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RC-IAL: Linhagem celular continua de rim de coelho - caracteristicas e

substrato para replicacéo de virus. Rev. Saide pibl., S.Paulo, 26: 392-9, 1992. Uma linhagem celular
de rim de coelho (denominada RC-IAL), que foi isolada em 1976, e que atualmente est4 na 150%
passagem, teve suas caracteristicas analisadas. As células apresentaram morfologia semelhante aos
fibroblastos desde o inicio de seu cultivo. A proporgdo de crescimento celular ndo se alterou desde
seu isolamento, com uma eficiéncia de clonagem ao redor de 9%. A linhagem mostrou crescimento
dependente de ancoragem, e a andlise cromossdmica apresentou o niimero modal da espécie com
pequenas variagGes para mais ou menos um cromossomo, resultando uma somatéria de 50%. Sua
espécie de origem foi comprovada através da reagdio de imunofluorescéncia indireta e a
susceptibilidade da linhagem a alguns virus, com demonstragdo do efeito citopético, foi verificada
com os virus da vacinia, cowpox, herpes simples tipo 1 e 2 e da rubéola. Esse substrato celular estd
livre de contaminantes, satisfazendo assim, as condigGes para seu uso em trabalhos cientificos,

principalmente os relacionadas a satide piblica.

Descritores: Células cultivadas. Separag@o celular. Efeito citopatogénico viral.

Introdugéo

Atualmente as culturas de células animais sfo
utilizadas em vérias dreas de pesquisa. Entre as prin-
cipais aplicagdes, destacam-se 0 diagnéstico das in-
fecgOes causadas pelos virus, através do isolamento
e identificagdo desses agentes, a produgfo de vaci-
nas antivirais e de reagentes biolégicos. Quanto ao
diagnéstico virolégico, a aplicagdio dos substratos
celulares estd diretamente correlacionada a suscep-
tibilidade ao crescimento dos virus e & capacidade
do agente infectante de causar alteragfio celular de-
nominada efeito citopético (ECP). Resulta ser ne-
cessdrio a existéncia de linhagens celulares
continuas que apresentem amplo espectro de sus-
ceptibilidade aos virus e que demonstrem ECP fa-
cilmente evidenciados pela microscopia comum.

Com este propésito, ¢ devido a existéncia de
limitado némero de linhagens celulares
continuas, originarias de rim de coelho, como:
ERK,, RK,,, RbK e LLC-RK,, foram feitas tenta-
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tivas para isolar uma linhagem celular desta ori-
gem na Segfio de Culturas Celulares do Instituto
Adolfo Lutz (1IAL). Como resultado, uma linha-
gem continua de células de rim de coelho vem
sendo cultivada desde 1976.

O objetivo do presente trabalho é apresentar e di-
vulgar as caracteristicas 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 4rea da virologia, saide piiblica e, even-
tualmente, em outras dreas da pesquisa cientifica.

Material e Método
Cultura Primdria

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 Youngner®. As células apds tripsinizagio
foram suspensas em meio minimo de Eagle
(MME), em solugdo salina balanceada de Earle,
suplementado com 10% de soro de vitelo inativa-
do (SV) e semeadas em frascos préprios para cul-
tura de células, com 5x10° céls/ml. Os frascos se-
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meados foram incubados a 36°C para a formag#o
da monocamada celular.

Cultura Secunddria

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

Congelamento Celular

As células RC-IAL foram preservadas tanto em
congelador a -70°C como em nitrogénio liquido a
-196°C. O meio de preservagfo foi constituido de
MME com 10% SV, contendo 10% de dimetil-
sulféxido (DMSO)°,

Curva de Crescimento

Durante o periodo de 7 dias consecutivos, em
intervalos de 24 h foram feitas contagens de célu-
las de 3 tubos de ensaio, utilizando-se a cAmara
hemocitométrica (Neubauer). A partir do niimero
de células contadas em cada tubo, calculou-se a
média didria que foi utilizada para elaboragio da
curva de crescimento. Os tubos utilizados no pre-
sente estudo, foram semeados no mesmo dia na
concentra¢do de 2x10° céls/ml, sem troca de meio
durante os dias de contagem.

Eficiéncia de Plaqueamento

As células RC-IAL foram semeadas em placas
de Petri de 20 cm? de 4rea, nas concentragdes, de
25, 50, 125 e 250 céls/cm? e incubadas a 36°C
em ambiente de 5% de CO, por 8 dias. Apés este
periodo, o meio de cultura foi desprezado e as cé-
lulas coradas com solugZo de violeta de genciana
0,1% em 4cido citrico 0,1M. As coldnias 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 ¢ Montagnier!!. Placas de Petri
com 4gar semi-sélido foram semeadas com a con-
centrago celular de 5x10° céls/ml em ambiente de
5% de CO, a 36°C e examinadas diariamente em
microscépio invertido durante um perfodo de 8
dias. Nesta verificagfo, foi utilizada a linhagem
celular HeL.a (ATCC-CCL-2)! como controle.
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Comprovagdo da Espécie de
Origem-Caracterizacdo Imunoldgica

Células RC-IAL na concentragfio de 1x10° céls/
ml foram tratadas com antisoro de coelho, produzi-
do em camundongo BALB/c, por 60 min & tempera-
tura ambiente?, Posteriormente, as células foram la-
vadas em solugfo salina balanceada de Hanks (SSB
de Hanks) com 0,1% de azida sédica e o anticorpo
fluoresceinado anti-IgG de camundongo (Cappel)
foi adicionado por 60 min & temperatura ambiente.
A seguir, as células foram lavadas em SSB de Hanks
com 0,1% de azida e examinadas em microscépio
(Olympus) sob iluminagio de ldmpada de halogg-
nio. A especificidade da ligagdo do anticorpo na
reagdo foi comparada ao controle realizado com a
linhagem celular HeLal.

Andlise Cromossémica

As preparaghes cromossOmicas foram feitas
com células na fase exponencial de crescimento,
tratadas com 0,00016 mg/ml de colchicina por 6 h
a 36°C. Ap6s este periodo, as células foram trata-
das com solugdo hipotonica 0,075M de KCl por
30 min e entfo fixadas com 4cido acético-metanol
na propor¢do de 1:3. A coloragdo foi feita pelo
método convencional de Giemsa ¢ as metifases
foram fotografadas em objetiva de imer¢io do mi-
croscépio éptico comum.

Susceptibilidade a Alguns Virus

Os seguintes virus foram isolados e identifica-
dos no Servigo de Virologia do IAL, com excegio
da amostra padrdo do citomegalovirus (AD169) e
da amostra do sarampo que foi a vacinal Edmons-
ton adaptada a linhagem continua denominada
Vero:

Orthopoxvirus- vacfnia e cowpox (varfola
bovina)

Herpesvirus- herpes simples (VHS) tipo 1 e
2, varicela- zoster (V-Z) e citomegalovirus
(CMV)

Enterovirus- poliovirus tipo III

Flavivirus- dengue tipo I

Rubivirus- virus da rubéola (rubella)
Paramyxovirus- virus do sarampo

Estes virus foram inoculados em tubos de célu-
las RC-IAL, utilizando-se em média de 4 a 6 tubos
para cada amostra de virus, o volume inoculado
variou de 0,1 a 0,2 ml contendo 100 DICT5yg,. As
células inoculadas foram incubadas a 36°C e ob-
servadas a0 microscépio comun invertido por 21
dias, com troca do meio de manutencdo (MME
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com 1% SV), a cada 4-5 dias. Da mesma maneira,
procedeu-se com 4-5 tubos de RC-IAL ndo inocu-
lado com virus e que representaram 0s 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 ndo apresentaram ECP apds os 21 dias
de observagdo. Excegdo aos tubos inoculados com
os virus V-Z em que a passagem foi realizada com
as células em suspensdo. Todos os tubos apés 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 plasticas
de 30 ml (Descarplast).

Foram usadas 2 a 3 garrafas para cada amostra
de virus e também 2 a 3 garrafas nfio 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 plastica visou unicamente a compro-
vagio fotogréfica.

Resultados

A linhagem celular RC-IAL, com a tipica apa-
réncia fibropldstica (Fig. 1) vem sendo cultivada
hi 15 anos no mesmo meio de crescimento, sem
nenhuma alteragdo na sua morfologia ou taxa de
multiplicaciio celular, pois 2 monocamada desde
sua cultura priméria é formada em 72 horas na
propor¢do de repique de 1:3, fato comprovado
pelo estudo da curva de crescimento, indicando
que o maior indice de multiplica¢do estd em torno
do 3° e 4° dias de cultivo, com a duplica¢io do
nimero de células semeadas (Fig. 2).

De acordo com os estudos da eficiéncia de pla-
queamento, onde o0 nimero de coldonias de tama-
nho médio foi calculado em relagdo ao nimero de
células semeadas, esta linhagem apresentou uma
eficiéncia de clonagem ao redor de 9%, sugerindo
que esta linhagem apesar de ser de facil manu-
tengdo € muito sensivel a pequenas alteragdes do
meio durante seu cultivo.

Em relagfio ao crescimento dependente de an-
coragem, a linhagem RC-IAL n3o formou
coldnias quando semeadas em 4gar semi-sélido,
em contraste com a linhagem celular HeLa, que
nas mesmas condi¢Oes permitiu a formagio de
colbnias facilmente identificadas.

A andlise cromossOmica realizada na 150® pas-
sagem mostrou que numa amostragem de 110
metdfases, 28 possuiam 44 cromossomos, o
nimero modal da espécie (2n=44) (Fig. 3) e em 16
¢ 14 metdfases, respectivamente, possuiam uma
varia¢fio de mais ou menos um cromossomo. A so-
matdria destas variagBes estd ao redor de 50%.
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lulas alongadas com tipica aparéncia fibroblastica, au-
mento 200x.

Curva de Crescimento

400 = /

300 -

200

1 X 103 Células / ml

100 =

24 48 72 96 120 140 172

HORAS
Figura 2. Curva de crescimento da lingagem RC-IAL.
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Numero de
células 3116 58 11 16 28 14 2 1 1 1 3 1 1 2 1 1t 1 2
Nlmero de

35 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 52 78 81 82 83 84 86 87 88
Cromossomos

Figura 3. Freqiiéncia do numero de cromossomos em 110 células da linhagem RC-IAL.*

* Espécie de origem:: Orycytologus cuniculus (2n = 44).

Figura 4.Comprovagao daespécie de origem-imunofluorescénciaindireta da célula RC-IAL, aumento 400x.

A comprovagio da espécie de origem foi reali-
zada por imunofluorescéncia indireta, onde o anti-
corpo anti-coelho apresentou uma ligagio es-
pecifica com a linhagem celular RC-IAL, com alta
intensidade de fluorescéncia (Fig. 4), em relagfo a
linhagem celular Hela, utilizada como controle,
que resultou completamente negativa.

Em relagfo a susceptibilidade dos virus usados,
houve replicacio dos virus da vacinia, cowpox,
herpesvirus tipo 1 e 2 e da riilbeola com apresen-
tagdo do ECP evidente e caracteristicos destes
virus (Fig. 5,6,7,8 ¢ 9).

Os demais virus inoculados nfio apresentaram
quaisquer altera¢des no aspecto morfolégico da
RC-IAL, isto €, as células permaneceram durante
os periodos de observagfo iguais ou semelhantes
aos controles.

Discusséo

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

Quando comparou-se o comportamento das cé-
lulas RC-IAL com outras linhagens estabelecidas
de rim de coelho, verificou-se que esta foi a tnica
linhagem de rim de coelho descrita na literatura
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Figura 6. ECP causado pelo VHS do tipo 1, aumento 200x.
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Figura 8. ECP causado pelo virus da rubéola (rubella), aumento 200x.
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Figura 9. ECP causado pelo virus da rubéola (rubella) em maior aumento, (200x).

especializada que até a 150 passagem nfo sofreu
alteragdo morfolégica ¢ continua a apresentar a
aparéncia fibroblastica demonstrada no inicio de
seu cultivo, contrastando, por exemplo, com a li-
nhagem celular RbK, que originalmente era fi-
broblastica ¢ apds alteragdes tornou-se epitelial.
Outras linhagens de rim de coelho, desde o inicio
de seu cultivo apresentaram células de aparéncia
epitelial, com algumas alteragdes durante o seu
periodo de estabelecimento®8:13,

Alguns autores$? sugerem que a transformagiio
celular de culturas de células de rim de coelho re-
cém-isoladas teve como causa a introdugfio de ele-
mentos novos adicionados ao meio de cultura ce-
lular, como foi o caso descrito da linhagem RbK.
E provével que a linhagem celular RC-IAL pre-
sentemente estudada venha mantendo-se até 150*
passagem sem quaisquer alteragfio morfolégica de-
vido ao fato de ter sido mantido o mesmo meio de
cultura celular e de manutengio usado desde o seu
isolamento.

A andlise das caracteristicas da linhagem RC-
IAL mostrou que ela ndo sofreu alteragdes visiveis
durante o seu periodo de cultivo. Entretanto, pdde-
se observar algumas modificagdes em nivel do
nimero de cromossomos pois, por volta da passa-
gem 150%, o seu cari6tipo apresentou-se 50% alte-
rado significando que esta linnhagem nfo pode ser
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considerada dipléide, mas, também, nfo pode ser
considerada heteropléide porque o nimero de
metdfases alteradas deveria, para tanto, ser igual
ou maior que 75%.

Em relagBio as outras caracteristicas, pode-se
concluir que esta linhagem n#o apresentou trans-
formagdo espontdnea aprecidvel "in vitro", pois:
19) a taxa de crescimento celular permaneceu a
mesma; 2% continua a ser dependente de ancora-
gem para se multiplicar; 3% apresenta uma baixa
eficiéncia de plaqueamento. AlteragBes destas ca-
racteristicas citadas sfio observadas nas linhagens
celulares que sofreram transformagfio "in vi-
tro"3.7.10,12,

Ainda, pode-se afirmar que a linhagem nfo estd.
contaminada com outras células de espécie dife-
rente, e que é origindria de rim de coelho, fato com-
provado pela sua caracterizagfio imunolégica. Além
disso, a linhagem tem sido testada periodicamente
para identificagdo da auséncia de micoplasmas.

Uma das metas projetadas para o presente traba-
lho, foi a verificag@io da replica¢io de alguns virus
usados que resultassem, em pelo menos duas pas-
sagens, em ECP aprecidvel através da microscopia
comum. Conseqiientemente, nio foram realizadas
quaisquer tentativas para verificagio se houve ou
n3o replicagfo dos virus na linhagem continua RC-
TAL inoculadas e que ndo manifestaram CPE.
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Quanto a0 emprego desta linhagem em
diagnéstico viroldgico além da sysceptibilidade aos
virus da vacfnia e cowpox, aos herpesvirus tipos I ¢
11 e ao virus da rubéola, vem sendo realizado, h4 al-
gum tempo, como j4 foi referido anteriormente, seu
uso na 4rea de citotoxicidade "in vitro”, onde a RC-
JAL demonstrou ser altamente sensivel para detec-
tar pequenos niveis toxicos de vdrios materiais mé-
dico-hospitalares quando comparados a outras li-
nhagens celulares j4 citadas na literatura®.

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

Com estas informagdes pode-se utilizar um
substrato celular sem contaminantes € com histéria
e caracteristicas bem definidas, que s3o condigbes
essenciais para o desenvolvimento de trabalhos
cientificos.

CRUZ, A.S. et al. [RC-IAL: rabbit kidney cell line -
Characteristics and substrate for viral multiplication].
Rev. Saiide publ., S.Paulo, 26: 392-9, 1992. A rabbit
kidney cell line RC-IAL, isolated in 1976 and at apre-
sent at 150% passage, has had its characteristics analysed.
The cells presented morphology similar to fibroblasts
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.

Keywords: Cells, cultured. Cell separation. Cyto-
phatogenic effect, viral.
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