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RESUMO:: Oito lotes de soros de bezerros com idade maior ou menor de seis meses, usados para
suplementar meios de cultivo de linhagens de células de uso difundido em virologia, foram testados
quanto à sua capacidade promotora de crescimento (CPC) e classificados como bons promotores ou
promotores pobres. Foram pesquisados parâmetros relacionados com macronutrientes para estabele-
cer o perfil bioquímico daqueles lotes. Os resultados obtidos podem ser considerados valores normais
para animais aparentemente sadios. As variações que ocorreram para um mesmo parâmetro bio-
químico, entre os resultados da pesquisa e os de alguns estudos existentes na literatura, podem ser
atribuídas à metodologia utilizada, à raça e idade dos animais, ou mesmo à própria dieta regional. A
análise estatística, realizada pela aplicação do teste "t" de Student aos valores das médias e dos desvios
padrão, demonstrou que, com relação às frações séricas, não ocorreram diferenças significantes entre
soros de CPC celular boa ou pobre, considerando-se tc=2,45, enquanto que, para soros animais maiores
ou menores de seis meses, apenas os resultados relativos às frações alfa e beta (t=2,68 e 2,61, respecti-
vamente) apresentaram significância, sendo superiores ao t crítico. Ficou evidenciado que a avaliação
do conjunto de parâmetros bioquímicos pesquisados não permite diferenciar soros pertencentes aos
dois grupos de animais, isto é, identificar soros de boa ou de pobre CPC, ou soros de bezerros maiores
ou menores de seis meses de idade
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INTRODUÇÃO

O verdadeiro início da cultura celular coinci-
diu com a demonstração de que fragmentos de
tecidos de rã mantinham sua função normal "in
vitro" quando colocados sobre gotas de linfa
homóloga (Harrison 19,1910). A descoberta da im-
portância do plasma sagüíneo como meio de cul-
tura, entretanto, deveu-se a Burrows 6 (1910), ao
adaptar para animais homeotermos, técnicas de
cultura de tecidos usadas para anfíbios.

O aperfeiçoamento de métodos de cultura
celular apresentou grande impulso com o adven-
to dos meios de cultura elaborados por Earle 15,
Hanks 18, Dulbecco e Vogt 10, Eagle 11,12,13, dentre

outros. Apesar da qualidade apresentada pelos
meios de cultura atuais, conseqüência de anos de
melhoramento, poucas linhagens adaptam-se ao
crescimento em meios quimicamente definidos.
Para a maioria das células, o soro, seja de vitelas
ou fetal, continua sendo um componente essen-
cial do meio de cultura (Eagle 11, Eagle e Piez 14,
Parker 33, Paul 34). Discute-se o número e os tipos
de fatores de crescimento presentes no soro, mas
grande número deles é derivado do plasma, soro
e plaquetas 3,32,38,39, com a função de estimular a
multiplicação celular e a adesão das células ao
substrato e seu posterior achatamento, protegê-
las de danos mecânicos, promover sua sobrevi-
vência em cultura, fornecer proteínas transporta-
doras de hormônios, minerais, lipídeos, neutrali-



zar enzimas proteolíticas 21, 23, 27, 29, 30,33,36, entre
outros.

Pelo fato da capacidade promotora de cresci-
mento celular apresentada pelos soros de origem
bovina variar de lote para lote, o teste prévio
desse desempenho, frente às células que se pre-
tende utilizar, constitui procedimento de rotina,
principalmente quando são adquiridos de casas
comerciais 36.

A presente pesquisa teve por objetivo a ca-
racterização bioquímica e a comparação de alguns
componentes em soros de bezerros considerados
bons e/ou maus promotores de crescimento ce-
lular em soros de animais com idade inferior e/
ou superior a seis meses.

MATERIAL E MÉTODO

Soro bovino

Oito lotes de soros de bezerros, apresentando
volumes individuais de cerca de sete litros, fo-
ram obtidos de bezerros de raças diversas, de até
seis meses de idade, em matadouro particular, e
maiores de seis meses, na Fazenda São Joaquim,
do Instituto Butantã. O sangue dos primeiros foi
colhido na linha de abate por secção da veia ju-
gular; o dos segundos, por punção jugular. Cole-
tado em frascos de 500 ml, o sangue foi deixado
coagular por 2h, teve seu coágulo cortado, foi res-
friado a 2-8° C por 12-15 h e centrifugado
(centrífuga International, modelo PR-2) a 700g
por 30 min., sob refrigeração. Os "pools" de so-
brenadantes, após inativação a 56° C durante 30
min., foram clarificados por filtração em placas
Seitz tipo K-5, esterilizados em placas Seitz tipo
EKS, distribuídos e congelados a -20° C 36.

Meio de Cultura

Foi usado o meio Eagle MEM modificado 36

nos testes dos soros, quando linhagens celulares
foram cultivadas para a determinação da capaci-
dade promotora de crescimento de cada lote.

Determinação da Capacidade Promotora de Crescimento
(CPC)

Foi empregado o meio Eagle MEM, suple-
mentado com 10% de cada um dos oito lotes de
soro em teste na manutenção das linhagens celu-
lares Vero1, HEp2

1 e LLC-Mk2
1, escolhidas para a

determinação da CPC de cada um 36, por serem de
uso difundido em Virologia. Soros de boa CPC,
para cada uma das linhagens celulares, foram
empregados em paralelo como controles
positivos.

Determinação dos Componentes Bioquímicos

Os lotes de soros de bezerros foram submeti-
dos aos seguintes testes bioquímicos: Colesterol
total, Leffler e McDougald 28; Lipídeos totais,
Frings e col. 16 e Zollner e Krisch 41; Creatinina,
Lustgarten e Wenk 31 método cinético; ácido
úrico, Henry e col 20; Uréia, Wibenga e col. 40;
Glicose, Dubowski 9; Fósforo inorgânico, Taussky
e Shorr 37 modificado; Cálcio, Connerty e Briggs 7;
Proteínas totais, Gornall e col. 17; Frações protéi-
cas, Kohn 25,26.

Análise Estatística

Os resultados foram submetidos ao teste "t"
de Student para diferença entre duas médias.
Fixou-se em 0,05 o nível de rejeição da hipótese
de nulidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na literatura pesquisada (1984-1987) não fo-
ram encontrados trabalhos semelhantes sobre ca-
racterísticas bioquímicas de soros de bezerros em-
pregados para suplementar meios de cultura usa-
dos no cultivo de células animais "in vitro".
Esses soros constituem "pools" preparados com o
sangue de animais de várias raças e idades, e
deles se exige, principalmente, que apresentem
boa capacidade de promover o crescimento das
células (CPC).

A qualidade de um soro, isto é, sua capaci-
dade promotora de crescimento varia com o lote
e, embora esteja condicionada, principalmente a
fatores de crescimento nele contidos, depende
também de outros componentes séricos. Va-
riação também verifica-se com relação aos ani-
mais e, visando minimizar as diferenças indivi-
duais, preparam-se lotes de soros de volume
razoável, pela mistura do sangue de número ele-
vado de doadores.

No presente estudo pesquisou-se, além da
capacidade promotora de crescimento (CPC) de
oito lotes de soros 36, as concentrações das frações
séricas (albumina, alfa, beta, e gamaglobulina),
que foram avaliadas tendo em vista o estabeleci-
mento de uma possível correlação entre o au-
mento e a diminuição de proteínas que carreiam
antienzimas (alfaglobulinas) ou hormônios e fer-
ro (betaglobulinas).

Ligeiras flutuações referentes aos valores de
algumas frações séricas observadas nos grupos de
animais maiores e menores de seis meses (Tabela
1) não serviram, entretanto, de indicadores de so-
ros portadores de boa ou de pobre CPC. A análise
da Figura permite verificar a similaridade apre-
sentada pelos perfis eletroforéticos dos soros
analisados.



Dentre os outros parâmetros bioquímicos
avaliados na pesquisa estão alguns cuja im-
portância para o crescimento das células em cul-
tura é reconhecida, como a do colesterol, que par-
ticipa na biossíntese da membrana; de
componentes nitrogenados não protéicos como o
ácido úrico que, sendo produto de catabolismo e
antioxidante, parece desempenhar função prote-
tora de membrana; da creatinina e uréia que, em
excesso, podem inibir o crescimento celular devi-
do à sua ação tóxica; de íons cálcio, que têm
função fundamental na adesão das células ao
substrato; das proteínas totais, dentre as quais
está a albumina, componente de elevado peso
molecular que desempenha função física,
protegendo as células em cultura de danos
mecânicos 21,23; da glicose, que é fator limitante

de crescimento quando em baixa concentração,
assim como precursora comum em vários meca-
nismos bioquímicos realizados a nível celular;
dos lipídeos totais, necessários à sobrevivência
celular e, particularmente, ao seu crescimento.

Os resultados dos testes bioquímicos, a que
foram submetidos os oitos soros, foram
agrupados de acordo com dois critérios: a)
reunião dos lotes de soros de bezerros com
menos de seis meses aos lotes de soros de
animais com mais de seis meses, sendo os dados
obtidos apresentados nas Tabelas 2 e 3; b) reunião
dos lotes de soros considerados bons ou pobres,
com relação à capacidade promotora de
crescimento celular, com resultados constando
nas Tabelas 4 e 5.



Os valores dos doseamentos realizados neste
estudo podem ser considerados normais, tendo
em vista que os animais doadores eram
aparentemente sadios. Com relação aos valores
obtidos por Kaneko 22, em 1980, verifica-se que,
para proteínas totais, albumina, beta e
gamaglobulina, assim como para a glicose, os
resultados foram comparáveis; para as
alfaglobulinas, uréia, ácido úrico e colesterol,
ocorreram concentrações superiores às descritas
e, para a creatinina e o cálcio, foram registrados
valores inferiores aos relatados pelo referido
autor.

Resultados relativos a proteínas totais,
obtidos por D'Angelino e col. 8 e por Perk e
Lobl35, inferiores aos de Kaneko 22, concordaram
com os dados resultantes desta pesquisa,
enquanto que estudos de Kennedy e col.24

apresentaram valores de fósforo inorgânicos bem
inferiores, porém, níveis comparáveis de glicose.
Valores de lipídeos totais constatados por Araújo
e col. 2 e por Birgel e col. 4,5, foram comparáveis
aos desta pesquisa, porém, os níveis de fósforo
inorgânico foram inferiores, e os de cálcio, bem
mais elevados.

As variações para um mesmo parâmetro
bioquímico, encontradas nos estudos existentes
na literatura sobre o assunto, podem ser
atribuídas à metodologia utilizada, à raça e idade
dos animais, assim como à própria dieta
regional. Na pesquisa que ora se relata, foram
estudados bovinos de idade inferior à daqueles
investigados na literatura, pertecentes a várias
raças, dos quais se obtiveram lotes de soros que
foram submetidos a caracterização, pois, este tipo

de informação dificilmente é encontrada por
aqueles que se dedicam ao cultivo de células, ou
que se utilizam de culturas celulares para uma
variada gama de experimentos em virologia.

A análise estatística dos resultados foi
realizada pela aplicação _do teste "t" de Student,
aos valores das médias (X) e dos desvios padrão
(s). Os valores calculados para "t",
considerando-se seis graus de liberdade, a=5% e
"t" critico = 2,45, são apresentados na Tabela 6.
Com relação às f r ações séricas, a análise
evidenciou que não ocorreram diferenças
significativas entre soros de c a p a c i d a d e
promotora de crescimento celular boa ou pobre,
considerando-se o "t" crítico mencionado, e que,
para os soros de animais maiores ou menores de
seis meses, os resultados referentes às frações alfa
e beta, superiores ao "t" crítico (2,68 e 2,61, respec-
tivamente), foram significantes. Para os demais
parâmetros bioquímicos avaliados, os resultados
obtidos não diferiram significativamente, de
modo a permitir diferenciar soros de boa ou de
pobre CPC, assim como soros de bezerros me-
nores ou maiores de seis meses de idade.

Os parâmetros pesquisados no presente
artigo apenas avaliaram macroconstituintes e os
resultados obtidos revelaram não haver
diferenças significantes entre aqueles soros
considerados bons ou maus promotores de
crescimento. Assim, seria oportuno prosseguir o
estudo de outros fatores que estão relacionados
com os micronutrientes e com peptídeos
biologicamente ativos (somatomedina e outros)
e, também, de hormônios relacionados com o
crescimento.







TENÓRIO, E.C.N. et al. [Biochemical characterization of calf sera used for the growth of cell cultures
used in virology]. Rev. Saúde públ., S. Paulo, 23:162-9,1989.

ABSTRACT: Eight lots of the calf sera employed to supplement culture media for the cultiva-
tion of animal cells, of widespread use in virology obtained from calves above and below six months
of age were rated as good or as poor cell growth promoters according to their growth promoting ca-
pacity (GPC). Parameters related to macronutrients contained in these serum lots were then evaluat-
ed with the purpose of establishing their biochemical profiles. The results obtained can be considered
as normal values for apparently healthy animal donors. Fluctuations found between the data of this
investigation and those mentioned in the literature for certain biochemical parameters are probably
due to the methodology employed, the breed and age of the animals, or even to regional diet. Stu-
dent's "t" test was applied for the statistical analysis of the results and demonstrated that, as far as ser-
um fractions were concerned, no significant differences occurred between sera rated as good and poor
cell growth promoters, taking tc= 2.45. For calf sera from animals above and below six months of age,
two tests relating to alfa and beta fractions were significant (t=2.68 and 2.61 respectively). It was dem-
onstrated that the evaluation of the biochemical parameters mentioned "per se" neither leads to the
identification of calf sera presentig good or poor GPC, nor of sera harvested from calves younger or
older than six months.

KEYWORDS: Serum, bovine. Cells, cultured. Growth substances. Blood proteins.
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