

3. Deixava-se o GFF 24 horas em con-
tacto com colturas, em segnida retirava-se
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o meio de manutencio. inoculava-se o virus
e, ap6s 1 hora de contacto, adicionava-se no-
vo meio de manutengo,

RESULTADGS E DISCUSSACQ

Nas experiéncias em ovos, observamos ni-
tida diminvicio do ndmero das lesBes nas
membranas corioalantéides inoculadas com
virns mais GFF guando comparadas com con-
trdles inoculados 50 com virus.

O quadro ! iustra os resultados de um dos
experimentos escolhidos ao acaso.

QUADRO I

Nimeroe de lesfey sas membranas coricalantdides
incculadas com virus vacinico

Ovog Virus Yirus
ne 0,1 mi 31 mil + 500 v GFF
1 30 16
2 g0 10
2 32 10
& 42 c
b 64 5
8 20 i
7 T2 10
g 51 4
@ 35 Q
i0 a4 G
i1 80 2
i2 30 0
i3 22 0
b 42 3
Toetal 835 61,
Média 45,35 4,33

st paleulado = 8,839
“Et tabelado = 2,779
P o= 0,01

Embora obtivéssemos resultados significan-
tes, deixamos de trabalhar com ovos por cau-
sa da vartagio dos niimeros obtidos nos expe-
rimentos, e pelas grandes diferengas entre
dsses nlimeros. Dos frascos com culturas ce-
ludares, onde fol inoculads o virus e GFF,
simultineamente, obtivemos os resultados ex-
postos nos quadros 1 e HIL
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QUADRO IT

Nitmere de lesfes em culturas celulares incoula-
das com virds vacinico

Frascos Virus Virus
n.2 0,1 mi g1 ml + 300 v GFF
1 A% a
P 49 4
a 41, 5
4 2% 5
5 42 2
& 45 %
T 48 3
8 49
G a6 D
10 55 1

Total 432 38

Média 43,2 3,6

Rev, Inst.

QUADRO 1V

Resultedo dos experimentos feiios com 10 ifubog
nos quais foi colocado o GFF, 2& horas antes
o inocuwiacdo do virus vaecinico

90 caleulado = 5380
“17  tabelado = 2878

P o= 03

GQUADRO TIX

Numero de lesées em culturas celulares inocuwlu-
das com virws vaviclag (Harvey)

Frastos Virus Virus
ne 31 ml 0,1 ml + 300 v GFF
i 42 8
2 85 7
3 &0 1%
4 4G 11
3 55 14
B 66 1z
7 a9 7
& [i1i] 7
9 44 8
10 30 [
it a1 2]
13 864 8
Total 648 1]
Mégia 54 g

“£ calewiado = 9,8
“t tabelado = 251
P o= 0,01

60

Virus
vaeinico
mi

GFF Media das
v lesles

01 432
0,1 100 53

Outros resuliados obtivemos em experi-
mentos nos (uais deixavames o GIF nas cé-
lulas, 24 horas, relivhvamos o meio, e inocu-
lavamos o virus. O guadre V ilustra o re-
sultado:

QUADRO V
Resultado dos experimenios feitos com 10 tubos

nos queis foi colocado o GFF e, apés 24 horgs,
retirade © meéio € inocwlado o virug vacinico,

Virus
vacinico
ml

Meédia dag
¥ lesdes

0.1 — 43,2
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Nossas observagbes demonsiram que o ca-
tion de ferro na forma de glicerofosfato de
ferro exerce acfio inibideva de crescimento
nos virus usados, fanto nos oves embrionados
de galinha como nas culturas celolares, con-
forme demonstram os resultados altamente
significativos obtides pela aplicacio do teste
Stadent 1",

Foi observada nitida inibicde dos vires
nos experimentos em qoe o virus e ferro
foram inoculados simultdnecamente.  Uma
inibigio em grau menor, porém também sig-
nificante, fol observada quando o GFF foi
deixado duranle 24 horas em contacto com
as células, antes da inoculacio do virus. Nos
experimentos onde apds 24 horas da inocula-
cio de GFT retiravamos o meio e inoculava-
mos o virus, observamos diminuida inibicie
do nilmero de lesbes produzidas pelo virus.
Poderiamos supor que sdmente parte do fer-
ro foi aproveitada pelas células, enquanto
gue a maior parte ficou no meio. Posterior-
mente, foi verificada a presenga de ferro nas
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células, pelo método histoquimico especifico
de Comori. Nas células tratadas com ferro
¢ simultineamente inoculados com virus, ve-
rificow-se coloracfo azul intensa nos nhcleos
¢ leve cér azulada no citoplasma, indicando
localizagio prelerencial do metal.

Os esclarecimentos do mecanismo da {fun-
¢io inibidora de cation de ferre exige estu-
dos bloguimicos que ja [oram Iniclades,

RESUMO

Em experiéncias com ovos embrionados de
galinha e em linhagem continua de sistema
celilar de rim humane, foi demonsirada a
acio inibidora de glicerofosfato de ferre sé-
bre amostras de poxvirus,
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