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RESUMO: Estudou-se a aclo inibidora do corante foto-sensibilizan-
te laranja de acridina (LA) sobre os virus herpético e vacinico. A acgéo
conjunta do coranfe e iuz resultou em 100% de inibigio do crescimen-
to dos virus, quando o LA esteve em contacio durante 1 hora com 08
virus. N&o se observou qualguer particula viral nas micrografias ele
tronicas, enguanto gue nas células inoculadas com virus expostos a
luz, mas sem LA, observaram-se numerosas particulas de virus. A
microscopia fluorescente demonstrou diminuicio de ADN em céluiass
inocuiadas com mistura de LA e virus (VLA) em comparacio com o0s
confroles de células normais.

DESCRITORES: laranja de acridina, acdo sobre o virus; virus, her-
pético e vacinico.

INTRODUGAO

Numerosos investigadores descreveram a
a¢io inibidora dos metais pesados!® e dos
corantes foto-sensibilizantes sobre o cres-
cimento de alguns virus, destacando gue a
exposicdo & luz é relevante nestas inibigSes.
0O mecanismo intrinseco da inibicio dos
virus nfo estd bem esclarecido. Uma das
teorias sugere gue os corantes fotodini-
micos inibem a sintese dag proteinas
cloplasmadticass; outra teoria, mais fre-
glienternente citada, admite gue estes coran-

tes ligam-se aos deidos nucléicos virals,
transferindo a eles a energia da Juz *** cau
sando, desta maneira, ¢ rompimento ds sua
estrubura 7. 8, 9, 13, 16, 21, Diversos trabalhog
usando métodos bioquimicos sugerem a de-
gradaciio ou destruigio da guanina do ADN
para explicarem este mecanismo 3,612,134 He
aproximadamente 40 anos vém se realizando
estudos da acio fotodinamica dos corantes
procurando, como resultado prético, a ind-
bigde de crescimento dos agentes infeccio-
s0s que poderia ser utilizada em terapéutica.
Recentemente, apareceram trabalhos onde
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se relatam éxitos clinicos, utilizando o fo-
todinamismo do vermeiho neuirc e da pro-
flavina em lesSes herpéiicas de peied 2 de
gueratite herpdtics 12,

Em viste destes resultados, resclveu-se es-
fudar a acido fotodindmica do corante Ia-
ranja de acridina, in vitro, o qual tem sido
utilizado por numerosos autores para o
estudo da infbicio do crescimento de agen-
tes, como poliovirus 11, 17, virus de mosdico
das plantas, herpesvirus e colifago?. Na
Hteratura, ndo foi encontrada gualguer re-
{feréncia ac efeito da laranja de acridina ®
sobre 08 virus herpético e vacinico nos sis-
femas celulares usados neste trabalho.

Ainda, foi escolhide este corante pels sua
notavel propriedade de corar diferencial-
mente o ADN do ARN ¢ de poder corar
céiulas vivas. Pelo fato de nBo encontrar-
mos qualguer citacio na literatura referente
as alteracfes morioldgicas dos virus apds
o tratamento cormn corante e iuz, neste tra-
balho procurou-se investigar este assunto
através da microscopia eletrdnica.

MATERIAIS E METODOS
Virus

Foram utilizados:

&} Herpesvirus hominis (HVH) tipo I,
cepa Mc Intire, com passagens em culty-
ras celulares SIRC e fitulado nas mesmas
células. Titulo do virus 106 por 0,1 ml

b) Poxvirus officingle, cepa denominada
B pela Se¢dio de Virus Produtores de Exan-
ftemas do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo,
8. P, (virus contido na vacina anti-wvaridlica
produzida pelo Instituto Butantan, Sio
Paulo, 8. P, cultivado e titulade em céluias
Vero-Maru; {itulo do virus 195 por 0,1ml

Culturas celulares

Foram utilizadas:

a) Célulag STRC*® — Hnhagem continua
de cornea de coelho, com 53 passagens neste
laboratdric.

*  Merck.

b} Células Vero-Maru*** — linhagem con-
tinua de rim de macaco, com 50 passagens
neste laboratorio.

Meios de cultura

Como meios de manutengio foram usa-
dos: o meic 199 com 1% de soro de vitelo
para céluias SIRC, ¢ meio de Eagle com
2% de soro de vitelo para as células Vero-
Maru.

Corante fotodindmico

O coranfe laranja de acridina (LA) foi
dissolvido a 1% em salina famponads com
pH ajustado a 7.2 e mantido em geladeira a
4°C ern frasco escuro.

Exposicio & luz

Os szistemas celulares foram expostos
durante 1 hora & luz da lampada de 60 W,
de vidro transparente, a 60 cm de disténcis
das células. A temperafurs externa dos tu-
bos durante a exposicio nlo excedeu
a 22°C,

Inoculagdes

Inicialmente vérias quantidades de LA
com TCD 50% de viras foram experimenta-
das. Foi escolhida a dose de 4 microgra-
mas que nio alterou as células, mas inibiu
a acio do virus,

As inoculacSes foram feifas de irés
modos:

a) mistura de 0,1 mi de virus (contendo
160 TCD 50%) com 4 microgramas de LA
(VLAY no volume de 0,1 mi. Pestas mistu-
ras foram incculados 6,2 mi por tubo;

b) inoculacbes de 4 microgramas de LA
e em seguida o virus na mesma guantidade
¢ volume como no item a;

¢) inoculacles da LA e, 24 horas depois,
o virus nas mesmas guantidades 2 volumes
citados.

#*  Recebidas do Dr. Yorgen Leerhoy de Statehs Seruminssitut, Coperhagen, Dinamarca.
e Recebidas da American Type Culture Collection.
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As inoculagSes foram execuiadas em
duas séries: a 1.2 exposta uma horg b luz
e g 2° feita em cimara escura com l&mpa-
da vermelha de tipo usado em fotografia.
Nesta série, os tubos foram protegidos com
papel de aluminio. Para cada aliernativa,
usaram-se 4-6 tubos de células. Os sistemas
foram observados ao microscopio diaria-
mente e a leitura final foi feita no 7.9 dis
apés a inoculaco.

Teste de virus com LA

Células inoculadas com VLA e gue néo
mostrararn efeifo citopatico eram congela-
das e descongeladas irés vezes, cenirifuga-
das, & o sobrenadante era inoculado em
novas células.

Microsedpia fluorescente

Para observacio direta em microscopia
fluorescente, foram preparadas Hminas
com células normals, células inoculadas ape-
ngs eom virus e células inoculadas com
VLA, Toeodas as amosiras desta experiéncia
foram expostas A acdo da luz Foram ex.
perimentadas trés variagbeg de prepara
cies destas Hrninas:

1. Fixacio com acetonsa, tratamento com
tampéo fosfato pH 64, coloragiio com LA
a 0,01% e moniagem em tampio fosfato
pH 64.

2 TPixagdo com acetona, tratamento
com tampdo Me Ilvain pH 4,0; coloracéo
com LA a 0,01% e montagem sm tampio
Me Ilvain pH 4.0,

3. Fixagio com acetona, tratamento com
tampio fosfato pH 8,0; coloracio com LA
a 0,01% e montagerm em glicerinal, pH 9,0.

Microscopia eletrénica

As ceélulas inoculadas com virus e as
inoculadas com VLA foram observadas 4o
microscdpio eletrdnico. Estas amosiras fo-
ram coradas pelo acetato de uranila a 2%,
embebidas em resina Polylite T-208 & corta-
das no ulitramicrdtomo Porier-Blum, AS se
¢Ges coradas pelo método de Reynolds fo-
ram ezaminadas a0 microscedpic eletronico
Philips EM-200 operando a 60 KV.

RESULTADOS

Nas experiénecias constantes da figurs 1,
verificowss que, quando o8 virus foram
incculados iscladamente (controle dos vi-
rus), ha presencsa ou na auséneia de luz,
houve crescimento represeniado por 100%
de efeito citopdtico (letra A da Tfigura 1),

Quande a mistura virus & corante {VLA)
foi exposta & luz por 1 hora e inoculada no
sisterna celular, verificou-se apcs 7 dias de
observacdo, que houve inibicio do cresci-
mento do virus, fato demonstrado por pas-
sagens posteriores, Por outro lade, houve
crescimenio do virus representado por 100%
de efeifo citopatico quando as inocculaghes
foram feitas na auséneia da luz (letra B da
figura 1).

Quando o coranie LA foi adicionado 24
horas antes do virus, verificouse que nos
tubos expostos A acfo da Iuz houve discreto
crescimento do virus representado por apro-
ximadamente 20-30% de efeito citopatico.
Nos tubos nfo expostos 4 acfio da uz houve
crescimento do virus igual aos dos contro-
les, isto é, 109% de efeito citopdtico (letra
C da figura 1).

@uando a adigio do corante LA foi feita
imediatamente apds a incculacgko do virus,
verificou-se que, nos tubos expostos ou nio
A4 agclo da Iuz, houve crescimento igual zo
dos controles dos virus (letra D da figura 1).

Dois experimentos visaram verificar, nas
culturas celulares Inoculadas com VIA e
nas quais nfo houve efeito citopatico, se os
virus ainda estavam presentes, mas nativa-
dos, ou se estavam presentes em forma in-
completa. Destes experimentos resultou o
seguinte:

a} células inoculadas com o resultante
da inoculagdo anterior de VLA expostas 3
luz foram observadas durante 7 dias, sem
apresentarem indicio de efeifo citopatico,
permanscendo com a morfologia usual.

b)) micrografias eletrénicas demons-
fraram numercsas particulas virais nas
amostras inoculadas somente com  viras,
enguanto gue em vdrios cortes de células
inocuiadas com VLA ndo se observou ne-
nhumea particula viral (fig. 2 ¢ ¢ b)
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Fig. 1 — Resultados das inoculacfes com os virus e coranie em
cuituras de tecidos.
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Fig. 2a) Micrografia eleirdnica da célula incculada somente com
virus, onde se observam varias particulas virais.

Fig, 2b) Micrografia eletrdnica da célula inoculada com virus e
corante, onde ndo se observa nenhuma particula viral
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Para 0 exame pela microscopia fluores-
cente, foram preparadas laminas das céluias
normais e das células submetidas ao trata-
mento com virus e corante LA.

Ao exsme, as células normais néo apre-
sentavam alteracdes visivels e os micleos
demonstravam cor amarelc-esverdeadsa com
pontos avermelhados correspondendo aos
nucléclos, e o citoplasma detinha cor ver-
melha infensa (fig. 3a).

Nas Aminas com células inocuiadas so-
mente com virus observaram-se alteracdes
morfoldgicas das células caracterizadas por
aumentc e granulagio do ndcleo due S8
corave de amareglo-esverdeado intenso cor-
respondendo ao ADN, e pouco restava do
citoplasma corado em vermelho, correspon-
dendo ao ARN (fig. 3b).

As lAminas com as células inoculadas
com VLA expostas & luz mostraram, na sua
grande maioria, ¢élulas coradas em seu ci-
toplasma de cor vermelha intensa (ARN) e
discreta diminuicio de cor amarela corres-
pondenie ao ADN no niecleo. Em geral
estas células sao compardveis as cdlulas-
conirole normais (fig. 3c).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Constatou-se gue a acic conjunia de
larania de acridina e da luz inibe o cresci-
mento dos virus herpéfice e vacinico nas
cutturas celulares usadas. Estes virus, iso-
ladamente, expostos 2 luz sem 2 pPresenca
do corante, nido demonstraram qualguer
sensibilidade & luz. A acloc do corante LA
sobre os virus nfo fol instantdnea. Com
efeito, quando o LA foi adieionado &s célu-
las simultaneamente com os virus nio hou-
ve inibicio do crescimento dos virus, isto
&, houve crescimento evidenciado por efeito
citopdtico em todas as célulag. A inibicfo
do crescimento dos virus foi obiida quando
o sistema VLA {oi exposto por 1 hora & luz.
O mesmo fendmeno foi observade por
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BOOTH 2, com ¢ virus da rubéela itratado
com profiavina, e por WALLIS 19, gue tra-
tou o poliovirus com vdrios coranfes como
0 vermelho neuiro, azul de toluidina ou
proflavina.

Como 0 virus inoculado apds 24 horas
da adicBo de corante foi parcialmente ini-
bido, supbe-se que restos do corante foram
suficientes, quandoe exposios & Iug, para ini-
bir, em parte, o crescimento do virus.

Nas experiénceias corn culturas cehilares
cultivadas conjuniamente com o corante e
posteriormente inoculadas com virus her-
pético ou vacinico na auséneia e presenca da
luz nao se obteve inibicko do virus. Enire-
tanto, WILSON 22, constatou inibicio do
poliovirus, realizando este tipo de experi-
mentos com o0 corante vermelho neutro. No
presente estudo, jamais se observou qgual-
guer inibico do crescimento dos virus na
auséneia de luz. A 4nica mencio de inibiclo
de crescimento na auséneia de luz encon-
trada na litferaturs foil no trabalho de WAL-
LIS 20, gue inativou adenovirus com azul
de toluidina.

A teoriz sobre ag alteracles causadas
no DNA viral peia transferéncia da energia
da luz pelos corantes foto-sensibilizantes pa-
rece concordar com os achados na micros-
copia eleirdnica que revelaram nas células
com VLA auséncia completa dos virus, Isto
sugere que a luz e o corante destroem nio
somenie osg deidos nucléicos, mas tamhbém,
as proteinas citoplasmdticas, em outras pa-
lavras, o virus completo,
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Fig. 3 a) Células SIRC normais.

b) Células SIRC inoculadas
com virus

c¢) Células SIRC inoculadas
com virus e com corante.
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SUMMARY: The inhibiting action of the photosensitizing acridine
orange dyve (AQ) on herpetic and vaccinic viruses was studied.

The combined effect of both the dye and the light on these viruses
caused a 100% inhibition of growth =after an one hour period of
contact with the dye; no virus particle could be observed on the elec-
itron micrographs of these cells, In those cells which were inocu-
lated with the virus under ligth but without having been put in contact
with AQ, several virus particles were observed. Fluorescent microscopy
evidenced a decrease of DNA in those cells inocculated with AD and vi-

rus, as compared with the amount of DNA in normal cells.

DESCRIPTORS: acridine orange, effect on the virus; virus, herpetic

and vaccinic,
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