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RESUMO 
A importância das linhagens celulares em diversas áreas da pesquisa torna fundamental um 
monitoramento contínuo quanto à possível contaminação cruzada interespécies. A análise 
eletroforética de isoenzimas utilizada para identificação da espécie de origem das linhagens 
celulares pode também determinar uma possível contaminação interespécies. O objetivo deste 
trabalho é verificar a sensibilidade do método no controle de qualidade das linhagens utilizadas 
rotineiramente em pesquisa e diagnóstico por meio de uma mistura experimental de pares de 
linhagens celulares (RK-13/Vero, MDBK/Vero e PK-15/ Vero), utilizando as seguintes isoenzimas: 
lactato desidrogenase, glicose-6-fosfato desidrogenase, malato desidrogenase e esterase.  A 
detecção da contaminação cruzada entre linhagens celulares por meio da análise eletroforética 
de isoenzimas foi efetiva quando utilizada as isoenzimas, lactato desidrogenase e malato 
desidrogenase, com uma sensibilidade de 5 e 10% de contaminação, respectivamente. A 
detecção da glicose-6-fosfato desidrogenase e esterase não foi apropriada em algumas misturas, 
devido ou à proximidade de migração das bandas ou à sua ausência, mas quando possível, a 
sensibilidade foi de 5%. O uso de, pelo menos, duas ou mais isoenzimas se faz necessário para 
obtenção de resultados mais satisfatórios e confiáveis. Um monitoramento de linhagens com fim 
de controle de qualidade para fornecimento de resultados confiáveis e compatíveis entre 
laboratórios pode se utilizar dessa técnica que demonstrou um nível de detecção de 
contaminação entre 5 a 10% da população celular.  
PALAVRAS-CHAVE: linhagens celulares, contaminação cruzada, isoenzimas, análise eletroforética.  

 
ABSTRACT 
Electrophoretic analyzis of isoenzymes for detection of interspecies cell line cross-contamination. 
Certification and the authentic source of cell lines had been very important to the scientific area. 
During the cultivation and handling of cell lines, it had occurred interspecies contamination that 
are detectable by electrophoretic analyzis of isoenzymes. The aim of this work is to study the 
sensibility of this when identifying interspecies cross-contamination through experimental mixture 
of cell lines (RK-13/Vero, MDBK/Vero and PK-5/Vero) using these isoenzymes: lactate 
dehydrogenase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, malate dehydrogenase and esterase. 
Detection of cross-contamination was effective for the lactate dehydrogenase and malate 
dehydrogenase with 5 and 10% of sensibility, respectively. Because of the close mobility among 
the bands or even the absence them, the glucose-6-phosphate dehydrogenase and esterase did 
not always show appropriate but also presented a sensibility of 5%. The cell contamination was 
identified as ranging 5-10% using at least two isoenzymes. The use of electrophoretic analysis of 
isoenzymes would be a valuable tool for laboratories which are concerned about establishing 
effective cell culture quality control. 
KEY WORDS: cell line, cross- contamination, isoenzyme, electrophoresis analyze. 

 
I. INTRODUÇÃO 
 

As culturas de células animais in vitro são utilizadas em várias áreas de pesquisa. As linhagens 
celulares contínuas oferecem um nível de reprodutibilidade e, conseqüentemente, de padronização que, 
normalmente, não se consegue com o uso de culturas primárias (STACEY, 1997; SILVA, et al., 2001). Entre as 
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principais aplicações das culturas celulares destaca-se o diagnóstico das infecções causadas pelos vírus, pelo 
isolamento e posterior identificação desses agentes; a produção de vacinas e de reagentes biológicos; e 
testes para avaliação da toxicidade de biomateriais (CRUZ et al., 1988; HARBELL et al., 1997; SIMONI et al., 
1999). A obtenção e uso de linhagens certificadas e de fontes autenticadas tornam-se de extrema importância. 
A autenticação ou caracterização das linhagens celulares vale-se de um conjunto de dados relativos ao 
crescimento populacional, citogenética, presença ou ausência de agentes adventícios, suscetibilidade celular 
a diferentes amostras virais, identificação de espécies e etc. (HAY, 1992; FERNANDES e SIMONI, 1995; SIMONI 
et al., 1999). A identificação das espécies de origem das linhagens celulares pode ser feita por meio de testes 
imunológicos, cariótipo ou análise de isoenzimas e, mais recentemente, pelas técnicas moleculares 
(FERNANDES e SIMONI, 1995; SOTERIOU et al., 1995;  SILVA et al., 2001; PARODI et al., 2002). 

A maioria dos laboratórios que utiliza células cultivadas in vitro mantém diversas linhagens celulares. 
Assim, acidentes de contaminação cruzada são um problema comum durante o cultivo e manuseio de células 
que podem invalidar ou comprometer resultados de pesquisa (STULBERG; PETERSON e SIMPSON, 1976; 
MARKOVIC E MARKOVIC, 1998; SILVA, et al., 2001). Esse tipo de contaminação tem sido relatado desde 1967, 
com a linhagem Hela através da detecção do seu marcador específico, mas contaminações de outras 
linhagens e envolvendo culturas inteiras ou apenas populações mistas de células também foram 
posteriormente relatadas (NELSON-REES; DANIELS e FLANDERMEYER, 1981; SILVA et al., 2001). Esse problema 
pode ser resolvido não só por obtenção de fontes autenticadas como mencionado acima, mas por 
procedimentos rigorosos de controle de qualidade e, principalmente, pela introdução nos laboratórios que 
utilizam culturas celulares, de técnicas para análise rotineira de detecção dessa contaminação interespécies 
de culturas celulares (HALTON; PETERSON e HUKKU, 1983; HAY, 1992; KOZAC, 1992; STACEY, 1997; MARKOVIC E 
MARKOVIC, 1998). Dentre estas técnicas, tem-se a eletroforese de isoenzimas, amplamente utilizada para a 
identificação de espécies de linhagens celulares animais e útil também para detectar esta contaminação 
(TSAREVA et al., 1976; STULBERG;  PETERSON e  SIMPSON, 1976; NOVOKHATISKII , 1980; STEUBE; GRUNICKE e 
DREXLER, 1995; NIMS et al., 1998). Em estudos anteriores foram caracterizadas diversas linhagens celulares de 
nosso laboratório pela análise eletroforética de isoenzimas, para identificação de espécies das linhagens 
celulares utilizando as isoenzimas lactato desidrogenase (LDH) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDHH) 
(FERNANDES e SIMONI, 1995). 

O objetivo do presente trabalho foi verificar a sensibilidade da técnica de eletroforese de isoenzimas 
na determinação da contaminação cruzada interespécies de linhagens celulares pela mistura experimental de 
pares de linhagens celulares visando a uma implementação desse método para controle de qualidade das 
linhagens utilizadas rotineiramente em pesquisa, diagnóstico e produção de vacinas. 

 
II. MÉTODOS 
 
Isoenzimas: As isoenzimas analisadas foram as desidrogenases: lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27), glicose-6-
fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49) e malato-desidrogenase (EC 1.1.1.37); e a esterase (EC 3.1.1.1) (HARRIS e 
HOPKINSON, 1976). 

 
Linhagens celulares: As linhagens celulares utilizadas foram: PK-15 (rim suíno – CRL-33), Vero (rim de macaco 
verde – CCL-81), RK-13 (rim de coelho – CCL-37) e MDBK (rim bovino – CCL-22), mantidas em Meio Essencial 
Mínimo de Eagle (MEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e para a linhagem RK-13, acrescido 
também de 2,95% de caldo de triptose (TPB). 

 
Mistura dos pares de linhagens celulares: As suspensões das células das linhagens celulares RK-13, PK-15 e 
MDBK foram misturadas com as suspensões celulares da linhagem Vero numa concentração final de 12x 106 
células nas seguintes proporções: 100%/0% (Experimento 1), 95%/5% (Experimento 2), 89%/11% (Experimento 
3), 50%/50% (Experimento 4), 11%/89% (Experimento 5), 5%/95% (Experimento 6) e 0%/100% (Experimento 
7). 
 
Preparo dos extratos izoenzimáticos: As misturas das suspensões celulares (Experimentos 1-7) foram 
centrifugadas a 2.500 g/10min. à 4oC e os sedimentos foram submetidos ao rompimento celular pelo método 
de congelamento e descongelamento descrito em FERNANDES e SIMONI (1995) para obtenção dos extratos 
izoenzimáticos. Apenas com uma diminuição do volume final de 1mL para 100µL. Os sobrenadantes dos 
Experimentos 1-7 de cada mistura foram distribuídos em alíquotas de 10µL e estocados a -80ºC. 
 
Eletroforese: A análise eletroforética das isoenzimas foi feita em gel de poliacrilamida vertical e sistema 
descontínuo (SIMONI et al., 1999). A corrida foi feita com corrente constante de 20 mA, à 4°C até a saída do 
corante da placa.  

 
Coloração: A atividade das isoenzimas desidrogenases foram visualizadas nos géis pela coloração com sais de 
tetrazolium como descrito por Harris e Hopkinson (1976) e a esterase foi corada com 

�
-naftil segundo Baffi et 

al. (2003). 
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III. RESULTADOS 
Na Tabela 1 estão esquematizados os experimentos com as isoenzimas da lactato desidrogenase (LDH) 

das misturas das linhagens RK-13/Vero, PK-15/Vero e MDBK/Vero. Para essa isoenzima foi verificada uma 
contaminação interlinhagens acima de 10% em todas as misturas (Experimentos 3, 4 e 5). 
 
 
 
 
 

Tabela 1 – Detecção eletroforética das isoenzimas da lactato desidrogenase (LDH) nas misturas 
RK-13/Vero, PK-15/Vero e MDBK/Vero. 

 

Porcentagem de mistura das 
linhagens celulares 

LDH 
(RK-13/Vero) 

LDH 
(PK-15/Vero) 

LDH 
(MDBK/Vero) 

Experimento 1 (100%/0%) controle Controle controle 
Experimento 2 (95%/5%) +/- +/- +/- 
Experimento 3 (89%/11%) +/+ +/+ +/+ 
Experimento 4 (50%/50%) +/+ +/+ +/+ 
Experimento 5 (11%/89%) +/+ +/+ +/+ 
Experimento 6 (5%/95%) -/+ -/+ -/+ 
Experimento 7 (0%/100%) controle Controle controle 

 
A Tabela 2 apresenta os resultados da isoenzima da glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) nas 

misturas das linhagens RK-13/Vero, PK-15/Vero e MDBK/Vero. Para a mistura RK-13/Vero visualizou-se a 
contaminação a partir de 5%, mas, apenas, para a isoenzima da linhagem RK-13 (Experimentos 4 a 6); a 
contaminação da isoenzima da linhagem Vero só foi detectada na mistura 50% (Experimento 4). Nas misturas 
PK-15/Vero e MDBK/Vero não foi possível observar as contaminações (Experimentos 2 a 6) devido à intensa 
coloração e proximidade da migração eletroforética da banda das duas linhagens que prejudicou a 
interpretação e análise dos resultados. Mesmo nas linhagens controle (Experimentos 1 e 7) foi difícil a 
formação de uma banda nítida. 

 
 

Tabela 2 - Detecção eletroforética da isoenzima glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G-6-PDH) nas misturas RK-13/Vero, PK-15/Vero e 
MDBK/Vero. 
 
Porcentagem de mistura das linhagens 
celulares  

G-6-PDH * 
(RK-13/Vero) 

Experimento 1 (100%/0%) controle 
Experimento 2 (95%/5%) +/- 
Experimento 3 (89%/11%) +/- 
Experimento 4 (50%/50%) +/+ 
Experimento 5 (11%/89%) +/+ 
Experimento 6 (5%/95%) +/+ 
Experimento 7 (0%/100%) controle 

* não detecção de bandas nas misturas PK-15/Vero e MDBK/Vero 
 
Para a isoenzima malato desidrogenase-MDH (tabela 3), a detecção da contaminação na mistura PK-

15/Vero foi vista a partir de 5% (Experimentos 2 a 6). Para mistura RK-13/Vero também houve uma detecção a 
partir de 5% mas apenas para a linhagem RK-13 (Experimentos 4 a 6);  nos experimentos com contaminação 
de Vero (Experimentos 2 a 4), só no experimento 4  (50%/50%) ocorreu essa detecção. Já na mistura 
MDBK/Vero, a contaminação foi observada em todas os experimentos exceto no Experimento 2 
(95%MDBK/5%Vero), indicando uma sensibilidade de 10% e 5% respectivamente para a Vero e MDBK. 
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Tabela 3 - Detecção eletroforética da isoenzima malato desidrogenase (MDH) nas misturas RK-13/Vero, 
PK-15/Vero e MDBK/Vero. 

 
Porcentagem de mistura das 
linhagens celulares 

MDH 
(RK-13/Vero) 

MDH 
(PK-15/Vero) 

MDH 
(MDBK/Vero) 

Experimento 1 (100%/0%) controle controle controle 
Experimento 2 (95%/5%) +/- +/+ +/- 
Experimento 3 (89%/11%) +/- +/+ +/+ 
Experimento 4 (50%/50%) +/+ +/+ +/+ 
Experimento 5 (11%/89%) +/+ +/+ +/+ 
Experimento 6 (5%/95%) +/+ +/+ +/+ 
Experimento 7 (0%/100%) controle controle controle 

 
 
No estudo das isoenzimas da esterase (tabela 4) e misturas RK-13/Vero e PK-15/Vero, a contaminação 

só pode ser analisada unilateralmente, pois não houve a visualização de bandas na linhagem Vero em todos 
os experimentos, inclusive no controle (Experimento 7). A detecção de contaminação unilateral da RK-13 e PK-
15 foi a partir de 5% (Experimentos 4 a 6). Na mistura MDBK/Vero, as bandas da linhagem MDBK também não 
foram detectadas, inviabilizando assim qualquer análise de contaminação. Uma mistura adicional foi realizada 
com as linhagens celulares RK-13/PK-15 em que verificou a contaminação para ambas as células a partir de 
5%. 

 
Tabela 4 - Detecção eletroforética das isoenzimas da esterase nas misturas RK-13/Vero, PK-15/Vero e 
MDBK/Vero, e na mistura adicional RK-13/PK15. 
 

Porcentagem de mistura das 
linhagens celulares 

Esterase 
(RK-13/Vero) 

Esterase 
(PK-15/Vero) 

Esterase 
RK-13/PK-15 

Experimento 1 (100%/0%) controle controle controle 
Experimento 2 (95%/5%) +/n.d. +/n.d. +/+ 
Experimento 3 (89%/11%) +/n.d. +/n.d. +/+ 
Experimento 4 (50%/50%) +/n.d. +/n.d. +/+ 
Experimento 5 (11%/89%) +/n.d. +/n.d. +/+ 
Experimento 6 (5%/95%) +/n.d. +/n.d. +/+ 
Experimento 7 (0%/100%) n.d. n.d. controle 

n.d. = não detecção de bandas, incluindo a mistura MDBK/Vero. 
 

 
IV. DISCUSSÃO 
 

Estudos feitos por Nims et al. (1998) mostraram que a contaminação de células pode ser detectável 
pela técnica de eletroforese de isoenzimas, se representar pelo menos 10% da população total celular. Em 
nossos experimentos de mistura também ocorreu identificação de contaminação em torno de 10% da 
população para a isoenzima LDH, mas foi superior para as outras isoenzimas com identificação a partir de 5% 
da população celular. Algumas isoenzimas (LDH e MDH) foram mais facilmente detectáveis enquanto outras 
apresentaram dificuldades na análise, como a G-6-PDH e esterase, sendo assim necessário o uso de duas ou 
mais isoenzimas para melhor análise de contaminação. Markovic & Markovic (1998) citam também uma 
sensibilidade de 10% para a técnica de DNA fingerprinting e a cariotipagem com uma sensibilidade maior 
entre 1–5%, mas como uma técnica laboriosa e inapropriada em grande escala. 

A ausência das bandas da esterase para as linhagens Vero e MDBK pode ser devido a uma 
concentração muito baixa dela que impossibilitou sua detecção in situ como relatou Ruddle & Rapola (1970). 
Esses autores observaram a necessidade de crescimento celular de uma semana das células para posterior 
coleta e identificação eletroforética da esterase. Tempo que as células estariam saindo da fase log e entrando 
na fase estacionária e que apresentariam uma maior concentração de isoenzimas da esterase. Uma outra 
mistura de Vero e MDBK foi feita, com uma coleta pós-cultivo semanal, mas mesmo assim manteve-se a 
ausência de bandas das isoenzimas da esterase para as duas células. Para averiguar a real possibilidade de 
uso da esterase na identificação de contaminação interlinhagens, procedeu-se a um novo experimento com 
uma mistura de células do par de linhagens detectáveis eletroforeticamente, isto é, RK-13 e PK-15. Nessa 
mistura experimental adicional, RK-13/PK15, foi possível verificar a contaminação para ambas as células a partir 
de 5%, indicando que a esterase pode ser utilizada no estudo de contaminação de linhagens, desde que haja 
uma prévia identificação de sua presença nas linhagens. 

A falta de reciprocidade na porcentagem de detecção da contaminação para uma mesma isoenzima 
e experimentos com a mesma quantidade de células das linhagens (Experimentos 2  e 3 frente aos 
Experimentos 5 e 6 na mistura RK-13/Vero, e Experimento 2 frente Experimento 6 na mistura MDBK/Vero e  
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isoenzima MDH) pode ter ocorrido por uma diferença na fase de crescimento celular das linhagens quando da 
etapa da coleta. A coleta foi feita após a formação completa da monocamada e, provavelmente, uma 
linhagem já estaria na fase estacionária e com maior concentração de isoenzimas (RK-13) e a outra (Vero) 
estaria no início da fase exponencial e menor concentração de isoenzimas. Essa discrepância ocorreu pois 
para cada linhagem houve uma variação de tempo dos dias pós-repique para que toda a monocamada 
estivesse completa (de 2 a 4 dias). Isto poderia justificar por que as células Vero não puderam ser visualizadas 
nas contaminações de 5% e 10% dos Experimentos exemplificados acima. Haveria uma baixa concentração 
destas isoenzimas nas células Vero, que não permitiu a visualização eletroforética e conseqüente 
contaminação experimental. Ainda mais que, por questões práticas laboratoriais, as misturas dos 
experimentos (Experimentos 1 a 7) nem sempre foram executadas todas na mesma ocasião. Sabe-se, por 
exemplo, que as cinco isoenzimas da LDH, por apresentarem concentrações diferentes dependendo do 
tecido, nem sempre todas são detectadas e visualizadas eletroforeticamente (FERNANDES e SIMONI, 1995).  

No uso desse método de análise eletroforética de isoenzimas para o controle de qualidade de 
linhagens celulares, deve-se pré-estabelecer o período de coleta após repique e/ou realizar duas coletas em 
tempos diferentes e utilizar a concentração final de células estabelecida em Fernandes & Simoni (1995) de 
42x106/ml. Desse modo, evita-se qualquer influência do período da fase de crescimento e concentração das 
isoenzimas.  

Futuramente como prospecta Markovic & Markovic (1998) deve ser requerido dos autores de 
trabalhos baseados em culturas celulares, um certificado de análise de contaminação cruzada celular, CCC 
(cell cross-contamination), citando a revista In vitro Cellular and Developmental Biology como a pioneira na 
exigência dessa declaração. 
 
V. CONCLUSÃO 
 

O monitoramento contínuo da pureza das linhagens celulares é importante e necessário para 
controle de qualidade. Além da conscientização por parte da comunidade científica que utiliza linhagens 
celulares como ferramenta de trabalho. A análise eletroforética de isoenzimas permite detectar possíveis 
contaminações interespécies de linhagens celulares ocorridas acidentalmente em laboratórios e pode ser 
utilizada neste controle de qualidade. O ideal é um conjunto de duas ou mais isoenzimas para resultados 
mais satisfatórios e confiáveis. 
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