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RESUMO: Em culturas de células BHK-21, são descritas partículas
semelhantes a vírus, cuja morfologia característica corresponde às "partículas R"
constantes da literatura internacional. Por meio de fotomicrografias eletrônicas,
são documentados a formação dessas partículas por brotamento nas membranas
do retículo endoplasmático, bem como, detalhes da sua ultraestrutura.

DESCRITORES: vírus; "partícula R", detecção, ultraestrutura; célula BHK-21,
cultura; mícroscopia eletrônica.

INTRODUÇÃO

Células BHK-21, ou seja, fibroblastos de
rim de hamster recém-nascidos são ampla-
mente utilizadas em virologia,

No curso de observações realizadas na Seção
de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo
Lutz, em células BHK-21 experimentalmente
inoculadas em vários laboratórios, que traba-
lham na área de virologia, freqüentemente
eram detectadas partículas semelhantes a ví-
rus, cuja morf'ologia não correspondía ao vírus
objeto da pesquisa. A ocorrência destas partí-
culas nas amostras examinadas determinou
cuidados especiais por parte dos autores, no
sentido de conhecer sobre a ocorrência, estru-
tura e aspectos da formação destas partículas,
a fim de que pudessem operar livres de erros
que viessem comprometer os trabalhos em
andamento.

A realização do presente trabalho tem como
objetivo fornecer elementos que possam servir
de auxílio, em nosso meio, aos estudos que são
realizados em laboratórios que utilizam cultu-
ras celulares.

MATERIAL E MÉTODOS

Culturas de células BHK-21, em meio Eagle,
fornecidas pela Seção de Culturas Celulares
do Instituto Adolfo Lutz, tiveram sua mono-
camada raspada cuidadosamente da superfí-
cie por bastão de vidro com coifa de borracha
em uma das pontas. Foram, então, submeti-
das a baixa centrifugação durante 10 minutos.
O sedimento desta operação foi mantido em
geladeira durante 4 horas numa solução fixa-
dor a (PH 7.2, 360 mOsm/l) de glutaraldeído
a 2% em tampão cacodilato de sódio. Em se-
guida, o sedimento foi submetido, durante 40
minutos, a um processo de pós-fixação pelo
ácido ósmico a 1% em tampão cacodilato,
tendo sido mantidas as mesmas condições de
temperatura, pH e osmolaridade.

Após lavagem, o material permaneceu du-
rante 12 horas em solução de acetato de ura-
nila a 0,5%, tendo sido então processada a
inclusão em resina Polylite (WEIGL & KISIE-
LIUS10), de acordo com as técnicas de prepa-
ração para microscopia eletrônica.

,. Realizado na Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Os cortes ultrafínos, obtidos em micrótomo *
de avanço mecânico, usando-se navalhas de
vidro, foram colhidos em grades previamente
recobertas por Formvar e corados por acetato
de uranila e citrato de chumbo 7. Foram exa-
minados e documentados, utilizando-se micros-
cópios eletrônicos ** operando a 60 kV.

RESULTADOS

As observações documentadas através da
microscopia eletrônica revelam a presença de
partículas semelhantes a vírus, esféricas, apre-
sentando um diâmetro de cerca de 80 nm.
O core central, com diâmetro de aproximada-
mente 37 nm, revela-se sempre elétron-denso
e envolto por uma camada elétron-transpa-
rente, delimitada por uma nítida membrana
envoltória. Entre o core da partícula e a mem-
brana delimitante são observadas finas estru-
turas que cruzam a camada elétron-transpa-
rente, dando ao conjunto um aspecto radial
(fig. 1).
As partículas, ora em grupos ora isoladas,

não foram detectadas em todas as células de
uma mesma cultura. Quando presentes, loca-
lizavam-se na luz de cisternas do retículo
endoplasmático (RE), tendo sido muitas vezes
documentados, nas observações realizadas,
aspectos de um processo característico de sua
formação, qual seja, por brotamento para a
luz do RE (fig. 2 e 3). Notou-se, também, um
aumento exagerado no espaço perinuclear o
qual, freqüentem ente, é ocupado por inúmeras
partículas (fig. 4).

Não foi constatado qualquer indício de pro-
cesso de brotamento na membrana eitoplas-
mâtica da célula, isto é, brotamento para fora
da célula. Também não foram observadas, nas
inúmeras inclusões realizadas, partículas vi-
rais na matriz citoplasmática, bem como não
houve evidências morfológicas que sugerissem
o envolvimento do núcleo na formação das
partículas.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

BERNHARD& ToURNIER2 foram os primeiros
a descrever partículas semelhantes a vírus
que causam infecções inaparentes nas cultu-
ras de células BHK-21. SHIPMAN et alii 9,
nestas mesmas linhagens de células, descre-
veram partículas semelhantes e denominaram-
-nas "partículas R" devido ao aspecto radial
característico do core dessas partículas. DE
HARVEN4 descreveu, também, a "partícula R"
em culturas de células BHK-21.

ROSSIGNOLet alii 8 estudaram a atividade
bioquímica associada à "partícula R" em cultu-
ra de células de hamster, enquanto BERGMANN
& WOLFF1 estudaram a ação de drogas indu-
zindo a formação de "partículas R" em BHK-

* Servall, modo Porter-Blum.
** Phílips EM-200 e EM-400.
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21 clone-F. A atividade bioquímica desta par-
tícula foi muito explorada por vários autores,
atribuindo-lhe alguns um caráter oncogênico
em hamster.

A ocorrência de partículas contaminantes
é fenômeno freqüente nas culturas celulares
e geralmente, tratando-se de infecções inapa-
rentes, isto é, sem manifestações de efeitos
citopáticos, somente é detectável através da
microscopia eletrônica.

No laboratório de microscopia eletrônica do
Instituto Adolfo Lutz, preparações inoculadas
de BHK-21, inoculadas tanto com o vírus Ro-
cio como com o vírus da rubéola, mostraram
que "partículas R" e os vírus em questão
coexistem perfi cientemente, diferenciando-se
pelos seus caracteres morfológicos, nada suge-
rindo qualquer inibição, interação ou interfe-
rência. Entretanto, outras culturas de BHK-21,
inoculadas com vírus da coriomeningite Iinfo-
citária, apresentaram somente "partículas R",
não sendo possível inferir, já que as observa-
ções se basearam apenas em dados morfolô-
gicos, um provável fenômeno de inibição.

Os resultados obtidos neste trabalho coinci-
dem com os de MURPHY et alii 5 e CROMACK3.
O primeiro, trabalhou com células BHK ino-
culadas com o vírus da rubéola, enquanto que
o segundo, trabalhando com um arbovírus
(WEE), utilizou cultura de células de em-
brião de galinha; nestas, ocorrem partículas
virais distintas das "partículas R" por apre-
sentarem formação por brotamento da mem-
brana citoplasmática, ou seja, para fora da
célula.

As partículas virais presentes nas observa-
ções ultraestruturais apresentadas neste tra-
balho, e apontadas nas figuras que ilustram
o mesmo, são semelhantes às descritas pela
literatura citada.

A ocorrência de células que não apresentam
"partícula R", entre células altamente infec-
tadas, não pôde ser explicada, uma vez que,
entre outras razões, foram levadas em consi-
deração a aleatoriedade do plano de corte ou
possíveis diferenças existentes entre células
de uma mesma cultura.

A presença das "partículas R" em culturas
de células BHK-21 é problema internacional
e parece escapar aos cuidados na cultura celu-
lar, uma vez que o vírus deve estar ligado a
fatores genéticos da própria célula.
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FIGURA 1 - A seta indica "partícula R" com morfologia característica. Finas estruturas radiais
cruzam a camada elétron-transparente, entre o core da partícula e a membrana delimi-
tante. N = núcleo.

FIGURA 2 - Fotomicrografia eletrônica de célula BHK-21. A~ setas mostram grupo de "partículas R"
em cisterna do retículo endoplasmático.
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FIGURA 3 Fotomicrografia eletrônica de célula BH:\(-21, cujas setas apontam "partículas R" em
brotamento para o interior das cistenas de retículo endoplasmático.
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FIGURA 4 - Fotomicrografia eletrônica de partículas R" no espaço perinuclear. N = núcleo.
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ABSTRACT: Elect rcn microscopy of cul tures of BHK-21 cells disclosed vírus-
-Iike particles resembling the "R" particles observed by other authors. Particles
seemingly originated through budding of the endoplasmatic reticulum membrane.
Fully grown particles were usually found in the lumen of the endoplasmic reticulum
01' in the perinuclear space,

DESCRIPTORS: virus-like particle; R-type virus-like particle, detection,
structure; cell, BHK-21, culture; electron microscopy,
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