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RESUMO: PFoi isolada nova linhagem celular de rim de vitelo, a qual vem sendo
cultivada ha mais de 8 anos. Os testes de susceptibilidade celular frente aos virus do
herpes simples (Herpervirus hominis) tipo i, sarampo, vacinia, rubéols, virus da esto-
matfite vegioular, variola bovina, polioviraus tipe 1, virus llhéus, ¢ o teste da sensibi-
lidade, comparada com a de oufbras culturas celulares, tals como Vero, HEp., Av,
BHX-23 e RC-IAL, revelam gue a cultura RV-IAL pode ser utilizada para estudos
virolégicos em seres humanos e em animals, e nas pesquisas com interferon, Morfo-
logicamente esta linhagem tem aparéneia fibrobléstica com discretas alteracfes, desde
o inieio do cultive. O maior indice de multiplicac¢fic fol obtide entre os 4.2 ¢ 8.9 dias
de crescimento, Anélises cromossOmicas feifas entre as passagens 50-55 indicam que

esta linhagem, inicialmente dipléide, fornou-se heteropldide,

DESCRITORES: céluls, isolamento; linhagem celular de rim de vitelo (RV-14L),
susceptibilidade a virus; virus, cultivo em cultura de céluias de tim de vitelo

(RV-IAL).

INTRODUGAD

As céluias primarias de rim de vitelo tém
side empregadas para estudos de virus bo-
vinog 1 5 1 e wyirus humanosd & 12, havendo
pois interesse no estabelecimento de linhagens
permanentes destas céluias.

Neste trabalho apresentames nova linhagem
eelular de vim de vitelo com aparéneia fibro-
blastica, 2 gqual designamos come RV.JAL
{Instituto Adolfo Lutz), seguida de suas
caracteristicas, comportamento in 2ilre e
susceptibilidade para alguns virus humanos
e animais.
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MATERIAL E METODOS

Culture primdric

Rim de vitelo de 7 dias, colhido asseptica-
mente apds a sanguiz do animal, foi colocads
em solugdo salina tamponada, pH 7,5, com
antibiéticos (100 U.L de penicilina e 100 ug
de estreptomicina/ml}. Depocis de limpo, foi
retalhade e colocado em Meio Minimo de
Eagle em solugio salina balanceada de Earie
(MME}, suplementade com 104, de soro de
vitelo (8V) ¢ inativado, com antibiéticos.
Apbés 24 horas, o rim fol picado ¢ lavado
3 vezes com solucfie salina tamponada com
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antibidticos. A tripsinizacfio foi efetuada
pelo método de Youngner7. As células foram
suspensas em MME com 109 SV, na
concentragdo de 5 x 10 % células/ml, semeadas
em frascos apropriados para culturas de
eélulas, e incubadas a 36°C até formarem
camada celular confluente.

Culture secunddrie

A primeira subcultura foi feita no 15.°
dia, sendo que pava a dispersiio do tapede de
células foi utilizada uma associagie de trip-
sina a 0,209% e Versene, a 0,029 % As células
foram ressuspendidas em MME com 109
de SV, semeadas em frascos de culturas de
células e incubadas a 86 9C, por um periode
de 7 dias. As passagens seguintes foram
feitas em intervalos semanais, na proporgio
de 1:2.

Congelamento celwlar - Células RV-IAL
foram ressuspendidas em MME com 10%
de 8V, contendo 59 de glicerol. A suspenséo
celular foi estocada, tanto em congelador a
-706 °C, como em nitrogénio liguide, & -196 °C.

Curva de cresciments — Em intervalos de
24 horas, durante o periodo de 8 dias conse-
cutivos, fez-se a contagem de células de 3 tubos
de ensaio, utilizando-se a edmara de Neubauer.
A partir do nidmero de células contadas em
cada tubo, caleulou-se a média que foi utili-
zada para a elaboragio da curva de eresci-
mento. Este estudo foi realizado na 382
passagem, e todog o tubos foram semeados
no mesmo dia, sems nenhuma troca de meio
durante oz dias de contagem.

. Caridtipe — Para as analises cromossdmi-
cas, tubos com laminulas foram semeados
com 1 x 10% a 2 x 105 de células/ml, A
téenica utilizada foi a mesma descrita por
TJIO & PUCK 1} com modificacbes na solucdo
hipoténica (KCL 0,675 M), no fixador (&lcool
metilico e dcido acétieo glacial na proporcio
de 3:1) e no corante usado, que foi o Glemsa,
em solugho-tampio de fosfato. As placas
metafisicas foram observadas com a objetiva
de imersdo,

Susceptibilidede wviral — As amostras de
virus utilizadas para testar a susceptibilidade
das células RV-IAL foram: virus da rubéola,
amostra Westpoint, adaptade a células
BHE-21; virus da vacina do sarampo, amos-
tra Edmonston, adaptado a células Vero;
virus do herpes simples tipo 1, amostra
MecIntyre, adapiado a células Vero; virus da
vacinia usade na vacina antivariélica, smos-
tra fornecida pele Institute Butantan, Sio
Paulo, Brasil, adaptado a células Sire; virus
da wvariola bovina (cow-powx), amostra obtida
no “Center for Disease Control”, Atlanta,
Georgia, EUA, adaptado a células Sire;
virus da estomatite vesicular do bovino,
amostra fornecida pelo Instituto Biolégico,
Sde Paule, Brasil, adaptada a células
BHE-21; wvirus Ilhéus, maniido em camun-
dongoes ¢ adaptado a células Vero; e virus
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da polio tipo 1, amostra Mahoney, obtida no
“Center for Diseases Control”, adaptade a
célulag Vera,

Tubos de células RV-IAL, com suspensio
celular de 200.000 células/ml de MME com
109 8V, foram wusados para inoecular os
virus acima citados. O meio de crescimento
foi desprezado e 0,1ml! de cada uma das
amostras de virus contendo 100 DICT R0%
foi inoculado, os tubos foram incubados a
37°C, por 30 minutos, para adsorcio viral.
Em seguida, fol adicionado o meio de manu-
tencdo (MME com 5% 8SV), as culturas
foram incubadas a 87 2C, e observadas diaria-
mente até a leitura final aos 6-7 dias de
incubagdo.

Foram feitas, ainda, titulacBes com o virus
da estomatite vesicular bovina, a fim de se
comparar =z sensibilidade da linhagem RV-
-TAL com a de outras culturas celulares, tais
como: Avwv;, Vero, HEp., RC-IAL e BHK-21.
Para o cidleulo dos titules usou-se o método
de Reed-Muench?,

RESULTADOS

As células RV-IAL vém sendo cultivadas
hé 3 anos, sem nenhuma mudanca no meio
utilizade desde a sua ecultura priméria,
Inicialmente eram necessdrios 7 dias para
se formar uma camada confluente com repi-
ques de 1:2; atualmente, sfc necessirios de
4 a 6 dias, com repiques de 1:3. Este fato
fol comprovade pelo estude da curva de ecres-
cimento que indica que ¢ maior indiee de
multiplicacio se dd em torno do 4.° ao 6.0
dias de cultivo, chegando a quadruplicar o
nimero de células iniciais (fig. 1}.

As tnicas alteragies morfoldégicas nas
células foram observadas durante as primeiras
passagens em que apresentavam a aparéneia
de fibroblaste logo no inicic do cultivo, isto
é, apds 24 horas de semeadas no fraseo de
cultura. Entretanto, na 10.% passagem, as
células apresentaram mudancas, pois em 24
horas de cultivo, apresentavam-se bem maio-
res em tamanho, e de forma arredondada
quando ecomparadas As eélulas das primeiras
passagens; todavia, no decorrer do eresci-
mento, tornavam-se novamente finas e alon-
gadas, com a tipica aparéncia de fibroblasto
(fig. 2).

De acordc com as andlises cromossdomicas
feitas enire as passagens B50-55, a cultura
RV-IAL mostrou-se heteropléide, com um
nimero modal de 54 cromossomos (o ntmero
de cromossomos da espéeie Bos tourus é
2n = 60), conforme a figura.

Quanto & viabilidade celnlar, apés o eon-
gelamento, esta linhagem mostrou-se resis-
tente a baixas temperaturas, pois apés 18
meses, a -196°C, apresentou viabilidade de
90% e, apdés 3 meses, a ~T0 °C, apresenton
também viabilidade de 809,
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A susceptibilidade da linhagem RV-IAL
aos virus experimentados esti indicada na
tabela 2.

Dos oito virus wusados, somente cinco
causaram efeito citopatico nas células RV-
-JAL, com algumas diferencas entre eles.
Assim, o virus do herpes simples tipo 1 (fig.
3) e o virus da estomatite vesicular bovina
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causaram efeito citopético positivo (++-++)
antes de completar 24 horas de incubacdo
célula-virus. O virus da vacinia apresen-
tou efeito positivo (++++), com 48 horas
de incubacdo célula-virus (fig. 4), o
virus Ilhéus e o -virus da variola bovina
(cow-pox)  apresentaram também  efeito
positivo (++-++) apés 48 horas de incuba-
¢do célula-virus (fig. b5). Nao foram
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FIGURA 1 — Curva de crescimento da linhagem celular RV-IAL,

FIGURA 4 — Células RV-IAL inoculadas com o
virus da vacinia,
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FIGURA 3 —— Células RV-IAL inoculadas com o
virus do herpes simples, tipo 1.
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FIGURA 5 -— Células RV-IAL inoculadas com o
virus da varfola bovina (cow pox).
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observados efeitos cilopaticos nas ecélulas
inoculadas com os virus da rubéola, sarampo,
ou poliovirus tipo 1. E imperiante ressalfar
que ndo houve nenhuma adaptaciio anterior
destes virus & linhagem RV-IAL, e que no
foi feita gquaiquer passagem cega nestas
células para verificagio de posterior efeito
citopatico. Também nao foi estudado, pela
imunoflnoreseéneis, se houve crescimento ou
nfio dos virus gue ndo causaram efeilo cito-
patico.

A comparagio do titulo do virus da esto-
matite vesicular, na cultura celular RV-IAL,
com o de outras eulturas celulares estd indi-
cada na tabela 3, onde se pode cbservar que
ag células RV-IAL sfc mais sensiveis gue as
célulag Awv,, e HEp., igualmente sensiveis as
eélulas RC-IAL, ¢ menos sensiveis que as
céluias BHEK-21 e Vero.

DISCUSSAQ

Segundo a literatura, & maioria das células
bovinas isoladas em diferentes laboratdrios
passoz por uma fase de crescimento mais
lento® % ¢ ¢ por algumas mudangas morfo-
légicas 6 8 18 yariando de fibroblaste para
epitelial, e de epitelial para {fibroblasto. A
Gnica célula que nAo apresentou alteragdes
fol a da linhagem epitelial isolada por
BRION & GRUEST?2 Este é um achado
importante, pois ¢ mesmo aconteceu as células
RV-IAL gue nfic apresentaram modificacBes
tio evidentes na sua morfologia. Quanto ao
seul crescimento, todas as linhagens bovinas
tiveram um pericdo em que o crescimento era
mais lenio; este fato fambém ocorreu com
a cultura RV.IAL, por volta da 152 passa-
gem, pois levava quase 15 dias para se
formar a camadsa confluente, com repiques de
1:1. Talvez tenha sido nesta fase de eres-
cimento mais lente que a cultura se fenha
estabelecido.

A nova linhagem ¢ mantida sem antibiéti-
cos, e o exame pela microscopia eletrdnica
revelou que estas células sfo livres de
particulas virais ou de qualguer outro eonta-
minante.

A susceptibilidade frente aos virus testados
e & comparagio com outras culturas indieam
que a linhagem RV-IAL pode ser utilizada
em virclogia humana e animal e, possivel-
mente, apresenta outras potencialidades como
na produgio de interferon, vacinas ete,
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TABELA 1
Fregiiéncie do nuwmero de eromossomog em 40
célulos
k1]
NO do eélulas N.2 de cromossomos
por célula
5 38
47
3 B0
10 54
5 B7
60
62

TABELA 2

Susceptibilidade das oélulas RV-IAL aog virus
indicados

Virus (100 BICT 509%) Efeito citopético

H

Estomatite vesicular
bovina

herpes simples tipo 1
varfola bovina

s
]

vacinia
1ihéus
sarampo
rubéola
pélio tipo 1 —

T o =

!

{43 == susceptivel
{—) == nifio suscepiivel

TABELA 3

Sengibilidade de lnkugens celulares ao wirus
de estomatite wvesicular boving

Linhagens celulares Titul{olotgg)viws
HE¢e, 2,00
Av, 2,50
RV.IAL 3,28
RC-IAL 2,50
BHE-21 4,77
YVero 5,33
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ABSTRACT: A new cell line of calf kidney was isolated and has been culti-
vated for the last three years, The new line has fibroblast.like appesrance with
slight alierations since iselation, Cell multiplication index is higher betwsen the
4th and 8th days of growth, Chromosomic analysis of passages ns. 50 to 55 indieated
that the initially dipHold cells became heteroploids. The new line showed itself to
be capable of supporiing the growth of the viruses {ipe 1 herpes simplex, vaecinia,
vesicular siomatitis, cow-pox and Iihéus virus. Compsarison of these results with
those obiained with cell lines such as AV, Vero, HEp,, BHEK-21 and RC-IAL disclosed
that the new cell line is adequate for virus studies.

DESCRIPTORS: cell, isolation; cell line, calf kidney cell, susceptibility to virus;
virus, cultivation in calf kidney cell culture.
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