Rev. Inst. Adelfo Lutz,
42(1/2%:71-75, 1982,

PARTICULAS VIRAIS EM CULTURA DE CELULAS BHK-21:
ULTRAESTRUTURA, OCORRENCIA E SIGNIFICADO*

Marli UEDA ##
Hatune TANAKA **
Dalton R. WEIGL **
Paulo P. JOAZEIRO **

RIALAS/550

UEDA, M.; TANAXA, H.; WEIGL, D.R.

& JOAZEIRG, P.P, — Particulas virais

em culturs de céinlas BHX-23: uliraestrutura, ocorrénein e significado. Rew.
Inst, Adolfo Luiz, 42(1/2):71-75, 1082,

RESUMO: Em eculteras de

células

BHX-231, sdo descritas particulas

semelhantes a virug, cuja meorfologia caracteristica corresponde Az “particulas R”

constantes da literatura internacionel.

Por meio de fotomicrografing eletrdnicas,

sdo documentados a formagio dessas particulss por brotamenie nas membranas
do reticule endoplasmético, bem como, detalhes da sua ultraestrutura.

DESCRITORES:
eultura; microscopia eleirdnica.

virus; “particula R, detecgio, uitraestrutura; céihula BHK-21,

INTRODUCAQ

Célulags BHK-21, ou seja, fibroblastos de
rim de hamster recém-naseidos sfo ampla-
mente utilizadas em virologia,

No curso de observacfies realizadas na Se¢fio
de Mieroscopia Eletrénica do Institute Adolfo
Lutz, em células BHEK-21 experimentalmente
inoeuiadas em véariog laboratdrios, gue traba-
tham na area de virologia, fregiientemente
eram detectadas particulas semelhantes a vi-
rus, cuja morfologia nio correspondia ao virus
objeto da pesquisa. A ocorréncia destas parti-
culas nas amostrag examinadas determinou
culdados especiais por parte dos autores, no
sentido de conhecer sobre & ocorréncia, estru-
tura e aspectos da formaglo destas pariiculas,
a fim de que pudessem operar livres de erros
gue viessem comprometer os trabalhes em
andamento,

A realizacio do presente trabalho tem come
chjetivo fornecer elementos que possam servir
de auxilic, em noesso meio, aos estudos que séo
realizados em laboratorios gque utilizam eulip-
ras celulares,

* Realizado na Beciio de Microscopia Eletrénica
** Do Institute Adolfe Lautz.

MATERIAL E METODOS

Culturas de células BHEK-21, em meic Eagle,
fornecidas pela Secdo de Culturas Celulares
do Institato Adolfe Lutz, tiveram sua mono-
camada raspada cuidadosamente da superfi-
cie por bastio de vidro com coifa de borracha
em umsa das pontas. Foram, entido, submeti-
das a baixa centrifugacic durante 10 minutos.
O sedimento desta operagiio fol mantido em
geladeira durante 4 horas nuwma solucdo fixa-
dora (PH 7.2, 360 mOsm/{) de glutaraldeido
a 29 em tampdio cacodilate de sédio. Em se-
guida, o sedimento fol submetido, durante 40
minutos, a um processo de pés-fixacho pelo
4dcido Gsmico a 1% em tampio cacodilato,
tendo sido mantidas as mesmas condicles de
temperatura, pH e osmolaridade.

Apds lavagem, o material permaneceu du-
rante 12 horas em solugho de acetate de ura-
nila & 0,6%, tende sido entfo processada a
ineinsdo em resina Polylite (Wrigr & Kismm-
LiUs ), de acorde com as téenicas de prepa-
racio para microscopia eletrdnica.

do Instituio Adolfc Lutz, Sio Paulo, SP.
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Og cortes ultrafinoes, obtidos em mierdtomo *
de avango meciinico, usando-se navalhas de
vidro, foram colhides em grades previamente
recobertas por Formvar e corados por acetato
de uranila e citrato de chumbo ?. Foram exa-
minados e decumentados, utilizando-se micros-
cépios eletrdnicos ** operando a 60 kV.

RESULTADOS

Az observagbes decumentadas através da
mieroscopia eletronica revelam s presenca de
particulas semelhantes a virus, esféricas, apre-
sentando um didmetro de cerca de 80 nm.
O core central, com difimetro de aproximada-
mente 37 nm, revela-se sempre elétron-denso
e envolte por uma camada elétron-transpa-
rente, delimitada por uma nitida membrana
envoltéria. Entre ¢ core da particula e a mem-
brana delimitante sfo obsgervadas finas estru-
turas que cruzam a camada eléiron-iranspa-
rente, dando ao conjunto wm aspecte radial
(fig. 1).

As particulas, ora em grupos ora isoladas,
ndo foram detectadas em todas as células de
uma mesma cultura. Quando presentes, loca-
lizavam-se na luz de cisternas do reticulo
endoplasméatico (RE), tendo sido muitas vezes
documentiados, nas observagbes realizadas,
aspectos de um processo caracteristico de sua
formagéo, qual seja, por brotamento para a
luz do RE (fig. 2 e 3). Notou-se, também, um
aumento exagerado ne espa¢o perinuclear o
qual, freqgitentemente, é ocupado por intGmeras
particulas (fig. 4).

Niao foi constatado gualquer indicio de pro-
cesso de brotamento na membrana citoplas-
matica da célula, isto &, brotamento para fora
da célula. Também ni3o foram observadag, nag
intmeras inclusbes realizadas, particulas vi-
rais na matriz citoplasméatica, bem come nio
houve evidéncias morfoldgicas que sugerigsem
o envolvimento do ndcleo na formagdo das
particulas.

DISCUSSA0 E CONCLUSAO

BerNuarD & TOURNIER 2 foram os primeiros
a descrever particnlas semelhantes a virus
que causam infeegbes inaparentes nas cultu-
ras de células BHEK-21. SyrrMAN ef alii?,
nestas mesmas linhagens de células, descre-
veram particulas semelhantes e denominaram-
-nas “particulas R” devide ao aspecto radial
caracteristico do core dessas particulas. DE
HARVEN ¢ desereveu, também, a “particula R”
em culturas de células BHK-21.

RossieNoL ef alii® estudaram a atividade
bioquimica associada & “particala R” em cultu-
ra de células de hamster, enquanto BERGMANN
& Worrr! estudaram a acdo de drogas indu-
zindo a formacgfo de “particulas R"” em BHEK-

*  Servall, med. Porter-Blum.
**  Philips EM-200 ¢ EM-400,

72

21 clone-F. A atividade bioquimica desta par-
tieula fol muito explorada por varios autores,
atribuindo-lhe alguns um cardter oncoginico
em hamster.

A ocorréncia de particulas contaminantes
é fenbmeno freglients nas culturas celulares
e geralmente, tratando-se de infecgdes inaps-
rentes, isto é, sem manifestagles de efeitog
citopdticos, somente é detectivel através da
microscopia eletrénica,

No laboratério de microscopia eletrénica do
Instituio Adolfo Lutz, preparacdes inoculadas
de BHX.21, inoculadas tanto com ¢ virus Ro-
eio eomo com o virus da rubéola, mostraram
gue “particulas R” e os virus em questio
coexistem perficientemente, diferenciando-se
pelos seus caracteres morfoldgicos, nada suge-
rindo gualquer inibigdo, interagéo ou interfe-
réncia. Entretanto, ouiras culturas de BHX-21,
inoculadas com virus da coriomeningite linfo-
citdria, apresentaram somente “particulas R”,
nao sendo possivel inferir, j& que as observa-
cbes se basearam apenas em dados morfold-
gicos, um provével fenfmeno de inibicde.

Os resultados obtidos neste trabalho coinci-
dem com os de MURPHY et alit® e CROMACK?,
O primeiro, trabalhou com células BHE ino-
euladas com o virus da rubdola, enquanto que
o segundo, trabalhande com wam arbovirus
(WEE), utilizou cultura de células de em-
bridc de galinha; nestas, ocorrem particulas
virais distintas das “particulas R” por apre-
sentarem formaglo por brotamento da mem-
brava citoplasmaticea, ou seja, para fora da
célula.

As particulas virais presentes nas observa-
¢oos ultraestrufurais apresentadas neste tra-
balho, e apontadas nas figuras que ilustram
0 mesmo, sio semelhantes 3s descritas pela
literatura citada.

A ocorréncia de células que nio apresentam
“particula R”, entre células altamente infec-
tadas, nioc péde ser explicada, uma vez gue,
entre outras razoes, foram levadas em consi-
deragio a aleatoriedade do plano de corte ou
possiveis diferencas existentes entre células
de uma mesma cultura.

A presenga das “particulaz R” em culturas
de células BHK-21 é problema internacional
e parece escapar aos euidados na culiura celu-
lar, uma vez que o virus deve estar ligado a
fatores genéticos da prépria célula,
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FIGURA 1 — A seta indiea “particula R” com morfologia caracteristica. Finas estruturas radiais
cruzam a camada elétron-transparente, entre o core da particula e a2 membrana delimi-
tante. N = nicleo.

FIGURA 2 — Fotomicrografia eletrinica de célula BHE-21. As setas mostram grupo de “particulas R”
em cisterna do reticulo endoplasmatico.
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FIGURA 3 — Fotomicrografia eletrénica de célula BHX-21, cujas setas apontam “particulas R" em
brotamente para o interior das cistenas de reticulo endoplasmético.

FIGURA 4 — Fotomicrografia eletrdnica de particulas R” no espago perinuclear. N = nieleo.
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ABSTRACT: Electron microscopy of cultures of BHEK-21 cells disclosed virus-
-like particles resembling the “R™ particles observed by other authers. Particles
seemingly originated through budding of the endoplasmatic reticulum wmembrane.
Fully grewn particles were usually found in the Jumen of the endoplasmie reticulum

or in the perinuclear space.

DESCRIPTORE: virus-like

particle;

R-type

virus-like particle, detection,

structure; cell, BHE.21, culture; electron mlicroscopy.
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