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CAP, I - INTRODUGAO E OBJETIVOS

T.1 - Breve revisao histdrica

Em 1960 Barski e colaboradores semearam culturas
mistas de duas linhagens celulares provenientes de tecido sub
cutfneo de camundongo, as gquais diferiam entre si por suas
propriedades morfoldgicas, bioquimicas, citogenéticas e cance
rigenas. Apés cerca de quatro meses de cultivo, observaram a
formagio de um novo tipo celular, que se diferenciava das cé
lulas dss duas linhagens ancestrais por apresentar caracteris
ticas intermedidrias a ambas e maior taxa de crescimento. Deg
crevia—gse, assim, pela primeira vez, a obtencao de um hibrido
celular.

Esse achado foi confirmado por Sorieul e Ephrussi_
em 1961, que obtiveram e isolaram células hibridas a partir de
duas linhagens celulares semelhantes aquelas utilizadas por
Barski e colaboradores. Foram esses autores, alids, os primel
ros a sugerir a utilizagdo de hibridos celulares em estudos ge
néticos de células somdticas. Tal sugestao entretanto, ngo
pdde, ser posta em préitica imediatamente, tendo em vista as
dificuldades de obtencao de hibridagao espontdnea. Somente &
partir de 1965 é que elas foram ultrapassadas, quando se de
senvolveram técnicas de fusao celular artificial e de selegao
de hibridos.

Assim, em 1965, Bphrussi e Weiss conseguiram, pela
primeirs vez, uma linhagem hibrida interespecifica, utilizan-
do células de camundongo com deficieéncia de quinase de timidi
na e células dipldides de embriao de rato. Nesse experimento_

a detecgao e identificagio dos hibridos celulares foi faeili-



tade pelo emprego do meio seletive HAT, (hipoxantina, aminop-
terina e timidina) o qual impediu o crescimento das células de
camundongo (técnica de Littlefield, 1964).

A téenica de Littlefield foi originaimente ideali-
zada para detectar células hibridas formadas por fusao celular
espontanea. O processo baseia-se na hibridagsc de células com
deficidncia de quinase de timidina (TK) e transferase de fog
forribosil hipoxantina (HGPRT). Tais deficiéncias nZo sao pre
judiciais &s células sob condi¢Oes normais de cultura, uma
vez que as enzimas em discussao nao tomam parie nos passos
biossintéticos do acido timidilico e das purinas. No entanto,
quando a neo-sintese desses nucleotideos € blogueads por adi
¢io de aminopterina ac meio, as células com deficiéncia deg
sas enzimas n@o podem incorporar timidina ou hipoxantina e,
portantc, nao sobrevivem. Em oposigao, as célules hibridas po
dem sobreviver, ums vez que produzem tento TK como HGPRT.

Visto que as células de rato crescem em camadas u-
nicelulares, enquanto que as hibridas formam, apds slguns  _
dias, pequenas colOnias com crescimento estratificado, essas
dltimas podem ser facilmente isoladas e subcultivadas.

Ainda em 1965 Harris e Watking, obtiveram hibridos
de células humanas (HeLa) e células murinas (células asciticas
de Erlich). Utilizaram o virus Sendai inativaedo para aumentar
8 frequéncia de fusio, inspirados no trabalho de Okada 1962,
que atribuias a este virus propriedades fusogénicas. Contudo,
a capacidade reprodutiva dos hibridos nso pode ser testada,
ume, vez que as células hibridas foram sobrepujadas em cresci
mento pelas ancestrais.

A primeira linhagem hibride estdvel obtida com cé
lulas humanas foi conseguida em 1967 por Weiss e Green, que
usaram meio HAT para selecionar o ancestral murino deficiente

de quinase de timidina. As células humanas foram isoladas por



cresceram em camadas unicelulares e por terem crescimento len
0.

A hibridacao celular vem sendo utilizada desde
1965 como um poderoso metodo para estudo genético de células
somaticas, pois ele permite que sejam ultrapassadas barreirss
de natureza ética, como aquelas inerentes a cruzamentos expe
rimentais na espécie humana. Além disso, outras vantagens po
den ser vislumbradas, tais como:

19—~ Pacilidade de realizagao de estudos bioquimi -
cog, imnoldgicos e de microscopia eletrdnica.

22— Maior facilidade de controle de fatores  ambi
entes.

32— A unidade basica de estudo passa a ser a célu
la, permitindo que se analise, por intermédio do estabeleci -
mento de clones, milhOes de descendentes a partir de um dnico
individuo.

42— 0 tempo de geracao é reduzido a 24 horas.

Deve-se regsaltar, no entanto, que as seguintes 1i
mitagbes ocorrem 4o emprego desse método:

9- 36 poderzo ser estudados genes que se expressem
em células cultivadas.

22~ Processos envolvendo interag¢des de vérios teci
dos ou orgacs nao podem ser avaliados.

3~ As células em cultura estdo expostas a wm ambi
ente artificial. Como j4& foi assinalado no indcio deste capi-
tulo, Sorieul e Ephrussi em 1961, foram os primeiros autores
a viglumbrar s importancis de hibridos celulares em estudos _
genéticos de células somaticas. Alertavam, no entanto, que o
alcance dessa meta dependia tanto da obtengdo de linhagens in
terespecificas estaveis, quanto da existencia de marcadores _
genéticos que se expressassem ao nivel celular,

A primeira barreira foi uwltrapassada com o8 resul-



tados obtidos por Ephrussi e Weiss em 1965. Restava, contudo,
verificar se tais linhagens hibridas possuiriam um caridtipo_
suficientemente estavel, se haveria segregacao cromossimica de
tal ordem a permitir correlagiio fendtipo-gendtipo e, finalmen
te, se ambos genomas ancestrais seriam funcionais nas célulasg
hibridas.

A resposta a essas questOes também foi fornmecida _
por Weiss e Ephrussi em 1966, quando eles obtiveram sete dife
rentes tipos de hibridos somdticos rato x camundongo. Esses
hibridos celulares eram vidveis e capazes de proliferagao ra
pida e aparentemente indefinida. A evolugdo cariotipica de
ura dessas linhagens foi estudada em detalhe, tendo os eubdres
encontrado perda de 5 a 10% dos cromogsomos, cCom & maioria
das mudancgas ocorrendo "in vitro" durante os primeiros meses,
Foi verificado também, haver perda preferencial de cromossomos
de rato.

A expressao de ambos genomas asncestrais nas célu
1las hibridas foi evidemciada pelos achados de Gershon e Sachs
(1963) e Spencer e cole (1964), utilizando antigenos H, de
histocompatibilidade. Confirmac¢ao desse fato fol obitida  por
Ephrussi e Weiss (1965) ao analisarem as isozimas da desidro
genase de lactato (LTH) e a enzima B glucoronidase nas céln
las ancestrais e nas hibridas. Aseim, verificaram que as 1i
nhagens hibridas continham LIE-5 caracteristicas das dues es
péciesg, identificaveis por mobilidade eletroforética diferen
cial.

Quanto & B glucoronidase encontraram nas  células
hibridas enzims com sensibilidade ao calor e mobilidade ele
sroforética intermedidrias. Interpretaram essa ultima observa
¢80 admitindo que a B glucoronidase pode ser um polimero e
que moléculas nibridas interespecificas podem ser formadas nos

nibridos celuleres. A partir de entao inumeras ublicactes



t8m confirmado nao sé a estabilidade de linhagens hibridas co
mo também a expressao de ambos genomas ancestrais nessas 11
nhagens.

No concernente aos marcadores genéticos com expres
sio0 detectavel em cultura de células tem-se que eles Vvém sen
do observados em numero crescente. Em 1875 ja haviam sido re
conhecidos cerca de 100 "loci" génicos em Cromossomos humanos
especificos, por intermédio de estudos de hibridos somaticos

interegpecificos (Hamerton, 1975; Bodmer, 1975; Ruddle e Me-
era Kb-an, 1975)'



1.2 - Pugso celular

Ume vez que a frequéncia de fusdo celular esponté-
nea & um evento raro, intmeras tentativas foram feitas para
aumentar a freqténcia de fusdo celulaxr por tratamento de cul
turas mistas de células com tripsina, digitonina, fitohemaglu
tinina, polilisina, neuraminidase e baixas temperaturas (Foste,
1972). Tais tentativas, no entanto, foram infrutiferas.

Ephrussi e Sorieul (1962) foram os primeiros a su
gerir que a capacidade de provocar fusfo celular observada em
certos virus, poderia ser explorada com 0 objetivo de aumentar
a produgio de linhagens celulares hibridas. Nesse mesmo  ano
Okada descreven que 0 virus Sendai inativado por luz ultravio
leta poderis provocar fusac de células. Mais tarde, Okada e
Murayams (1965) e Harris e Walkins {1965) verificaram que ©
virus Sendai inativado por luz ultravioleta, poderia ser usa
do para fundir células de diferentes tipos om mesmo de  espé
cieg diversas.

Esges relatos, acrescidos ao de Yerganian e RNell
(1966), provocaram a vulgarizacao do uso do virus Sendai ina
tivado, tanto por luz ultravioleta como por B propiolactona ,
na obtengzo de células hibridas. Apesar de ter trazido Tesul
tados positivos a adogao de tal agente fusogénico foi, pois,
de certa forma, arbitréria. De qualquer modo, o zgente de fu
880 celular mais bem estudado até o momento é o virus Sendal
(EVJ, virus hemaglutinante do Japao).

0 tipo de fusazo celular promovido pelo virus Sen
dai & o denominado FPWO (fusion from without), gque nao requer
replicacio intracelular do virus. A fus@o parece estar direta
mente associada com a particula viral, nao havendo sido des
critos, sté o momento, fatores especificos que possam ser reg

ponsabilizados pels meema., A fusdo é precedida por forte aglu



tinagao das células expostas as particulas virais.

Admite-se que ocorre fusao de duas membranas, quan
do as interacdes entre elas sac maiores que as interagdes mo
leculares dentro de ums,unica membrana. Sendo assim, para que
haja fusio as membrenas plasmaticas das duas células, devem
estar em contacto molecular direto. Pouco se sabe a respeito
da conceituscdo de contacto molecular, uma vez que a nabtureza
da adesao inbercelular é desconhecida.

A maioria das evidéncias referentes & interacdo en
$re as superficies celulares em processo de fusao é provenien
te de estudos de microscopia eletrdnica. Ag dificuldades ing
rentes & interpretacac de imagens de microscopia eletronica ,
plizndag ao problema de definicao precisa dos limites espaciais
da periferia celular emprestam a eseas evidencias wm valor
apenag deseritivo.

Poste (1972) tenta explicar a interacao aas gupexr
{cies celulares durante a fusao, tomando cemo ponto de parti
da a teoria’ ILVO. Essa teoria desenvolvida por  Derjaguin e
Landau (1941) e Verwey e Overkeek (1948) para explicar a inte
ragio de particulas colodais 1liéfobas, considera que a inters
cBo energética de superficies celulares é resultante de forpas
atrativas e repulsivas. Porgas eletrostdticas tenderiam a man
ter as superficies separadas, enquanto as forgas atrativasg do
tipo London-Ven der Waals tenderiam a favorecer o contacto en
tre as mesmas. A aproximacio intima de dums células seria poT
tanto impedida por uma considerdvel barreira energética., Unma
vez vencida essa barreira, as células entrariam no chamado
"minimo primério®, em gue suss membranss ficariam separadas
por poucos Angstrons. As células seriam, entao, mantidas jun
tas por forgms atrativas com energia igual & das pontes Fisi
co—quimicas formadas entre elas.

Usando essa teoria Poste examinou os fatores  que



-

influenciariam o contacto entre membranas plasmiticas durante
s fusio celular induzida por virus, Consideragdes tedricas in
dicavem gque a aproximacdo intima da gsuperficie celular antes
de ocorrida a fusao, poderia ser conseguida se aproximacso e
contacto fossem feitos por microvilosidades com raio de curva
tura menor que 0,1 m, Mierovilosidades com tals dimensoces en
frentarism forcas eletrostdaticas repulsivas gignificativamen-~
te menores que as sofridas por projegdoes maiores como, por
exemplo, pseundépodes. Fato jnteressante € que microvilosidades
com pequeno raio de curvatura sao encontradas tanto em fusao_
celular induzida por virus quanto por agentes fusogenicos nao
vireis. Além disso, a capacidade de diferentes tipos de célu
las entrarem em fusao estd diretamente relacionada com a de
produzir microvilosidades.

Poste (1972) adverte que, apesar de o contacto en
tre superficies celulares poder ser tratado segundo a teoria
TLVO, as células sao estruturas dinfmicas, sendo as interagtes
entre elag influenciadas tanto por propriedades mecanicas da
periferia celular guanto por forgas locomotoras geradas pelas
préprias células.

Considerando como vélida a essociagao emtre forma-
¢80 de microvilosidades e contacto celular Poste (1972) infe
rin que a espessura da parede celular seria fator importante
na possibilidade de fusao entre celulas,

Pavorecendo essa ultima assertiva encontrou as eg
guintes evidéncias:

12~ As oélulas com pequena capacidade fusogénica _
mostram parede célular mais espessas € menor gquentidade de mi
orovilosidades gue as células com grande capacidade fusogéni-~
ca.

58~ A espessura da parede de células engajadas no

processo de fusao por virus apresenta-se gignificativamente _



reduzida.

32— A maior capacidade de fusac de linhagens celn
Jares estabelecidas "in vitro® em relagdo a linhagens ocelula
res dipléides secundirias e primArias poderia ser explicada _
pelo fato de as primeiras terem parede celular mais delgada .
De mesms maneira, linhagens celulares primarias que possuem
parede celular mais espessa que as secunddrias 8o menos capa
zeg de entrar em processo de fusao que as vltimas.

49— A fusdo celular induzida por virus é restrita_
a células com parede de espessura inferior a 353, 0 que suge
re gque células com paredes mais espessas que 353 edio incapazes

de enirar em fusio porque s&o inapitas a produzir mm comtacto

intimo.

| A reducdo da espessura da parede celular, gue DPre
cede & fusao induzida por virus, parece resultar de digestao_
promovida por enzimas lisossOmicas liberadas na parede celu
lar. As mudangas de espessura da parede celular, bem como &
fusSo sio blogueadas pela agdo de agentes estabilizadores de
1isossomos.

Allison (1967, 1968) e Poste e Allison (1971) pro
puseram que s modificagao induzida pelos lisossomos na parede
celular & um evento necessirio em todas as formas de fusao ce
lular. ¥ importante salientar, agui, que varios agentes quimi
cos, fisicos e bioldgicos com capacidade fusogénica apresentam
também a propriedade de labilizar 1isossomos.

Embora a ativacdo lisossdmica e a modificagao da
guperficie celular por enzimas lisossOmicas parecam ser neces
sérias pars que ocorra fusdo, estd claro que tal evento, pOr
si 86, & incapez de promover fusao celular. Realmente, muitos
agentes citotdéxicos sao incapazes de promove-la, apesar de
produzirem alteragdes lisossdmicas idénticas as encontradas _

na fusao celular.
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Dingle (1968, 1969) sugeriu que a susceptibilidade
3 fusao das membranas poderia ser aumentada pela presenga  de
uma proporgao relativamente alta de acidos graxos de cadeia cwr
ta, pela incorporagao de‘isameros cis e pela presenga de gru
pos polares nas cadeias de hidrocarbonetos. Essas propriedades
poderiem aumentar a area de superficie ocupada por cada molécu
la e, por redugdo das forgas de Van der Waals entre elas, pode
riam criar ume membrana ingtavel que seria facilmente fundida.
Infelizmente, nads se conhece em detalhe 3 respeito da composi
¢io das membranss engajadas no processo de fusao, razao pela
qual as proposic¢des de Dingle deverao esperar por dados experi
mentais futuros. ,

Rubin (1967, GHittler e Clausen (1963) e Iucy (1970)
sugeriram gue a formagdo de lisofosfatideos dentro do sistema
de membranas poderia promover fusao celular. O fato de o trata
mento de células com lisolecitina poder induzir fusac celular
(Poole e col., 1970) d4 suporte a essa hipétese. O aparecimen-
$o de lisolecitina em membranas tem sido detectado também, du
rente & fusao de granulos cromafins e de histamina com a mem~
brans plasmitica durante o processo de exocitose. Considerando
como correts a sugestao de gque hd participagio de lisofosfati-
deos em fusdo de membranas, deve-se ter em mente que tal parti
cipagio deverd se restringir a pontos localizados, de maneira
o nio ameacar & integridade da membrana celular. Sendo assim ,
ag enzimas lisossOmicas parecem participar do processo de fu
gao celular, tanto digerindo a parede celular, como estimnlan~
do a formmgio de compostos que provocam lise dentro das membra
nas plasmiticas nos locais de fusdo.

Contrariando a hipétese da participagao da lisole-
citina na fusso de membranas, hs o fato de esta substancia nao

ter sido encontrada em membranas plasmiticas submetides a IR



si0 por virus. Deve-se lembrar, no entanto, gque a quantidade_
de ligolecitina requerida pode ser muito pequenz, além de ha
ver limitacdes técnicas da andlise de lipidios, as quais sao
exacerbadas pelo fato de o processo de fusdoc Ser uma Treagac _
extremamente rapida.

Poste (1972) propde que ¢ processo de fusao deve
ter semelhanga com o Observado em fendmenos ngturais como en
docitose, exocitose e digesiae .intracelular.

Woodin e Wienecke (1964) estudando os eventos bio
quimicos que acompanham a desgranulacao de leucdécitos, um pro
ceggso que envolve fusdo dos granulos leucocitérios com a mem-
brana plasmitica, sugerem que a remogao de ca*? e de ATP das
membranas poderia produzir dreas locais de decréscimo de rigi
dez estrutural, as guais poderiam ser suscetiveis & fus@o. 4
remocao 4o ca*? da membrana poderia, tembém, aumentar o nume
ro de sitios de ligacS8o livres disponiveis dentro da membranms,
propiciando, portanto, interagdo molecular e ligagao com sl
tios livres de membranas adjacentes.

Woodin e Wienecke (1964) também sugeriram que a Te
mocio de Ca*’ e de ATP da membrana é iniciada por hidrélise _
de ATP ligado & membrans por intermédio da ATPase da membrana
do granulo leucocitérioc. Consideraram que a hidrélise de ATP
poderia criar adenosina difosfato (AIP) e uma alta concentra—
cdo de ortofosfato denmtro da membrana, a qual poderia  compe
- tir ou ligar-se ao Ca+2 deglocado.

Os eventos gque ocorrem na despolarizagao de membra
nas de celulas excitaveis sao semelhantes aog descritos  por
Woodin e Wienecke (1964). Abood (1966, 1969) propds uma teoria
pars despolimerizagio de membrans que é praticamente identica
a0 esquema descrito por Woodin e Wienecke.

As similaridades entre os fenOmenos de membrana na

secrecio e despolsrizacio sao também enfatizados pela  teoria
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de Abood, para explicar o mecanismo de liberagao de grﬁnulos_
gecretores de varios tipos de célula, como por exemplo, os
processos exocitéticos emvolvendo a fusdo da membrana do gra
nulo com a membrana plasmatica.

0 paralelismo entre fatores gue regulam secrecao e
aqueles que regulam despolariza¢do de membranas levaram Poste
(1970) e Poste e Allison (1971) a pr0pof a existencia de gimi
laridades bdsicas nos eventos responsiveis por fusao e despo
larizacaoc de membranas.
| 0 esquema exposto acima requer deslocamento de
Ca+2 e de ATP da.membrana, para que se inicie fusao. Poder-se-
ia, portanto, esperar que a concentragac de ca*t? e ATP dispordi
vel para a membrana nessa fase fosse critica, nao ocorrendo _
fusao se Ca+2 ou ATP estivessem continusmente presentes pars
estabilizar a membrans. Woodin e Wienecke (1964) verificaram
que a fusdo de granulos leucocitdrios com a membrana plasmati
ca & inibida por altas concentragbes de ATP e Ca+2, cada gual
estando apto a agir independentemente. Esse efeito é também
observado na liberacao de granulos secretores de variog tipos
de células. Além disso, a fusao celular induzida por  virus,
bem como a fusao de mjoblastos durante a miogeénese " in vitrof
sao inibidas por cat® em concentracdes idénticas iguelas que
impedem a fus3o de membranas na fase de liberagao de secregao.
Outro fato digno de nota é que a despolarizagao, tento de sig
tems de membranas excitdveis por estimulos elétricos  guanto
por est{milos quimicos, é inibida por concentragdes de ca*? e
ATP idénticas aquelas gue provocam inibigao de fusao celular,

Ainda em relacao ao esquema proposto acima tem~se_
a salientar que o deslocamento de Ca+2 e ATP das membranas &
efetuado pela ATPase associada & membrana. Existem evidéncias
de que inibidores de ATPase, impedem a liberacao de produtos

de secrecao por inibigdo da fusdo dos granulos secretores
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com & membrana plasmitica. Com referdncia a agao desses inibi
dores de ATPase em fusio celular, no entanto, hd apenas o Te
lato de Norrby (1966), que refere a agao inibidora da florizi
na em fusao de celulas IwlO6 na presenga do virus do sarampo.

Varios estudos tém mostrado que a ATPase asgsociada
3 fusio de gramulos secretores com membrana plasmitica ndo ¢é
do tipo transporte ativo, sendo geralmente aceitc que a mesma
¢ ativada por Ca’> e Mg'2. A inibigo de fusdo celular induzi
da por virus Séndai, encontrada guando foi omitido do meio de
cultura o Mg+2, poderia ser uma evidénecia indirets da partici
pagdo da ATPase dependente de ca*? e Mg+2.

4 participagao da ATPase dependente de ca*? em fu
s50 de membrana ¢ também sugerida pelos seguintes achados:

1¢- Tanto a fusao celular quanto a de granulos se
cretores com a membrana plasmética nao ocorre na augéncia de

+ AP . . ~ .
Ca 2, gendo significativamente reduzida em concentragoes bai-

xag de Ca+2.
oo_ A fusao de segmentos de membranas nas juncoes

ds zona ocludens, depende de um deslocamento continuo do ca*?

pelo complexo Ca+2—~Mg+2—-ATPase, deslocamento esse inibido
por altas concentragles de ca*?,

As evidéncias obtidas de estudos de fuséo de grénu
los secretores com a membrans plasmatica sugerem que o comple

x0 Ca+g-mg*2—-ATPase pode estar associado com uma proteina

contratil, possivelmente ligada diretemente com o ca*® & armp

da membrana COmO um complexo mecanocenzimatico.

Poste (1972) propoe que o deslocamento de Ga+2 de

membranas poderia envolver um processo répido e reversivel de
troca catidnica, em que as macromoléculas da membrana agiriam

como trocadores de ions, estando a membrana portanto, apta a

. . . . +
exigtir em dois estados, isto é, o normal associado ao Ca 2 o

o estado susceptivel & fumsao, dissociado de Ca+2.
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A fusdo parece requerer, pois, transigdes rdpidas_
e reversiveis da conformasgzo macromolecular da membrana, indu
zida por ligagac com Ga+2. Nesse sentido, as mudancas na fu
gsao poderiam assemelhar;se intimsmente ao modelo "two-stable-
state" de despolarizacdo em membranas celulares excitdveis.

0 deslocamento do Ca+2 da membrana poderia provocer
uma queda na resisténcia da mesma, fato bem demonstrado em
membranas de células excitiveis. Uma queda de resisténcia o-
corre em segmentos de membrana plasmatica durante a formacao_
de vesiculas endocitéticas, tendo sido tal fendmeno atribuido
a0 deslocamento do ca*? nessas regides. Uma vez que a ligagao
membrana—ca+2 é importente para a manutengao da estrutura de
certos lipideos carregados negativamente, © deslocamento deg
gse ion poderia provocar mudangas na configuracao das macromo-
léculas da membrana.

A fTalta de informacdes precisas sobre a estrutura_
de membrapas impede que se tire conclusOes & respeito da con
flguragao das macromoléculas de membrana durante a fusao.

Poste em 1972 sugeriu que © fendmeno de fusao de
membrana fosse dividido em quatro estagios:

1~ Contacto—Aproximac¢ao intima das membranas, de
tal sorte que a distancia entre as mesmas seja menor que 103.

2- Inducao~Deslocamento de cat® e ATP das membranss

3- Pusdo-Estabelecimento de ligagles estdveis en
tre membranas.

A- Estabilizacdo~Volta das membranas recentemente
fundidas & condicao normal, por intermédio de religacao do

Ca+2 e ATP as membranas,

A1ém do virus Sendai e da lisolecitina foram utili
radas vesiculas lipidicas unilamelares como agente de fusdo _

celvlar (Papahadjopoulos e col., 1973}. 4 idéia de se  utili
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zer vesiculas lipidicas com tal finalidade adveio da observa-
¢80, ao microscépio eletrdnico, de grande numero de goticulas
de lipideos em contacto direto com a membrana plasmatica de
células em processo de fusao apds tratamento por lisolecitina
(Akong e col., 1972). O mesmo foi observado em lisossomos isQ
lados de leucdcitos (Hawiger e col., 1969).

0 mecanismo pelo qual vesiculas lipidicas causam
fusao celular nio é conhecido. Papahadjopoulos e col. (1973)
admitem gque ocorra fus3o entre as vesiculas e membranas de
duas células adjacentes, por intercalagac das primeiras entre
ag tltimas. Formar-se-ia, ent@o, uma ponte entre as células a
qual se alargaria, levando & completa fusao das celulas.

Os resultados encontrados por esses autores apon-—
tam a necessidade de as vesiculas 1ipidicas possuirem  carga
elétrica negativa, o que sugere que a interagdo de carges elé
tricas ¢ condic¢ao essencial para ocorrer intimo contacto en
tre vesiculas e superficie celular.

Bm 1974 um novo agente de fusao celular foli desecri
to, o polietilenoglicol, também conhecido como PEG (Kac e Mi
chayluk, 19745 Constebel e Kao 1974 e Kao e col., 1974). Esse
agente, utilizado inicialmente em fusao de protoplastos de
plantas, mostrou-se também eficiente na obtengao de heteroca
riocitos de células de mamifercs (Pontecorvo, 1975; Davidson
e Gerald, 1976; Davidson e cole., 1976 e Maul e col., 1976).

0 polietilenoglicol provoca uma forte aglutinagao
celular, permitindo contacto intimo entre as células., Segundo
¥ao e Michayluk (1974) e aglutinagao promovida pelo PEG pode
envolver atragao dos protoplastos por forgas_eletrostéticas N
Constabel e Kao (1974) observaram que a adigio de sails de cal

cio & solucio de PEG aumenta o poder aglutinante do mesmo. De
acordo com os autores supracitados o PEG agiria como uma pon

te molecular entre as superficies de protoplastes adjacentes,
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seja diretamente ou por intermédio de ca*?. Acreditam eles que
s fusao resulta do distirbio e redistribuicac de cargas guand

aa moléculas de PEG sao eluidas por lavagem com meio de cultu

TIa.
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I.3 — Formacho do policaridcito e de células hibridas

# in vitro ®

Células especializadas de diferentes tipos om  de
espécies diversas podem entrar em fusao espontanea ou provo-
cada por agentes apropriados. Formam-se, ent&o, policaridcitos,
isto é, células multinucleadas, gue recebem a denominacao de
homocaridcito ou heterocaridcito, conforme provenham da fusao
de células de uma unica populaczo ou de populagtes celulares_
diferentes.

A origem de cada ndcleo pode ser identificada por
diferences morfoldgicas ou por marcagac de uma das linhagens_
ancestrais por timidina triciada (Harris e Walkins, 1965).

Jé foram obtidos heterocaridcitos e hibridos celu
lares de espécies tao diferentes quanto o homem e a gealinha,
mas o hibrido somdtico mais exdtico conseguido até agora é o
de células humznas e de mosquito. '

Os policaridcitos de células animais formados "in
vitro" sao capazes de sintetizar proteinas, RNA e DNA permane
cendo metabolicamente ativos por varias semanas. No entanto ,
diferentemente dos policaridcitos de fungos, eles nao tém ca
pacidade de proliferagao continua.

Ocasionalmente 0s nucleos dos policaridcitos en
tram em fusao, originando célvlas mononucleadas que podem pro
duzir linhagens hibridas. Na meioria das vezes a fusdo nuclear
ocorre em policariécitos binucleados, uma vez gue em células_
mltinvucleadas 86 alguns nicleos entram simultaneamente em di
visho. A divisio nuclear de células multinucleadas nao é, em
ceral, acompanhada de formagdc de fuso e citocinese (Harris e
Watkins, 1965; Handmaker, 1971).

Apesar de & formacao de linhagens hibridas a partir

de heterocaridcitos multinucleados ser, até o presente, um
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evento raro, Ricciuti e Ruddle 1973 jé a obtiveram provocando
a fusao de 3 linhagens portadoras de marcadores Cromossomicos
e enzimaticos diferentes.

Nabholz (1969), por outro lado, apresentou observa
coes que reforcam a hipltese de que as linhagens hibridas con
mais de um conjunto cromosgsdmico de vm ou de ambos ancestrais,
podem ter se originado por poliploidizagac antes ou depois do
processo de fusao celular.

As observagOes de Harris e col., (1965) demonstram
gue ambos 0s genomas ancestrais sao ativos, pelo menos no gue
concerne &g funcdes celulares essenciais,

4 célula hibrida resultante parece conter, inicial
mente, um complemento cromossdmico de cada ndcleo ancestral,
coImo evidencié.do em estudo gariotipico realizado 24, 48 e T2
horas apds a fusdo (Harris e Watkins, 1965). Apds algum tempo
de cultivo, no entanto, ocorrem perdas cromossomicas em inten
gidade variavel conforme a fusao seja intra ou interespecifi-
cae

Bm eruzamentos intraespecificos o gran de perda
cromossdmica ¢ moderado (Sourieul e Ephrusei, 1961; Gershon e
Sachs, 1963 e Yoshida e Ephrussi, 1967) apesar de, em alguns
casos, 0 némero de CTromossomos ser aproximademente igual & 8O
ma do ntmero cromossdmico das células ancestrais ( Barski e
c0l., 19603 Littlefield, 1964; Engel e col., 1969 Yo O maior
grau de perda cromossdmica ocorre em linhagens hibridas_
oriundas da fueao de linhegens ancesirais heteropldides. 4
perda mais rdpida é observada guando uma das linhagens ances
trais ¢ altamente meligna e a outra dipldide normal (Handma-
ker, 1973). De modo geral, a capacidade da eéinla maligna de
formar tumor é grandemente diminuida no hibrido e, em gquase

todos oS casos, a reexpressao da malignidade eatd correlacio-
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nada & perda cromossOmica (Harris e COl., 1969).

Os hibridos intraespecificos oriundos da fusao de
células normais dipldides sio tetrapidides estdveis. No entan
to, quando uma célula heteropldide & cruzads com uma dipldide,
o nibrido é sempre heteropldide. Parece, portanto, gue a cars
ter{stica que confere estabilidade ao complemento cromossomi
¢o é perdida ou suprimida pela célula heteroploide.

0 padrfio caracteristico do comportamento cromossd
mico de hibridos somaticos interespecificos € a perda  prefe
rencial dos cromossomos de um dos ancestrais. Essa caracterisg
tica faz desses hibridos um material excelente para analise
genética.

Logo apds os primeiros ciclos de divisao observa-
se uma perda cromossdmica significativa (Harris e col., 19653
Jami e cole, 1971; Handmaker, 1971) mas apls essa primeira fa
se, a intensidade das perdas cromossomicas diminuvi.

Weiss e Ephrussi, 1966 foram os primeiros a notar
perda preferencial de cromossomos de uma das espécies  anceg
trais. A partir de entdo, a literatura pertinente tem demonsg—

trado 0 seguinte esquenas:

Tipo de cruzamento: Espécie gue gofre perds cromogsomicas

Camundongo X rato rato (Weigs e Ephrussi, 1966)

Hamster chinés x camundongo  camundongo (Scaletta e ¢0l1.,1967)

Eamster sirio x camundongo carmndongo {(Migeon, 1968)
Hamster chinés x rato canguru rato canguru(dakob e Ruiz,1970)
Camndongo X homem homem (Weiss e Green, 1967)
Hamster chines x homem homen (Eao e Puck, 1970)
Camndongo X macaco macaco(XKit e ¢ol., 19703 Periman

e col., 1972).
A maioria dos dados & respeito de segregagao cro-

nossdmica interesvecifica refere-se a cruzamentos entre célu



1as humanas e de camundongo. EmboTa & Segregagao cromossomica
preferencial de cromossomos humanos tenhg s8ido a Ir'egra nesse
tipo de cruzamento, Jami e col. encontraram domindncia do ge
noma humano com conseqgtiente segregacac de cromossomos de ca
mundongos. O mesmo foi encontrado por Croce (1976), quando
cruzou macrdfagos de peritdnio de camundongo, bem como células
obtidas de um teratocarcinoma de camundongo, com células de _
fibrosarcoma humano.

Existem numerosas hipdteses para explicar a perda
preferencial de uma das espécies ancestrais de hibridos inter
especificos. A primeira delas foi enunciada por Kao e Puck
(1970), os quais sugeriram que a diferenca da taxa de cresci-
mento das células ancestrais determinaris o grau e diregao da
perda cromossdmica nas células hibridas. Os achados de Handma
xer {(1971) e de Graves (1972) contradizem, no entanto, essa
nipdtese, uma vez que notaram eliminagao preferencial dos orQ
mossomos das células ancestrais com maior taxa de crescimento.
Labellas e col. (1976), também nio encontraram correlacao  en
tre taxa de crescimento e constituicdo cromossbmica em hibri
dos estdveis de hamsier chinés e camundongo.

A interac@o dos diferentes controles emvolvidos no
ciclo mitético foi estudada detalhadamente em linhagens hibri
das interespecificas, uma vez que havia gugestoes de que tais
fatores poderiam influir na segregacao preferencial. Parece _
haver, em geral, uma sincronizagao em dois momentos do ciclo
mitético, a saber, na fase inicial da sintese do DNA e no ini
cio da mitose (Graves, 19723 Rao e Johnson, 1974). No restan-—
te observae-se congidersvel autonomia dos cromossomos de cada
especie ancestral, 0s quais podem completar os estdgios do ci
clo mitdtico em tempos diferentes.

Graves (1972), por exemplo, comparando os ciclos

mitéticos e o padréo de replicagao de tres hibridos sométicos
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de camumndongo e hamster—chinds, com os cicle e padrao de Tre
plicagao dos ancestrais, encontrou que 0 infcio da sintese de
DNA ers sincronizado, mas gue o8 cromossomos de hamster chi
nds terminavam a duplicagdo mais cedo. O comprimento do perio
do § no hibrido era igusl ao do ancestral cammdonge ( o mais
longo )} e o padrao terminal da sintese de DNA entre os ero
mossomos do hamster ancestral era similar ao padrao dos mes
mos nas células hibridas. Assim, enguanto eram sincronizadas
no inicio da fase S, a taxa e padrao de sintese de DNA  pare
ciam ser regulados de modo autdnomo.

Escas carscteristicas poderiam conduzir a dois %1
pos de ingtabilidade no hibrido: 12- se os cromossomos da es
pécie que completou a sintese de DNA promovessem ©O inicio da
mitose, agueles cromossomos da espécie ancestral ainda nao du
plicados ou em fase de replicagac poderiam ser eliminados; 29
se apds o infcio da mitose sincronizada, o8 CIromOSSOmOS de
uma das espécies ancestrais completassem a condensagao mitéti
ca anteriormente, poderiam provocar a eliminacac de Cromosso-
mos de outra espécie ancestral devido ao atraso dos mesmos na
migracio pera a placa metafisica e/ou segregacao anafasica.

Bennett e col. (1976) estudando hibridos obtidos _

por polinizagio de Hordeum vulgare por Hordeum bulbosum, veri

caram que o comportamento dos mesmos era muito gimilar ao de
nibridos somiticos interespecificos. Nesses hibridos, no en

tanto, a eliminagdo preferencial de Cromossomos de H. bulbosum,

nao poderia ser explicada por retardo da aintese de DNA, uma

vez que neles a duracdo da fase S é similar 2 de H. vulgare._

Por outro lado, encontraram tanto retardo de migragao de cro
mosgomos para & place metafasica, como falha de segregagao a-
nafésica. NBo conseguiram, porém, estabelecer correlagao  en

tre egses eventos e conﬁensagﬁo cromossomica.
Ainda em 1976, Labella e colaboradores, estudando_



hibridos somiticos de cammdongo e hamster chines, nao encon-
traram correlacgac entre replicagao retardada de INA e perda
cromossdmica preferencial de uma das espécies,

Ruddle (1972) sugeriu que em hibridos somaticos de
homem e camundongo hé uma falta de disjungao casual de cromog
somos humanos e murinos, e que haveria selegao preferencial
de células hibridas com caridétipo humano parcial. Handmaker
(1971), contudo, examinando metdfases que aparecem 72 horas
apbs a fuszo de células humanas com as de camundongo, verifi
cou que, enquanto algumas células hibridas perdiam poucos ero
mossomos humanos, & grande maioria tinha perdido mais da metg
de do complemento cromossomico humsno, Isso implica em que ©
mecanismo responsavel pela perda dos CTOMOSSOMOS humanos nao
é um processo reciproco, como a falta de disjumgac, ©0 gqual
produziria numero igual de células com excesso de CIOMOSSOMOS
humenos. Conclui Handmeker que o decréscimo do numerc de cTo
mossomos humanos em hibridos de camndongos e homem ¢ devido
principslmente, & perda preferencizl dos mesmos e ngo a gele
cao contra células que os contém em grande quantidade.

Outro fator que tem gsido referido como importante
na menutencao e integridade de um genoma em linhagens  hibri
das interespecificas é a sua duplicagao, O genoma  duplicado
seria protegido de eliminagio por intermédio de certas fungles
que seriam permitidas nessa situagac. Davidson em 1974 obser
vou que & proteina 5-100 nio era expressa em hibridos de célu
las gliais de rato e fibroblastos de camundongo quando a rela
cao entre os genomas era de 1 § : 1 S. Por outro lado essa mes
ma proteina era observada em hibridos 2 S de células gliais :
1 8 de fibroblastos. Situacfo similar também foi observada em
cruzamentos de células humanas com as de camundongo, gquando se

constatou que hibridos 1 S humano: 2 S camundongo retém mais
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cromossomos humanos do que hibridos 1 § : 1 S (Davidson, 1974)

Eibridos de células humanas e de cammndongo sao in
capazes de produzir RNA ribossdmico 28 S caracteristico da es
pécie humana, embora produzam quantidades normeis de RNA 28 S
de camundongzo. Essa observagao sugeriu que a auséncia do rRNA
28 S humano estaria correlacionada com a perda preferencialde
cromogsomos humanos (Elliceiri e Green, 1969; Bramwell e Hand
maker, 19713 Marshall e col., 1975). Foi demonstrado que afal
ta de produ¢io de RNA ribossdmico humano nao era devida a au
gencia de cromossomos humanos organizadores de nucléolo no hi
brido (Marshall e col., 19755 Miller e col., 1976).

Gontudo, Miller e ¢o0l.,(1976) observaram que og
cromossomos humanos organizadores de nucléolo presentes em 1i
nhagens hibridas camundongo x humano nao eram corados pela
téonica Ag-AS (especifica para detectar regizo  organizadora
de nucléolo — NOR). Parecia pois, interessante verificar se
nas linhagens camundongo X homem onde houvesse perda prefereg
cial de cromossomos de camundongo, haveria somente expressao
da atividade de organizadores nucleolares humanos. Tal fato
foi constatado por Miller e colaboradores em 1976, 08 quais,
analisando linhagens hibridas obtidas por fusfo de células hu
manas com macréfagos de peritdnio, bem como de células de te
ratocarcinoma de camundongo, Observaram gue havia exXpressao
de stividade somente nas regiles NOR humasnas. As regides NOR
de camundongo nao se coraram pela técnica Ag-AS, embora os
cromogsomos portadores das mesmas estivessenm pregentes er al
ta frequéncia nas linhagens hibridas. Além disso, os hibridos
apresentavam somente RNA ribossomico 28 S humano,

Og resultados desses autores sugerem que & intera
G0 entre cromossomos de camundongo e humanos em hibridos ce
lulares ndo é unicamente determinada pela origem das duas cé

lulas sncestrais. ¥ possivel gue a relagao entre certos  cro
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moggomos de camundongo € cromossomos humanos, pode determinar
a supressao diferencial da atividade NOR de uma das espécies
ancestrais. |

Em hibridos hamster sirio x camundongo ha  produ
oo de ambos RNA ribossOmico, mas a quantidade relativa de
cads um varia de acordo com a relacao entre cromogsomos de ca
mundongo e de hamgter (Elliceiri, 19723 Sayavedra e Blliceiri,
1975) .

Os achados de Bennett e col., (1976) em hibridos de
Hordeum parecem reforgar essa ultima hipétese. Realmente,
tais autores verificaram que a perda significativa de cromos

somos de H. bulbosum ocorre no endosperma a partir do segundo

dia apds a polinizagBo e no embrizc avds o terceiro dia, oca
si80 em que Se iniéia a producio de grande gquantidade de pro
teinas. Bennett e col. (1976) especularam, baseados em seus
dados e nos de outros autores, que observaram o mesmo em hi
bridos de diferentes plantas se n3o existe correlagac entre
a perda cromossdmica preferencial e a taxa de sintese protéi
ca. Sugerem gue a repentina eliminagio cromossdmica € causada
por mudangas na interagao cromossomo-fibras do fuso, em virtu
de de caréncia protéica. De acordo com essa teoria, permanece
riam oS cromossomos da espécie gue conseguissem formar liga
cOes normais com o fuso.

Além disso Bennett e col. (1976) argumentam que
foi observada correlacgao entre os comportamento Cromossomi—
co e nucleolar em numerosos hibridos de plantas onde ocorreu
eliminagio cromossdmica preferencial, Os complementos  hapldi

des de H. vulzare e H. bulbosum contém, respectivamente, dois

e um cromossomos organizadores de micléeolo, enguanto que o hi
brido dipldide apresenta dois, ao invés de tres como seria ©

esperado.

Nada é conhecido & respeito da natureza 3o fuso na
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célula hibrida, nem em relagdo & organizagao dos centriolos.
0 fuso tanto poderia ser um produto hibvrido, quanto derivado
de uma das espécies., De gqualquer modo, ele poderia ser menos
funcionante para os cromossomos de uma das espécies ances-
trais.

A selegZo celular, embora nao parega ser o  fator
primordial na direc@o e intensidade da perda cromossomica, de
ve ter um papel importante. Os dados até agora obtidos sugersm
que @ dominincia parcial de um genoma sobre outro pode resul
tar da competigio entre algumas isoenzimas essenciais, as
quais s8o0 sintetizadas por ambos ancestrais e que poderiam
mostrar diferengas em propriedades c¢inéticas, de afinidade pe
lo substrato, etc. Desse modo, o genoma hibrido poderia nao
funcionar como uma unidade integrada. De fato, & perda cromog
sémice assimétrica & mais pronunciada quando a distancia taxo
ndmica das espécies ancestrais é maior.

Ocorrida a perda cromossOomica inicial, as linhagens
hivbridas interespecificas continuam perdendo cromosgomos pau
latinamente, podendo alcancar um equilibrio apds alguns meses.
Nesse momento podem ser retidos um ouv mais cromossomos da 1i
nhagem asncestral que sofreu perda cromossomica significativa.
Se a linhagem hibrida estiver crescendo em meio nzo seletivo,
poderd perder todos os cromossomos de um dos ancestrais.

Outro ponto que tem sido motivo de debates é aque
le referente & retencac casual ou nio de cromossomos especifi
cos, tendo sido esse assunto estudado em hibridos interespeci
ficos de células humanas e de roedores.

. Estudos cromossomicos de hibridos celulares reali-
zad0s antes da descrigio das técnicas de obtengao de bandas ,
sugeriam que & segrega¢ac de cromossomos humancs era  casual
(Matsuya e Green 1969; Nabholz e col., 1969). As andlises de

miitos marcadores humanos, no entanto, indicavam que certos
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grupos de ligagao e, portanto, cromossomos, eram retidos mais
freq@ientemente que outros em linhagens hibridas (Santachiari
e cols, 1970). |

Quando o estudo citogenético de linhagens hibridas
foi realizado com a utilizagao de tecnicas de dandamento, ve-
rificou-se que a frequéncis observada de diferentes cromosso
mos humanos em clones independentes desviava-se daquels espe
rada no caso de segregagac casual.

Assim, os cromossomos 8, 9, 14 e 16 eram o8 menos
retidos nas linhagens estudadas por Pearson {(1973) e por Rud-
dle (1973). J4 os cromossomos 3, 11, 12, 13, 19, 20, 21, 22 e
Y, est@o entre os mais freqientemente encontrados (Boone e
cols, 19723 ! Tovglep AL & %§1973, Peapugn, lggaj Norum e
Migeon, 19743 Brown e Snows, 1975).

Estudos realizados em clones primarios independen

tes indicaram que diferentes cromossomos humanos tendem a ser
retidos em diferentes clones. Do mesmo modo, clomes formadas
por fusdo de diferentes linhagens de células ancestrais retém
diferentes combinag¢bes cromossdmicas (Allderdice e col,,1973
Povey e col,, 1974).

Apesar de parecer que a segregagaoc de cromossomos
humanos em células hibridas n3o é independente, a probabilida
de de um determinado cromosadmo'ser retido no hibride poderia
ser independente da probabilidade dos outros cromossomos O S¢
rem,

Croce 8 col., (1973) ao estudarem hibridos (homem x
camundongo) mantidos em meio HAT, verificaram que 80% das ¢
lulas, além de terem o cromossomo 17 humano, retinham também
o eromossomo 7. Quando colocaram as células hibridas na pre
senca de BudR, verificaram a perda 4o Cromossomo numero 17
(portador do gene determinador de TK), mas a permanéncia do
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CTromossomo humano ntmero 7 em varios clones. Esse achado de
monstrava nio haver interdependéncia obrigatdria entre os dois
CTOmMOSsOmOs,

Shows e Brown ez 1975, por outro lado, sugeriram s
existéncia de segregagao concordante entre os cromossomos 13
e 16 humanos.

Rushton {1976) encontra 22 correlagoes significan-
tes, ao estudar 15 clones hibridos independentes, apesar de
que, pela teoria estatistica de comparagdes miltiplas, 0 rTesul
tado esperado deveria ser de aproximadamente 7 se as agsgocia -

coesg entre dois pares de cromossomos fogse casual.
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I.4 - Selecao de celulas hibridas

Uma vez estabelecida a fusao celular, alguns poli
caridcitos sofrem fusao de seus ndclecs, podendo originar cé
lulas hibridas com capacidade de proliferag¢ao indefinigda. Ha
8 necessidade, no entanto, de se isolar as ceélulas hibridas
das ancestrais, pois essas ultimas competindo com ag hibridas
poderao sobrepujé-las em taxa de crescimento. A eliminacao das
células ancestrais pode ser obtida através dos seguintes pro
cessoa:

12~ Selecao natural
A selegao natural ocorre guando as cé€lulas hibri-

das proliferam mais rgpidamente que as ancestrais havendo, en
t80, possibilidade de as @ltimas serem eliminadas por replica
¢80 e troca de meio, Como ja foi referido enteriormente, esse

fendmeno de "vigor hibrido" é raro.

2¢~ Selegao visual
A maioris das células hibridasg sao resultantes de

fusao nuclear de-pqlicariécitos binucleados., Sac células de
majior tamanho, assumindo, algumas vezes, morfologia diferen
cial em relagao as ancestrais. £ o caso por exemplo de célu
las hibridas resultantes de fusao entre células de linhagens_
estabelecidag de camundoﬁgo e fibroblagtos humanos cultivados.
Enquanto as células de camundongo sao pequenas, triangulares,
altamente refrateis e com orientagac casual no cultivo, os fi
broblastos humenos cultivados sao fusiformes, longos e de ori
entagao paralela na cultura. Ja as células hibridas sao alta
mente refréteis, menog fusiformes que as ancestrais  humanas
tendo uma orientagso intermedidria na cultura., Se a mistura
celular for semeada em baixa densidede e submetida & agho de
um agente fusogenico, como o virus Sendai por exemplo, as co

15nias hibridas podem ser facilmente isoladas e subcultivadas
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gracas z sua morfologia diferencisl.

38~ Selecao relacionada com ag caracteristicas de crescimen-

to_das células
As caracteristicas de crescimento das células po

dem ser utilizadas como um meio de seleciona-las. £ o caso par
exemplo, des células linfdides gue nao aderem ao frasco de cul
tivo e podem ser eliminadas pela simples troca de meio.

Se as duas células ancestrais tém taxas de cresci-
mento grosseiramente diferentes, aquela com crescimento mais
lento ou limitado "in vitro" pode ser eliminada por replica -
gem. £ 0 caso, por exemplo, de células diferenciadas e de fi

broblastos humanos mentidos em cultura por muito tempo.

49— Selecso contra um ou ambos ancestrais usando marcadores

genéticos
Selecao desse tipo foi empregada pela primeira vez

por Iittlefield que utilizou o meio HAT para a selegao de hi
bridos obtidos por fusac espontanea entre duas sublinhagens _
de células L de camundongo deficientes de HGPRT e TK.

As células hibridas aparentemente expressaram a a-
tividade de ambas enzimas, pois foram aptas a utilizar timidi
na e hipoxantina do meio quando a neosintese de purinas e pi
rimidinas foi blogueada pela amiﬁopterina.

0 emprego desse melio seletivo representou um  aven
¢o metodoldgico significativo e tem sido o mais utilizado em
experimentos de hibridagao celular. Por essa razao passaremos

a descrever de meneira sintética as propriedades da selegao _

HAT.

A - Selegao HAT
Células mutantes de mamiferos podem adquirir re-

sigtéencia a analogos da purina, tais como 8-azaguanina, 6-tio

guanina, 6-mercaptopurina e 6~azahipbxantina, a qual é acompa
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nhada por perda da capacidade de utilizar o0s metabdlitos na-
furais hipoxantina ou guanina, como unica fonte de purina.

Em condicdes normais todas as células sao capazes_
de peslizar neo-sintese das purinas necessarias. Na presenga,
porém, de niveis inibitdrios de aminopterina ou ametopterina,
um andlogo do acido félico que blogueia a redutase do acido _
£é1ico, ocorre inibigdo tanto de neo-sintese de purinas quan-—
to de outras reagoes de simples transferéncia de carbomo, que
resultam em sintese de timidilato e certos aminoacidos. A& Te
dugio do dihidrofolato em tetra-hidrofolato catalizada pela _
redutase € necessaria em 2 passos da biossintese de purinas _
(Fig. 1) e na conversao do dcido desoxiuridilico em dcido b1
midilico pela sintetase de timidilato (Fig., 2). A inibigao da
s{ntese do timidilato pode ser evitada adicionando-se timidi-
na a0 meio, para que ela seja utilizada pelas células de mami
feros pela via metabdlica selvagem da pirimidina (Pig. 2). Da
mesma maneira, & neo-sintese de purinas s gserd obtida se as
células estiverem aptas a vtilizar purinas préformadas na fon
te ou precursores fornecidos ao meio.

A formulacso do meio HAT contendo hipoxantina
(10~), aminopterina (3,2 x 107%1) e timidina (10~°M) pode de
pender do tipo de eélula e da composigaoc do meio de crescimen
to, ineluindo o nivel de purinas do soro. Se o meio nao  con
tém o aminoAcido nao essencial glicina, esse devers ser adicio
nado em concentracao de 10_4M. Pais meios sao denominados de
THAG ou GHAT. Outra variagio desse meio é substituir a ami
nopterina por azaserina, um anglogo da glutamina que inibe a
viossintese de purinas.

0 meio HAT é duplamente seletive, isto €, os produ
tos de doig locos genicos HGPRT e TXK, devem estar presentes a
fim de que as células sobrevivam na presenga de aminopterina.

Qutros meios seletivos gue se utilizam de marcado-
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res genéticos vem sendo testados e utilizados em escala cres
cente. ¥ o caso, por exemplo, dos meios seletivos AA e HAM.
0 meio sgeletivo AA descrito por Kusano e col. (1971) consiste
em meio de cultura ao qual se adiciona adenina (5 x IO_EM) e
alanosina (5 x 107°N).

Como pode ser visto na Fig. 1 & neo-sintese de &~
cido adenilico (AMP) é feita a partir do 4cido inosinico em
duas passagens sequenciais: l- conversdo de écido  inosinico
em adenilatossuccinato (SAMP), que requer aspartato; 2- quebra
do adenilatossuccinato e formagao de acido adenilico e fumara
to. Em presenga de alanosina ocorre inibig¢so da neo-gintesedo
4cido adenilico no passo sintetase. A gobrevida da célula de-
penders, pois, de uma fonte exdgena de dcido adenilico, conse
guida através da conversao de adenina em AMP por agao da trans
ferase da adenosina fosforribosil (APRT). Células deficientes
despa enzims nso conseguirao sobreviver.

0 meio HAM, descrito por Chan e col. (1975) contém
hipoxantina, aminopterina e S-metildeoxicitidina. O seu meca
nismo seletivo baseia-se no bloqueio da bioséintese de puri
nas, pela aminopterina e conversao de hipoxantina em 4cido
inosinico via HGPRT e timidina a écido timid{lico via TR. Sob
esgas condigOes hd requerimento absoluto de timidina. Se a cé
luls tem capacidade de produzir desaminase de deoxicitidina _
(deD) a S-metildeoxicitidina fornecida no meio pode ser con
vertida em timidina. Se a célula for deficiente para deD ela
perecera.

De um modo geral os experimentos de hibridagao ce-
lular wtilizam sele¢ao contra ambas linhagens ancestrais, va
lendo-se de marcadores genéticos em uma delas e caracteristi
cas diferenciais de crescimento na ountra,.

Outros artificios podem ser usados para a selegao

de uma das linhagens, como, por exemplo, sensibilidade dife
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rencial & temperatura, a drogas e a agentes virais. O primeiro
deles foi utilizado na selecao de linhagens hibridas de célu
1as de inseto e humanas, com as células ancestrais humanas i~
nibidas por crescimento em meio de cultura de inseto e as an
cestrais de inseto por incubagac 4o cultive a 36%¢.

Para a selegdo de células ancestrais humanas é c¢o
mm 0 emprego de ouabain ou estrofantina, um glicosideo car
dfaco gue, em concentragOes de 3 X 1078 a1 x 1077, inibe o
crescimento de fibroblastos humanos de passagens precoces. As
células de roedores sao, em geral, resistentes a tais concen-—
tragdes de ouabain, somente sendo afetadas por concentragdes_
da ordem de 1 X 107N,

Zepp e col. (1971) em um experimento visando a Op
tencdo de hibridos entre células humanas e de inseto, utiliza
ram um virus citopatogénico para eliminar células ancestrais_
humanas.

A selecac de uma das linhagens ancestrais poderia
ger feita antes da hibridagso, conforme proposto por Pontecor
vo em 1971, Isso seria obtido submetendo a linhagem ancestral
a radiagdes X e ) ou por tratamento com bromodeoxiuridina e
posterior exposigio a luz ultravioleta. 4 produgac de guebras
cromossomicag provocadas por esses agentes provocaria a elimji
nacio preferencial dos cromossomos da linhagem tratada, a0

mesmo tempo que diminmiria a viabilidade da mesma no cultivo.
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R.B~ redutase do difosfato de ribvonucleosidio; dCEK~ quinase de
deoxicitidina; ACD- deaminase de deoxicitidinajy TK- quinase de
timidina; TS- sintetase de timidilato; CDP- eitidina 5'difoera
t0j dCR~ deoxicitidinaj &CLIP- deoxicitidina 5'monofosfato ;
30TP- deoxicitidina 5'lifosfato; ACTP- deoxicitidina 5'trifos-
fato; dTR- timidina; 4TMP- deoxitimidina 5'monofosfato; 4TIP -
deoxitimidina 5'di£os£ato; dTTP- deoxitimidina 5'trifosfato i
dUR~ deoxinridina; dUMP- deoxiuridina 5'monofosfato; araC- ara
binosfdeo citosinaj; BrdC- 5 metildeoxicitidina; BrdU- 5 bromo-
deoxiuridinaj BrdTHP- 5 bromodeoxitimidina 5tmonsfosfato; MACR-
5 metildeoxicitidina; setas pontilhadas - retroinibigac.
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1.5 - Utilizacao de hibridos celulares em Genética Humans

Como j& se mencionou anteriormente, a produgac de
linhagens hibridas de células somdticas ofereceu oportunidade_
{mpar pera o desenvolvimento da Genética Humane, visto que es-
sa metodologia é particularmente util em estudos de mapeamento
cromogsomico e complementacao genética.

Até 1967 os estudos de ligacao na espécie humana _
eram limitados & anslise de segregagdo geénica ou de  deficién
ciag cromossomicas em familias., Em conseqtiéncia dessa limita-
cdo no infcio de 1969 conhecia-se apenas 10 grupos de ligagao
autogsdmica, sendo somente cinco deles aceitos com seguranga .
Em nenhum caso porém, os auvtossomos portadores dos grupos de
ligagio tinham sido identificados (Levitan e Montagu, 1971).

0 primeiro loco antossdmico (TK) foi localizado em
1967 por Weiss e Green que, ao estudarem hibridos somaticos de
células humanas e de camundongo obtiveram clones, os quais, a-
pdés crescimento em meio HAT por 50 a 100 geragles celulares re
tinham apenas um cromossomo do grupo E. Esse Cromossomo fmipgg
teriormente identificado como sendo o numero 17 (Matsuya e col.
1968).

Para que se tenha uma idéia do avango proporciona-
do por essa metodologia basta verificar que em 1973 ja eram co
nhecidos 24 Jocos autossémicos e no ano seguinte esse numeroc _
passava a 40, Atualmente conhece-se a localizacao precisa  de
70 locos autogsdmicos sendo gue 40 outros aguardam confirmagao.

Quanto ao cromogsomo X, 95 locos foram situados por
estudos de famfliag e dois através de hibridos de células somg
ticas (McKusick, 1976). O estudo de hibridos tem, contudo, con
tribuidb para a localizagao regional desses locos no CTOMOSE0—
mo X, bem como para o ssclarecimento da seqtiencia linear desses

genes.
0 método de mapeamento utilizando hibridos somati



cos baseia-ge na correlacio entre os marcadores genéticos uti-
1izedos ® 0s cromossomos em clones hibridos derivados indepen-
dentemente.,

Os testes de mgpeamento podem ser divididos enm tres
categorias: teste de sintenia, teste de localizacdo génica e
teste de localizacio regional do geme.

0 teste de sintenia considera & correlagao  entre
marcadores fenotipicos que segregam juntos entre clones hibri
dos. Se os marcadores segregam juntos, pode-se considerar que
estejam localizados no mMesmO CIromossomo. Erros experimentais _
de vérios tipos podem proporcionar resultados falsos. ~ Assim,
falgos negativos podem ser obiidos por causa de gquebras cromog
gémicas ou de falhas na detecgao de produtos presentes. Falsos
pogitivos podem resultar de rearranjos cromossomicos ocorridos
Win vitro" ouw devido A auséncia de segregacaoc casmal dos cro
mossomos. Esse tipo de teste nao localiza os genes, nem &a in
formacao & respeito da distancia entre eles.

0 teste de localizagBo génica baseia-se na correla
¢80 entre a segregacao de um CTOMOSSOMO espec{fico e dos fend
tipos. Ele permite, pois, que se saiba em que Cromossomo do
complemento localizam-se genes especificos ou grupos de sinte—
nia. Serve, também, para confirmar os resultados do teste de _
sintenia., Nao fornece, porém, informacles a respeito da locali
zagao do gene no cromossomo. Resultados falsamente negativos _
podem ser obtidos por erros técnicos na detecgao do fendtipo _
ou, quando a freq#iéncia cromossdmica é baixa. Resultados falsa
mente positivos podem aparecer quando a identificacgao cromoss§
mica & difficil ou, guando dois cromossomos segregam juntos por
acaso.

A localizacso regional de genes pode ger obtida de
vérios modos, Pode-se, por'exemplo, utilizar linhagens humanas

portadoras de translocagdes ou deficiénciss cromossdmicas. Es-



sas linhagens 880, em geral, obtidas a partir de um individuo
com alteragGes fenotipicas devido A& presenga de aberragdes cro
mossdmicas nao equilibradas, Um exemplo desse tipo de altera-
¢80 cromossdmice que forneceu informagdes 3 respeito de locali
zagao génica regional € a translocageo ROP,

Essa é uma translocagao entre o brago longo do cro
mossomo X e praticamente todo o cromossomo 14, A translocaqﬁo_
dividin o cromossomo X em dois segmentos denominados Xp ( seg-
mento contendo ¢ brage curto) e Xq (segmento que contém o bra
go longo). Verificou-se gue os genes PGK, HGPRT e GEPD estao
“localizados no braco longo (Ricciuti e Ruddle, 1973).

Experimentos utilizando diferentes translocagdes _
poderiam levar & determinacao da ordem dos genes ao longo  do
cromossomo bem como & locallzagio regional desses genes.

Outro modo de se determinar a loealizagao regional
de genes é utilizar translocagdes e deficiéncias gque ocorrem _
esporadicamente durante o cultive de clones hibridos. Pode-gse,
ainda, provocar essas aberracles tratando as culturas por agen
tes quimicos, fisicos ou bioldgicos. Através desse método, 1lo
calizou-se 0 gene da quinase de timidina (TK) no brago longo do
_cromossomo 17 (provavelmente na banda q21-22). Os dados sugeri
ram, também, que esse gene esta em Intimas ligmgao com o gene -
da quinsse de galactose (Elsev1er e cole, 1974).

Cutro fator que pode ser utilizads na locallzaqao_
regional de genes ¢ o efeito de posigzo. Hamerton e col. (1975)

' localizaram'0 geme da desidrogenase 1 de isocitrato (IDH-1) na

banda gll do cromossomo 2, atraves desaa metodologla. Isso foi
possivel deV1do a ocorrencia "in V1tro" de uma translocaqao en
tre- o cromossomo 2 hnmano a$um Cromossomo de hamgter chines. ¥
pesar de os.dois’ der1vados cromnssomicas terem sido retldosﬁma
celnlaa hibridaa nio foi detectada a presenga de ImE-1, o que
1evou Hamerton e col, a interpretar o faio como resultante de



deficiéneia fisica do gene ou de inativacao fisiolégica do'meg
mo por efeito de posigao.

Bm 1975 (Third International Workshop on Humen Ge-
ne Mapping) existiam as seguintes informagles & respeito da 1o

calizagao regionsl de genes em cromogsomos humanos:

Cromossomo Fimero de locos Provisdrios Discordantes

namero confirmados |
1 9 g -
2 3 4 4
3 - - 2
4 2 5 -
5 1 3 -
6 3 1 -
7 - 12 1
8 1 1 -
9 5 1 2
10 3 2 -
11 4 6 -
12 2 5 -
13 2 1 -
14 2 1 -
15 4 3 -
16 2 3 -
17 1 2 -
18 1 - -
19 2 - -
20 2 e -
21 2 5 -
22 - 1 -
X 5 - -

0s locos confirmados sao agueles localizados regio

nalmente em pelo menos dois laboratérios. O termo provisério _
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refere-se a2 localizagOes detectadas por meio de trabalhos hwe
futaveis realizados em apenas um laboratdrio, Os discordantes
830 aqueles em que 0s resultados apresentados por diferentes
laboratdrios sdo contraditdrios.

Ruddle e Creagan em 1975, chamam a atencao pars a
necessidade de se obter maiores informagOes & respeito de ma
peamento de cromossomos humanos. Mapas genéticos de alta reso
lugao e densidade poderiam ser uteis em diagndstico pré-natal
e aconselhamento genético.

A detecgao de caracteres fenotipicos por anilise _
de células do liquido amnidtico € restrita aoe genes gne se ex
pressam nessas celulas. A deteccao de caracteres gue Nao se &
pressam em células de liguido amnidtico, ou para os guais nao
existem técnicas adequadas de identificacso pode ser feita de
maneira indireta. Isso pode ger conseguido por meio do méto-
do denominado detecggo indireta por ligacao (IIL - Ruddie e
Creagan, 1975). Para que ele seja utilizavel hi necessidadede
que © loco a ser pesquisado esteja em intima ligacao (distén-
cia menor que 1lOcM), com outros cujos produtoé geénicos se ex
pressem em células de 1liguido amnidtico. Outros requisitos ne
cesgitam ser preenchidos tais como: 12— o loco indicador deve
14 ser polimdérfico e as formas variantes deverao segregar de
maneira apropriads na familia em guestac; 29- informag@o pre
cisa a respeito da distancia entre os dois locos (indicador e
0o da doenca) para que se possa calcular o risco de transmis -

s@o da doenca, levando em consideragao a recombinacdo meidti-

ca.,
Jé existem vérios grupos de ligagg@o deseritos que

permitiriam a utilizagao desse método, B o caso, por exemplo,
da distrofis muscular miotdnica e o loco secretor, bem como da
hemofilia A e 0 loco da desidrogenase de 6-fosfato de glicose.
Contudo, pars que tal método poesa ser utilizadoeam
largs escala hd a necessidade de localizacdo de maior nimerode
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marcadores. Segundo Ruddle e Creagan (1975) isso 86 sera faci
vel quando tivermos mais de 1000 genes mapeados. Acreditam eg
ses autores que dentro da préxima década tal situacac sera al
cangada.

Quanto z0s estudos de complementacso genédtica, e=
les tém sido efetuados tanto em policaridecitos quanto em célu
las hibridas oriundss de fus@o intra e interespecifieca.,

Varios estudos tém demonstrado a viabilidade de a-
nélise de complementacao genética em hibridos intraespecifi-
cos humanos., Assim é que Silagi e col. (1969) obtiveram com
plementagao genética por hibridac8o de uma linhagem dipldéide_
de fibroblastos de um paciente com aciduria ordtica com uma
linhagem humana heteropldide estabelecida "in vitro",

A primeira linhagem apresentava jeficiencia de des
carboxilase de oritidina 5'monofosfato (OMP) e pirofosforila-
se de OMP, além de possuir a variante eletroforética B de de
gidrogenase de 6-fosfato de glicose (G6PD). A linhagem hetero
pldide era deficiente de HGPRT e expressava a variante eletro
forética A de G6PD. As células hibridas possuiam descarboxila
se de OMP, pirofosforilase de CMP, HGPRT e ambas as formas de .

G6PD.
Outros grupos de complementacao foram descritos co

mo, por exemplo, 0 de xeroderma pigmentosum (XP). Verificou-se

por esse método que a sindrome de De Sanctis-Cachione era ge
neticamente distinta da sindrome cléssica de XP (de Weerd-Kas
telein e col., 1972).

Posteriormente estudos colaborativos de Kraemer e
col. (1975) e Weerd—Kasteléin e col. (1974) demonstraram hg
ver 5 grupos de complementagao para XP 0 que evidencia umna
grande heterogeneidade genética desse grupo nosoldgico.

0 mesmo tipo de observagao foi feito para as doen-
¢cas de Tay-Sachs e Sandhoff (Ropers e col., 1975; Thomas e col.,

19743 Galjaard, H. e col. 1974, entre outros). Assim, a isozi
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ma hexosaminidase A é formeda nos heterocaridecitos obtidos a
partir da fusao de células de pacientes com as doengas de Tay-
Sachs e de Sandhoff, nao o sendo nas células ancestrais.
R{bridos celulares tém sido utilizados em imimeras
outras dreas tals como estudo de organizagao do genoma, contro
le genetico de malignidade, mapeamento genético comparativo de
primatas, estudos de diferenciagao celular e agao génica, etc,
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1.6 ~ Ob;[etivos

As péginas anteriores deixam trangparecer a preocu
pacao dos pesquisadores em encontrar agentes quimicos que a-
presentem a propriedade de promover fusao celular,

Apesar de ¢ virus Sendai inativado ter sido wusado
amplamente com essa finalidade, inumeros inconvenientes advem
de sua utilizacé@o. Reaslmente, além de ser de produgac laborio
sa, ele é ineficaz sobre determinados tipos de células. Sua a
tividade pode ser variavel dependendc do lote empregado, ele
apresenta decréscimo de atividade com o tempo, além do gue pos
gibilita a introducgso de fragmentos de informagao viral nas
células tratadas. A potencialidade de fusao do virus Sendai
nao pode ser testada antes do processo, em virtude de nao se
conhecer og componentes virais responsdveis pelo mesmo.

OQutros agentes de fusao celular foram testados, ten
do-ge mostrado porém, menos eficientes que 0 virus Sendai. X
0 cas0, por exemplo, da lisolecitina, cujo efeito litico =g
bre membranas, provoca danos celulares de tal ordem que torna
sua utilizagao impraticavel,

Quanto as vesiculas unilamelares, além de terem e-
ficiéncia menor do que © virus Sendai, nao sao factiveis em
qualquer laboratdério. De fato, o preparo das vesiculas unila-
melares exige o emprego de fosfolipideos altamente purifica -
dos, 0s guais s6 podem ser obtidos em laboratérios que contam
com equipamentos apropriados. Além disso, hd gque se considersr
que o processo de preparacao das vesiculas é bastante laborio
80.

Poi, pois, com euforis que & commmidade cientifica
recebeu as publicagbes do grupo de Kao em 1974, as quais apre
sentavam um novo agente "fusogenico" que parecia preencher os
quesitos até entso procurados. Realmente, o polietilenoglicol



(PEG) além de ser um produto barato, parecia apresentar efici
éncia similer ao virus Sendai, além de nao possuir os inconve
nientas carascteristicos dos outros agentes promotores de fu

sgc celular.
Pontecorvo (1975) estimulado pelos dados apresenta

dos por Kao e sua equipe, realizou experimentos com células _
de hamster chinds, de camundonge e humanas. Seus resultados _
confirmaram a eficidncia do PEG, tendo demonstrado gque esse @
gente era perfeitamente utilizavel tanto em culturas de mono-
camadas, quanto em suspensOes celulares.

Em 1976, Maul e col. estudaram o processo de fusao
celular induzido pelo PEG valendo-se de microscopia dptica e
eletronica. Verificaram que o processc era extremamente rapi
do, o que dificultava a caracterizacac exata dos passos ini
ciaig da fusdo celular. De qualquer modo, ao microscépio Op-
$ico notaram os primeiros sinais de fusao 9 minutos apés a re
mogio do PEG. A partir de ent@o hé uma rapida fusao em numero
sas areas, sendo o processo acelerado gquando as culturas sao
incubadas em estufa a 3700. Por outro lado, observaram que ao
microscdépio eletrdnico jé é possivel constatar extensa fusdo
3 minutos apds a eluigBo do PEG sendo gque, apés 30 minutos e~
la estd praticamente completa, com espessamento das membranas
e continuidade das células, que assumem morfologia de sincicio.
Os estagios finais da fuszo mostram um significativo auvmento
de microvilosidades sobre a maioria das células.

Ainda em 1976 Davidson e col. em duas publicagles_
relataram a repeticao dos experimentos de Ponmtecorvo (1975),
tendo apresentado simplificacdes técnicas e testado as concen
tragdes e peso molecular do PEG na hibridagdo de células de
nem{feros. Concluiram que a combinagao Stima em termos de efi
ciéncis de hibridagao era PEG-P.M. 1000 a 50%.

Apesar de os fatos supracitados sugerirem que o PEG



é aficiente na producgo de hibridos celulares, restava saber
ge taig hibridos podem constituir linhagens suficientemente _
estéveis, de maneira a serem utilizadas em programas de anali
se genética de células somsticas. Da mesms msneira havia ne
cessidade de se conhecer a evolugao cariotipica dessas linha
gens, bem como o padrfo de segrega¢ao d0s CrOMOSSOmMOS.

Em viste disso, propusemo-nos a realizar easse estyu
do utilizando hibridos celulares obtidos a partir de fusao de
células de hamster chinés com linfécitos humanos com o  auxi
lio do PEG.

Og objetivos em mente foram os seguintes:

19- Verificar se as linhagens hibridas obiidas a-
presentavan segregac¢ao preferencial de cromossomos humanos .

2o, Verificar a intensidade de perda de Cromosso-
mos humanos em linhagens hibridas mantidas em meio nao seleti
vo, por meio da analise cariotipica de diferentes passagens .

32~ Bstudar o grau de heterogeneidade das linha-
gens, visando a sua utilizacao na produgao de clones.

42— Pesquisar a ocorréncia de retengao ou segrega

¢ao preferencial de cromossomos humanos especificos.
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CAP. II ~ MATERIAL E METODOS

No presente experimento foram utilizadas dnas linha
gens de hamgter chines cedidas gentilmente pelo Ir. dJohn L.
Hamerton, do Departamento de Genética - Health Sciences Centre
Wimmipeg — CanadA. Uma delas era pseudodipldide, com nimero _
modal igual a 22 cromossomos (variacao de 20 a 24 CromOSSOmMOS)
que apressntava 15% de células tetrapldides (CHW 1102). 4 ou
tra, aproximedamente tetrapléide, possuia wm mmmero modal de
43 cromossomes (variaceo de 39 2 45 cromossomos - CHW 1103) .

Awbas as linhagens sac deficientes de transferase_
de hipoxsntina-guanina fosforribosil. Essa deficiencia enzimg
tice foi consegnida por meio de tratamento da linhagem celular
selvegem de hamster chinés com metilmetanosulfomato (207w) _
durente duss horas e 30 mg/ml de B8-pzaguanina (Gee e col,1374).
4 linhsgem CHW 1103, foi obtida a partir da CHW 1102, por tra
tamento com colquicina (Hamerton e col, - dados nao publica -
dos).

Bssas linhagens sac maentidas em crescimento em meio
MENA Fol0 (meio minimo essencial de Earl suplementado con
1,0mM de piruvate de sdédio, O,1luM de cada um dos aminoscidos_
nao essenciais e 104 de sdro hovino fetal,

Antes da fusdo as células foram cultivadas em meio
MENA PelO contendo 10 mg/ml de 6~tioguanina e 10 mg/ml de 8 -
azaguaning por, pelo menos, 10 dias. Esse procedimento foi
utilizado com a finalidade de eliminar celnlass selvagens, e~
ventualmente presentes na cultura por mtagao Trecorrente.

A suspensfio celular do ancesiral hamster chines fi
obtida por tripeinizagso das culturas. Apds lavagem das célu-
las por dnas vezes em solucho fisioldgica de Hanks, o materid
foi centrifugado ¢ as células dilufdas em meio minime de Earl
(MEM), Poi reslizada, entao, a contagem do numero de eélulas_
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e feita diluic@o em MEM de acordo com a concentragho de célu
las desejada.

0 experimento utilizouw, também, linfécitos de sam
gue periférico de um individuo normal do sexo masculino.

A separacac dos leucdcitos foi realizada de acordo
com 0 geguinte procedimentos:

12— 5m] de sangue periférico heparinizado foram a=
dicionados a 8 tubos contendo 3ml de Ficoll lsopague (peso es
pecifico 1,076 - 1,078).

2%~ A mistura foi centrifugada a 1000 r.p.m. duran
te 20 minutos.

32— Desprezado o sobrenadante, a camsda de leucdci
tos foi retirada de cada tubo e transferida para tres  tubos
contendo solugso fisioldgica de Hanks,

42~ Apds centrifugagao dessa mistura, o sedimento_

dos tres tubos foi reunido em um tubo contendo solugao salina

de Hanks.
59— As células foram lavadas em solugaoc de Hanks

por duas vezes e diluidas em MEM.
Foram realizados tres "cruzamentos™:
I- 5 x 106 células CHW 1103 x 5 x 106 linfécitos
II- 5 x 106 células CHW 1103 x 5 x 106 linfécitos
ITI- 10 x 10°células CHW 1102 x 10z10° linfécitos.

0 procedimento empregado ne fusao (Pontecorvo,1975)
foi o mesmo para todos 08 cruzamentos:

12— As células ancestrais foram misturadas e entgo
centrifugadas por 5 minutos a 900 r.p.m. :

22- 0 sobrenadante foi desprezado e o sedimentofoi
ressuspenso por 30 segundos em lml de solugao de PEG (;:1 en

meio minimo de Earl). |
32~ Decorridos os 30 segundos 9ml de MEM foram adi



cionados aos tubos 08 quais foram centrifugados a 900 r.p.n.
por 5 minutos.

49— Q gobrenadante fol desprezado e o sedimento
ressuspensc em MEM e incubado a 3700 por 5 minutos,

58~ Os tubos foram novamente centrifugados e o se
dimento ressuspenso em MENA FeclO.

62~ O material foi, entdo, incubado a 37°C por mais
30 minutos,

72— O material foi centrifugado e o sedimento refe
rente 208 cruzamentos I e II ressuspensc em 5ml de MBNA FelO,
enguanto aguele do cruzamento III foi dilufdo em 10ml de MENA
FclO,

82— 1ml da suspensao foi distribufdo em 5 placas
de Petri de 60mm de diametro. |

99~ Decorridas 24 horas, o meio MENA foi substitui
do por meio THAG (meio HENA FclO mais timidina, hipoxantina,
aminopterina e glicina). Cerca de 10 a 15 dias depois da fu
sao verificou-se em cada uma das placas de Petri a preéenga
de colonias supostamente hibridas, pelo fato de _estarem creg

cendo em meio geletivo.

Goleta das coldnias e expansao das linhagens hibridas:

As coldnias foram coletadas de acordo com o segwin
te procedimento:

12~ O meio THAG foli retirado.

22- lg coldnias escolhidas foi aposto um eilindro
de aco inoxidavel, o qual foi fixado com uma graxa  especial
egterilizada.

38— 4 gotas de solugao de tripsina (0,05%) foram
colocadas dentro do cilindro e reftiradas em seguida. Este pro
cedimento destina-se a lavagem das celulas, ums vez que O 80

ro contido no meio blogueia a agao da tripsina.
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42— Mais 4 g 5 gotas de solugao de tripsina foram
adicionadas a0 cilindro,
58~ Apés 3-5 minutos a tripsina foi retirada, sen
do adicionado o meio THAG,
68— A suspensao de células foi, entdo, transferida
rara 2 placas de Petri de 35mm, as quais foram incubadas a
37° em atmosfera de 5% de 002.
7%= Quando o crescimento se iniciou o meio foi tro
~cado a cada 2 dias.
82~ Cerca de uma semana apés a coleta das coldnias,
o meio THAG foi substituido por meio McCoy 5a modificado
(Schwarg: Gibeco) suplementado com 10% de soro fetal bovino.
92~ Quando se notou a confluéncia das culturas, as
células foram tripsinizadas e transferidas para placas de Pe
tri de 60mm de diSmetro, A caeda uma das tripsinizagSes correg
ponde uma passagem,
102~ Cada vez que ocorria confluéncia das células _
elas eram tripsinizadas e redistriduidas em placas de Petri
de 60mm, até que se tivesse 3 a 4 placas de Petri com mate
rial,
11%- Tma das placas era reservads para continuar a8 _
replicagao da linhagem, enquento s outras eram reservadas pa

ra o estudo cariotipico das linhagens.

Preparacao citoldgica para estudo cromossdmico:
Dnas a tres placag de Petri de 60mm foram incubsdas

com colquicina 10'5&, 2 horas antes da fixa¢ao, desde que &-—
presentassem células com alto indice mitdtico e nio estivessem
confluentes, Essa situagao era alcangada entre as 68 e 128
passagens, sproximadamente 2 a 3 semanas apdés a colete das co
1onias.

Decorridas 2 horas, as culturas sofreram o seguinte

tratamento:
12~ O meio era desprezado e, apds lavagem com trip
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gina, cada placa recebeu 2ml dessa protease,

28~ Apds cérca de 5 minutos de incubagdo das pla —
cas & 37°C, as células se desprendersm das mesmas. Adicionou-—
gse, entao, &s placas cerca de 3ml de meio pars bloguear a a~
cao de tripsina.

39— As suspensoOes celulares de todas as placas de
Petri foram reunidas em um tubo de centrifuga siliconizado, ©
qual foi centrifugado a 1000 r.p.m/10 minutos.

42— Apés desprezar o sobrenadante ressuspendeu-se_
o sedimento em XKC1 0,075M (solugso hipotOnica) e incubou-se o
material a 3700 por 30 minutos,

52. Decorrideos os 30 minutos, o material foi cen -
trifugado a 700 r.p.n/5 minutos.

62— 0 sedimento foi fixado adicionando-se, gradual
mente, ums solucac fixsdora de metanol - acido acético 3:1,

78— Apds cerca de 24 horas o fixzador foi trocado 3
vezes., 0 sedimento foi, entao, ressuspenso em l-2mi de fixa
dor fresco.

82~ As laminas foram feitas segundo o método de se

cagem 20 ar, sem a utilizagao de aguecimento,

Colorscao das laminas:

As laminas foram coradas com dihidrocloreto de qui
nacrina, segundo a técnica modificada de Casperson (1970}, A
coloragao das laminas foi feita em geral 3 a 7 dias apds a
montagem das mesmas, segundo o seguinte procedimento:

12— Hidratacgaso das laminas apds passagens de dois
minutos nos alcoois absoluto, 70°GL e 50°GL, e de 5 minutosem
alcool 20°GL.

; 22. Incubacao das laminasg em tampao McIlvaine pH
4,5 durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
32~ Incubagdo das léminas em solugao de dihidroclo
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reto de quinacrina {Sigma ne® Q-0250) a 0,5% em tampao MeIlvai
ne pH 4,5 durante 20 minutos & 36%.

49~ A diferenciacac das laminas foi realizada por
incubagao em tres frascos contendo tampao McIlvaine pHE 4,5.

52— Ag laminas foram montadas em tampao McIlvaine
pH 4,5, utilizando-se laminulas 24x40mm, as quais foram veda
das com esmalte de unha.

Andlise cromossomica:

A anslise cromossdmica foi realizada em microscd -
pio Zeiss equipado com luz ultravioleta (HBO-200), filtro de
excitagio KP-500 e £iltro barreira de 490mm.

De cade linhagem foram fotografadas 20 células, u-
sando objetiva de imersio (100 x) e filme H & W VIE (The H &
W Co. St. Johnsbury, VT3 USA). Para linhagem nimero 7 fotogra
famos 14 células. A andlise cromossdmica detmlhada foi reali

zada utilizando-se cépias fotograficas de 24x18cm, em  papel
F~3 ou P-4 - Kodak.

| 14 linhagens foram estudadas neste experimento: 8
provenientes do cruzamento I (13 laj 25 33 3aj 3b; 3c e 4); 2
provenientes do crugzamento II (5 e 6) e 4 provenientes do cru
zamento III (7, 8, 9 e 10).

Age linhagens 1 e la, bem como as linhagens 3, 3a,
3b e 3¢, foram obtidas s partir de coldnias coletadasdas pla
cas de Petri 1 e 3 respectivamente., As demais linhagens foram
coletadas de placas de Petri independentee.

0 primeiro exame cariotipico foi realizado de 6 a
12 pagsagens apds a coleta das coldnias, como jd referido an
teriormente. A partir de entRo foram realiszadas preparagdes_
cromogedmicas a cada 10 passagens, num total de 4 fixagdes. I
nicialmente anslisou-se citogeneticamente o material obtido
nas 1% e 3% fixagdes., Quando houve mudange drdstica na compo
si¢lo cariotipica da linhagem ou quando havia auséncia de cro

U N C AMP
mm\mECA CENTRAL



mossomos humanos por ocasiao da 38 fixacao, o material da 28
fixagio era estudado. Nos casos pertinentes, ou seja  quando
se notou acentuada perda cromossdmica ou ind{cios de selecao
celular, a 4% fixagio também foi analiseda.
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CAP, III - ERESULTADOS

A andalise cariotipica das 14 linhagens, demonstrou
08 resultados apresentados na tabela I. Essa tabela inclui os
valores da médis e desvio padrao Ao numero total de cromosso~
mog, numero de cromogsomos de hamsgter chinés (Cg), ndmero de
cromossomos humanoa (Hs), ntmero de reérranjos (R) e de frag-
mentog nao identificados (FNI). A quase totalidade dos rear -
ranjos refere-se a cromossomos de hamster chinés. Em duas 1i
nhagens foram observados rearranjos de cromossomos humanos,os
quais compreenderam deficiéncias dos cromossomos X e 8 respec
tivamente (3¢ e 3b).

Por ocasiao da terceira fixzagao das linhagens 4, 6
e 7 nao foram encontradas células com Cromossomos humanos iden
tificdveis. As linhagens 6 e 7 spresentaram, por ocasifio da
primeira fixagao, duas populagoes celulares, umz das guais cam
auséncia de cromossomos humanos. Esse fato levou-nos a anali-
sar a segunda fixagao dessas tres linhagens, Em uma das 20 cé
lulas analisadas na primeira fixacdo da linhagem 3b, ndo fo
ram detectados cromossomos humanos. A linhagem 3¢, por outro
lado, apresentou uma diminuicao drastica do numero de cromos—
somos humanos por ocasiao da terceira fixag¢ao (de 9,7 na pri
meira fixacao para 1,9 na terceira), Esses achadoa levaram &
andlise das segunda e quarta fixsmgOes de ambas as linhagens .

Ne terceira fixagao da linhagem 3¢ foram observa -
das 13 células com apenas dois cromossomos humanos, 0 CIromoOSw
's0mo numero 10 e o cromossomo X com deficiéneia do brago lon
go (del (HsX)(pter-— gl3::q26-— qter). Seis das células res-—
tantes continham og seguintes cromossomos humanos: 3, 6, 10,
12, 13, X e Y (1 célule); 10 e 19 (1 célula)s 10 (4 células )
e Xg~ (1 célula). Em uma células ngo foram identificados cro-

mogsgomos humanos.,



BAARLL I~ Remultados ds andtiss caviotipioa dns 14 linhagena.
{ = média; o{x) = desvio padrioj Og = croucsaomos de hamster chinds)
Ep = orvmosconos humsnos; R = rearranjoss FAL « fragmentos crommasémicos
nao identificados). :

F¢ da linkmgem/ N total da ¥ de Og ¥ de He K& de B R8 de FNI
E& da passagem SIUMOSEoNOs - - - -
z a(x) X s{x) x s{x) z s(x) X a(x)
1/6 51,1 3,7 33,4 4,0 8,8 2,0 2,6 L5 642 )1
1/26 47,8 2,6 32,3 1,8 6,7 1,5 2,0 Q0,8 6,7 2,3
1a/6 45,5 32 20,2 45) 33 0 4,2 1,6 8,8 2,7
18/27 4443 2,8 28,0 247 2,7 0,9 5,0 1,5 8.7 3,1
2/7 57,6 540 35,1 3,1 9,3 1,5 4,2 0,9 10,6 2,8
2/25 54,3 2,6 31,4 2,2 8,5 1,2 449 14 9,4 1,6
3 - 52,8 3,9 30,7 3,0 10,7 2,2 2,9 0,8 8,86 2,0
3/21 50,8 2,2 1,2 1,7 9,6 1,3 2,5 0,6 TsT 1,6
/9 45,8 2,5 26,6 3,0 4,4 0,9 644 1,4 8,6 2,1
31a/30 46,1 1,4 26,1 1,7 3,1 0,8 146 1,4 8,2 1,7
3v/12 45,9 2,6 d2,R 243 2,8 1,6 4,4 1,0 Ts5 1,9
3v/22 43,8 2,8 30,8 3,4 2,5 0,9 4,0 1,6 Ts5 2,0
3%3 “,0 2,‘ 3190 2!0 2'1 0!9 6.2 2’0 5|9 199
3/l « 42,8 2,1 31,2 4,5 0,0 - 243 1,2 9,0 1,8
i4,3 0,9 1,5 245 1,3 0,5 4,0 1,1 8,6 2,0
30/% 47,2 5,8 27,3 2,2 9,7 2,3 1,1 3,0 9,0 3,6
30/18 46,0 2,7 30,3 4,2 2,9 2,2 3,5 2,0 9,7 2,4
30/28 46,2 3,4 31,9 244 1,9 1,3 4,0 1,2 9,1 2,1
3e/40 44,4 2,7 31,2 1,8 1,7 Ot 456 1,7 7,6 2,5
48 52,1 2,2 31,6 3,6 By3 1,6 2,8 1,4 10,5 4,3
4/18 * ‘2,8 2’0 28’2 3,-0 0,0 - 3’6 1,0 11,0 2,5
42,5 045 26,8 2,7 1,0 - 2,6 1,1 12,2 2,7
5/8 47,8 4,0 _ 28,4 2,4 Teo 1,4 )5 15 8,2 247
5/28 47,1 3,6 29,3 248 5,0 1,4 4,3 145 8,5 3,3
6/9 . 41,0 1,4 30,0 2,0 C,0 - 4,0 0,8 5,5 0,6
48,6 3,2 3343 2,9 2,8 Oy4 3,3 1,0 S,1 1,8
6/18 » 41,7 1,4 2741 2,5 0,0 - £,2 1,0 8,3 1,2
46,2 2,5 32,0 242 242 049 4,0 1,4 4,0 1,9
17 e 2121 1,2 17,1 2,3 0,0 - 2,3 0,6 1,7 1,6
51,5 ST 31,0 4,1 7s2 3,9 4,3 0,7 9,1 6,0
T e et 2,6 3,2 2,6 0,0 " 6,8 2,0 6,1 2,0
. 52,0 {1 eal.) 3L0 - 540 - 6,0 - 10,0 -
aﬁ 6‘-'4 8,2 35'0 6’0 5'3 1'0 9'5 2l0 1“]5 4’3
8/ 66,4 6,9 39,6 4,9 4,1 1,7 9,6 1,8 13,0 3
o/ 47,5 3,2 30,7 3,0 6,1 1,1 5,7 135 449 2,45
9/29 4837 4;2 3295 3’1 5)9’ 1'5 5'5 1!5 4l7 2!“
10/9 68:5 7'8 36'5 7'0 7'5 2'0 ?’7 1[9 16!7 S'T
10/29 64,1 51 T2 6y 4 Ts5 1,0 TyL 1,8 12,1 3,5

# dung popalagdes ¢elularea; %% duas populagles celularens ulx dipidide e outra tetrapléide.
En 897 dag células tetrapldoidos foram detectados cromoasomos

a%% gl foram consideradas célules tetrapléides. himenas.



Células apresentando somente 0s cromossomos huma—
nos, 10, X e Xg- foram encontradas em frequéncia significati-—
va tanto na segunda quento na quarta fixagOes (tabela II). '

A fim de verificar se houve diminwig¢ao significati
ve do numero de cromossomos humanos entre as primeira e ter-
ceira fixag¢tes, aplicamos o teste nao paramétrico de Wilcoxom
(Sokal e Rohlf, 1969) a 11 linhagens (tabela IXI)., As diferen
¢as nao foram significativas em rela¢do a apenas 3 linhagens
(3a, 9 e 10),

Fato digno de nota foli observado na linhagem 7, em
que duas populagdes celulares distintas se apresentaram por o
casifo da primeira fixag@o. Uma das populagdes foi aproximada
mente dipldide (= = 21,13 s(x) = 1,2 cromossomos) ¢ a outra -
tetrapldide (x = 51,83 s(x) 5,7 eromossomos), quanto ao comple
mento oromossdmico de hamgter chinés., Em 89% das células te-
trapldides (porcentagem baseada em 100 célwlas analisadas ao
microscdpio) foram detectados cromossomos humanos, mas nas cé
lulas dipldides tal identifica¢ao nao ocorreu. Foram fotogra-
fadas e analisadas em detalhe 14 células da populagio tetra -
pléide e 20 da populacao dipldide.

Com o intuite de verificar a origem dessas duas
populacdes realizou-~-se ums comparacad® entre elas e a 1inhagan
ancestral de hamster chineés, no que concernoe a marcadores e
regrranjos cromogsomicog (tabelas IV e V)., Para tanto foram -
fotografadas 20 células dipléides e 20 células tetrapldéides -
da linhagem CHW 1102 (essa linhagem apresenta 15% de células
tetrapldides).

Foram considerados como marcadores, rearranjos cro
mossOmicos que se estabilizarsm nas linhagens ancestrais. A
denominagio rearranjo foi por nds adotada pare alteracdes de
origem recente na cultura, tanto das linhagens ancestrals, =
quanto das hibridas.
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As outras tres linhagens em que o ancestral hams -
ter chindg foi a linhagem CHW 1102 apresentaram por ocasiso
da primeira fixa¢ao um numero médio de cromossomos de 64,4 3
s(x) = 8,2 (linhagem 8); 47,5; a(x) = 3,2 (linhagem 9);68,5 j
s(x) = 7,8 (iinhagem 10), O numero médio de cromossomos de
hamster chinés encontrado nessas mesmas linhagens foi de 35,03
s(x) = 6,0, de 30,7; s(x) = 2,9, e de 36,5; a(x) = 7,0, Beses
valorss se aproximam do nimero de cromossomos de hamster chi-
nés da populagao tetrapldide da linhagem CHW 1102, ou seje ,
31,8; s(x) = 3,1.

A heterogeneidade das linhagens hibridas , foi ava
liade pelas utilizagao do método de Cramer (Kendall e Stuart,
1961) pars medides de associagao, calculada a partir de uma
tabela de dupla entrada com ni fileiras (r) e nj colunas (c).
0 coeficiente de Cramer (C) é dado pela férmula:

s ]nd

n min (r-1, c=1)

° representa o " quadrado de contigéncia "

:Lgua.la.SDJ. =n -1 a
n;|7n ijni;; ],aeno

Dij = nij - ni . nj/n,.

Og valores encontrados para as 14 linhagens acham-—
se relacionados na tabela VI,

As freqiiéncias em porcentagem dos cromossomos hums
nos presentes nas primeira e terceira fixagOes das 14 linhs -
gens hibridas foram relacionadas na tabela VII,

A freqfiéncia em porcentagem com que cada cromosso-

mo humano apareceu nas 188 células referentes a primeira fixa
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¢80 das 10 linhagens independentes § apresentada na figura 2.
As colunas pontilhadas, hachuradas e em brénco referem-ge, -
respectivamente, & presenga de duas cdpias, uma cépia e pelo
menos ums cépia de cada cromossomo humano.

Células polipléides e endorreduplicadas foram en
contradas em todes as linhagens, com fregHiéncias variando Jde
1 al0% e 2 a 18%, respectivamente (tabela VIII),
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CAP., IV - DISCDSSIO

A andlise citogenética mostrou que as linhagens hi
bridas obtidas por fusao com PEG apresentam estabilidade sufi
ciente para serem utilizadas em programas de mapeamento gené
tico.

Os dados demonstram retengao de cromossomos  humg
nos em freqtiéncias variaveis, sugerindo que a perda dos nmeg
mos em larga escala deve ter ocorrido nos estagios imediata -
mente subseqdentes & formagac dos hibridos. Esse fato é ampla
mente aceito, tendo sido demonstrado nas publicagOes de Harris
e col., 1965: Weiss e Ephrussi, 19663 Matsuya e col. 1968
Handmaker, 19713 Allderdice e col. 1973, entre outros.

A diminuigdo do ntmero de cromossomos humanos Ob-
gservada entre as primeiras e terceira fixagoes foi significat
va em 8 das 11 linhagens testadas. Nao parece haver correla -
gao entre essa diminuigio e o némero de cromossomos de hamster
chinés presentes em cada linhagem, uma vez que a variagao do
mesmo nao foi significativa.

A maioria do0s autores aceita que a diminuigao do
nimerc cromossdmico do complemento humano, apés numerosas pag
saegens é devida & perda gradual dos mesmos., Nogsos dados n#o
parecem confirmar ser essa a tnica hipbtese explicativa. Real
mente, na linhagem 3¢ demonstrou-se que essa diminuicao  foi
devida, principalmente, a sele¢ao de células COm MENOr NuUMEro
de cromossomos humanos. Nessa linhagem a analise da primeira
fixacBo demonstrou a existéncia de uma célula com apenas dois
cromosgomos humanos (10 e X), a qual parece ter sido selecio-
nads em passagens subsegtientes.

Ne tabela II acham-se discriminados os valores em
porcentagem das células contendo apenas o8 cromossomos 10 e X

hunmenos. Ne primeirs fixe¢ao observou~ge 5% de ceélulas com os
cromossomos 10 e X3 na segunda fixacao foram detectadas 5% de
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células com cromossomos 10 e X, 50% de célulag com CIOMOSSOMME
10 e Xg-, e 15% de células com o cromogsomo numero 10, 65% das
células da terceira fixa¢ao apresentavam 0s cromossomos 10 e

Xgq~, 15% ¢ cromosgomo nimerc 10 e 5% o cromossomo Xg-. Na quar
ta fixagao a porcentagem de células com 0s cromossomos Ig- e

10 foi de 80%, enquanto 15% das células apresentavam o cromos

gomo 10, e 5% o Xg-.

Esseg achados sugerem que &as células com Cromosso—
mo nimero 10 e Xg-, provieram da célula contendo 08 CIomogso-
mos X e 10 presente ne primeira fixagao. Tal sugestao foi for
talecida ac se estudar 08 rearranjos presentes nas diferentes
célulag dessa linhagem (tabela II). Verificou-se que havia um
rearranjo do cromossomo Y de hanster chinés presente somente
em células portadoras de cromossomos 10 e X; 10 e Xg-3; apenss
0 10 ou apenas o Xg-.

Tais fatos demonstram gue ocorreu uma selegao das
células contendo © menor numero de Cromessomos humanos, uma -
vez que houve aumento da freq#éncis das mesmas, & medida que
se analisava passagens nais tardias da linhagem.

Nas linhagens 4, 6 e 7 nao foram encontrados cro
mosgomos humanos por ocasiao da terceira fixacao, ao passo que
na linhagem 3b uma das 20 células analisadas na primeira fixa
¢80 nao apresentava cromossomos humanos identificdveis. A and
lise da segunda fixag¢ao das tres primeiras linhagens demons -
trou a presenca de duas populagles celulares, o mesmoc tendo -
gido observado na quarta fixacgao da linhagem 3b.

Bssas observagoes sugerem selecao de células com
auséncia de cromossomos humanos, ¢ que poderia ser explicado
por sua maior taxa de crescimento, uma vez que 0 ciclo de re-

plicacdo da linhagem ancestral hamster chinés ¢ de aproximada
mente 12 horas, enquantoc que 0 do ancestral humeno é de cerca

de 24 horas,



~58—

As células desprovidas de cromossomos humsnos PO
deriam ter sido originadas por perda de todos 08 cromossomos
do complemento humano inicialmente presentes. Poderiam tam-
bém ser células contaminantes do ancestral hemster chinés, -
que foram mantidas quando em meio seletivo, por difusgao da
HGPRT produzida pelas células hibridas (crogs-feeding). A

partir do momento em que as linhagens hibridas foram trans-
feridas paTa meio nao seletivo, a fregqHéncia de tais células
terig aumentado, uma vez que possuem menor tempo de duplica-
cac.

Outras evidéncias de selegcao celular foram obser-
vadas nas linhagens la e 3b. Na linhagem la por ocasiao da
primeira fixagio foram encontradas duas células apresentando
duas cépias do cromogsomo nimero 3, e uma cépia do cromosso-
mo ndmero 14. Na terceira fixagao 11 células possuiam esse
mesmo caridtipo. Com referéncia a linhagem 3b foi observada
na primeira fixacfo uma célula contendo os cromossomos huma~
nos 8 e 22, a0 passo que na terceira fixacao forem encontra-
das nove células com esse complemento cromossdmico.

J& em 1968 Matsuya e col, relataram que © nUmMETo
de cromossomos humenos exercis influencia sobre a taxa de
crescimento de linhagens hibridas de células de camundongo e
humenas. Esses autores observaram gue o tempo de duplicagao
da linhagem ancestral murina era de aproximadamente 15 horas,
enquanto que as linhagens hibridas contendo cerca de 10 cro
mossomos humanos aspresentavam um tempo de duplicagao de cer
ca de 35-60 horas. Por outro lado, linhagens hibridas com me
nos de 4 cromossomos humanos, levaram de 25-30 horas para -
completar o ciclo celular, Para aquelas linhagens em que © o

nico representante do complemento cromossdmico humano era o0
portador do gene de TK, o tempo Qe duplicagao foi de 23 ho=

Tas.
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Na tentativa de demonstrar que o alongamento do tem
po da duplicagao era decorrente do aumento da duragdo do pe-
riodo S, Matsuya e col, (1968), incubaram as culturas em meio
contendo timidina triciada por wma hora. Os dados desses auto
res nac evidenciaram gualquer efeito do numero de cromossomos
humenos sobre a duragao do periodo S, sugerindo gue o aumento
do tempo de duplicagao deve ser decorrente de influéncias e=
xercidas pelos mesmos em outros estagios do cieclo celular.

Observacao semelhante foi feita por Labella e col.
(1973, 1976) que, em linhagens hibridas de hamster chinés e
camndongo, verificaram haver um aumento da freqt#éncia de cé
lvlas hibridas com um numero menor de cromossomos de camundon
go, quando analisavam passagens mais tardias.

Na linhagem 7 observou-se, como ja comentado ante-
riormente, a presenga de duas populacOes celulares por  oca-
sizo da primeirs fixag¢fo. Ums das populagdes era aproximada -
mente dipldéide, n3o possuindo cromossomos humenos identificd-
veis, enquanto que a outra, aproximadamente tetrapldide, rete
ve cromossomos humanos em 89% das células. As seguintes expli
cacoes poderiam ser aventadas para esse fato:

12— A populacac tetrapldéide poderia ter sido origi
nada por fusa@o entre uma célula tetrapldide de hamster chinés
e uma célula humana.

Como ja afirmamos anteriormente a linhagem ances =
tral de hamster chinés CHW 1102 apresenta cerca de 15% de cé
lulas tetrapldides. A populagao dipldide teria se originado -
" de c¢élulas dipléides contaminantes, mantidas em cultura  por
nerogs~feeding® gquando em meio seletivo. Apds terem sido trans
feridas para meio nao seletivo, poderiam ter sobrepujado as
tetrapléides em crescimento.

20~ A populagao tetrapldide teria se originado por
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Pusso entre duss células dipldéides de hamster chinés e uma cé
iula humana, sendo & populagBo dipldide, eventuslmente, origi
nads por células contaminantes.

30— Originalmente havia somente células dipldides
com cromossomos humanos. Algumas células entraram em endorre—
duplicagio produzindo células tetrapléides, nas quais 0s cro
mossomos humanos foram mantidos. As células dipléides teriam
se originado daguelas gue ndo entraram em endorreduplicagdo -
ou como segregantes das tetrapléides, com posterior perda dos
cromossomos humanos., Quando a linhagem foi transferida  para
meio nso seletivo, poderiam ter sobrepujado as tetrapldides -
por possuirem maior taxa de crescimento.

A andlise detalhada dos cromossomos de hamster chi
nés dessa linhagem mostrou certas similaridades entre as duas
populagdes celulares, no concernente a rearranjos e marcado -
reg cromossbmicos (tabela IV). O padrao da linhagem ancestral
CHW 1102 era muito diferente daquele da linhagem 7/7. O mesmo
pode ser dito com referéncia ao ntmero médio de cdpias de cada
cromossomo de hamster chinds em células dipldides e tetrapldi
des de ambas linhagens. (Pig. 1).

Esses fatos sugerem que ambas populagbes celulares
da linhagem 7 devem ter se originado de uma célula comum em
que 08 rearranjos basicos ocorreram em estiagios iniciais.

Os seguintes pontos falam a favor da terceira hipd
tese explicativas

a) Endorreduplicacdo e poliploidia parecem ser e-—
ventos comuns em culturas de células de longa duragao. De a-
cordo com alguns sutores, as células polipléides "in vitro "
tendem a entrar num ciclo parassexual, a fim de retornar  ao
cariétipo original (Hughes, 1968; Ruddle, 1961; Hsu e Kellog,

1960, entre outros).



Metafase de célula hibrida da linhagem 5.
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Endorreduplicacac e poliploidia foram observadas em todas as
14 linhagens estudadas, tendo as suas freq#iéncias variado de
2 a 18% para endorreduplicaggo, e de 1 a 10% pera poliploidie.

b) Labella e col., 1973, encontraram em linhagens
hibridas de hamster chinés e camundongo dois complementos de
hamster chinés e menos de um complemento de camundongo. Seus
resultados mostraram que o0 complemento cromossomico de hamg -
ter chinés sofreu poliploidizacazo logo apds a fusao. Admitem
esges autores que a poliploidiza¢ao ocorreu para minimizar o
crescimento desigual dos dois ancestrais. Fato que contraria
esse hipdtese 8 apresentado por Kao e Puck (1970), os queis -
obtiveram linhagens hibridas de hamster chinés e células huma
nas, que retiveram somente um complemento cromossdmico de hems
ter. Deve-se lembrar, no entanto, que tais c¢célules podem ter
ge originado como segrezantes de tetrapldides, uma vez que es
ges autores analisaram passagens tardias das linhagens,

¢) Nas linhagens 8, 9 e 10 em que o ancestral hamg
ter chinés foi também a linhagem CHW 1102, observou-se um ng
mero de cromossomos de hamster aproximadamente tetrapldide. -
Parece pouco provavel que em todas as 4 linhagens somente cé
lulas tetrapldides tenham sido engajadas no processo de fusao.

A distribuicao dos diferentes cromogsomos do  com
plemento humano foi variivel entre as linhagens estudadas. Ve
rificou-se que todos os cromossomos humanos foram retidos pe
1o menos uma vez, havendo, no entanto, uma nitida diferenga -
quanto as fregHéncias com que apareceram (tabela VII).

A Fig. 2 representa graficemente as freqﬁéncias enm
porcentagem dos cromossomos humanos retidos nas 188 células —
da primeira fixagso das 10 linhagens independentes estudadas.

Nota~se gque 0s cromoasomos X, 3, 5, 6, 11, 12, 13,

14, 16 e 18 foram os mais frequentemente retidos enquanto que



ia de cromossomos humanos na primeira fixagao das 10 linhagens independentes.

Nimero total Qe'células = 188, Colunas pontilhsdes = 2 cépias; colunas hachuradas

1 cépiaj colunas em branco = pelo menos 1 cdpia.
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0S8 cromossomos nvmero 2, 4, 8, 17 e 20 foram os presentes emn
menor freqiiéncia.

Og dadog mais recentes da literatura indicem, que
a retencso ou perda de cromossomos humanos em hibridos celula
res interespecificos nao é casual. (Allderdice e col., 1973 3
Norum e Migeon, 1974; Rushton, 1976). Oz resultados obtidos -
por diferentes autores, (tabela IX) demonstram, preferéncia -
de retencgdo de determinados cromossomos humanos embora nso e—
xista homogensidade de achados. Isso sugere que a retengaoc ou
perda preferencial estaria subordinada a condigdes inerentes
a cads experimento.

0 que nos parece mais importante, no entanto, ¢ que
os achados supracitados podem nac ser reais. De fato, nossa -
obgervagao de selegao celular em pelo menos 5 linhagens, inva
lidem qualquer tentativa de se demonstrar retengaoc preferen —
cial de cromogsomos humanos em linhagens hibridas com numero-
sas passagens. Acreditamos que tal analise poderia ser mais
fidedigna se realizada logo apds a formagao dos hibridos.

Além disso, nao deve ser esquecido que a&s con@ig&s
de cultura, sistems seletivo empregado, bem coﬁo outros fato-
res que possam conferir maior viabilidade a determinados ca-
ridtipos devem estar interferindo no sistema. A importancia -
da confirmacao de retencao preferencial de certos cromossomos
humanos é crucial, ja que essa situagao pode provocar determi
nagdes erroneas de grupos de ligagao.

Treze das 14 linhagens analisadas, mosiraram-se ni
tidamente homogeneas com valores de C menores que 0,5. 4 0Ob-
tengao de clones portadores de diferentes cromossomos humanos,
8d seria portanto vantajosa em uma das linhagens.

0 tnico método que tem sido utilizado para se veri

ficar heterogeneidade de linhagens celulares hibridas é o pro
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posto por Miller em 1973, Tal método nZo apresenta, no enten-
to, valores quantitativos da heterogeneidade, © que torna a
interpretacac da mesma bastante subjetiva.
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CAP. V - CONCLUSUES

12~ Nas 14 linhagens estudadas foi observada segre
gacao preferencial dos cromossomos humanos.
22— A seleg@o celular parece ser um fator importan

te na evolucao cariotipica de linhagens hibridas interespeci-

ficas.
39— A retencao ou perda preferencial de determina-

dos cromossomos humanos é, a nosso ver, assunto que merece es
tudos adicionais, visto que nossas observagOes indicam que fa
tores tais como selegao celular, podem estar viciando os re -
sultados obtidos por diferentes auntores.

42~ 0 desequilibrio, em texrmos de ciclo celular, -
des linhagens ancestrais de hibridos interespecificos, pode
ser fator desencadeante de poliploidizacao e, conseqiientemen—
te, influir na configuragao cariotipica dessas linhagens hi

bridas.
52— 0 PEG produziu linhagens hibridas com estabili

dade suficiente pars permitir o emprego das mesmas na andlise

genética de células somiticas.
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