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kDa ~ KiloDalton

mA - MiliAmpére
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No. — nlimero

P.A.S. - Reag8o com &cido periddico e reativo de Schiff
P.B.S. - Solucdo salina tamponada com fosfato

PM - Peso Molecular

RPM - Rotag®es por minutos

SFB — Soro Fetal Bovino

SDS ~ Sulfato Dodecil de Sdédio

SDS~PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
v - Volt

v/v — volume por volume
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I - INTRODUCKO:

Muitas ceélulas embrionArias e alguns tipos celulares
removidos de tecidos de individuos adultos. podem crescer e
se dividir "in vitro", desde que um ntmero suficiente de células
esteja Ppresente para desencadear esse processo. Para gue estas
células possam crescer e se dividir em cultura é necessario um
conjunto de condigdes tais como meio de cultura contendo os 'nu—
trientes adequados e a manutenc8o das condigles ideais do ambien-
te como temperatura e concentracio de Og e COo (EAGLE, 1959; WA-

DA, 1987).

Varios tratamentos diferentes das células em cultura
como, infecgdo por virus (DUESBERG & VOGT, 1870; NUSSE & VARMUS,
1982; DeCAPRIO et alii, 1988; KLEIN, 1989), exposic8o & carciné-
genos quimicos (OLSSON & LINDAHL, 1980; BROWN, et alii, 1986) e
agentes fisicos (BOREK & SACHS, 1866; CIFONE & FIDLER, 1881), po-
dem mudar consideravelmente as propriedades do crescimento celu-
lar "in vitro"”. Estas celulas, quando inoculadas em animais sus-
ceptiveis, podem causar a formagio de tumores (CIFONE & FIDLER,

1981; DARNEL, 1986; EBERT et alii, 1980).



As alteragges nas propriedades de crescimento destas
células, assim como o subsequente desenvolvimento da capacidade
de formar tumores, s3co coletivamente referidos como transformagio
maligna ou simplesmente transformsa¢ioc celulsr. Assim, a tranasfor-
mac8o "in wvitro" pode sBer definida cémo 8 aquisigdo permanente de
distirbios no crescimento e/ou coﬁtrole de locomocio
(PONTEN, 1976).

Como & transformag®o celular pode ser induzida em cul-
tura, ela tem sido muito estudada como um anédlogo da indu¢doc do
cBncer em animais, embora a correspondéncia exata entre esgtes
dois processos ndo tenha sido estabelecida (PONTEN, 1876; SMETS,
1580). Atualmente, o objetivoc do estudo da transformagdo “"in
vitro" & entender a tumorigénese em organismos vivos, assim como
oe eventos moleculares no processo de oncogénese (BISHOP, 1981).

Estudos utilizando cultura celular e transforma¢do tém
apresentado vantagens decisivas sobre experimenfos "in wvivo",
principalmente com relac@c ao controle celular, além de consti-
tuirem atualmente, a tnica possibilidade de estudos experimentais
com pacientes humanos (PONTEN, 19785; SMETS, 1980). No estudo da
transformag8o celular "in vitro"” com a utilizag®o de culturas ce-
lulares, o© "meio ambiente” em gue as células se desenvolvem pode
ser manipulado pelo investigador (FLEMING & KISTLER, 1877) e as
interagdes entre os grupos celulares adjacentes podem ser obser-
vadas (FRIDMAN et alii. 1985; HOLZER et alii, 1986), o que & di-
ficil a nivel de tumores induzidos em animais. Além disso, as cé-

lulas em cultura oferecem um vasto espectro de possibilidades



analiticas e exXxperimentais em diversos campos de pesguisa (SMETS,
1880).

A transformaciBo envolve mudangas num grande conjunto de
propriedades oelulares! Frequentemente & detectada por alteracdes .
morfofuncionais +tals como aderéncia celular, troca na morfologia
tipica e alteracgdes nosg padrdes delcrescimento em cultura
(HEIDELBERGER & YPE, 1966; BOREK, 1972). Assim, células transfor-
madas quando comparadas as suas progenitoras normais, podem ser
distinguidas ao nivel de microscopia éptica por caracteristicas
especificas como rapido crescimento celular e/ou crescimento em
maltiplas camadas (ABERCROMBIE, 1879; GOLOMBICK et alii, 1880);
alta taxa nucleo/citoplasma, nucléolos proeminentes, muitas mito-
see (GILVARRY et alii, 1880) e relativamente poucas estruturas
especializadas (DARNEL, 1986).

A partir dos estudos acerca dos agentes transformantes
e do processo de transforma¢do celular, concluiu-se que esse é
basicamente um evento, ou uma somatdéria de eventos, que afeta o
genoma celular (SMETS, 1980). Desta forma, o evento iniclal seria
causado poOr uma ou mais mutagdes, e as mutagdes individuais acu-
muladas em uma OGnica célula levariam ao fendtipo transformado
(PONDER, 1980; SMETS, 1980).

E improvéavel que o produto de genes transformados por
agdo viral, por exemplo, possam estar diretamente envolvidos em
todos os aspectos do metabolismo celular afetados pela transfor-
magdo. E muito mais plausivel, que o(s) produto(s) do gene
transformado tenha(m) a¢8io sobre um ou alguns sitios c¢oi.lares,

produzindo uma sequéncia de eventos em cascata, levandc ¢ even-



tual expressip do fendtipo transformado. Como a maioria dos as-
pectos do fendtipo transformado s&oc comuns em células transforma-
das por diferentes agentes, & de se esperar que alguns dos compo-
nentes desse evento em cascata sejam também comuns, mesmo que O
produto do gene inicialmente transformado seja diferente (SENGER
et alii., 1979). |

A tranaformagdo celulsr "in vitro” €& geralmente acompa-
nhada por mudangas no complemento cromossbmico (BIANCHI &
AYRES, 1971). As células normais apresentam contetdo cromossdmico
dipléide., enguanto as transformadas obtidas a partir destas apre-
sentam, geralmente, nimerc cromossdmico inconstante e sBo aneu-
pléides (PONDER, 1980; GILVARRY et alii, 1990).
| As células n#io transformadas, tanto fibroblésticas como
epiteliais, apresentam crescimento dependente de ancoragem, ou
seja, para poderem proliferar necessitam estar aderidas a um
substrato (VASILIEV, 1885). A transformag8o dessas células com
crescimento dependente de ancoragem, envolve mudangas de &mbiteo
geral nas propriedades celulares. Muitas destas mudangas estéo
inter-relacionadas, mas algumas parecem ocorrer de forma indepen-—
dente das outras e nem todas as células transformadas mostram to-
do o conjunto de alteragdes que podem ser induzidas pela trans-
formac8o (MURRAY, et alii, 1980; KESKI-OJA et alii, 1885; NERMUT
et alii, 1991).

As células normais ndo transformadas parecem apresentar
um mecanismo fisiolégico ativo que é responsavel por um tempo de
vida limitado.(CAIRNS, 1975) .Esse mecanismo, atualmente chamado

apoptose, controla o tempo de vida da célula através de uma pré-



programagdo para um numero limitado de divieSes celulares, assim
como a morte celular pré-programada (WILLIAMS, 1991).

Provavelmente a mudanga mais observada depois da trans-
formagioc celular é a éapacidade de crescer infinitamente em cul-
tura (SMETB5, 1880). As células transformadas, ao contririo das
normais, crescem continua e desordenadaﬁente, mesmo com a densi-
dade populacional aaturéda, rerdendo a pré-programagio para um
numerc limitado de divisSes como possuem as células normais. Esta
caracteristica & considerada uma importante analogia ao cresci-
mento das células malignas em mamiferos (SMETS, 1980), sendo que
as células aberrantes sobreviventes ao mecanismo de apoptose, tém
sido associadas a0 processo de oncogénese (WILLIAMS, 1991).

A transformagdo pode causar alteragdes nas interac¢es

célula-célula (LOEWENSTEIN, 1978; KLAUNIG & RUCH, 1980; REN et

alii, 1890; YAMASAKI, 1880), célula-substrato (MURRAY et alii,
1980; KESKI-OJA et alii, 1985; NERMUT, 1981)) e cé&lula-meio
(HOLZER et alii, 1986; CROSS & DEXTER, 1881), induzindo a mudan—
¢cas no arranjo, modelo de crescimento e densidade celular.

A transformagdo morfoldégica, inclui fendémenos bem co-
nhecidos como: a perda de inibigdo por contato (ABERCROMBIE,
1979), redugdo no requerimento de soro (MULDER & BRATTAIN, 1989;
MULDER & CHILDRESS-FIELDS, 1990), alteraedes nas propriedades de
adesividade (ROOS & DINGEMANS, 1979; ROOS, 1884), mudancas‘ na
atividade das proteases de supeéficie (PARDEE, 1875) e mudancas
na capacidade e facilidade para aglutinar lectinas vegetais como
a Concanavalina A (8METS, 1980). Além disso, as células transfor-

madas possuem citoesqueleto pouco desenvolvido ou disperso, mos-~



trande mudangag caracteristicas na taxa de transporte de glicose
e de aminoécidos (HATANAKA, 1974; BEN-ZE-EV, 1885).

As células transformadas podem, geralmente, perder os
regquisitos para aderéﬁcia, crescendo sem se fixar a um substrato
(VAHERI & MOSHER, 1978; HAYMAN et alii, 1981; ALITALO et alii,
1882). 0O indicative disto & que céluias transformadas podem
crescer e se dividir suspensas em meio semi-sbdlido de Agar, for-
mando colénias (COOK & CHEN, 1988; PERSKY et alii, 1989; SRIDHAR
et alii, 1988). Se células normais s80 suspensas nesse meio, es-
tas ir&o metabolizar, porém ndo irdo crescer ou se dividir
(DARNEL, 19886).

Algumas modificag®es das propriedades celulares decor-
rentes da transformag¢fo, envolvem alteragdes dos componentes e/ou
das funcgdes da superficie celular (HYNES, 1976; VAHERI & MOGHER,
1978; SMETS & VAN BEEK, 1984). Véarias proteinas e glicoproteinas
de superficie gs8o alteradas com a transformac8o. A maioria das
alteracdes envolve reduecdes quantitativas de proteinas, porém
algumas delas tém suas quantidades aumentadas depois da transfor-
magdo (HYNES, 18976).

Os glicolipidios padrdes, abundantemente encontrados na
superficie das células normais, também sofrem modificagbes nas
células transformadas. Em estudos utilizando fibroblastos normais
provenientes de rim de hamster jovem, e células transformadas ob-
tidas a partir destas, espontaneamente ou por indug8o através do
virus do polioma, observou-se um decréscimo e um complementar au-
mento de algumas classes especificas de glicolipideos. Estas al-

teragBes encontram-se associadas a mudancas na capacidade de



aglutinar lectinas observada em células transformadas (HAKOMORI,
1975).

Provavelmente uma da=s mais importantes diferengas entre
a superficie das célﬁlas normais e das células transformadas €
que nas ultimas, as proteinas de superficie s&o mais mdéveis (BUCK
et alii, 1970; HYNES, 19786). Este fato pode ser evidenciado pois
as células transformadaslapresentam capacidade de aglutinar lec-
tinas a concentragfes mais baixas do que a requerida para células
normais (MONSIGNY et alii, 1983).

Qutra importante diferengca entre células normais e
transformadas, ao nivel de superficie celular, &€ a composigdo da
rede fibrilar. Células normais quiescentes ou na fase de cresci-
ﬁento em culturas de monocanada, tornam-se cobertas por uma densa
rede fibrilar, constituida  principalmente por fibronectina
(YAMADA & OLDEN, 1978; HYNES & YAMADA, 1982) . As células trans-
formadas possuem uma gquantidade insuficiente de fibronectina ou
ngoc a possuem. Esta deficiéncia ou ausénecla da fibronectina con-
tribul para as altera¢des na capacidade de ades@o ao substrato,
achatamento e migra¢8o celular (HAYMAN et alii, 1981; AKIYAMA et
alii, 1889), observadas nas células transformadas.

0 tipo celular que usualmente predomina nas culturas de
células animais é chamado “fibroblasto", pois essas células se-
cretam tipos de proteinas semelhantes as secretadas pelos fibro-
blastos que formam o tecido conjuntivo em animais. Fibroblastos
em cultura tém a morfologia dos fibroblastos teciduais, embora
eles nio sejam diferenciados como os fibroblastos verdadeiros. Os

fibroblastos teciduais, constituem um tipo celular derivadoc do



mesoderma embrionaripo e as células que crescem em cultura parecenm
ir de encontro as células mesodérmicas. Com estimulagBo adegquada
estas podem se diferenciar para varios tipos celulares: células
adiposas, células do ﬁecido conjuntivo, células musculares & ou-
tras. Na maioria dos estudos, todavia, os "fibroblastos"” cultiva-
dos tém sido tratados convenientemente domo células prototipicas
e comumente referidas cémo: células tipo-fibroblastos (DARNEL,
1986).

As células Vero, uma linhagem celular estabelecida &a
rartir de células renais de macaco verde da Africa (Cercopithecus
sethiops), 8%0 consideradas "normais”. Esta linhagem apresenta
padr8o de crescimento caracteristico em culturag sendo constitui-
da por células tipo-fibroblastos, possui caracteres morfoldégicos
estabelecidos, crescende em monocaﬁadas e possuindo, portanto,
inibigdoc por contato (JANIK & GREKO, 1976; FLEMING & KISTLER,
1977; LEE & ENGELHARDT, 1977/ 1978; ARAKI & NAKAMURA,  1978;
McCLANE & MAcDONEL, 1879; LEARY & BLAIR, 1880).

Mantidas em condigdes de cultura aparentemente normais,
as células Vapo de alguns frascos, passaram a apresentar uma sé-
rie de altera¢des morfolégicas, comportamentais e de crescimento,
em relagdo ao padrdo observado na cultura inicial. Dentre essas
alteracdes fol observada a formag&o de grumos. Esses, foram iso-
lados em tubos de "Leighton” e repicados sucessivamente. As refe-
ridas altera¢des mantiveram-se ao longo dos repiques, sendo con-
sideradas portanto, irreversiveis e provavelmente resultantes de
um processo de transformac8o sofrido pelas células da linhagem

iniecial.



De acordo com esses fatos, o objetivo geral deste tra-
balho refere-se a um estudo comparativo das alterag®es celulares
ccorridas nas células dessa populagdo aparentemente transformada
(Vero-T) em relaglo a éua linhagem parental (Vero-N). Este estudo
visa contribuir para o entendimento do processo de malignidade e
com © aprimoramento das técnicas de diégnéatico de populagdes

transformadas "in vitro".

Os objetivos especificos dessge trabalho sdo:

1 - Observar as alteracBes comportamentais das duas po-

pulagdes em condigBes normais de cultura.

2 -~ Detectar as alteragdes morfolégicas ocorridas na
populagfio aparentemente transformada, relacionando-as com as ca-
racteristicas da linhagem inicial, =sempre utilizada como contro-

le.

3 - Estudar a prolifera¢Bo celular através da curva de
crescimento, indice mitético e tempo de duplicagBo das células

das duas populaglbes.



4 - Detectar eventuais alteragfes ao nivel de superfi-
cie celular, estudando comparativamente a velocidade de adesao
das duas populagdes ao substrato, através da obtencdo das suas
respectivas curvas deradeséo em meio suplementado com soro fetal

bovinoc.

5§ -~ Verificar a habilidade de formagB8oc de colbnias e
crescimento com independéncia de ancoragem, através do cultivo em

melo semi-sb6lido de Agar nas duas populagdes.

6 -~ Detectar as possiveis alteragdes cromossdmicas das
células tranaformadas, em relacdo as suas progenitoras normails,

através da determinacBo do numero modal e estudo do caridtipo.

7 - Verificar a frequéncia de diviafes celulares anor-
mals, através da determina¢do do indice de poliploidia e presenga

de metafases tri ou multipolares.

8 - Efetuar estudo citoquimico através de técnicas de
coloragdo especificas para proteinas e polissacarideos, para ob-

servar os padrdes de colorag@o das duas populagbes.



9 - Detectar através da dosagem de proteinas totais e
analise eletroforética em gel de polliacrilemida, possivels alte-
ragcBes na concentragio e o padrdo de proteinas presentes nos ex—

tratos celulares das duas populagdes.



II - MATERIAIS E METODOS:

1 - MANUTENGAO DAS CELULAS EM CULTURA:

Células da linhagem estabelecida Vero - passagem 285 -,
provenientes do Instituto Adolfo Lutz - S&o Paulo, foram mantidas
em cultura no meio Ham - F10 (SIGMA) suplementado com 5% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (NUTRICELL). As células foram cultivadas em
sistema fechado, em fraecos de vidro tipo xarope e garrafas de
polipropileno para cultura celular, mantidas em estufa a 37°C. O
meio de cultura foi trocado sempre gue houve variac8o do pH, o

gue normalmente aconteceu a cada 48 horas.

Sempre que a camada celular, aderida & superficie dos
frascos, atingisse a confluéncias, efetuou-se o subcultivo ou re-
pique das mesmas com a utilizac8oc de solucdo de A.T.V. - Associa~

¢80 Tripesina e Versene (tripsina 0,2% e versene 0,1%).

As célulae transformadas provenlientes da linhagem ini-
cial foram mantidas nas mesmas condi¢des de cultura que as suas

genitoras.



2 - ANALISE DAS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS:

Para a observag8o das alteragB®es comportamentais entre
as células Vero-N - da linhagem inicial controle e as transforma-
dag Vero-T, esurgidas a partir da linhagem inicial, foi feito
acompanhamento visual diadrio dos frascoé de cultura em microscd-

pio invertido.

3 - ANALISE MORFQLOGICA:

As células da populacio Vero-T foram submetidas a in-
clusdo em Epon, para a anélise estrutural em microscopia de luz,
para isso, efetuou-se ¢ deslocamento mecénico dos grumos da pare-
de dos frascos.

Os grumos celulares da populacfio Vero-T, foram fixados
ror duas horas em glutaraldeido 3%, imerso em gelo. A imers8o do
material em gelc foi mantida ao longe de todo o procedimento, até
parte da desidrata¢8io. Apdés a fixacdo efetuou-se a lavagem do ma-
terial em tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2 - 7,4, por apro-—
ximadamente uma hora. Ao final dessa, retirou-se o tamp3o e o ma-
terial fol imerso em tetrdxido de ésmio previamente preparado
(1,0 ml de tetrdxido de Ssmio, 2,5 ml de tamp8o fosfato 0,2 M -~
pH 7,2 - 7,4 e 1,0 ml de Agua destilada), por aproximadamente uma

hora. Posteriormente, o material foi colocado em imers3o em &cido
ta&nico 2% diluido em tamp8o fosfato de s6dio 0,1 M, por uma hora.

Lavou-ge em agua destilada, e ent8o, o mgteri&l fol submetido =&



desidratagio em solugdes crescentes de etanol 50, 75, 95 e 100%,
durante 15 minutos em cada um deles, Bendo que nas duas Tnltimas
concentragdes de etanol (85 e 100%), o procedimento foi repetido
trés vezes semn & imerééo do material em gelo. Apds a desidrata-—
¢Bo, o material fol embebido em solugBo de Epon/acetona 1:1
(v/v), por uma noite em recipiente abertb e a temperatura ambien-
te. No dia seguinte procédeu-se a inclusdo do material em Epon-e
a polimerizagdo fol efetuada em estufa a 37°C por trés dias. Fo-
ram efetuados cortes semi-finos, corados com Azul de Toluidina -
pH 11 - a 1% em carbonato de abédio a 0,5%, para observag8o em mi-

crogebpio de luz.

4 - CURVA DE CRESCIMENTO DA FASE PROLIFERATIVA E TEMPO DE DUPLI-

CACAO:

Todo procedimento para obtencio das curvag de cresci-
mento da fase proliferativa e tempo de duplicag8o, foi efetuado

em duplicata.

4.1 - Curva de Crescimento da Fase Proliferativa:

Monocamadas confluentes das duas populacBies celulares,
Vero-N e Vero-T, foram tripsinizadas com solugso de A.T.V. e uma
aliguota foi removida para se determinar a concentragdio celular.

Apts a-determinagio da concentraghiBo celular_em hemocitdmetro e &



diluicdo adequada, fol obtida uma suspensdo celular das duas po-
pulagdes contendo 4 X 103 cels./ml em meio Ham - F10 suplementado
com 5% de SFB. A suspensdo celular das duas populagtes fol semea-
da em tubos de “Leighton”, de tal forma que cada tubo recebeu 2

ml da suspensio celular ou 8 x 103 cels./tubo.

Oe tubos foram mantidos em estufa & 37°C por um periodo
de incubacgio de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas.
Ao final de cada tempo, os tubos de cultura das duas

populacBes celulares foram submetidos & contagem do nimero de cé-—

lulas presentes.

Procedimento para a contagem:

Apbs o tempo de cultura para cada tubé, efetuou-se a
lavagem da superficle deste com solucdo palina 0,8% pré—aquecilida
a 379C e, posteriormente, a tripsinizag@o com 1 ml da solugdo de
A.T.V., para que as células aderidas se desprendessem da superfi-
cie do tubo. Apos a interrupcso da a¢Bo da tripsina, com 1 ml de
meio Ham - F10 suplementado com 5% de SFB, a suspens@o celular

foi1 submetida & contagem em hemocitdmetro.

A média do numero de células/ml presentes em cada tempo
de cultura foi langada no programa "BASICA EXPOCELL", que ajusta
os valores obtidos na contagem possibilitando a construgfo do

grafico exponencial que representa a curva de crescimento.



4.2 - Tempo de Duplicaggo:

0 céalculec do tempo de duplicagio das duas populagdes
celulares Vero-N e Vero-T fol efetuado segundo o método descrito
por PASTAN, 1879, utilizando-se o nimero de células obtidas nos

tempos de cultura referentes a 48 e 72 horas, como se segue:

Calculo do numero de duplicagBes:

Vero-N

48 horas = 10.000 cels./ml

no. de duplicagSes = logp 10.000 x 3,3219%

72 horas 18.000 cels./ml

no. de duplicagdes = logo 18.000 x 3,3219%
Vero-T

48 horas 10.000 cels./ml

no. de duplicagdes = logs 10.000 x 3,3219%

72 horas 17.500 cel./ml
no. de duplicagSes = logg 76.875 x 3,3219%

(¥)- logo 10,

Calculo do tempo de duplica¢g8o:

tempo de duplicagdio = no. de horas

no. de duplicacdes



5 -~ CURVA DE ADESAQ:

O procedimento para a obteng®o das curvas de adesfo das
populagdes Vero-N e Vero-T, foil modificado do método wutilizado
por MURRAY et alii, 1880.

Monocamadas confluentes das dﬁas populactes celulares
Vero-N e Vero-T, foram tripsinizadas écm solugdo de A.T.V. e uma
aliquota fol removida para se determinar a concentragdo celular.
Apos a determinag@io da concentragdo celular e a dilui¢&o adequa-
da, foi obtida uma suspens@o celular das duas populagdes contendo
104 cels./ml em meio Ham — F10 suplementado com 5% de ©SFB. As
suspensbes celulares das respectivas populagdes, foram semeadas
em placas descartéveis de 35 mm de didmetro (DESCARPLAST), sendo
que cada placa recebeu 2 ml da suspensiio ou 2 X 104 cels./placa.

As placas foram mantidas em estufa & 37°9C com 5% de
COo, nos seguintes tempos de cultura: 10, 20, 40, 60, 80 e 100
minutos.

Ao final dos respectivos tempos, as placas de cultura
das popula¢des Vero-N e Vero-T foram submetidas & contagem pars

determinac8o do numero de células aderidas.

Procedimento para a contagem:

As placas foram retiradas da estufa e o meio despreza-

do. Efetuou-se a lavagem da superflicie das placas com solug@o Ba-—

1ina 0,9% e a fixagl#o do material em etanol/dcido acéticoc - 3:1



(v/v), por 15 minutos. Depois de fixado, o material foi corado
com Giensa a 5% diluida em Agua destilada por 10 minutos.

Todo o procedimento para a obtencio das curvas de ade-—
sBo das populagbes Vero-N e Vero-T fol efetuado em triplicata.

A contagem fol feita através do nimero de células ade-
ridas em dez campos aleatdbrios de cada uﬁa das trés placaé de ca-
da tempo de cultura, obtendo-se ao final a média do ntUmero de cé-

iulas contadas por campo para cada tempo de cultura.

6 - CULTURA EM MEIO SEMI-SOLIDO DE AGAR:

A cultura em meio semi-s6lido de Agar fol efetuada uti-
lizando-se dois métodos. O primeiro deles, denominado Meio Semi-
S861lido de Agar - I, baseado nos trabalhos de BOREK, 1872 e PERGSKI
et alii, 1989, e o segundo, Melo Semi-Sélido de Agar - II, modi-
ficado do trabalho de EBERT et alii, 1880.

Em ambos os métodos, utilizou-se como culturas contro-
les a linhagem estabelecida a partir de células de mieloma de ca-
mundongo, denominada "sp2", que cresce em cultura sem depender de

ancoragem, com ¢ objetivo de se verificar a eficiéncia do meio.
6.1 - Cultura em Meio semi-sbdblido de Agar - 1I:

A cultura em meio semi-sb6lido de Agar utiliza o nu-
triente Ham - F12. O meio de cultura Ham - F12 (SIGMA) fol pre-

parado a partir do p6 conforme as especificacBes do produto, po-



rém utilizando-se o dobro da concentrac8c indicada. Apés a £fil-
tragdo do meio, acrescentou—se a esse 20% de SFB.

O &gar (Agar for Cell Culture - SIGMA) foi diluido a
uma. concentragdo de 0,68% em 50 ml de Agua destilada e aquecido a
4500 até que ficasse homogéneo. Posteriormente, esterilizou-se

essa solucfo em calor Gmido a 180°C por 25 minutos.

Semeadura nas Placas:

Monocamadas confluentes das duas populagdes celulares,
Vero~N e Vero-T, foram tripesinizadas com solugdo de A.T.V. e uma
ﬁliquota fol removids para determninsglio da concentragio celular.
As células "spZ"” n8o necessitam ser tripsinizadas, sendo obtida
uma suspensio celular apenas com a agitag8@o do frasco de cultura.
Apbs a determinagdo da concentragdo celular e a diluigdo adequa-
da, foil obtida uma suspensio celular de cada uma das trés linha-
gens contendo 2 x 10° cels./ml.

No momento da semeadura nas placas o meio Ham - Fl12 e o
agar foram mantidos em banho-maria a 45°C. As células foram ini-
cialmente homogeneizadas em um volume de meio Ham - F12 e poste-
riormente fol adicionado o mesmo volume de &Agar, portanto, ao fi-
nal do procedimento obteve—-s8e o0 meio Ham - F1Z2 na sua concen-
tragic normal, suplementado com 10% de SFB e com 0,3% de &gar. A
mistura foli homogeneizada e cada placa de 25 mm (CORNING) recebeu
3 ml de meio semi-s6lido de &gar perfazendo um total de 6 x 109

cels./placa.



O procedimento foi rvrepetido para as tres populacdes ce-
lulares, sendo semeadas dez placas para cada uma delas. As placas
foram mantidas em cultura em estufa & 37°C com 5% de COo no ar,

por um pericdo de 20 dias.

6.2 - Cultura em Melo semi-s86lido de Agar - 1I:

Neaste método de cultura em meio semimsélido de &gar
preparou-se inicialmente uma camada de fundo, constituida por
meio Ham - Fi12 e 0,6% de &gar pelo mesmo principio descrito no
método acima. A camada de fundo, correspondente a 1,5 ml desse
ﬁeio, foi semeada em todas as placas, gue posteriormente foram
colocadas em estufa & 37°C com 5% de COg no ar.

No dia seguinte procedeu-se o preparo do meio Ham -
Fi12 a uma concentra¢do correspondente a4 metade da utilizada no
método anterior e suplementado com 10% de SFB. O Agar foi prepa-

rado a uma concentragdo de 0,6%.

Semeadura nas Placas:

Monocamadas confluentes das duas populagdes celulares,
Vero~-N e Vero-T, foram tripsinizadas com solugso de A.T.V.. A
guspensio celular de "sp2", e das populagdes Vero-N e Vero-T fo-
ram submetidas a contagem do ntmero de células. Determinou-se,

entdc, o nuimerc de células presentes em cada suspensfBo e a dilui-



¢80 adegquada para se obter uma concentragfo de 2 x 105 cels./ml.

No momento da semeadura nas placas o meio Ham - F12 e o
&gar foram mantidos em banho-maria & 45°C. As células foram ini-
cialmente homogeneizadas em um volume do meio Ham - F1lZ e poste-
riormente foi adicionado o mesmo volume de Agar, portanto, ao fi-
nal deste procedimento obteve-se o meié Ham - F12 na metade da
sua concentragio normal, éuplementado com 5% de SFBE e com 0,3% de
dgar. A mistura foi homogeneizada e cada placa recebeu 2 ml de
meio semi-sdlido de &gar, vperfazendo um total de 2 x 105

cels./ml.

O procedimento foi repetido para as trés popula¢des ce-
lﬁlares, gendo semeadas dez placas para cada umae delasg. As placas
foram mantidas em cultura em estufa & 37°C com 5% de CO2 no ar,

por um periodo de 20 dias.

As culturas celulares em meio semi-s86lido de &gar I e
I] foram observadas diariamente em microscédbpio invertid», para se

detectar e scompanhar o inicio e desenvolvimento de couvifinias ce-
lulares.

7 - ESTUDO CITOGENETICO:

Para a investigac#io das possivels alteracdes no nimers

modal de cromossomos, no indice mitético, na frequéncia de poli-



ploidia e no cariotipo das duas populag®es, foram feitas prepara-
¢Bes citogenéticas para se obter laminas com o maior nimero pos-

sivel de metédfases analisédveis.

7.1 - Obtencdo de Metédfases:

Monocamadas confluentes das duas populagdes celulares,
Vero-N e Vero-T, foram submetidas & ac8oc da colchicina, numa con-
centragso de 100 ug/ml, por trés horas, para que todas as células
em divisio fossem bloqueadas na metidfase. Apds o tratamento com a
colchicina, o meio de cultura foi desprezado e as paredes do tubo
lavadas com 0,5 ml de solucdo de A.T.V.. Posteriormente, efetuou-
se o descolamento das células da parede do frasco com o mesmo vo-
lume da solugdo de A.T.V. e ao final a interrupgdo da ac&o da

tripsina com meio Ham - F10 suplementado com 5% de SFB.

Desta forma, obteve-se uma suspensfo celular que foi
submetida &ao processo de hipotonia progressiva com KCl1 0,75 M.
Ap6s o ©processo de hipotonilia, o material fol fixado em meta-
nol/écido acético 3:1 (v/v) e submetido a quatro lavagens suces-
sivas com o0 mesmo fixador por centrifugag8o (1.000 RPM/10 minu-
tos) e ressuspensdo. Ac final dessas, a suspensfo celular fol es-
pralhada em la&minas que depois de sécas foram coradas com Giensa a

5% diluido em &aguas destilada, por 15 minutos.



7.2 — Namero Modal de Cromossomos:

Para a determina¢8io do ntmero modal, contou—se o nimero
de cromossomos de cem metéfases de células integras, consideradas
de bom nivel para andlise e sem a interferéncia de cromossomos de

metafases vizinhas (BIANCHI & AYRES, 1971).

7.3 — indice Mitético:

Para a determinag¢®o do indice mitético, foram contadas .
o numero de células em metdfase num total de 1.000 células conta-

déa. Assim, © indice mitdético foi obtido dividindo-se o nimers de

metéfases pelo numero total de célulass contadas ( IM [%I = no.. ..o

de céelulas em meté&fase / 1.000 x 100 ) (DEITCH & SAWICKI, 18r=,. .

7.4 - Fregquéncia de Peliploidia:

Para a determinag8o da frequéncia de células polipléi-
des presentes na populag8o, contou-se o nimero de metadfases poli-
pléides num total de 1.000 metafases contadas. Assim a frequéncia
de poliploidias foi obtida, dividindo-se o nimero de metédfases

polipléides relo nimero total de metéafases contadas (FP [%] =
no. de meté&fases poliplbéides / 1.000 x 100). A frequéncia de po-
liploidia em cultura, também fol efetuada através da contagem de

metafapes polipléides multipolares anormais, em relagBo a metafa-



ses bipolares normais, presentes em lamipylas que foram fixadas
em metanol/aAcido acético 3:1 (v/v) e, coradas com Giensa a 5% di-

luido em agua destilada (GILVARRY et. alii., 1890).

7.5 — An&lise do Caridtipo:

Para o estudo do caribétipo das duas populagdes Vero-N e
Vero-T e detecc¢do das possiveis alteragdes cromossdmicas, o mate-
rial foi submetido & chamada técnica de Banda "Q", para identifi-

caglio e parcamento dos cromossomos.

Inicialmente o0 material foi hidratado em solugBes de-
crescentes de etanol 100, 70, B0 e 20% por 5 minutos em cada uma
delas. Depois da hidratacgBo procedeu-se a imersfio em tamp8o
McIlvaine PH 4,5 por 5 minutos & 37°C. Posteriormente, © mate-
rial fol mergulhado em soclug8io de guinacrina mostards 5% em tam-
pZ%c McIlvaine pH 4,5 e mantida em banho-maria a 37°C por aproxi-
madamente uma hora. Depois da lavagem as laminas foram montadas
com o mesmo tamp3o , scb laminula fixa com esmalte, para fotogra-
fia em microscbdpio de fluorescéncia (BEIGUELMAN, 1982).

Os cromossomos foram pareados e classificados de acor-
do com o© tamanho, do maior para o menor, e com & posigdo do cen-
tromero em trés grupos: metacéntricos, submetacéntricos e acrao-
céntricos, respectivamente. Os cromossomos sexuals foram consigd: -
rados comO par nimero um conforme o trabalho de BIANCHI & AY: |

1971.



8 - CITOQUIMICA:

Para o estudo citoguimico as células das duas popula-
¢cdes Vero—N.e Vero-T, foram mantidas em tubos de "Leighton” muni-
dos de laminulas, sobre as quais as células cresceram aderidas.
Apds a confluéneia da monocamada, o matefial aderido as laminulas
foi submetido ao processo de fixac80 adequado a cada reacio efe-

tuada.

8.1 - Xilidine Ponceau - pH 2,5 — para detecg@o de proteinas:

0O material a ser corado com Xilidine Ponceau foi ini-
cialmente submetido ao processo de fixa¢l0 em paraformaldeido 4%

em tamp3o fosfato de s6dio 0,2 M - pH 7,0, por 2 horas a 4°C.

Solugdo Corante: 0,1 g de Xilidine Ponceau em 100 ml de &cido

acético 2%.

Laminulas contendo as células aderidas da populagio Ve-
ro-N e Vero-T, foram imersas em solu¢do corante por 15 minutos.
Posteriormente lavou~se o material em &cido acético 2% e em Agua.
Seguiu-se, entdo, a desidratacdo em solu¢des com concentracdes
crescentes de etanol e a diafaniza¢do em Alcool/xilol 1:1 (v/v) e
em xilol 100%. As laminulas foram montadas em Balsamo do Canadé

(VIDAL, 1970).



8.2 - Reaggo de P.A.S. - para detecqgdo de polissacaridecs e gli-

coproteinas:

O material a ser corado pela reagdo com Acido peridédico
e reativo de Schiff foi inicialmente submetido ao processo de fi-

xacdo em metanol/adcido acético 3:1 (v/ﬁ), por 10 minutos.

Laminulas contendo as células aderidas das duas popula-
¢cdes Vero—N e Vero-T, foram inicialmente oxidadas pelo &cido pe-
riédico 0,5%, por 10 minutos. Depois da lavagem em &gua destlilada
por cinco minutos, o material foi submerso no Reativo de Schiff
na auséncia de luz, por 9 minutos e posteriormente lavado em &Agua
sulfurcsa (1 parte de metabissulfito de sb6dio 10%, 1 parte de HC1
1N e 18 partes de Agua destilada). Apés a lavagem em agua desti-
lada, o material foi desidratado em solugdes crescentes de etanol
e diafanizado respectivamente em solue¢Bes de 4&Alcool/xilol 2Z:1,
1:1 e 1:2 (v/v) e xilol 100%. As laminulas foram montadas em BAl-
samo do Canada (MAIA, 1979).

9 - LISE CELULAR E OBTENCAEO DOS EXTRATOS CELULARES:

Para se proceder & lise e obter os extratos celulares
das duas populagdes Vero-N e Vero-T, fol necessério o acimulo de
grande volume de celulas. A obtengfo de um grande volume de ce-
lulas se deu através de sucessivos subcultives ou repiques em vo-

lumes crescentes de meio de cultura.



Inicialmente, o meio de cultura dos frascos foi despre-
zado e suas paredes lavadas com P.B.S. (Phosphate Buffer Solu-
tion), em seguida, procedeu—-se a tripsinizacfc para que as célu-
las descolassem da superficie.

Apbs a tripsinizagdo foi obtida uma suspensdo celular,
que permaneceu em meio Ham—-F10 suplemenﬁado com 5% de Soro Fetal
Bovino por aproximadamente duas horas. ApdSs a contagem do nimero
de células e felita a. diluicio adeguada, obteve-se suspensles das
duas populagdes contendo um total de 6 x 107 cels. As suspensbes
celulares das duas populagdes Vero-N e Vero-T foram lavadas duas
vezes em PBS por centrifugagf@io a 1.000 RPM/10 minutos & 1uzcis-
pendidas. O sobrenadante foi dispensado, restando apenaa:usgﬁaai—
pitado contendo as células.

As células foram lisadas com Triton X100 1% diluido em
témpéo Trig-HC1 0,1 M - pH 7,5 (1:1 (v/v)). O material fui can-
trifugado a 8.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadahte recnihidao,

foi homogeneizado e distribuido em aliguotas de 50 ml as quais
foram congeladas para posterior dosagem das proteinas totais e

eletroforese.

10 - DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS:

A dosagem de proteinas totais foli feita pelo método de

BRADFORD, 198976.



11 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS (SDS - PAGE):

As sub-fragdes protéicas dos extratos celulares das po-
pulacdes Vero-N e Vero-T, foram submetidas a eletroforese em gel
de polimcrilamida com 8DS (ZINGALES, 1884).

As amostras com 50 ag de proteinas foram preparadas em
tampdo Tris-HC1 62 mM - pH 6,8 (SDS 2%: glicerol 10%; EDTA 10 mM;
Azul de Bromofenol 0,01%) sem ou com 2-mercaptoetanol (2-Me)
0,2%.

As amostras foram fervidas por 5 minutos. O tamp8o

utilizado na eletroforese fol o Tris 25 mM, glicina 180 mM e SDS
0,1%. As condigdes de corrida foram 25 mA, 100 V Padr8es de peso
mblecular (Pharmacia Fine Chemicals - Uppsala, Sweden) contendo
Beta-galactosidase (116.000), Fosforilase B (84.000), Albumina
Bovina (67 .000), Ovalbumina (43.000), Anidrase Carbbnica (30.000)
e Inibidor de Tripsina (20.000), foram sempre analisados em para-
ljelo. Apés a corrida o gel fol corado pelo Comassie Blue G-250

2% .



i

IIT - RESULTADQOG:

1 - ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS:

Através do estudo das alteragBes comportamentals em
cultura, obaservou~se que as células da populagdo Vero-N possuenm
morfologia alongada, tipica de células normais ﬁipo—fibroblastos,
apresentando pouca granulae¢fo citoplasméAtica (Figura 01).

A populagdo Vero-T, apresentou morfologila mais variada
e irregular, com células de tamanho acentuadamente maior que o
padrZoc normal observado e com muita granulag@oc citoplasmitica
(Figura 02). A populag8o Vero-T, apresentou também, antes da con-
fluéncia da monocamada, células de morfologlia estrelada atipica
(Figura 03).

As células da populagdio Vero-N, gquando atingiam a con-
fluéncia, necessitavam do repique ou subcultivo, do contrério,
entravam em senescéncia e descolavem-se da superficie dos frascos
de cultura. As células da populag8o Vero-T, quando atingem a con-
fluéncia, continuavam a se desenvolver indefinidamente., passando
a crescer empilhadas ou em mGltiplas camadas. Apés aproximada-
mente 96 horas de cultura, as células da populagdo Vero-T, come-

cavam a apresentar a formag¥o de pequenosg agregados ou grumos ce-—
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Figura 03 - Células da popula¢so Vero-T, antes de atingir a con-
flugncia da monocamada, c¢om 18 horas de cultura, apresentando
morfologia estrelada atipica ( » }. Contraste de fase. Aﬁmento:

200=x.



lulares, <que aumentavam de tamanho com o tempo de cultura, poden-

do até, serem vistos macroscopicamente (Figuras 04 e 05).

2 - ANALISE DOS CORTES SEMI-FINOS:

Pela anslise dés cortes semi-finos, observou-se que as
células dos grumos da populag8o Vero-T, encontravam-se mals acha-
tadas na superficie deste (Figura 086), enguanto as células do in-
terior do grumo apresentavam-se globosas. Pode-se observar tam-
bém, a presenga de material extracelular no interior dos grumos

da populag¢@io Vero-T (Figura 07).

3 - CURVA DE CRESCIMENTO DA FASE PROLIFERATIVA E TEMPO DE DUPLI-
CACRO:

3.1 - Curva de Crescimento da Fase Proliferativa:

Og valores ajustados relativos 8o ntmero de células/ml
presentes em cada tempo de cultura, encontra-se no Quadro - I. A
curva de crescimento das duas populacdes encontra-se representada

no QGrafico I.

Esses resultados mostram que n8o ocorreram diiorencas
significativas de crescimento na fase proliferativa entre . duas

populagdes celulares.
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da populacidoc Vero-T com 22 dias de cultura,
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Figura 06 - Corte semi-fino do grumo celular da populag8o Vero-T

corado com Azul de Toluidina a 1% - pH 11, mostrando células mais

é.chatadas em sua superficie ( == }. Aumento: 1.350x.

Figura 07 — Corte semi-fino do interior do grumo celular da popu-

lag&c Vero-T corado com Azul de Toluidina a 1% - pH 11, mostrando

células mals globosase e presenga de material extracelular

( === ). Aumento: 1.350x



Quadro I - Curva de Crescimento da Fase Proliferativa
VERO-N
Tempo de Cultura N2 de cels. Valores Ajustados (X)
(horas) (cels/ml) '
24 5000 4804
48 10000 8982
T2 18000 18792
96 25000 31394
120 46875 58693
144 118750 109730
168 240000 205147
Constante=2568.8; B=0.6256;
Coef. Corr.=0.9931; Coef. Determ.=0.8864
VERO-T '
Tempo de Cultura NG de cels. Valores Ajustados (%)
‘ (horas) (cels/ml)
24 5000 4643
48 10000 92582
T2 17500 18439
g6 27500 36746
120 76875 73228
144 169375 145931
168 288750 290815
Constante=2329.9; B=0.6895;
Coef. Corr.=0.9954; Coef. Determ.=0.9864

(¥) — Obtidos através do Programa "BASICA EXPOCELL".

Quadro I - Valores correspondenmtes a Curva de Crescimento da fa-

se proliferativa das populag®es celulasres Vero-N e Vero-T.
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GRAFICO I: - Curva de crescimento da fase proliferativa das po-
pulages Vero-N e Vero-T construida a partir dos valores ajusta-—

dos.



3.2 ~ Tempo de Duplicagfo:

Os valores de tempo de duplicac#o obtidos para as duas
populaches estudadas, segundo o método descrito por PASTAN, 1979,

foram:

i

Tempo de duplicacgiBo Vero-N 28,3 hs

|

Vero-T 29.7 hs

Esses valores indicam que n8c ocorreram mudangas signi-
ficativas entre os tempos de duplicacio das duas populagdes celu-

lares.

4 - CURVA DE ADEGAO:

Os resultados obtidos, relativos 4 média do nimero de
células aderidas por campo, contadas em dez campos aleatdérios de
cada uma das trés placas por tempo de cultura, encontram-se no
gquadro II. A curva de adesdo das duas populagdes encontra-se re-

presentada no gr&fico II.

Esses resultados indicam que a populagio Vero-T apre-

sentou menores indices de adesdo em relagdo a Vero-N.



Quadro II - Curva de adesio:
Tempo de Cultura N9 de cels aderidas/campo
(minutos)
Vero-N Vero—-T
10 3.10 0.566
20 7.73 2.60
40 12.20 7.33
80 17.33 13.686
BO 14.96 11.58
100 14 .63 11.73

Quadro II - Curva de Ades3o das células da populacgdo Vero-N e Ve-

ro-T.



Grafico Il -
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GRAFICO IT: -~ Histograma de ades8o das populagdes Vero-N e
Vero-T construida a partir da média do ntmero de células aderi-

das/campo em fungdo do tempo.



§ - CULTURA EM MEIO SEMI-SOLIDO DE Agar:

Em ambos os métodos utilizados neste trabalho para o
cultivoe celular em meio semi-sbdtlido de dgar, utilizou-se como
cultura controle a linhagem estabelecida a partir de células de
mieloma de camundongo, denominada "apzﬁ, gque cresce "in vitro"

sem depender de ancoragem (Figura 08 e 09).

5.1 - Cultura em Meio semi-s861ido de &gar - I:

No primeiro método de cultivo em meio semi-s6lido de
dgar utilizado, observou-se o crescimento das trés linhagens ce-
lulares wusadas, Vero-N, Vero-T e a linhagem "sp2". O crescimento
foi observado sm todas as dez placas de cultura semeadas para ca-—

da tipo celular.

Com a observag3o diaria das placas, detectou-se nitida-
mente o inicio da formagdo de coldnias celulares nas populacdes
Vero-N e Vero~-T com 48 horas de cultura ( Figura 10 e 11).

As células da populaqgdo Vero-N e Vero~T, continuaram a
se dividir levando ao crescimento das coldniase em meio semi-séli-
do de égar. Com 96 horas de cultura, observou-se, além das cold-
nias crescendo em suspensfio, células gque cresceram aderidas a su-
rerficie das placas de cultura (Figura 12 e 13).

A formacg8o e crescimento de colénias celulares da Ji-

nhagem “"s8p2", ocorreu mais lentamente do gue nas demais, e~ nda



gue as primeiras coldnias foram detectadas com aproximadamente 96

horas de cultivo (Figuras 14 e 15).

5.2 — Meio Semi-s6lido de Agar - II:

No segundo méﬁodo de cultura em meio semi-sadlido de
&gar utilizado, observou-se um crescimento positivo somente na
populacdo Vero-T (Figura 18), enquanto a populagio Vero-N e a 17 -
nhégem “sp2", ndo apresentaram a formagio de coldnias celulares

(Figura 16 e 17).

QO inicio da formagdoc de coldnlas celulares em meio se-
mi-s6lido de Aagar da populac@o Vero-T, fol observado no oitavo
dia de cultura em todas as dez placas semeadas, porém, as colé—
nias eram de tamanho menor, comparadas ao procedimento anterior,
e cresceram lentamente por um pequeno periodo de tempo, de apro-

ximadamente trés dias (Figura 18)



Figura 08 e 09 -~ Células da linhagem estabelecida de mieloma de

"

camundongo denominada "sp2', com 986 horas de cultura, crescendo
em suspensdo de ancoragem, em meio Ham-F10 suplementado com 5%
de esoro fetal bovino. Contraste de fase. Aumento: 100x e 400x

respectivamente.




Figura 10 - Ceélulas da populag@o Vero-N, com 48 horas de cultura
em meio semi-sb6lido de dgar I, apresentando coldnias celulares

em crescimento ( — ). Contraste de fase. Aumento: 200x.

11

Figura 11 - Células da populag8o Vero~T, com 48 horas de cultura
em meio semi~sblido de Agar I, apresentando colénias celulares

em crescimento (e-——p). Contraste de fase. Aumento: 200x.
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Figura 12 - Cultura de 96 horas em meio semi-s86lido de gar I da
populagio Vero-N, apresentando c¢oldénias celulares crescendo em
suspensao ( » ) e células crescendo aderidas & superficie da

placa ( —s= ). Contraste de fase. Aumento: 100x.

s . _ e v ; '
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Figura 13 - Cultura de 96 horas em meio semi-86lido de Agar I da
populagio Vero-T, apresentando c¢o0ldnias celulares crescendo em
guspenséo ( » ) e células creascendo aderidas & superficie da

placa ( =2 ). Contraste de fase. Aumento: 100x.



o]

Figura 14- Cultura de 96 horas em meio semi-s6lido de &gar I da

H

linhagem estabelecida "sp2", apresentando coldnias celulares

crescendo em suspensio ( » ). Contraste de fase. Aumento: 100x.

Figura 15 - Células da linhagem "sp2", com 96 horas de cultura em
meioc semi-sblido de dgar I, apresentando coldnias celulares em

cregcimento ( » ), Contraste de fasge. Aumento: 400x.
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Figura 18 - Células da linhagem esgtabelecida "3?2", com oito dias
de cultura em melo semi-s6lido de Agar II, sem a formaclo de
colénias celulares, apresentando apenas células isoladas (—p).

Contraste de fase. Aumento: 100x.

Figura 17 -~ Células da populag®o Vero-N, com oito dias de cultura'
em meio semi-s6lido de &Agar II; sem a formag3o de coldnias celu-
lares, apresentando apenas células isoladas (—»). Contraste de

fage. Aumento: 100x

Figura 18 - Células da popula¢do Vero-T, com oito dias de cultura
em meio seml-86lido de agar II, com a formacl80 de colfnias celu-

lares ( » ). Contraste de fase. Aumento: 100x.
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6 — CITOGENETICA:

6.1 - Namero Modal de Cromossomos:

Quanto A& determina¢3o do ntmero modal (Quadro - III),
observou—se gque 58% das células da populagdo Vero-N apresentaram
54 cromossgomos, enqguanto 47% das células da populagdo Vero~T
apresentaram 56 cromossomos.

Esees dadoe indicam que a populagBo Vero-T, quando com-
parada a Vero-N, apresentou dois cromossomos extras presentes em

47% das células analisadas.

6.2 - Indice Mitético:

Oa dados obtidos gquanto ao indice mitdético foi seme-

lhante entre as duas popula¢des Vero-N e Vero-T (Quadro - IV).

6.3 - Frequéncia de Poliploidia:

A populagBo Vero-N, apresentou frequéncia de poliploi-
dia igual a 5% (Quadro V), enguanto que na populagdo Vero-T a

frequéncia encontrada foil de 19%, sendo este valor maior do que

o encontrado para a linhagem inicial. Nas culturas sobre laminu-

las, &a populagBo Vero-N caracterizou-se por apresentar metéfases



bipolares normais (Figura 19). A populagy, Vero-T, além de metsi-—
fases bipolares, apresentou metéfases tripolares anormais (Fi-
gura 20), as guals indicam indicam também alterag®o do grau de

ploidia da célula.

6.4 -~ An&lise do Caridtipo:

Pela s&anélise do caridtipo das duas populagdes Vero-N e
Vero-T (Figuras 21 a 26), observou-se que ambas apresentavam mo-—
nossomia dos pares cromossSmicos 11, 21, 24 e 30 e uma constri¢do
secundaria no brago longo do par 25. O par cromossdmico nimero um
néo ge encontra indicado nos cariétipos por ser considerado como
par de cromossomos sexuals, conforme o trabalho de BIANCHI & AY-

RES, 1971.

A populaglio normal Vero-N, apresentou monossomia dos
pares cromossdmicos B8 e 27 (Figura 21 e 22), enquanto a populagiio
transformada Vero-T, apresentou os dois hombélogos correspondentes
(Figura 23, 24 e 25),. 0 par cromossbdmico 22, na populagdo Ve-
ro~N, apresentou sempre uma dele¢d0 na regifio distal de um dos
homblogos (Flgura 21 e 22), enquanto que na populaciico Vero-T, es-
se par apresentou-se iﬁconatante nas metafases analisadas (Figura

23, 24 e 25).



Quadro IITI - Nimero Modal de Cromossomos
Numero de Nimero de células
Cromossomos
Vero—-N Vero-T
51 03 05b
52 04 07
53 13 05
D4 - 58 - 15
55 04 11
56 14 47 -
57 02 00
58 01 00
58 01 o0
Quadro III: - Nuomero Modal de Cromossomos. O quadro acima indica

o nimero de cromossomos das células das populaced®es Vero-N e

Vero-T. ©O nimero modal encontrado foi de 54 e 56 cromossomos,

respectivamente (»).



Quadro IV - Indice Mitdtico:

Vero-N Vero-T
Total de cels. 1000 1000
Cels. em divisfo 62 65
Indice Mitdtico 6,2% 6,5%

Quadro IV - fndice Mitético das populagdes celulares Vero-N e Ve-

ro-T.



Quadro V - Freguéneia de Poliploidial
Vero-N Vero-T
Total de cels. 1000 1000
Celes. polipldides 50 190
Freq. Poliploidia 5,0% 19,0%

Quadro V - Freguéncia de Poliploidia encontrada nas populagdes

Vero~N e Vero-T.



Figura 19 - Metafase bipolar normal da populagio Vero-N em cul-

tura sobre laminula ( [> ). Aumento: 400x.

Figura 20 — Metafase tripolar anormal, polipléide, da populagdo

Vero-T em cultura sobre laminula ( % ). Aumento: 400x.
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Figura 22 - Cari6tipo da populagso Vero-N: 55,XX; -2, -11, -21,
-24, -27 e -30; apresentando +trissomia do 23, delecH8o na regifo
distal do brago longo do cromossomo 22 e uma constricio secunda-

ria no bra¢o longo do par 25, Aumento: 1800x.



Figura 23 - Cari6tipo da populagdo Vero-T: 56,XX; -2, -11, -21,
-24 e -30; apresentando trissomia do 22 e uma constrigic¢ mecun-

darias no braco longo do par 25. Aumento: 1800x.
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7
7 - CITOQUIMICA:

7.1 - Xilidine Ponceau - pH 2,56:

Submetidas a coloragfo com Xiiidine Ponceau a pH 2,5,
as células da populagBo Vero—N apresentaram, guando observadas ao
microscdpio de luz em menor aumento, um padr8o de coloracdc homo-
géneo (Figura 26). As células da poprulaglo Vero-T, diferentemente
dessas, apresentaram um padrZo heterogéneo, com algumas regiles
da camada celular mais intensamente coradas do que outras (Figura
27).

As células da populagBo Vero-N submetidas a coloragdo
com Xilidine Ponceau - pH 2,5; apresentaram citoplasma e ntcleo
fracamente corados e nucléolos evidentes (Figura 28). As células
da populag¢d@o Vero-T, apresentaram citoplasma, nticleos e nucléclos
mais intensamente corados do qQue na populagio Vero-N (Figura 29).
A camada celular da populag8io Vero-T mostrou regides onde parece
haver concentraglic de material extracelular, apresentando-se fra-

camente coradas e com aspecto finamente granular (Figura 29).

7.2 — Reagdo de P.A.S.:

Submetidas a reag¢3o de P.A.S. as células da populagdo
Vero-N apresentaram, quando observadas ao microscépio de luz em

menor aumento, um padric de coloragdo homogéneo (Figura 30). As



Figura 26 - Camada confluente da populagio Vero-N com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetida a reagBo com Xilidine Ponceau -~

pH 2,5, apresentando padrdo de coloracio homogéneo.Aumento: 100x.

Figura 27 - Camada confluente da populagfo Vero-T com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetida a reac®o com Xilidine Ponceau -
pH 2,5, apresentando padr3o de coloragio heterogéneoc com regifies

mais intensamente coradas ( === ). fSumento: 100x.



Figura 28 - Camada confluente da populag8o Vero-N com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetida a reac3co com Xilidine Ponceau a
pH 2,5, apresentando citoplasma e niucleo fracamente corados e nu-

cléolos evidentes ( » ). Aumento: 400x.

Figura 29 - Camada confluente da populagdo Vero-T com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetida a reag3o com Xilidine Ponceau a
pH 2.5, apresentando citoplasma ( C ), nocleos ( N ) e nu-
cléoloa ( Ny ) maies intensamente corados e regiBes onde parece
haver concentragfo de material extracelular ( + ). Aumento:

400x%.



células da populagéo Vero-T, ao contririo das Vero-N, apresenta-
ram um padric heterogéneo, com algumas regifes da camada celular

mais intensamente coradas gue outras (Figura 31).

As células da popualagdo Vero-N, submetidas a reac8o com
P.LA.S., apresentaram clitoplasma fracaménta corado com aspecto
granular, enguanto 08 nicleos e os nucléclos ndo se coraram (Fi-
gura 32). As células da populac¢8o Vero-T apresentaram citoplasma
com aspecto bastante granular e intensamente corado, enquanto os

nicleos e o8 nucléolos ndo se coraram (Figura 33).

S - DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS:

A concentragdo de proteinas totais presentes no extrato
celular da populagdo Vero-N foil 8,7 ug/ul, enquanto no extrato da
porulagdo Vero-T observou-se uma concentragfo de proteinas totais

significativamente maior de 21 ug/ul.

9 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS:

Analisando os padrdes eletroforéticos dos extratos ce-
lulares da populagdo Vero-N e Vero-T, verificou-se slgumas varia-
¢Bes que podem ser observadas na Figura 34; onde, 1 - padr8o de
peso molecular; 2 - soro albumina bovina; 3 - extrato celular

da populag®o Vero-N com 2-Me: 4 - extrato celulsr de populacio



Figura 30 - Camada confluente da populagdo Vero-N com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetida & resg¢8o de P.A.S., apresentan-—

do padrio de colorsgiéo homogé&neo. Aumento: 100x.

Figura 31 - Camada confluente da populacdo Vero-T com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetida & reagdo de P.A.S., apresentan-
do padr@o de coloragiio heterogéneo, com regifies da camada celular

mais intensamente coradas ( ==& ). Aumento: 100x.




Figura 32 - Camada confluente da populag8o Vero-N com 72 horas de
cultura sobre laminula, submetidas & reag8o de P.A.S., apresen-—
tando citoplasma com aspecto granular fracamente corado ( ™ ) e

nicleos e nucléolos n#o corados ( N ). Aumento: 400x.

Figura 33 — Camada confluente da populag@o Vero-T com 72 horas de
cultura sobre laminula, subtidas & reag¢8o de P.A.S., apresentando
citoplasma com aspecto granular intensamente corado ( » ) e na-

clecs e nucléolos n8o corados ( N ). Aumento: 400x.



Vero-N sem 2-Me; 5 - extrato celular da populag¢go Vero-T com 2-Me
e B - extrato da populagdo Vero-T sem Z-Me.

A populagdo Vero-T, +tanto na presenca guanto na ausén-
cia do 2-Me, apresentou duas proteinas com peso molecular de 78 e
16 kDa respectivamente, que est8o menos evidentes na populagio
Vero-N.

Em Vero-N, com e sem 2-Me, observou-se a presenca de
uma proteina com 100 kDa fracamente corada, gque estd ausente na
populacido Vero-T.

A diferenca_mais significativa entre o padr8io de pro-
teinas das duas populagdes, refere-se a uma proteina de 36 kDa
bastante evidenciada em Vero-T (coluna 5 e 6), com e sem 2-Me, e

aﬁsente na populac&o Vero-N (coluna 3 e 4).
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Figura 34 -~ SDS-PAGE (10% de concentrac8o de acrilamida) dos ex-
tratos celulares da populagdo Vero-N e Vero-T. 1 - padrBo de PM;
2 - B.S.A; 3 - extrato celular Vero-N com 2~Me; 4 ~ extrato
celular Vero-N sem 2-Me; 5 - extrato celular Vero-T com Z2-Me e
B - extrato celular Vero-T sem Z2-Me.

Condig®es de corrida: 25 mA, 100 V, durante quatro horas a tempe-

ratura ambiente. Colorag@o: Coomassie Blue.
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IV - DISCUSSAO:

Diferentes manifestacdes da transformacdo tém sido ob-
servadas em uma variedade de sistemas celulares e, descritas em

forma de alteracdes morfolégicas, funcionais e blogquimicas. A

transformacdo pode causar uma série de alteracles nes interagdes

célula~célula, célula-substrato e célula-meio, levando a mudancas
no arranjo, padr3o de crescimento e densidade celular. Este com-
portamento social anormal & convenlentemente chamado transforma-
¢c3o morfoldégica (SMETS, 1880).

Geralmente, considera-se que as célulaes normais em cul-
tura permanecem em monocamadas, enguanto as células transformadas
perdem a inibi¢8o por contato podendo passar a crescer emplilhadas
(HEIDELBERGER & IYPE, 1966). Assim, inGmeros trabalhos tém sido
" desenvolvidos, nos guais observa-se a perda de inibig¢8o por con-
tato em tipos celulares transformados por agdo viral, carcindge-
nos quimicos, irradiag#io e outros (BOREK & SACHS,1866; BOREK,
1972; HEIDELBERGER & IYPE,1966; ABERCROMBIE,18739), assim como em
células retiradas de tumores malignos e mantidas em cultura
(PERSKY et alii, 1989; SRIDHAR et alii, 1989; EBERT et alii, 1990
BRIDGES et alii, 1991). Essas células presentam principalmente

alteragdes de crescimento associadas mo potenclal de invasividade



e metbstase.

Através do estudo das alteracdes comportamentais, obser-
vou-8e que a populagdo Vero-N cresce em cultura formando monoca-
madas e uma vez atingida a confluéncia, se n8o for efetuado o re-
pique ou subcultivo, as células param de se dividir, entram em
senescéncia e morrem. As8 células da popﬁlacéo Vero-T, surgida a
partir de Vero-N, entretanto, continuam a2 se mualtiplicar mesmo
apés as culturas terem atingido a confluéncia formando agregados
ou grumos celulares. Estas alteragdes de comportamento em cultu-

ra, observadas na populag8o Vero-T, ajustam-se &0 fendmeno de

transformacdo morfoldogica descrito anteriormente, bem comn indi-

cam que a populagdo Vero-T apresenta perda de inibi¢do . v oon—
tato.

0 fato da populagdo Vero-T apresentar crescimento mew.o
aﬁés atingida a confluéncia celular, pode estar associado também
a acio de fatores de crescimento. Classicamente estes <fatoree
agem na célula via ativagBo de receptores transmembranares espe-~
cificos e modificam o mecanismo regulador das proteinas no cito-
plaema o gque afeta decisivamente o controle de proliferagdo e di-
. ferenciag8o, incluindo mudancas na expressido génica e na reativi-
dade a outros fatores. A produgdo de fatores de crescimento anor-
mais, pode ter uma fung8o decisiva na transformacdo e tumorigé-
nese aumentando a taxa de proliferag8io e o grau de autonomia ce-
lular (CROSS & DEXTER, 19891).

Considerando que a populag#o Vero-T mostrou diferencas
nos aspectos comportamentais de sobreviv&ncia e proliferacio, é

possivel supor que nessas células os fatores de crescimento te-



nham sofrido alteragfes, ou estejam mais ativos pela presenca de
receptores ou de agentes estimulantes nessas culturas.

Embora as células normais tenham estrutura independente
suficiente para manter suas préprias fungles, as interagdes celu-
lares s8o essenciais para a manuteng®o da homeostase do tecideo e
da sociedade celular. Contrariamente asfcélulas normais, as cé-
julas transformadas e neoplésicas tornam-se rebeldes a esta BO-
ciedade celular organizada, diminuindo o controle entre células
ou tecidos vizinhos (YAMASAKI, 1990), devido principalmente A
mudangss estruturais, frequentemente assocliadas &s Junefes celu—~
laree de commnicacdo, dencainadas jungdes "g7. , e ao citoesque-
leto gque se encontram alterados (BEN-ZE-EV, 1885).

| Essas alteragdes do citoesqueleto afio responsiavels por

modificacBes na forma da célula (FOLKMAN & MOSCONA, 1878), além
disso, varios autores tém descrito situacbes em que ndoc s6 a geo~-
metria de uma célula mas também a configurac@o geométrica de uma
populagdo estd intimamente associada com O cregcimento e a
diferenciacio celular (FOLKMAN & GREENSPAN, 1975; FOLKMAN &
MOSCONA, 1978). Considerando portanto, as afirmac¢des desses auto-—
res, parece gque a forma mais arredondada das células de tamanho
gpuperior ao padr&o normal, observades na monocamada de Vero-T,
poderia também ser explicada por alteragdes do cltoesqueleto nes-—
sas células, embora n8o tenhamos utilizado nenhuma técnica espe-
cifica para esse tipo de avaliagdo.

A forma arredondada das células Vero-T foi observada

também quando do crescimento em massas celulares. A andlise dos

cortes semi-finos desses grumos, mostrou célulae mais _ achatadas
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estudos efetuados neste trabalho acerca da proliferaggo celular
através da obtengic da curva de crescimento da fase proliferati-
va, determinagc8io do tempo de duplicacBo e indice mitdtico, néo
mostraram diferencas entre as duas populagles celulares.

As modificacdes do citoesgueleto além de alterarem a
forma celular afetam também a ades8o dés células ao substrato
(BEN-ZE-EV, 1985). Quando a interacdo entre microtibulos e fila-
mentos intermediadrios & rompida, muitas mudangas 880 observadas
com relaco a organizacio dos microfilamentos e sua assoclaglo

com as proteinas nas células neoplasicas. Estas mudancas incluem

a deporganizagdo da placa de adesfo e seus componentes (vinculina
e talina), o que interfere na fungdo da fibronectina da superfi-
cié celular, reduzindo a ades8o, levando a uma morfologia celular
mais arredondada (BEN-ZE-EV, 1985). Assim, os menores indices de
adesio apresentados pele populag@o Vero-T gquando comparada & Ve~
ro-N, poderiam ser interpretados desta forma.

Existem evidéncias de que a adesf8o desempenha uma im-
portante, se n#o decisiva, fung¥o na invasdo e metastase. A redu-
¢80 da ades8o entre células cancerosas tem sido proposta como a
causa para o descolamento de uma célula do tumor primério., desen-
cadeando o processo metastAtico (ROOS, 1984).

Esta importante propriedade celular & mediada por um
conjunto de interagdes entre receptores que se localizam na su-
perficie celular e proteinas, incluindo a fibronectina, a lami-

nina, a vitronectina e o coléageno presentes no meio extracelular

(AKIYAMA et alii, 1889). Assim, mudancas na superficie celular

s3o comumente observadas no fendétipo transformado. A alteragéo



mais sensivel, associada & superficie celular, refere-se a dimi-
nuic8o ou perda das glicoproteinas (proteinas -de alto peso mole-
cular), fato esse, detectado independentemente por varios grupos
de pesaquisadores (VAHERI & MOSHER, 1878; HAYMAN et alii, 1881;
ALITALO et alii., 1982; NERTMUT et alii, 1991).

Uma das proteinas que participa do processo de adesio é
a fibronectina. Tem sido demonstrado que essa glicoproteina de
peso molecular de 200.000-220.000, esté presente em quantidades
reduzidas na superficie celular apdés a transformacdo por agentes

guimicos ou por virus (BLUMBERG et alii, 1876; HAYMAN et aliil,

1981:  ALITALO et alii, 1982; NERMUT et alii, 1991) e em células
cultivadas obtidas de alguns tumores (HYNES, 1976; MURRAY, 1980).
0 decréscimo desta proteina pode ser devido & diminuigdo da sin-
tese protéica na célula transformada ou & inabilidade desta cé-
lula de reter a fibronectina na superficie celular (HYNES &
YAMADA, 1982). |

Durante os Ultimos anos, pesquisadores tém analisado a
expressio, a fun¢io e a estrutura da fibronectina. Estes estudos
tem revelado que a fibronectina aspresenta uma complexa estrutura
molecular consistindo de miultiplos sitios especificos de ligagdo.
Desta forma, o complexo fendmeno biolégico no gqual ela participa
pode agora ser considerado em termos de sua estrutura (HYNES &
YAMADA, 1982).

"In vivo" a fibronectina esté presente na circulacdo,

faz parte do estroma tecidual e esté presente na superficle celu-

lar desempenhando importante fun¢do fislolégica, pois atua nas

intera¢cdes célula-célula e célula—matriz_extracelular (VAHERI &



MOSHER, 1978). Fibronectina do plasma e celular, embora distin-
guiveis, s8oc muito similares em estrutura e propriedades. "In
vitro” a fibronectina & sintetizada por uma ampla variedade de
células, sendo o8 fibroblastos e células endotelials as malores
produtoras, embora outros tipos celulares incluindo algumas célu-
las epiteliais, sintetizem fibronectiha em baixa quantidade
(YAMADA & OLDEN, 1978; HYNES & YAMADA, 1982).

A maioria das células pode sintetizar suses préprias
proteinas de adesZio, mas em culturas de curta duracBo ou guando

um inibidor da sintese protéica estA presente no meio, & adesBo é

estimulada pelo soro e pela fibronectina nele presente (KLEINMAN
et alii, 1981). Em cultura, a fibronectina presente no meio de
ocrescimento pode mediar a fixa¢8o da célula ao substrato, junta-
mente com a fibronectina sintetizada pelas células. A falha das
células transformadas em sintetizar ou ligar fibronectina & para-
iela, em alguns sistemas, a falhas na sintese de colédgeno e/ou
proteoglicanos, o gque pode levar ao aparecimento do fenbétipo
transformado em cultura e ao comportamento maligno de células
neoplasicas “in vivo" (PARDEE, 1975; VAHERI & MOSHER, 1978).Cé-
lulas que sintetizam sua proéopria fibronectina nfo requerem fibro-
nectinas externas para adesd3o e espalhamento, mas algumas células
que produzem pouca ou nenhuma fibronectina, podem responder &
adigBc desta. Entre estas células algumas 8s8c oncogenicamente
transformadas e produzem reduzidas quantidades de fibronectina
como uma consequéncia da transformagdo (HYNES & YAMADA, 1982).

A fibronectina atua nas células via receptores especi-

ficos. Os receptores de fibronectina de fibroblastos tém sido pu-



rificados, clonados e sequenciados. Na sua superficie externa,
encontra-se o sitio de ligag8o com alta afinidade pela sequéncia
Arg-Gly-Asp-Ser, que & o segmento encontrado na fibronectina. A
fibronectina secretada pelas cé€lulas em cultura, apresenta sitios
de liga¢Bio para o coldgeno presente na matriz extracelular, e
tende a @8e concentrar em peguencs pontbs onde as células ir&o
aderir a0 substrato. Na adesBo celular participam as fibras de
“stress”, ricas em actina, gue ir#o manter a forma e a adesfo da
membrana plasmbtica, onde essa se liga ao substrato. Varias pro-

teinas ligantes da actina como a vinculina e a talina s8o abun-

dantes nessas regides (VAHERI & MOSHER, 1878).

Resumidamente, o0 processo de adesdc celular normal
6corre pela ligac¢8o das duas sub-unidades transmembranares do
receptor de fibronectina, & molécula de fibronectina na face ex-—
terna da membrana, € & talina na face citoplasmética. A talina se
liga & vinculina e esta, provavelmente, se liga diretamente aos
filamentos de actina. A fibronectina, por sua vez, 1liga-se a fi-
bras de colageno e com alguns proteoglicanos (DARNEL, 1990).

Para & obtengdio das curvas de ades8o ds populagdo Ve-
ro-N e Vero-T, utilizou-se meio de cultura suplemzutado com 8% de
soro fetal bovino. O soro, como JA& mencionado anteviormente, pos-—
sui fibronectina e outras proteinas associadas qu& podem partici-
par do processo de adesdo. Assim, considerando a omplexidade do
processo, o8 menores indices de adesdo observado-~ em Vero-T, po-
dem n&%o estar, obrigatorismente, associados & alteragdes quali-
tativas e/ou quantitativas de fibronectina e/ou de outras pro-

telnas de adesBo nag células da populagdo transformada, mas tam—



bem a perda de receptores para fibronectina e/ou para outras
proteinas que participam desse processo, encontrados na superfi-
cie da membrana celular (HYNES & YAMADA, 1982).

Células ndo transformadas, de origem fibrobléstica ou
epitelial, requerem adesBo e espalhamento em um substrato como um
pré~-requisito para o crescimento em cuitura (VASILIEV, 1985) e
aparentemente a necessidade de ades@io e dependéncia de ancoragem
ndo é apenas uma condigBo fisica, mas também nutritiva (BMETS,

1980).

A habilidade das células tumorais para crescer em cul-

tura em meio semi-g6lido de &gar é conhecida como independéncia

de ancoragem (BERENBLUM & ARMUTH, 1981).
A partir da andlise dos resultados obtidos no meio se-
mi-sb6lido de agar I, pode-se observar que as trés populagdes ce-

lulares; Vero-N, Vero-T e "sp2", apresentaram formacdo de colé-
nias. A linhagem "sp2", apresentou a forma¢do de colbnias celula-
res mais tardiamente em relac8o a populagdo Vero-N e Vero-T, de-
tectada com 96 horas de cultura. Também foil observado, que muitas
células da populagdo Vero~-N e Vero-T cresceram aderidas & super-
ficie das placas. Isato pode ser explicado pelo fato de que neste
método ndco foi utilizada a camada de fundo com maior concentragdo
de &gar como no procedimento posterior. Desta forma, no momento
da semeadursa nas placas, as células que se depositaram sobre o
fundo desta, passaram a crescer aderidas a superficile.

Com relacfo ao estudo da dependéncia de ancoragem atra~

vés do meio semi-p6lido de agar II, fol observado que ag popula-

cdea celulares Vero—-N e "sp2” n#o apresentaram formag¢do de cold-



nias, enguanto que a populag8o Vero-T apresentou crescimento po-
sitivo. Porém, as colénias celulares observadas na populagio Ve-
ro—-T, foram somente detectadas no oitavo dia de cultura, indican-
do um crescimento mals tardio. Observou-se também que eszas co-
ldnias cresceram lentamente por um periodo de trés dias.

0 fendmeno do crescimento com-independéncia de ancora-
gem tem recebido muita ateng@o pela sua correlagdo com o poten-
cial tumorigénico. Em linhagens clonadas de fibroblastos de ca-
mundongo, a independéncia de ancoragem demonstrou uma correlagdo

muito mais evidente com a tumorigénese do que com qualguer outra

expressio fenotipica de transformag@o. Porém, outros estudos tém
mostrado gque a indepéncia de ancoragem ndo estd obrigatoriamente
felacionada a malignidade e pode ser dissoclada da presenga de

alterac8es tumorais especificas (SMETS, 1880).

Desta forma, pode-se concluir gque a independén.:ia de
ancoragem, que reflete um certo grau de autonomia celular, & uma
propriedade presente em muitas, mas ndoc em todas, as ceélulas
transformadas e de origem maligna (SMETS, 1880).

Em alguns sistemas, o crescimento em meio semi-sélido
de agar, que avalia independéncia ou ndo de ancoragem, estd liga-
do ao tipo e a concentrag¢do do soro utilizado, a presenga de nu-
trientes especlais e a densidade do inéculo celular. Assim se as
células transformadas tém a capacidade de proliferar em suspens8o
(independéncia de ancoragem), isso pode significar um baixoc re-
guerimento de soro e uma alta eficiéncia de plaqueamento quando
em condi¢Bes regulares de cultivo (SMETS, 1980; HOLZER et alil,

18686).



Todavia, em estudos com variantes clonais isolados de
células transformadas por agdio do virus 5V40, mostrou-iie que a
habilidade para crescer em meio semi-sblido de &gar, ©pode ser
digsociada de outras propriedades dependentes da transformacéo,
incluindo o decréscimo na necessidade de soro (SMETS, 18807.

0 desenvolvimento e o uso de ﬁrocedimentos de cultura
celular em meio semi-s6lido de &gar, tem contribuido gignificati-
vamente para o estudo da blologia da célula tumoral, pois en~
saios em meio semi-s6lido de Agar, oferecem também condigdes po-

tenciais para estudar a capacidade de forma¢Bo de colfnias e 0

nicro-meio-ambiente dessas coldnias, como por exemplo a produgdo
de elementos de matriz extracelular pelas células (PERSKY et
alii, 1989).

Com base nas conclusdes emitidas por outros euntores
(BEREMBLUM & ARMUTH, 1981; SMETS, 18980; HOLZER et alii., 1986;
PERSKY et alii., 1989), pode-se concluir com relagdo aos resulta-
dos da cultura em melo semi-sb6lido de Agar I, que tanto a popula-
¢3o Vero-N quanto Vero-T apresentam independéncia de ancoragem,
em meio contendo concentragfio normal de soro e nutrientes qQue: o
o inéculo celular é elevado.

0 crescimento tardio das coldnias de "sp2" em relagd -
as outras duas populacdes, provavelmente se deve a um maior tempo
de adaptacBo desta as condig®es de cultura em meic semi-sélido de
6gar e\ou a um tempo de duplicagdo maior.

Na cultura celular em meio semi-gélido de agar II, ob-

servou-se a formac8o de coldnia celulares somente na populacio

Vero-T. Neste protocolo, utilizou-se a metade da concentraglo
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tanto do nutriente Ham - F12, guanto do soro, assim como um ind-
culo celular trés vezes menor que no procedimento anterior. Pro-
vavelmente, isso significa que para essa concentrag8o de soro e
para esse in6culo, somente a populag#o Vero-T possul independén-
cia de ancoragem. Esses fatos, mostram também que a independéncia
de ancoragem de Vero-N depende do inéculb celular e da concentra-
¢80 de soro no meio semi-s6lido de &gar como dizem SMETS 1980 e
HOLZER et alii, 19886.

Quanto a formagdo tardia de coldnias da populagdo Ve-

ro-T, provavelmente se deve ao tempo de adaptagdo das células as

condicBes de cultura no meio semi-s6lido de &gar II, sendo que o

crescimento por um periodo relativamente curto se deve, possivel-
mente, ao consumo dos nutrientes do soro.

Pelos dados cbtidos, pode-se concluir também aqui que a
populac8o Vero-T, apresenta independéncia de ancoragem crescendo
em baixa concentra¢Bo de soro e nutrientes, além de possulr malor
eficiénein de plagueamento que as demals populagdes submetidas As
mesmas condi¢Ses de cultura. Estes dados estdo de acordo com ob-
servacBes obtidas em eatudos, onde se compara o crescimento de
células transformadss e n&c transformades em sistemas de cultura.
Segundo esses estudos, as células transformadas necessitam menor
concentragfo de soro e de fatores de crescimento para prolifera-—
¢8o em cultura (MULDER & BRATTAIN, 1988; MULDER & CHILDRESS-
FIELDS, 1890).

A partir de estudos does agentes transformantes e da ci-

nética do processo de transformagdo celular, parece que este €

basicamente um evento (ou uma scumulacio de eventos) afetanin o
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genoma celular. Este conceito tambep ge aplica ac fenSmeno de
transformacio esponténea, observado em algumas linhagens celula-
res de roedores, pois principios carcinogénicos n#o identificados
“in wvitro" e a ativag8Bo de viroses latentes podem estar associa-
dos a muitos desses casos de transformag8o espontinea (SMETS,
1980) . |

A gquest8o malies relevante, todavia, refere-se a natureza
das mudancas permanentes no funcionamento do genoma, como elas

induzem e mantém o fendétipo transformado e, como essas mudancas

podem ser investigadas utilizando-se técnilcas “"in vitro” (SMETS,

1880).

A transformag®o celular, aseim como a tumorigénese, tem
sido frequentemente descrita como um processo cléssico de milti-
plos passos ou mecanismos de muta¢io~-selegdo. Assim, a contribui-
~ ¢8o potencial de estudos genéticos para se enteder a tumorigéne-
ge, pode ser facilmente discutida dentro da estrutura das idéias
correntes dos estégios e mecanismos envolvidos. As evidénciar 2~
um ntmero de passos distintos envolvidos na transformagdo e tuml. -
rigénese, vém de estudos experimentais da indug8o de céncer em
animais, e de estudos epidemiolégicos no homem (PONDER, 1880).

Os estudos iniciais demostraram, em pele de camundongo,
duas distintes fases na carcinogénese, chamadas iniclagéo e pro-
moglo. Estes estudos demonstraram que a repetida aplicac8o de um
carcintdgeno conhecido, poderia induzir tumores de pele, primeira-

mente benignos e depois malignos. Uma tnica aplicagdo era insufi-

ciente. Se todavia essa aplicacfic foese segulda da administragdo

de um segundo agente, o tumor se desenvolvia. Conclui-se, entBo,



gque o primeiro agente causaria uma mudan¢a inicial estavel nas
células, resultando em células com potencial tumoral. Egse pri-
meiro agente foi chamado "iniciador” de carcinogénese. 0 segundo
agente promoveria a express3o da mudanga inicial, provavelmente
por causar um ou mais eventos subsequentes nas células iniciais,
levando eventualmente ao desenvolvimentd do tumor. Esse segundo
agente foi chamado "promotor” (PONDER, 1980). Estes dados sugerem
que o agente iniciador age primeiramente, e seu efeito pode per-
pistir por um grande tempo de vida do animal. Esta alterac3o po-

deria ser permanente e hereditéria para as células, passando para

cada célula filha e para a prole. Substéncias que agem como Jni-
ciadores comumente interagem com o DNA "in vivo" e "in vitro"”, e
é&o capazes de agir como mutagénicos em varios slstemas teste
usando bactérias ou células de mamiferos (PONDER, 1880).

A conclus3o légica & gque o evento inicial é causado por
uma classe de mutagSes e os eventos subsequentes; facilitados pe-~
la ag8o do agente promotor, seriam provavelmente necesséarios para
a expressio da muta¢3o e o desenvelvimento do fendtipo transfor-
mado (PONDER, 1880).

Assim, todo o fenétipo transformado € resultante de uma
sequéncia de mutagdes individuais gque foram acumuladas em uma
Gnica célula. Na transformag8o viral, o fenBmeno pode parecer re-—
sultante de um Gnico passo, isso provavelmente devido ao fato de
gue nesse caso, um tnico bloco de genes adjacentes é transferido
e expressado simulténeamente (SMETS, 1880).

Atuvalmente a teoria de miltiplos-passos é geralmente

acelita, embora a natureza precisa dog passos que a compl ., seja



ainda limitada e materis de controvérsia (BEREMBLUM & ARMUTH,
1981).

0 processo mec8nico exibido durante a invas&o metasta-
tica & dividido em trés passos claramente distinguivels: (1) 1li-
gacBo & matriz extra-celular, (2) degradac8o da matriz e (3) lo-
comogdo ao longo da matriz danificada. Embora o mecanismo molecu-
lar presente nestes passos ndo esteja completamente claro, o pro-
cesso mecAnico envolve a super-express8o de receptores associados
a adesBo, variaes proteases, fatores de mobilidade e certos onco-
genes (BEVACQUA et alii, 1888).

Un mecanismo que pode ser adiquirido para a super-pro-
duggo de um oncogene ou de uma proteina especifica, € a amplifi-
c&c&o génica. A amplificagBo do DNA pode estar presente como re-
gidee cromossomalis expandidas, na forma de Cromossomos €m anel ou
micronficlecs ou em cromossomos extra-numerdrios (BEVACQUA et

alii, 1988).

Estudoe citogenéticos tem revelado que certos tumores
apresentam tipos de alteracdes cromossdmicas espe.f’icas, que
acredita-se, estejam envolvidas em diferentea mecar .08 genéti-
cos. Algumas dessas altera¢les sHo as tr&nslocacﬁea-ﬁéa amplifi-
cagBo génica. Uma variedade de translocagBes podem sr:- encontra-
das eeporadicamente em alguns tumores malignos. Algum~~. .ligni-
dades no sistema hematopolético s8c caracterizados pela presenga
constante de translocacBes envolvendo regides especificas de cer-

tos cromossomoe, intensamente investigados no homem e em camun-

dongos (HARRIS, 1886).



Alguns exemplos de amplificacdo génica tem sido descri-
tog em tumores malignos, tanto na forma de cromossomos extra-nu-
meradrios como expangdes tipe tandem em certos genes particulares.
Acerca desses genes pode estar associada a amplificag8Bo de certos
oricogenes (HARRIS, 1886).

A maioria das evidéncias Bugerém que a amplificagdo & o
filtimo efeito da selecdo resultante do crescimento da populagio
celular. Como a amplificac8o de oncogenes confere uma vantagem
seletiva nio estd totalmente clara, mas sabe-s8e que a pressfo da
pelegBo ndo estd limitada a multiplicacHBo da células malignas
"in vivo" mas pode operar em células diploides normais crescendo
"in vitro” (HARRIS, 1986).

A transformac3o de linhagens celulares € geralmente
acompanhada por mudangas no complemento cromossdmico. A ocelegdo
“in wvitro" de células com perda de inibi¢do por contato ou com
independéncia de ancoragem, geralmente produz variantesr: s~ nime~
ro de cromossomos diferente do tipo parental. Isto ta:iilu sugere
uma fungdo do efeito da dosagem do gene na manuten¢8c::ias pro-
priedades fenotipicas da transformagdo (SMETS, 1880).

Nos estudos citogenéticos, investigou-se inicisimente o
nGtmero modal, ou seja, o numero de cromossomcs presentes »a maio-
ria das células da populagido Vero-N e Vero-T. Na populagio Vero-N
58% dae células analisadas apresentaram 54 cromossomos e apenas
14% mostraram 56 cromossomos, enquanto na popula¢f8o Vero-T, cerca
de 47% das células caracterizaram-se por apresentar 56 cromosso-
mos e 15% mostraram 54 cromossomos. Desta forma, observou-se que

a populacdo Vero-T apresenta predominéncia de células com dols



cromogsomos extras.

Pelo estudo do cariétipo, pode-se observar que ambas
as populac@es celulares Vero-N e Vero-T, apresentam monossomia
dos pares cromossbmicos 11, 21, 24 e 30. A populag8o Vero-N
apresenta monossomia dos pares B e 27, engquanto na populagio Ve~
ro-T essa monossomia ndo ocorre. |

Nas meté&fases analisadas da populagdo Vero-N, o par
cromossdmico numero 22, caracterizou-se por apresentar constante—
mente, uma dele¢Zo na regido distal de um dos homdlogos, engquanto

na populagdo Vero-T, a8 alterac®es relativas a esse Cromossomo

foram inconstantes nas metafases analisadas, ora se apresentando-
na forma de trissomias com a dele¢8io em apenas um dos homblogos,
eﬁ dois homélogos ou apresentando os dois homélogos normais.

Assim pelo estudo do cariétipo, observou-se nas células
analisadas, que os cromossomos extras presentes em Vero-T refe-
rem-se & um cromossomo nimero 8 e a um 27 representados pelos
dois homélogos, enguanto na populaglBio Vero-N observamos a monos-
somia desses.

A presenca de cromossomos extras no cariétipo da po-
pulagB8o Vero-T, pode ser interpretada como uma amplificagio génl-
ca, geralmente observada em células transformadas ou em tecidos
malignos (HARRIS, 1986 and BEVACQUA et alii, 1988). Desta forma,
essa amplificacBo génica poderia ser responsével pela produgdo em
grandes quantidades de determinada(s) proteina(s) normalmente au-

gente(s) ou presente(s) em menor concentragdo, proprias do feno-

tipo transformado. Além disso, a amplificacBo génica , observada

em Vero-T, poderia referir-se a amplificag8o de oncogenes asso-



ciados a produgBo de proteinas anormais responsévels pela manu-
tencBo das caracteristicas transformadas. Estes dados, podem es—
tar associados aos resultados obtidos pela eletroforese dos ex-
tratos celulares das duas populagBes, onde detectou-se a produgdo
de uma proteina de 36 kD em grande concentragdo na populacio Ve~

ro-T, ausente em Vero-N.

Pode-se verificar ainda pela an&lise dos caridétipos das
populacBes Vero-N e Vero-T, gque ambas apresentam uma constrigdo
secundaria na regifio distal do brago longo do par 25. Estes dados

foram também observados pelos estudos de Bianchi & Ayres (BIANCHI
& AYRES, 1971), quando investigaram a distribuigdo de heterocro-

matina nas células Vero.

Assim, as diferencas no comportamento celular e nas ca-
racteristicas fenotipicas existentes entre as populagdes Vero-N e
Vero-T parecem estar intimamente agsociadas as alteragdes cromos-
sémicas presentes no cariétipo desta.

Og estudos citoguimicos, mostraram inicialmente pela
coloracdo com Xilidine Ponceau pH 2,5 , que os padrles de colora-
c8o observados em Vero-N e Vero-T s8o diferentes. A camada celu-
lar da populagdo Vero-N apresenta coloraé&o homogénea, engquanto a
populagio Vero-T apresenta regifes da camada celular mais inten-
gamente coradas em vermelho alaranjado, a8 quais representam re-
gides de concentracBo de proteinas (MELLO & VIDAL, 1880). Obser-
vou-se também, que o citoplasma, os nicleos e nucléolos das cé-
lulae da populag8o Vero-T apresentaram-se mais intensamente cora-
dos em vermelho alaranjado, guando comparados as células de Ve-

ro-N, sugerindo uma relacBo com uma atividade de sintese prote® -



ca aumentada nas celulas de Vero-T. Além disso, na populagio Ve-
ro-T h& regifes onde parece haver concentrag8o de material ex-
tracelular, aque se apresentaram fracamente coradas e com aspecto
finamente granular. Essa observag&o, pode relacionar-se aos dados
obtidos com o estudo da estrutura dos grumos celulares da popula-
¢c&o Vero-T, onde foi evidenciada a presénca de material extrace-
lular, presente no interior do grumo.

Esses dados, no seu conjunto, sf8io coerentes com 08 Treé-
sultados obtidos na eletroforese dos extratos celulares e na do-

sagem de proteinas totais, que mostraram uma concentragdo signi-

ficativamente maior de proteinas em Vero-T.

Novamente pela reag8o de P.A.S5. observou-se que a ca-
mada celular da populagBo Vero-T, apresentou regides mais inten-
semente coradas em vermelho pirpura, &0 contrario do que ocorreu
com Vero-N, indicando regides de concentracgfio de polissacarideos
neutros e/ou glicoproteinas (MELLO & VIDAL, 1980).

0 citoplaesma das células da populacd@o Vero-N apresen-—
tou-ge fracamente corado e com aspecto granular, enguanto o cito-
plasma das células da populacgho Vero-T apresentou-se intensamente
corado em vermelho purpura e mais frequentemente com o aspecto

bastante granular.

Essee resultados analisados em conjunto, levam a con-
clusBo de que na populagdo Vero-T ocorre sintese de material pro-
teico, podendo ser glicoproteinazs, em concentrag®des bastante ele-
vadag quando comparadas a Vero-N. Esse material protéico, in-

cluindo material extracelular cbservado nos cortes semi-finos dos

grumos, pode estar representado pelas proteinas prcsentes na



eletroforese do extrato celular da populagBo Vero-T.

Diferentes linhas de investigacf8o t&m mostrado evidén—
cias da sintese de novas proteinas durante a carcinogénese, re-
presentadas por antligenos gapecificos de tumores, ou por certas
proteinas sintetizadas em tumores humanos que quando colocadas em
culturas celulares de fibroblastos normais s30 capazes de levar a
menifestacio de fendtipo transformado (BEREMBLUM & ARMUTH, 1981).

Em células de camundongo transformadas pelo "eimian vi-
rus”"~ §V40, e em uma variedade de tipos celulares transformados

por virus, de DNA ou de RNA, por agentes quimicos ou espontanea-

mente, observou-se & presenga de uma fosfoproteina de 53.000 dal-
tone chamada pp53. Essa fosfoproteina tem sido encontrada somente
ﬁas células transformadas e em uma variedade de linhagens celula-
res de tumores humanos, porém, estd ausente nos tipos celulares
parentais normais, sugerindo a possibilidade de que a presenga
dessa fosfoproteina, ppb3, esteja associada & manutenglo do fend-
tipo transformado (LANE & CRAWFORD, 18789; SENGER et alii, 1878;
GURNEY et alii, 1980; McCORMICK & HARLOW, 1880; CRAWFORD et alili,
1981)

Estudos recentes tem demonstrado que o gene malis comu-
mente afetado nos varios tipos de céncer humanos, é o gene pb3. O
gene pH53 & um gene de controle de crescimento e desempenha uma
func8o0 chave na supressfo da proliferag8c de células anormals e
no desenvolvimento do tumor. Uma mutag¢8o no gene pbd estd asso-
ciada com o desenvolvimento de um tumor, e isso pode envolver o
funcionamento anormal de uma proteina mutante p53. Esse gene, &

altamente conservado entre as espécies, e uma Unica mutacdo de
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ponto na sequéncia gue codifica p53 é suficiente para causar a
perda da fun¢fo supressora de tumor, podendo levar a0 céncer
(MILNER, 18991).

Os resultados obtidoe, a partir da eletroforese em gel
de poliacrilamide dos extratos celulares das duas populagfes, Ve~
ro-N e Vero-T, mostram algumas alterac&éa entre © padr8o de pro-
teinas das duas populagtes. A populacdo Vero-T apresenta duas
proteinas com peso molecular de 78 e 16 kDa respectivamente, tan-
to na presenga quanto na auséncia de 2-Me, que estfo menos evi-

dentes na populaglo Vero-N. Em Vero-N observou-sge, com ou sgem

2-Me, a presenga de uma proteina com 100 kDa que esté avsente em
Vero-T. Porém, a diferenca mais significativa & uma proteina de
36 kDa bastante evidenciada em Vero-T, com ou sem 2-Me, e ausente
em Vero-N.

A presenca em grande quantidade de um polipeptidio de
peso molecular aproximadamente igual a 35.000 Daltons, foi des-
crito em uma grande variedade de fibroblastos de camundongo de-
pois da transforma¢8o por agentes virais, quimicos ou espontanea-
mente. Esses estudos concluiram ainda, gque essa proteina, encon-
tra-se assoclada com o controle de crescimento e a independéncia
de ancoragem, indicando ser um possivel marcador para a transfor-
magdo e tumorigenicidade (GOTTESMAN, 1878).

Uma proteina de peso molecular igual a 37.000 também
tem sido identificada na superficie de células de fibrosarcoma de
camundongos, estando envolvida no seu processo de invasividade
“in wvitro". O blogueio dessa proteina com anticorpos especificos

que inibem a invas8o, restaura a inibi¢&q ror contato (PARISH et



alii, 1987).

As protelnas mais evidenciadas na populagiio Vero-T
(78kDa, 16kDa e 36 kDa) podem desempenhar uma fun¢8o especifica
na célula, funcionando como fatores de crescimento, fatores de
migrag8o oOu mesmo modulando a acgio de outras proteinas especifi-
cas. Desta forma essas alteracSes enconﬁradas nas proteinas pre-
‘sentes ou ausentes em Vero-T em relagdo ao padr&o encontrado na
populagdo Vero-N, podem desempenhar uma inportante fung&o na de-
terminacido do fendétipo transformado.

Recentemente, fol demonstrado que condigfes ndo fisio-

l6gicas de tratamento, estfo diretamente envolvidas na indugdo de
efeitos genotbxicos em cultura de células de mamiferos (ASHBY &
ISHIDATE, 1986; CIFONE et alil, 1987; MORITA et alii, 1989/
1990). Células consideradas normais, podem ser transformadas para
células que desempenham “in vitro”, propriedades associadas com a
malignidade, depois de expostas a mudanga nutricional do meio,
que torna-se depletado, contendo os metabdlitos das proprias cé-
lulas, e como consequéncia o abaixamento do pH (FORE¥, 1972). A
demonstra¢io do fenbdmeno de transformagéo celulz: por processos
de “"stress” nutricional, pode ter uma poesivel aplicagdo para al-
gumas classes de malignidade desenvolvidas "in vivo" { BOREK,
1972). i

Alteraces i6nicas e do pH, também pQgéuem ser direta-
mente responsaveis pela inducioc de efeitos geno%éxicos em cultu-

ra de células de mamiferos (MATSUOKA et alii, 18789; ZURA & GRANT,
1981). Estudos "in vivo" tém associado a alta concentragdo ifénilca

e mudancis de pH com o desenvolvimento de tumores estomacais e da
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bexiga wurinarias de camundongos (BRUSICK, 1987: ASHBY & ISHIDATE,
18886)

Com base nos dados acima, acredita-se gue a populac3o
Vero-T analisada neste trabalho possa ter surgido, em fung8o de
condigfes n&@o fisioldgicas de cultura, através de um eventual
processo de estresse nutricional, sofrido pelas células da 1li-
nhagem inicial.

Assim, a comparagio entr= Vero-N e Vero-T mostrando a
presenga de menores indices de ades8c, sumento do grau de ploi-

dia, a independéncia de ancoragem em baixa concentracso de soro e

de nutrientes, a presenga de cromossomos extra i~ pode ser in-
terpretada como amplificagBo génica, & presenga de Lrésiéroteinas
de 78, 36 e 16 kDa que representam novas proteinas em Vero-T,
permitem concluir que essa populag8o n8o s6 difere de Vero-N, mas
¢ realmente transformada, podendo ser usada como modelo para es-

tudo de células tumorals.
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V - RESUMO

A linhagem celular Vero estabelecida a partir de célu-

las renais de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops),

apresenta crescimento caracteristico em cultura sendo considerada

normal. Easas células possuem morfologia alongada crescendo em

monocamadas quando em cultivo. Mantidas em cultura as células Ve-
fo passaram & apresentar alteragdes morfolégicas, comportements. .
e de crescimento em relac8io ao padr@io normal inicial. A populacdo
Vero alterada apresentou células com morfologla mais arredondada
que crescem em mioltiplas camadas formando grumos celulares. Os
grumos celulares apresentaram em sua superficie células achatadas
e células globosas e material extracelular no seu interior. As
células da populaglo alterada aderiram mais rapidamente ao subs-
trato em meio contendo soro fetal bovino, além disso, podiam se
dividir em suspens3o em meio semi-sélido de Agar com menor con-
centracB8o de nutrientes. As células da populacdo alterada apre-
sentaram nOmero modal de cromossomos igual a 56 enguanto a popu-
lac8ico inicial apresentou 54 cromossomos, sendo que 08 Cromossomos
extras presentes na populagdo alterada referem-se a um homdlogo
do par B e um do par 27. O indice de células poliplbéides na popu-

lagBo alterada fol de 19% enquanto na populacao iniclal este in-



dice era de 5%. Quando submetidas a reag¢®es citoquimicas com Xi-
iidine Ponceau - pH 2,5 e & reaglo de P.A.S. a camada celular da
populacdo normal apresentou padrfo de coloragéo homogéneo enguan-
to que a populaj8o alterada apresentou regiBes mais intensamente
coradas. As células alteradas apresentaram citoplasma e nicleo
fracamente corados e nucléolos proeminéntes pela coloragdo com
Xilidine Ponceau e citoplasma com aspecto granular intensamente

corado indicando regiBes de maior concentrag@io de glicoproteinas

pela reaclio de P.A.S.. Em anélise eletroforética em gel de polia- -

crilamida com SDS observou-se a presencga de uma proteina de 25

kDa bastante evidenciada na populaglo alterada e ausente na pelsi-
lacgc inicial. Assim, as andlises efetuadas demonstraram qurv5b
ﬁopulacﬁo alterada é realmente transformada, podendo ser usada

como um modelo para estudo de células tumorais.



vV - SUMMARY

The Vero cell linage established from kidney cells of
the Africa green monkey (Cercopithecus aethiops) normally has a
characteristic growth pathern. The cells are elonged and grow in
monolayers. Maintained in culture, the Vero cells began to alter
their morphology, behavior and growth in relation to their
inicial characteristics. These altered Vero population made up
rounded - cells which grew into layered cellular aggregation. The
aggregations consist of rounded cells and extracellular matrix
covered by a flattened cellular layer. These altered cells, grow
in medium with bovine fetal serum, adhered guick and divided in
soft agar medium that contained less concentrated nutrients than
normal cells require. A modal number of chromosomes equal to 56
was determined for the altered cells while the inicial population
had 54 chromosomes. The additional chromosomes were an homologue
to the 8 pair and another to the 27 pair. The polyploidy index in
altered cells was 19%, while it was only 5% in the inicial
population. Xylidine Ponceau at pH 2,5 and the P.A.5. reaction
stained uniformly the normal cells while altered onec showed
intencely stained regions. The nuclel and cytoplasm was slightly

stained while the nucleoli was deeply stained with Yylidine



Ponceau in altered cells. They had granular cytoplasm after
P.A.S. reaction, indicating glycoprotein rich region.
Electrophoretic analysis in polyacrilamide gel with SDS revealed
a 36 kDa protein that was proeminent in the altered populations
and lack;ng in the inicial group. Thus, the analysis demonstrated
that the altered cells constitute a tranéformed population and it

can be used as a model for tumor cell studies.
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