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Introdução

Atualmente as culturas de células animais são
utilizadas em várias áreas de pesquisa. Entre as prin-
cipais aplicações, destacam-se o diagnóstico das in-
fecções causadas pelos vírus, através do isolamento
e identificação desses agentes, a produção de vaci-
nas antivirais e de reagentes biológicos. Quanto ao
diagnóstico virológico, a aplicação dos substratos
celulares está diretamente correlacionada à suscep-
tibilidade ao crescimento dos vírus e à capacidade
do agente infectante de causar alteração celular de-
nominada efeito citopático (ECP). Resulta ser ne-
cessário a existência de linhagens celulares
contínuas que apresentem amplo espectro de sus-
ceptibilidade aos vírus e que demonstrem ECP fa-
cilmente evidenciados pela microscopia comum.

Com este propósito, e devido a existência de
limitado número de linhagens celulares
contínuas, originárias de rim de coelho, como:
ERK1, RK13, RbK e LLC-RK1, foram feitas tenta-

tivas para isolar uma linhagem celular desta ori-
gem na Seção de Culturas Celulares do Instituto
Adolfo Lutz (IAL). Como resultado, uma linha-
gem contínua de células de rim de coelho vem
sendo cultivada desde 1976.

O objetivo do presente trabalho é apresentar e di-
vulgar as características desta nova linhagem celular
isolada e estabelecida, a qual passamos a denominar
RC-IAL (rim de coelho - Instituto Adolfo Lutz), e
que oferece perspectivas de interesse para os pesqui-
sadores na área da virologia, saúde pública e, even-
tualmente, em outras áreas da pesquisa científica.

Material e Método

Cultura Primária

De 5 coelhos albinos de 8 dias fornecido pelo
biotério do IAL, foram colhidos assepticamente
através de cirurgia a cortex renal e, em seguida,
um "pool" desse material foi tripsinizado pelo mé-
todo de Youngner9. As células após tripsinização
foram suspensas em meio mínimo de Eagle
(MME), em solução salina balanceada de Earle,
suplementado com 10% de soro de vitelo inativa-
do (SV) e semeadas em frascos próprios para cul-
tura de células, com 5x105 céls/ml. Os frascos se-



meados foram incubados a 36°C para a formação
da monocamada celular.

Cultura Secundária

O primeiro subcultivo foi feito após 72 h sendo
usado para a dispersão da monocamada celular
uma associação de tripsina 0,20% e versene 0,02%
(ATV)9. As células foram suspensas em MME
com 10% de SV e incubadas a 36°C. Os repiques
subseqüentes foram feitos em intervalos semanais
na proporção de 1:3.

Congelamento Celular

As células RC-IAL foram preservadas tanto em
congelador a -70°C como em nitrogênio líquido a
-196°C. O meio de preservação foi constituído de
MME com 10% S V, contendo 10% de dimetil-
sulfóxido (DMSO)9.

Curva de Crescimento

Durante o período de 7 dias consecutivos, em
intervalos de 24 h foram feitas contagens de célu-
las de 3 tubos de ensaio, utilizando-se a câmara
hemocitométrica (Neubauer). A partir do número
de células contadas em cada tubo, calculou-se a
média diária que foi utilizada para elaboração da
curva de crescimento. Os tubos utilizados no pre-
sente estudo, foram semeados no mesmo dia na
concentração de 2x105 céls/ml, sem troca de meio
durante os dias de contagem.

Eficiência de Plaqueamento

As células RC-IAL foram semeadas em placas
de Petri de 20 cm2 de área, nas concentrações, de
25, 50, 125 e 250 céls/cm2 e incubadas a 36°C
em ambiente de 5% de CO2 por 8 dias. Após este
período, o meio de cultura foi desprezado e as cé-
lulas coradas com solução de violeta de genciana
0,1% em ácido cítrico 0,1M. As colônias de ta-
manho médio foram contadas e a percentagem
calculada.

Crescimento Celular Dependente de Ancoragem

A capacidade das células RC-IAL crescerem
dependente de ancoragem foi avaliada pela técnica
de Macpherson e Montagnier11. Placas de Petri
com ágar semi-sólido foram semeadas com a con-
centração celular de 5x105 céls/ml em ambiente de
5% de CO2 a 36°C e examinadas diariamente em
microscópio invertido durante um período de 8
dias. Nesta verificação, foi utilizada a linhagem
celular HeLa (ATCC-CCL-2)1 como controle.

Comprovação da Espécie de
Origem-Caracterização Imunológica

Células RC-IAL na concentração de 1x106 céls/
ml foram tratadas com antisoro de coelho, produzi-
do em camundongo BALB/c, por 60 min à tempera-
tura ambiente2. Posteriormente, as células foram la-
vadas em solução salina balanceada de Hanks (SSB
de Hanks) com 0,1% de azida sódica e o anticorpo
fluoresceínado anti-IgG de camundongo (Cappel)
foi adicionado por 60 min à temperatura ambiente.
A seguir, as células foram lavadas em SSB de Hanks
com 0,1% de azida e examinadas em microscópio
(Olympus) sob iluminação de lâmpada de halogê-
nio. A especificidade da ligação do anticorpo na
reação foi comparada ao controle realizado com a
linhagem celular HeLa1.

Análise Cromossômica

As preparações cromossômicas foram feitas
com células na fase exponencial de crescimento,
tratadas com 0,00016 mg/ml de colchicina por 6 h
a 36°C. Após este período, as células foram trata-
das com solução hipotônica 0,075M de KC1 por
30 min e então fixadas com ácido acético-metanol
na proporção de 1:3. A coloração foi feita pelo
método convencional de Giemsa e as metáfases
foram fotografadas em objetiva de imerção do mi-
croscópio óptico comum.

Susceptibilidade a Alguns Vírus

Os seguintes vírus foram isolados e identifica-
dos no Serviço de Virologia do IAL, com exceção
da amostra padrão do citomegalovírus (AD169) e
da amostra do sarampo que foi a vacina Edmons-
ton adaptada à linhagem contínua denominada
Vero:

Orthopoxvírus- vacínia e cowpox (varíola
bovina)
Herpesvírus- herpes simples (VHS) tipo 1 e
2, varicela- zoster (V-Z) e citomegalovírus
(CMV)
Enterovírus- poliovírus tipo III
Flavivírus- dengue tipo I
Rubivírus- vírus da rubéola (rubella)
Paramyxovírus- vírus do sarampo

Estes vírus foram inoculados em tubos de célu-
las RC-IAL, utilizando-se em média de 4 a 6 tubos
para cada amostra de vírus, o volume inoculado
variou de 0,1 a 0,2 ml contendo 100 DICT50%. As
células inoculadas foram incubadas a 36°C e ob-
servadas ao microscópio comun invertido por 21
dias, com troca do meio de manutenção (MME



com 1% SV), a cada 4-5 dias. Da mesma maneira,
procedeu-se com 4-5 tubos de RC-IAL não inocu-
lado com vírus e que representaram os controles
das células. Os tubos que apresentaram ECP com
3 a 4 cruzes (+) foram congelados a -70°C para
posterior passagem. Também foram congelados os
tubos que não apresentaram ECP após os 21 dias
de observação. Exceção aos tubos inoculados com
os vírus V-Z em que a passagem foi realizada com
as células em suspensão. Todos os tubos após des-
congelamento foram tratados pelo ultrasom, cen-
trifugados a 2.000 rpm por 15 min e 0,5 ml do so-
brenadante foram inoculados em garrafas plásticas
de 30 ml (Descarplast).

Foram usadas 2 a 3 garrafas para cada amostra
de vírus e também 2 a 3 garrafas não inoculadas
serviram de controles das células RC-IAL. As gar-
rafas foram incubadas a 36°, observadas por mais
21 dias com troca de meio a cada 6-7 dias. O uso
da garrafa plástica visou unicamente a compro-
vação fotográfica.

Resultados

A linhagem celular RC-IAL, com a típica apa-
rência fibroplástica (Fig. 1) vem sendo cultivada
há 15 anos no mesmo meio de crescimento, sem
nenhuma alteração na sua morfologia ou taxa de
multiplicação celular, pois a monocamada desde
sua cultura primária é formada em 72 horas na
proporção de repique de 1:3, fato comprovado
pelo estudo da curva de crescimento, indicando
que o maior índice de multiplicação está em torno
do 3° e 4° dias de cultivo, com a duplicação do
número de células semeadas (Fig. 2).

De acordo com os estudos da eficiência de pla-
queamento, onde o número de colônias de tama-
nho médio foi calculado em relação ao número de
células semeadas, esta linhagem apresentou uma
eficiência de clonagem ao redor de 9%, sugerindo
que esta linhagem apesar de ser de fácil manu-
tenção é muito sensível a pequenas alterações do
meio durante seu cultivo.

Em relação ao crescimento dependente de an-
coragem, a linhagem RC-IAL não formou
colônias quando semeadas em ágar semi-sólido,
em contraste com a linhagem celular HeLa, que
nas mesmas condições permitiu a formação de
colônias facilmente identificadas.

A análise cromossômica realizada na 150a pas-
sagem mostrou que numa amostragem de 110
metáfases, 28 possuiam 44 cromossomos, o
número modal da espécie (2n=44) (Fig. 3) e em 16
e 14 metáfases, respectivamente, possuiam uma
variação de mais ou menos um cromossomo. A so-
matória destas variações está ao redor de 50%.



A comprovação da espécie de origem foi reali-
zada por imunofluorescência indireta, onde o anti-
corpo anti-coelho apresentou uma ligação es-
pecífica com a linhagem celular RC-IAL, com alta
intensidade de fluorescência (Fig. 4), em relação à
linhagem celular HeLa, utilizada como controle,
que resultou completamente negativa.

Em relação à susceptibilidade dos vírus usados,
houve replicação dos vírus da vacínia, cowpox,
herpesvírus tipo 1 e 2 e da rubéola com apresen-
tação do ECP evidente e característicos destes
vírus (Fig. 5, 6, 7, 8 e 9).

Os demais vírus inoculados não apresentaram
quaisquer alterações no aspecto morfológico da
RC-IAL, isto é, as células permaneceram durante
os períodos de observação iguais ou semelhantes
aos controles.

Discussão

Novas linhagens celulares despertam interesse
nas diferentes áreas de pesquisa, razão pela qual
descrevemos esta nova linhagem celular estabele-
cida de rim de coelho (RC-IAL), que vem sendo
cultivada neste laboratório desde 1976 sem jamais
ter sido tratada com qualquer antibiótico ou fun-
gicida. Esta linhagem tem sido utilizada para isola-
mento e identificação de vírus e, nos últimos 3
anos, para detectar "in vitro" citotoxicidade de ma-
teriais médico-hospitalares que entram em contato
com o ser humano5.

Quando comparou-se o comportamento das cé-
lulas RC-IAL com outras linhagens estabelecidas
de rim de coelho, verificou-se que esta foi a única
linhagem de rim de coelho descrita na literatura







especializada que até a 150a passagem não sofreu
alteração morfológica e continua a apresentar a
aparência fibroblástica demonstrada no início de
seu cultivo, contrastando, por exemplo, com a li-
nhagem celular RbK, que originalmente era fi-
broblástica e após alterações tornou-se epitelial.
Outras linhagens de rim de coelho, desde o início
de seu cultivo apresentaram células de aparência
epitelial, com algumas alterações durante o seu
período de estabelecimento4,8,13.

Alguns autores6,9 sugerem que a transformação
celular de culturas de células de rim de coelho re-
cém-isoladas teve como causa a introdução de ele-
mentos novos adicionados ao meio de cultura ce-
lular, como foi o caso descrito da linhagem RbK.
É provável que a linhagem celular RC-IAL pre-
sentemente estudada venha mantendo-se até 150a

passagem sem quaisquer alteração morfológica de-
vido ao fato de ter sido mantido o mesmo meio de
cultura celular e de manutenção usado desde o seu
isolamento.

A análise das características da linhagem RC-
IAL mostrou que ela não sofreu alterações visíveis
durante o seu período de cultivo. Entretanto, pôde-
se observar algumas modificações em nível do
número de cromossomos pois, por volta da passa-
gem 150a, o seu cariótipo apresentou-se 50% alte-
rado significando que esta linnhagem não pode ser

considerada diplóide, mas, também, não pode ser
considerada heteroplóide porque o número de
metáfases alteradas deveria, para tanto, ser igual
ou maior que 75%.

Em relação às outras características, pode-se
concluir que esta linhagem não apresentou trans-
formação espontânea apreciável "in vitro", pois:
1o) a taxa de crescimento celular permaneceu a
mesma; 2o) continua a ser dependente de ancora-
gem para se multiplicar; 3o) apresenta uma baixa
eficiência de plaqueamento. Alterações destas ca-
racterísticas citadas são observadas nas linhagens
celulares que sofreram transformação "in vi-
tro"3,7,10,12.

Ainda, pode-se afirmar que a linhagem não está
contaminada com outras células de espécie dife-
rente, e que é originária de rim de coelho, fato com-
provado pela sua caracterização imunológica. Além
disso, a linhagem tem sido testada periodicamente
para identificação da ausência de micoplasmas.

Uma das metas projetadas para o presente traba-
lho, foi a verificação da replicação de alguns vírus
usados que resultassem, em pelo menos duas pas-
sagens, em ECP apreciável através da microscopia
comum. Conseqüentemente, não foram realizadas
quaisquer tentativas para verificação se houve ou
não replicação dos vírus na linhagem contínua RC-
IAL inoculadas e que não manifestaram CPE.



Quanto ao emprego desta linhagem em
diagnóstico virológico além da susceptibilidade aos
vírus da vacínia e cowpox, aos herpesvírus tipos I e
II e ao vírus da rubéola, vem sendo realizado, há al-
gum tempo, como já foi referido anteriormente, seu
uso na área de citotoxicidade "in vitro", onde a RC-
IAL demonstrou ser altamente sensível para detec-
tar pequenos níveis tóxicos de vários materiais mé-
dico-hospitalares quando comparados a outras li-
nhagens celulares já citadas na literatura5.

Não foi encontrada na literatura nacional espe-
cializada, nenhuma linhagem celular de origem
animal, isolada em nosso meio, que tenha sido tão
extensivamente caracterizada.

Com estas informações pode-se utilizar um
substrato celular sem contaminantes e com história
e características bem definidas, que são condições
essenciais para o desenvolvimento de trabalhos
científicos.

CRUZ, A.S. et al. [RC-IAL: rabbit kidney cell line -
Characteristics and substrate for viral multiplication].
Rev. Saúde públ, S.Paulo, 26: 392-9, 1992. A rabbit
kidney cell line RC-IAL, isolated in 1976 and at apre-
sent at 150a passage, has had its characteristics analysed.
The cells presented morphology similar to fibroblasto
throughout their culture. The cellular growth proportion
remained unaltered from its isolation, with a cloning ef-
ficiency of around 9%. The line showed growth depen-
dent on anchorage and chromosomic analysis presented
the modal number of the species with small variations to
about one chromosome, to a total of about 50%. The
line's species of origin was confirmed through indirect
imunofluorescence reaction and susceptibility to some
viruses with cytopatic effect was verified with vaccinia,
cowpox, herpes simplex types 1 and 2 and rubella virus-
es. This cellular substract is free from contaminating
agents, thus satisfying the conditions for its use in scien-
tific work, especially that relating to public health.
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phatogenic effect, viral.
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