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RESUMO — S&o apresentados os resultados de um estudo comparativo da
susceptibilidade de diversas linhagens de células dipléides humanas (FH,,

FH, FH,, FH , FH_,, FH,,, FH ) ao virus da cltomegaha (VCM).

Das

lmhagens referlzias todas se mostraram sensiveis aos virus estudados, com

excecao das linhagens FH, e FH,

¢ estas vieram mostrar 0 mesmo grau de

susceptibilidade depois de vérlas sub-culturas no momento em que o aspecto

morfolégico da camada celular passou de heterogéneo — células fibroblas-
ticas e epiteliais — a homogéneo — células fibroblasticas.
UNITERMOS — Virus citomegéilico *; Células dipléides humanas *; Corpis-

culos de inclusao *.

INTRODUCXO

Com o desenvolvimento de métodos de
diagnéstico, baseados em estudos citols-
gicos» 10221 e de técnicas de isolamento
do agente etiolégico, a partir de diferen-
tes materiais*®» 1 °18 era de se esperar
um progresso rapido para um conheci-
mento melhor da citomegalia, a exemplo
do que ocorreu com a maioria das de-
mais viroses humanas. Entretanto, os
estudos de investigagio sObre a citomega-
lia tiveram um desenvolvimento modera-
do, isto certamente devido aos atributos
peculiares do seu agente etiolégico e das
relagdes déste com o hospedeiro. Assim,

Recebido para publlcacao em 16-3-1971.

somente uma série de estudos sdbre as
propriedades incomuns do virus da cito-
begalia (vcm) e das suas relagbes sui-
generis com as células hospedeiras, per-
mitird avaliar com seguranga cada vez
maior os resultados dos diagnésticos cli-
nico-laboratoriais, bem como eliminar di-
ficuldades praticas na elucidagdo do seu
comportamento como agente etiolégico.
Estes estudos sdo revestidos de importan-
cia, pois, ao contririo do que anterior-
mente se pensava, as infecgbes com o vi-
rus da citomegalia sdo freqgiientes, tanto
em criancas, quanto em adultos.

(1) Trabalho realizado no Departamento de Virologia do Instituto de Higiene, da Universidade
de Hamburgo, Repuiblica Federal da Alemanha.

(2) Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP — Av. Dr. Arnaldo, 715, S&o Paulo, SP — Brasil.
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Uma das caracteristicas mais peculia-
res do virus da citomegalia, também de-
nominado virus das glandulas salivares
(ves), referese a sua proliferacio que,
in vitro, ocorre em células fibroblasticas
e in vivo, preferencialmente em células
epiteliais ** ¢ 8, Em conseqiiéncia, o iso-
lamento déste agente infeccioso esti li-
mitado as culturas de fibroblastos. Assim,
tanto para o isolamento e a multiplica-
¢do, quanto para as provas de neutraliza-
cio L2 612,15, 16,19 e 20 48y sido utiliza-
das, quase que exclusivamente, culturas
de células dipléides de feto humano, que
oferecem diversas vantagens sbbre as de-
mais culturas de fibroblastos conhecidas
7e8 As culturas de células dipldides
humanas, além de serem essencialmente
constituidas de fibroblastos, mantém inal-
terado o niimero de cromossomas durante
cérca de 50 passagens (== 10).

O presente trabalho apresenta os resul-
tados de um estudo comparativo da sus-
ceptibilidade de diversas linhagens de cé-
lulas dipléides humanas a 3 estirpes do
virus da citomegalia e a outros virus, pa-
ra efeito de comparacio.

MATERIAL E METODOS

Culturas de células dipldides. Para a
multiplicagdo dos virus estudados, foram
utilizadas sub-culturas de linhagens de
células dipléides humanas, Cada linha-
gem provém de um feto (pele e mis-
culos), submetido a tripsinizagdes suces-
sivas, segundo a técnica de FERNANDES °.
As células eram cultivadas em garrafas de
Roux, sendo em cada semana realizada
uma passagem, utilizando-se como meio
dispersante uma solugio de tripsina a
0,2%, em salina tamponada, sem ions de
Ca e Mg. A partir destas passagens, fo-
ram preparadas, para as devidas inocula-
¢bes, sub-culturas em garrafas, em tubos
e sObre laminulas contidas em tubos de
cultivo. Estas dltimas, apés um periodo
estacionirio de incubacdo de cérca de
18 h, eram colocadas num tambor de po-
sico vertical, com movimento giratério,
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permanecendo ali até a confluéncia das cé-
lulas em camada unicelular., Antes da ino-
culagdo, o meio de crescimento (Eagle
MEM + 10% de sbéro de vitelo) era
eliminado e apés uma lavagem com é&ste
meio, mas destituido do séro, adiciona-
va-se o meio de manutengdo (Eagle
MEM + 19% de sbro fetal de vitelo).
As garrafas, os tubos e as culturas sdbre
laminulas recebiam, respectivamente, 15,
1 e 4 ml de meio de manuten¢do. Todos
os meios continham 5 microgramas de
Gentamycin (Merck).

Virus. Foram utilizadas 3 estirpes do
virus da citomegalia, das quais 2 eram
procedentes de Hamburgo (Rep. Fed. da
Alemanha), HH-2568 (4> pass.) e
HH-3087 (2.* pass.), e uma era proce-
dente de St. Gallen (Suiga), SG-424
(19.2 pass.). Foram também incluidos
no presente estudo o virus Herpes sim-
plex, os Adenovirus dos tipos 1 € 4 e as
estirpes atenuadas de Sabin dos tipos 1,
2 e 3. Os inéculos déstes virus consis-
tiam de suspensbes de culturas de células
dipléides da linhagem FH, mostrando um
efeito citopatico generalizado (4+). An-
tes de sua inoculagio em sub-culturas das
diferentes linhagens, as estirpes do virus
da citomegalia, mantidas em estoque a
-70°C, eram préviamente passadas em
uma cultura da linhagem FH,. A sus-
pensio e a inoculagio dos virus da cito-
megalia eram feitas mediante a utiliza-
¢io de seringas de 10 ml, para uma re-
mocio melhor das células aderentes e a
ruptura de tédas as células infectadas.
Apés um periodo de 3 h de incubagdo, o
meio de manuten¢do era uma vez troca-
do, evitando-se coia isto o aparecimento
de efeitos citotdxicos, ocasionados pela
presenga de fragmentos celulares nos iné-
culos,

Preparagio das culturas para os estu-
dos histolégicos. As culturas destinadas
ao estndo histolégico foram fixadas em
solugiio de Carnoy e coradas com hema-
toxilina e eosina. As culturas (laminu-
las) eram fixadas e coradas nos préprios
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tubos, sendo, a seguir, montadas sdbre 1a-
minas, para o exame microscépico, Cul-
turas ndo inoculadas foram paralelamen-
te preparadas, como contrdles,

RESULTADOS

Na Tabela estdo contidos, em resumo,
os resultados das experiéncias sbbre a
multiplicagdo dos virus da citomegalia
(vem) e dos outros virus estudados, em
diversas sub-culturas das 7 linhagens de
células dipléides humanas examinadas.
Nota-se na Tabela, que as sub-culturas
de baixa passagem das linhagens FH; e
FH,e, inoculadas com as estirpes HH-2568
e HH-3087, nfio acusaram efeito citopati-
co. O periodo de observagdo foi de 5 a
6 semanas. Culturas fixadas e coradas
com hematoxilina e eosina ndo revelaram
corpiisculos de inclusdo, ao exame micros-
copico. Entretanto, sub-culturas das mes-
mas linhagens evidenciaram um efeito ci-
topético caracteristico ao virus da citome-
galia, quando inoculadas com a estirpe

SG-424 (19.* pass.). Este efeito foi ob-
servado no terceiro dia de incubagéo, ape-
nas um dia apds o aparecimento de efeito
citopético nas sub-culturas das outras li-
nhagens estudadas.

Verificada a auséncia de susceptibili-
dade nas linhagens FH; e FHie, levan-
touse a hipitese de que as células dos
fetos e, conseqiientemente, as das linha-
gens, estivessem infectadas de modo la-
tente com o virus da citomegalia. Com
a finalidade de confirmar esta hipétese,
sub-culturas das mesmas linhagens foram
tripsinizadas, as células suspensas em pe-
quena quantidade de meio de manuten-
¢ao e destruidas num homogeneizador a
16,000 r.p.m. Apés centrifugados os
fragmentos celulares, o sobrenadante foi
entdo inoculado em sub-culturas FH, e
FH,, conhecidas como sensiveis ao virus
da citomegalia. As garrafas receberam
uma quantidade de 10 ml do inéculo e
os tubos (com as culturas em laminulas),
receberam um total de 4 ml. As cultu-
ras foram incubadas a 36°C, durante um

TABELA

Susceptibilldade de sete linhagens de células dipléides humanas ao virus da citomegalia
(VCM) e a outros virus

Virus

0 - -

Linhagens | 30 uiada
Citomegalia Herpes Adeno- Sabin
HH-2568 HH-3087 SG-424 | simplex virus 1, 2e3

1. FH, 3,6 20e 27 + + + + N N
2. FH: 3,6 7 - - + + + +

8, 10 + + + + + +
3. FH. 2, 3, 18 + + + + N N
4. FHu 2, 11 + + + N N N
5. FHn 39 + + N N N N
6. FHu 2,1 + + + + N N
7. FHu 2 3 - - + + + +

4,9 + + + + N N

4+ = Presenca de efeito citopatico e de corptisculos de inclusfio

Exame n#o realizado

Auséncia de efeito citopédtico e de corpasculos de incluséo

61



STEWIEN, K. E. — Estudo comparativo da susceptibilidade de linhagens de células dipléides

humanas ao virus da cintomegalia (VCM).

Rev, Saude publ.,, S. Paulo, 5:59-65, 1971.

periodo de 5 a 6 semanas, com trocas se-
manais do meio de manutengio. Néste
periodo, entretanto, ndo houve manifes-
tacdo de efeito citopatico nas culturas ino-
culadas, nem foi possivel encontrar cor-
puasculos de inclusio no interior das cé-
lulas fixadas e coradas, ao exame mi-
croscopico (Figura 1).

Foi, entdo, realizado um estudo sdbre
o cariter morfolégico das linhagens de
células dipléides humanas. Sub-culturas
de uma série de passagens (ver Tabela)
foram fixadas e coradas para o exame
microscépico. De um modo geral, as li-
nhagens examinadas apresentaram um as-
pecto morfolégico uniforme, com cama-
das celulares formadas essencialmente por
fibroblastos, exceto as linhagens FH; e
FHye, cujas primeiras sub-culturas mos-
traram camadas heterogéneas de células

Fig. 1 — Cultura de células dipléides huma-
nas da linhagem FH,, inoculada com uma sus-
pencéio de células (préviamente destruidas) da
linhagem FHs (6.2 sub-cultura), apés um pe-
riodo de incubacio de 6 semanas. Observam-se
somente alguns efeitos cit6t6xicos. Colorac@o:
hematoxilina e eosina. 90 X,
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fibroblasticas e epiteliais. Se bem que a
propor¢io de fibroblastos f6sse predomi-
nante, a quantidade de células epiteliais
nas camadas era consideravel, Entre-
tanto, alterou-se o aspecto morfolégico
das camadas celulares na linhagem FH,,
a partir da 8.* sub-cultura, e na linha-
gem FHiyq, a partir da 4.* sub-cultura, tor-
nando-se homogéneo, como nas outras li-
nhagens examinadas. Simultineamente, as
duas linhagens manifestaram um efeito
citopatico caracteristico ao virus da ci-
tomegalia, quando inoculadas com as es-
tirpes de baixa passagem HH-2568 e
HH-3087. O aparecimento dos primeiros
focos de infecgdo se deu nas culturas ino-
culadas com a estirpe HH-2568 no 4.°
dia de incuba¢io e nas culturas inocula-
das com a estirpe HH-3087, no 6° dia
de incubagio. Observou-se um aumento
gradativo do niimero e do tamanho dos
focos de infec¢iio até a sua confluéncia

Fig. 2 — Cultura de células dipléides humanas

da linhagem FH: (32 passagem). Nota-se o

aspecto morfolégico heterogéneo da camada

celular. Coloracéio: hematoxilina e eosina.
360 X.
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total, que se deu, respectivamente, no 12.°
e no 14.° dia de incubagfo. Preparactes
das culturas revelaram, ao microscépio,
nos nicleos das células infectadas as in-
clusGes caracteristicas do virus da cito-
megalia (Figura 3). Inoculadas com a
estirpe SG-424 e com os outros virus (Ta-
bela), as linhagens FH; e FH,; mani-
festaram efeito citopatico apés 24 horas
de incubacdo, a exemplo das demais k-
nhagens examinadas.

Foi determinado o titulo infeccioso da
estirpe HH-2568 nas linhagens FH, (8.2
sub-cultura) e FH; (272 sub-cultura).
O inéculo consistiu de uma suspensdo de
células infectadas com HH-2568, obtida
de uma sub-cultura FH; (8.* pass.) apre-
sentando um efeito citopatico total. Cul-
turas em tubos foram inoculadas com
quantidades de 0,2 ml do inéculo néo
diluido e das diluigdes 10-! até 10-°, em-
pregando-se 3 tubos por diluicio. Um

efeito citopatico foi verificado nos 3 tu-
bos das diluiges 10° 10-* e 10-2, no

Fig. 3 — Aspecto de uma cultura da linhagem
FHs (832 passagem), infectada com a estirpe
HH-2568 do virus da citomegalia, ap6s um pe-
riodo de incubacfo de 14 dias. Observam-se
diversas células apresentando corptlsculos de
incluséo, envolvidos por um halo claro. Colo-
racdo: hematoxilina e eosina. 360X.

> iy
Fig. 4 — Aspecto de uma cultura da linhagem
FHs (8.% passagem), infectada com Adenovirus

do tipo 4, Observam-se diversos focos. de in-
feccdo apresentando células arredondadas. Co-
loracdo: hematoxilina e eosina. 90X,

quarto dia de incubagdo, sendo que na
diluicio 10-%, a dltima diluicio positiva,
o efeito citopatico apareceu no oitavo dia
de incubagio. Segundo a técnica de Reed
e Muench, o titulo final da estirpe
HH-2568 foi de 10°% e 10%%, respectiva-
mente, nas culturas FH, ¢ FH,.

DISCUSSAO

A identificacio sorolégica do virus da
citomegalia enfrenta dois problemas fun-
damentais. O primeiro refere-se a diver-
sas dificuldades no preparo dos soros hi-
perimunes de referéncia e, o segundo,
diz respeito & obtengdo de quantidades
suficientes de virus para as provas soro-
logicas, que sdmente sdo obtidas apés uma
série de passagens em culturas de fibro-
blastos. Devido a estas dificuldades, o
isolamento do virus, seguida da pesquisa
ao microscopio dos corplisculos de in-
clusdo, é para o diagnéstico da citome-
galia o método da escolha. Consideran-
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do que os doentes apresentam viremia de
periodo relativamente longo®?°° o
isolamento a partir de amostras de urina

oferece, na pratica, boa margem de &xi-
to 1%, 17

Diversos estudos mostraram que in vi-
tro as células susceptiveis sdo os fibro-
blastos, ao contrario do que foi verifica-
do in vivo, onde o virus da citomegalia
-prefere multiplicar-se nas células epite-
liais, Tentativas no sentido de propagar
éste virus em culturas primérias de rim
de macaco rhesus (RMK) e de amnio
humano, bem como em células HeLa, de-
ram resultados negativos *®© 8,

Neste estudo foram observadas duas li-
nhagens de células dipléides humanas que
ndo foram sensiveis a duas estirpes re-
cém-isoladas (HH-2568 ¢ HH-3087) do
virus da citomegalia. Estas linhagens
(FH; e FH,s), entretanto, foram suscep-
tiveis a uma estirpe do virus da citome-
galia de nimero elevado de passagens
(SG-424, 19 pass.) e aos demais virus
inoculados (ver Tabela). Com o intui-
to de elucidar éste fenémeno, uma série
sucessiva de sub-culturas das duas linha-
gens e das outras linhagens estudadas, foi
preparada e inoculada com as 3 estirpes
do virus da citomegalia e com outros vi-
rus. A suspeita inicial de que a ausén-
cia de susceptibilidade das linhagens FH,
e FH;, pudesse ser devida a uma infec-
¢do latente com um virus da citomegalia,
ndo teve confirmagfo, pois os inéculos
preparados a partir de suas células ndo
produziram efeito citopético nas culturas
de células diplides, conhecidas como sen-
siveis ao virus da citomegalia.

Um exame microscopico da série de
sub-culturas preparadas, entretanto, per-
mitiu descobrir diferengas significativas
quanto ao aspecto morfolégico das cama-
das unicelulares. As linhagens FH; e
FH,s mostraram, em suas primeiras sub-
culturas, um aspecto morfolégico hetero-
géneo, com células fibroblasticas e epite-
liais, ao contrario das demais linhagens,
que desde a primeira passagem apresen-
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taram um aspecto homogéneo de fibro-
blastos. A partir do momento em que
as linhagens FH; e FH,, deixaram de
mostrar camadas unicelulares de aspecto
heterogéneo, passando para homogéneo,
evidenciaram susceptibilidade também aos
virus de baixa passagem, HH-2568 ¢ HH-
3087.

Os resultados déste trabalho permitem
concluir, pois, que sdmente culturas mos-
trando camadas celulares de aspecto es-
sencialmente fibroblastico se prestam pa-
ra o isolamento do virus da citomegalia.

StewieN, K. E. [Comparative study of
the susceptibility of human diploid cell
strains to the cytomegalovirus]. Rev.
Swide publ., S. Paulo, 5:59-65, 1971,

SUMMARY — A comparative study of the
susceptibility of different strains of hu-
man diploid cells (FH,, FH,, FH, FH
FHy3, FHi4 FHyg) to cytomegalovirus
disclosed a relation between the capacity
of growing and producing a consistent cy-
tophatic effect of human cytomegalovirus
strains and the homogeneous characteris-
tics of the tissue cultures. The cell strains
FH, and FH,, were insusceptible when
fibroblasts and’ epithelial cells were pre-
sent in the same culture. After a certain
number of passages, when the fibroblastic
characteristics of cells in the cultures was
established, the cytophatic effect could be
consistently observed.

UNITERMS — Cytomegalovirus*; Human
diploid strains *; Bodies, inclusion *.
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