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INTRODUGCAD

€ amplamente conhecido que em condi¢cdes de choque
de temperatura ou sob a ag30 de outro agente estressante, os
organismos desde os mais simples como as bactérias ate os
mais complexos como o ser humano, respondem da mesma forma:
apresentam no seu padrio de transcrigcdo génica e sintese
protéica, um conjunto de alteracBes a que se da o nome de
resposta ao choque térmico (ASHBURNER & BONNER, 1979; THOMAS
et alii, 1981; NEIDHART et alii, 1984; LINDQUIST,1984;
SCHLESINGER, 1984; BONATO & JULIANI,1987; LINDQUIST & CRAIG,
1988) .

Em sintese, O que ocorre € uma vrapida e
transitdria reprogramacadao das atividades celulares para
assegurar a sobrevivéncia do organismo durante o periodo de
"stress', protegendo os componentes essenciais das células
contra os danos que aquele agente poderia causar e,
permitindo em tempo habil uma retomada das atividades
celulares normais durante o periodo de recuperacéo
(BURDON, 1986) .

0 trabalho pioneiro sobre a resposta dos
organismos ao choque térmico foi realizado em 1larvas de
Drosoph Xl buscki{ por RITOSSA (1942), no qual ficou
demonst rado que o padr3ao de pufagdo dos Cromossomos
politénicos na glindula salivar dessa mosca, caracteristico

em determinada fase do seu desenvolvimento, modificava-se



apds ©O choque térmico. Da mesma forma, o tratamento com
agentes quimicos tais como dinitrofenol e salicilato de
sodio, produzia alteracOes comparaveis as promovidas pelo
choque térmico.

Alguns anos mais tarde, TISSIERES et alii (1974),
observaram que esta mudan¢a no padriao de pufa¢io, provocada
pelo choque de temperatura, era acompanhada por uma sintese
de um grupo especifico de proteinas, as quais s3o hoje
coletivamente referidas como proteinas de choque térmico ou
hsps (do inglés, heat shock proteins). Desde entado,
inimeros trabalhos foram realizados neste campo, utilizando-
se além de Drosophila (McKENZIE et alii, 1975; McKENZIE &
MESELSON, 1977; MAYFIELD et alii, 1978; MIRAULT et alii,
1978; SONDERMEIJER & LUBSEN, 1978; ASHBURNER & BONNER, 1979;
LINDQUIST, 1980), outros organismos tais como, bactérias
(LEMEAUX ot alii, 1978), protozodrios (FINK and ZEUTHEN,
1980), leveduras (McALISTER et alii, 1979), fungos (FRANCIS
& LIN, 1980), vegetais (BASZCZYNSKI et alii, 1982; YACOOB &
FILION, 1986), aves (KELLEY & SCHLESINGER, 1978; ATKINSON,
1984, ATKINSON et alii, 1983; COLLIER & SCHLESINGER, 198é;
NAGATA et alii, 19864), mémiferos (CRAIG, 1975, THOMAS et
alii, 1984, van BERGEN & LINNEMENS, 1987;) e também
variando-se as condi¢cOes de "stress”, as quais induzem a
sintese de proteinas aparentemente similares, se nao
idénticas aquelas sintetizadas por agao do choque térmico

(LEWIS et alii., 1975, KELLEY & SCHLESINGER, 1978; GUTTMAN &



GOROVSKY, 1979; ATKINSON et alii, 1983; AMARAL et alil.
1988; COURGEON et alii, 1988).

Deste modo, ficou comprovado que a resposta das
células ao “stress” € um fendmeno ubiquo em todos
procariontes e eucariontes até ent3o estudados (KIMPEL &
KEY, 1985); e que inclui processos regulatdrios nos trés
niveis da expressdo génica: transcri¢ao, processamento de
RNA e traduc3o (LIS et alii, 1978; LINDQUIST & DIDOMENICO,
1985) .

A nivel molecular, o que acontece é uma ativacio
de alguns genes especificos, os genes de choque térmico
(H8), previamente silentes ou ativos em niveis baixas. Novos
mRNA sao transcritos por estes genes e a nivel
citoplasmatico sdo preferencialmente traduzidos em
proteinas, as hsps, enquanto os outros mRNA transcritos
anteriormente ao ’“stress”, s3o estocados em wuma forma
inativa (BURDON, 1984). Concomitantemente, diminui a sintese
de proteinas constitutivas (SOMERS et alii, 198%9), havendo a
supressao dos genes que transcrevem seus mRNA (ASHBURNER &
BONNER, 1979).

As proteinas de choque térmico s@o também
denominadas proteinas de ‘stress”, uma vez que outros
agentes estressantes que ni3o o choque de temperatura induzem
o aparecimento deste mesmo grupo de proteinas (COLLIER et
alii, 1988). Estas, desempenhariam um papel essencial na

defesa da ceélula contya o “stress”. Dentro de um mesmo



organismo elas podem estar subdivididas em varias classes
diferindo na localiza¢30 dentro da célula e/ou em suas
caracteristicas de solubilidade. Isto sugere que diferentes
hsps pPoOssam ter diferentes fungbBes celulares (TANGUAY,
1983) . Provavelmente, elas mantém as atividades
metabolicas bdsicas, mnecessdrias a sobrevivéncia celular
(THOMAS et alii, 1981).

. Existem evidéncias que a resposta celular ao
"stress”’, ndo ¢ desencadeada diretamente pelo fator
estressante em si, mas sim pela presenca de proteinas
denaturadas e/ou anormais que surgem em decorréncia do
"stress’’ (EDINGTON et alii, 1989). Esta hipdtese e
sustentada pelo fato de que a maioria dos indutores de hsps
até ent3o conhecidos, sio ou denaturantes proteicos ou
desencadeadores da producdo de proteinas anormais
(HIGHTOWER & WHITE, 1981). Além disso, experimentos
realizados em odcitos de Xenopus demonstraram que a
microinje¢do nestas células, de proteinas denaturadas tais
como soroalbumina e beta-lacto-globulina bovinas, induz a
sintese de hsps (ANANTHAN et alii, 1984). Também o acumulo
de certas proteinas alt eradas mutacionalmente em células de
Drosophila, induz a producao de hsps (HIROMI, & HOTTA,
1985). Por outro lado, células tratadas com glicerol ou DpO0
(agentes que evitam a denaturac3o das proteinas), quando
submetidas a um “stress’ como o choque térmico, exibem wuma

baixa produci3o de hsps (EDINGTON et alii, 1989).
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Normalmente, wuma célula se livra de proteinas
aberrantes por meio de um sistema de degradacac dependente
da ubiquitina, um pequeno polipeptideo que se liga a
proteinas anormais, transformando-as em substrato para
rapida degrada¢d3o pelas proteases (BOND & SCHLESINGER,
1985) .

Admite-se que a ubiquitina desempenhe um papel
fundamental no controle da resposta ao “stress” a nivel
génico; a reduclo na quantidade de moléculas de wubiquitina
livres nas células, devido ao acumulo de proteinas anormais,
possibilitaria a ativa¢c3o dos genes das hsps (MUNRO &
PELHAM, 1985).

Existe ainda sugest3o de que alguns membros da
familia de proteinas de "stress”, como hsp 72 e hsp 73.,%
sintet izadas constitutivamente ou seja, em situac3o de
normalidade, na auséncia de agressao, liguem-se a cadeias
nascentes de polipeptideos, participando no arranjo
conformacional da cadeia protéica e, permanecendo associadas
a esta, até que o processo final de maturac8o da proteina
seja atingido. No entanto, as proteinas anormais nao
apresentam um correto dobramento durante a sua formag3o e o
aparecimento destas proteinas resulta num complexo estavel

entre as hsps e seu alvo. Isto reduziria significantemente

% denominaclo baseada no peso molecular da proteina; no caso, as hsps 72 ¢ 73 apresentan
pesos moleculares de 72 ¢ 73 kD respectivasente.



o pool das hsps disponiveis, estimulando a sua sintese
(BECKMANN et alii, 1990) .

Como se pode constatar, a resposta da célula ao
“stress ", ndo e somente uma interessante area de
invest iga¢do per se, mas também constitui um excelente
modelo para a andlise dos processos celulares basicos
envolvidos no controle da expressiao génica (AMARAL et alii.
1988) .

A nivel ultra-estrutural, apods tratamento com
choque teérmico, tém sido observadas em fibroblasto de rato,
alteracdes citoplasmiticas tais como: fragmentacdo do
Complexo de Golgi, intumescimento das mitocdndrias, aumento
das cristas mitocondriais e agregacdo dos filamentos
intermedidrios ao redor do nicleo. Foram também verificadas
modificacdes a nivel nuclear, principalmente no que diz
respeito aos aspectos morfoldgicos do nucléolo ou seja, um

relaxamento no seu estado de condensa¢cio, alem de wmudancgas

tanto no ndmero como no tamanho dos componentes
ribonucleoproteicos e uma reorganizag¢ao da sua rede
fibrilar. Inclusdes de actina foram também observadas no

nucleoplasma (WELCH & SUHAN, 1985).

A maioria dos trabalhos que analisam a vresposta
das células ao ‘“stress’™, sio no entanto, eminentemente
bioquimicos e de genética molecular; ni3o s3o0 frequentes
dados relativos a efeitos detectaveis ao nivel citoldgico e

citogenético. Menos frequentes ainda, s3o os trabalhos que



utilizam métodos citoquimicos para observagies da a¢d3o do
choque térmico sobre o niticleo celular.

Alguns trabalhos a nivel citogenético, mostram que o
choque térmico Provoca inversdes, fusdes e
fragmentacbes na estrutura de cromossomos de Tradescantia
(SAX, 1937 - apud TARELHO, 1981a) e fenothera, aumentando 4
a 5 vezes a frequéncia destas alteracdes q@ando a planta ¢
submetida a choque hipotérmico (MARQUARDT, 1952 - apud
TARELHO, i981a) . A baixa temperatura produz quebras
cromossbmicas e metafases polipldoides em cultura de células
humanas (HAMPEL & LEVAN, 19464).

Os efeitos do choque hipo- e hipertérmico sobre a
espermatogénese de Apis mellifera mostram que a ocorréncia
de aberracbes espontaneas (metdfases reduzidas), n3o é
afetada pelo aumento de temperatura mas sim pelo abaixamento
da mesma (TARELHO, 1981a) e que tanto temperaturas
baixas quanto altas, provocam um atraso na migracdo dos
cromossomos para os polos das ceélulas filhas (TARELHO,
1981b) .

Em mioblastos de embrifo de galinha, in wvitro,
embora a organizaci3o cromatinica, estudada por métodos
citoquimicos, n3o se mostre alterada com a hipertermia, ha
evidéncias sugestivas de que tal tratamento possa induzir
uma relativa aceleragi3o de poliploidizacdo nessas células

(RANDI, 1990).



Em células HelLa, também submetidas a choque
hipertérmico, a andlise de imagens de interferéncia indica
um aumento em massa seca nuclear associado as condicles mais
drasticas do "stress” (MIRANDA & MELLO, 1990).

No hemiptero 7riatoma infestans, vetor da doenca
de Chagas, os fendotipos nucleares normais de alguns drglos
como os tiuibulos de Malpighi, ja amplamente descritos (MELLO,
1971, 1975, 1974, 1978a,b, 1983), sofrem alteragles sob
diversas condi¢cbes de “stress” tais como o Jjejum (MELLO,
1983, 1989; ANDRADE & MELLO, 1987; AMARAL & MELLO,199@¢),
tratamento com metais pesados (KUBRUSLY,1984), e radiac¢cdes
ionizantes (ALVARES-GARCIA,1988).

Estas alteracdes, previamente descritas e bem
caracterizadas (KUBRUSLY,b1984; ANDRADE & MELLO, 1987; MELLO,
1989), referem-se a forma e tamanho nuclear, assim como ao
estado de compactac3c da hetero- e da eucromatina. Assim,
sob a acdo desses agentes estressantes, foram encontrados
nicleos gigantes, vacuolizados, picndticos, ndcleos caom
aparente descompactagcidao parcial da heterocromatina e nucleos
homogeneamente corados, sem disting¢3o0 morfoldgica entre
hetero— e eucromatina. Tais alteracdes foram admitidas como
parte de possiveis respostas celulares as condigOes
estressantes, desde uma possivel tentativa de expressao
génica em lpecl silentes, até degeneracdo celular e mesmo

tolerancia celular.



Embora as alteracies em fendtipos nucleares de
células de Triatoma infestans tenham sido reportadas para
diversas condi¢cOes de "stress” outras que n3o o choque de
temperatura, ndo se sabe ainda se o choque térmico
promoveria mudancas fenotipicas nucleares, nem se estas
seriam comparaveis as anteriormente reportadas.

Neste trabalho, portanto, pretende-se caracterizar
as alteracles promovidas por choques hipo- e hipertérmicos
a nivel de hetero- e eucromatina em células epiteliais de
tubulos de Malpighi de 7Friatoma infestans e comparia-las aos
dados vreportados para as outras situacbes de ‘“stress” no
mesmo sistema. Por outro lado, pretende-se também verificar
a influéncia de variacBes da temperatura na sobrevivéncia e
muda dos insetos potencialmente susceptiveis de
apresentarem as alteragcies a nivel celular.

Além disso, pretende-se investigar se regifes
cromat inicas normalmente inativas quanto a transcricio,
tornar—se—-iam ativas sob o efeito do choque térmico, atraveés
de procedimento citoquimico proposto por VIDAL (1979). Este
método consiste em se estudar as caracteristicas de
basofilia de complexos DNA-proteina e RNA proteina corados
com solucdo de azul de toluidina apds tratamento com
clupeina, uma protamina. A clupeina se liga a grupos
fosfatos de acidos nucléicos unicamente em situacdo de dupla
fita (WARRANT & KIM, 1978; BALHORN, 1982), impedindo que

moléculas de azul de toluidina se liguem aos mesmos sitios.
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(VIDAL , 1979). Assim, onde houver moléculas de DNA sendo
transcr itas e moléculas de RNA em sua conforma¢io usual, néo
havera ligacdo da clupeina, ficando os grupos fosfatos dos
acidos nucléicos disponiveis a liga¢3o com as moléculas de
azul de toluidina. Sera assim detectado um fenBmeno de
basofil ia compativel ao numero e proximidade de grupos
fosfatos disponiveis (VIDAL, 1979).

Certamente, os dados aqui fornecidos poderiao
contribuir como subsidio para estudos futuros dos efeitos
morfologicos e fisiologicos do choque térmico a nivel
nuclear, bem como fornecer evidéncias para um
interrelacionamento entre diferentes condicBes de ‘“stress”
e, mesmo, possibilitar uma melhor caracterizacio de
possiveis fun¢ies da heterocromatina, ainda n3c totalmente

esclarecidas.
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MATERIAL E MeTODOS

1. Material:

Neste trabalho foram utilizadas ninfas do 4°
estadio de 7riatoma Iinfestans Klug (Hemiptera,Reduviidae)
criadas nas condi¢cOes do Insetdrio da SUCEN de Mogi-Guacgu
(S.P.) e que foram fornecidas, gra¢as a colabora¢ao dos Srs.
Antenor N. Ferraz Filho e Vera Liucia C. C. Rodrigues.

Para o estabelecimento de curvas de sobrevivéncia
e do quadro de mudas dos insetos nas condigobes
experimentais, foram utilizadas ninfas alimentadas

semanalmente com sangue de ave.

0 estudo dos efeitos dos choques de temperatura a
nivel citoldgico foi efetuado em ceélulas epiteliais dos

tubulos de Malpighi.
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2. Mdtodos:

2.1. Curvas de sobrevivéncia

Para a determina¢3o dos niveis de sobrevivéncia da
populacdo de insetos submetidos as temperaturas escolhidas,
as ninfas criadas nas condi¢cdes controle do Insetdrio da
SUCEN foram deixadas a temperatura de @°C ou 40°9C por 1 e
por 12 horas, retornadas as condi¢8es usuais do Insetdrio e
acompanhadas por 30 dias a partir de entdo.

Para cada situag¢ao experimental foram utilizados
50 espécimes. 0s controles, tanto quanto os animais apods
tratamento, foram mantidos durante toda a investigac3o a
309C e 80X de umidade relativa - condi¢des usuais do
Insetario da SUCEN para esta espécie de triatomineos™. Foi

tambem acompanhado o0 processo de muda durante o0 mesmo

periodo em que se analisou a sobrevivéncia dos insetos.

2.2. Choques de temperatura

Para o estudo dos efeitos dos choques hipo- e
hipertérmico, a nivel citoldgico foram escolhidas as
temperaturas de @9C e 40°C, respectivamente. O0s insetos
foram deixados nessa temperatura durante i hora ou 12 horas.

Analisaram-se individuos sacrificados
imediat amente apds o tempo estabelecido para o “"stress”, 3
dias depois (uma situac@o admitida como de "recuperacdo a

curto prazo”) e 1 més depois (“recupera¢ci8o a longo prazo').

#(RODRIGUES,V.L.C.C. - informacio pessoal, 1988).
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Atribuiram-se letras para a identifica¢l3o das
diferentes situagoes éxperinentais, levando-se em
considevracio o tempo e a temperatura a que os espécimes

foram submetidos:

CONTROLE -——==) A

e°C : 1h- ---=> B
10 min—2h apds B ---> LB
3 dias apos B ---=>TB

i més apds B -—-=) MB

@oC : 12hs ----) B’

10 min—2h apds B'---) LB’

3 dias apds B° —-—---)> TR’
1 més apods B’ --—-) MB’
400C . 41h ———) 0
10 min—-2h apds C ---) LC
3 dias apds C —-——=) TC
imés apds C ---=) MC
400C . 12hs -——-) g

10 min—2h apods C'---) LC’
3 dias apdés C° ----) TC'

1 més apds C° ---=) MC’
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Em cada situa¢80 foram utilizados 3 individuos
identi f icados com a letra correspondente a condig¢ao
experimental, seguida de um numero que identifica
individualmente cada inseto. Deste modo, os individuos
controle foram denominados Ay, Ap e A3. Aqueles sacrificados
logo ap©s o choque de ®°C por 1 hora, LBy, LBp e LB3 e assim

sucessiwvamente.

2.3. Obtencfo dos preparados

Com o auxilio de uma lupa estereoscopica 2Zeiss,
procedeu-se a disseccdo dos insetos e a retirada dos tubulos
de Malpighi, o0s quais foram estendidos sobre 1l3minas
histoldgicas. A fixac3o foi realizada em etanol-acido
acético 3:1 por 1 minuto. A seguir, os preparados foram
lavados em etanol a 708X por 5 minutos, deixados secar ao ar
a temperatura ambiente e submetidos aos métodos de

colorac3ao.

2.4. Mdtodos de Coloracfo:

2.4.4. Reaglo de Feulgen

Os tubulos de Malpighi obtidos de acordo com as
condic8es experimentais mencionadas nos itens 2.2 e 2.3
foram hidrolisados em HC1 4M durante i hora e 5 minutos a
temperatura de 25°C e em seguida imersos rapidamente em HCI
©,1iM gelado para paralisar o processo hidrolitico. 0O tempo

de hidrodlise utilizado foi aquele considerado como ot imo



no sentido de possibilitar o mdximo de depurinag@o do
material (revisdo em MELLO & VIDAL, 1978). Logo apds, foram
tratados com reativo de Schiff a temperatura ambiente por 40
minutos, seguindo-se 3 banhos em agua sul furosa
(metabissulfito de sddio 10X; HCl { M e dgua destilada,
1:1:18), recém-preparada, durante 5 minutos cada. A seguir
os preparados foram lavados em agua destilada durante 2
minutos, - desidratados em série etandlica a partir de etanol
70X, diafanizados em xilol P.A. durante 10 minutos e

montados em balsamo do Canada.

2.4.2. Basotilia apds tratamento com protamina
(VIDAL ,1979).

Os tdbulos dos insetos controle e submetidos ao
choque térmico de 09C durante 1h e 40°C durante 12h, foram
obtidos por distens3o ou esmagamento. Os tibulos estirados
em 1l3minas histoldgicas foram processados conforme o item
2.3 e, aqueles obtidos por esmagamento foram fixados em
etanol-acido acético 3:1 durante 5 minutos e esmagados em
solug8o de acido acético 45X entre lamina e laminula,
mergulhados em nitrogénio 1liquido para remocao das
laminulas, lavados em etanol 70X por 5 minutos e secados ao
ar a temperatura ambiente. 0Os preparados obtidos pelos dois

procedimentos foram submetidos as seguintes rea¢les:

a) Coloragdo com soluglo de azul de toluidina (Merck) a

9,025% em tampio McIlvaine a pH 4,0 durante 20 minutos.
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b) Tratamento com solug3o saturada de clupeina (Sigma),
durante 2 horas a 379C seguido de colora¢3o azul de

toluidina (item a).

c) Tratamento com RNase III (Sigma) a 0,05% durante 1h e 30
minutos a 379C, seguido por tratamento com soluglo saturada
de clupeina durante 2 horas a 379C e pela coloracio com azul

de toluidina (item a).

2.5. Observacles e Contagens:

As observacOes foram efetuadas em microscdpio
binocular Zeiss, usando-se objetiva de 40x e ocular de 10x.

Nos preparados submetidos a reaci3o de Feulgen
realizou-se contagem de nicleos do total de <células
epiteliais nos tdbulos de Malpighi, diferenciando-se os
diversos fendtipos nucleares encontrados.

Os preparados submetidos aos tratamentos descritos
no item 2.4.2. foram observados para a detecc¢8o de basofilia
nuclear a nivel cromatinico, buscando-se verificar a
disponibilidade de grupos fosfatos livres do DNA da
heterocromatina ao azul de toluidina, em termos de
caracteristicas de basofilia (VIDAL, 1987), nas diferentes

condicbes experimentais.
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RESULTADOS
1. Niveis de sobrevivéncia dos insetos

Nas figuras 1 a 3 s3o apresentadas as curvas de
sobrevivéncia e o indice de muda para as ninfas submetidas a
situag@o controle (Fig.1) e aos choques hipo- (Fig.2) e
hipertérmico (Fig.3) durante ih e 12h. Os percentuais de
sobrevivéncia obtidos nas diferentes situacOes experimentais
apos 3@ dias, estdo reunidos’na TABELA 1.

Pdde-se observar um alto nivel de sobrevivéncia
para as ninfas em situacdo controle (Fig. {; Tabela 1) e ao
mesmo tempo, a partir do 159 dia do periodo considerado, uma
alta incidéncia de mudas, atingindo B80¥% dos individuos, no
302 dia (Fig.1).

Na situa¢8o experimental de choque hipotérmico,
apenas quando o tempo do choque foi de 12h, houve acentuada
modificac80 no perfil da curva de sobrevivéncia, com uma
queda brusca nos indices de sobrevida no periodo
compreendiﬂo entre o 292 e o 119 dias pds-choque (Fig.2).
Esta situac¢3o conduziu ao menor nivel de sobrevivéncia, no
periodo de 30 dias, dentre as situacbOes testadas (Tabela 1).
Por outro lado, a incidéncia de mudas apresentou-se afetada
mesmo <quando o tempo de choque foi de ih, porém foi muito
mais drastica apds 12h de choque, quando um maximo de &X do
total de individuos testados, ou 9% dos sobreviventes,

sofreram muda, considerando-se o periodo de 30 dias (Fig 2).
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Ja o choque hipertérmico nio parece ter afetado em
larga escala a sobrevivéncia das ninfas (Fig. 3; Tabela 1).
No entanto, a incidéncia de mudas se reduziu, quando o
choque se processou por 1h (maximo, 18X do total de
individuos) ou mudou a velocidade do seu avan¢o, quando o

choque se processou por 12h (Fig. 3).
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FIGURA 1. Curva de sobrevivéncia e percentual de muda de
ninfas de 42 estadio de Friatoma infesfans sob
condi¢des controle de temperatura.
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FIGURA 2.

2e

Curva de sobrevivéncia (ih,------ e 12h, ) e
percentual de muda (ikh, blocos <claros e 12h,
blocos escuros) de ninfas do 482 estadio de
Triatoma Infestans submetidas ao choque
hipotérmico de @°9C.
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FIGURA 3.

21

Curva de sobreviveéncia (1h,-———-- e 12h, ) e
percentual de .muda (ih, blocos <claros e 12h,
blocos escuros) de ninfas do 42 estadio de
Triatoma infestans submetidas ao choque
hipertérmico de 40°C.
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TABELA 1. Percentuais de sobrevivéncia, 30 dias
apos choque de temperatura em ninfas
do 42 estadio de T[riatoma infestans.

(n = 50).
CONDICOES SOBREVIVENCIA
EXPERIMENTAIS e
Controle; 36°C 96

Choque hipotérmico
oL, {h 98

e0eC, 12h -1

Choque hipertérmico
400C, 1k 0

409C, 12h 92

————————— W~ — i . oo —— . G . . T W T i o W ——— T~ — - ——— . " ——— -



2. Fendtipos nucleares : Descricfo visual

Os diferentes fenotipos nucleares das celulas
epiteliais dos tidbulos de Malpighi de ninfas do 42 estadio
de 7. Iinfestans, encontrados nos preparados obtidos nas
diferentes condicdes utilizadas neste trabalho sao
mostrados nas Figuras 4 a 13.

0s fendtipos considerados normais apresentam um,
dois ou varios corpos heterocromaticos (Fig. 4 a 4) (MELLO,
1971, 1973, 1976).

Ds nucleos com um cromocentro (confluéncia de
regibes heterocromiaticas num so6 corpo) (MELLO, 1978c) sio
arredondados ou elipsoidais, apresentando a eucromatina
geralmente granular e o corpo heterocromatico
aproximadamente esférico e localizado proximo ao centro da
imagem nuclear (Fig. 4). 0 que possui dois cromocentros
(Fig.5), assemelha-se em tamanho e forma ao descrito
anteriormente; o0s dois corpos heterocromaticos encontram-se
geralmente bem nitidos e proximos um do outro, enquanto a
eucromatina apresenta um aspecto granular como no nudcleo com
um cromocentro. Os nudcleos com varios cromocentros (Fig.é)
apresentam forma elipsoidal ou ovalada e podem exibir trés,
quatro ou mais corpusculos heterocromaticos. Geralmente
apresentam um tamanho semelhante ao dos outros dois
anteriormente descritos. A sua eucromatina € finamente

granular.



FIGURAS 4 a 13.

Figuras 4 a 6 -

Figura 7 -

Figuras B e ¢ -

Figuras 10 a 12 -

Figura i3 -
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Fendt ipos nucleares em células epiteliais
de tdbulos de Malpighi de ninfas de 49
estadio de Friatoma infestans apds reacido

de Feulgen.

Nucleos com 1, 2 e varios cromocentros
respectivamente. Cromocentro (C),

eucromatina (E). x 1.500

Nucleo gigante com varios cromocentros.

x 1. 300

Nucleos descompactados. Notar a
descompacta¢lo parcial da heterocromatina
(seta) (Fig.B) e, total da cromatina
(seta) dificultando a disting¢d3o entre as
regifes hetero- e eucromaticas (Fig. 9).

x 1.500

Nucleos em niveis gradat ivos de
vacuoliza¢B8o: Inicial (Fig. 10), avangada
(Fig. 11) e final (Fig. 12). V = vacudolo.

x 1.500

Nucleos picnoticos. Notar a extrema

compactacio da cromatina. x 1.500
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Alem destes fendtipos, foram encontrados outros
com caracteristicas diferentes. Estes niucleos com fendtipos
considerados alterados (Figs, 7 a 13) recebem neste
trabalho as mesmas denominagdes ja utilizadas em
trabalhos anteriores (KUBRUSLY, 1984; ALVARES & MELLO, 1987,
ANDRADE & MELLO, 19B7; AMARAL & MELLO, 1989; MELLO, 1989).

0s nucleos com o fendtipo gigante possuem tamanho
notoriamente aumentado com relagd3o aos normais, podendo
apresentar um ou mais corpos heterocromaticos (Fig. 7).

0s nicleos descompactados apresentam tamanho
semelhante ao dos nicleos normais, mas caraterizam-se por
apresentar o cromocentro dnico parcialmente descompactado
(Fig.8), difuso e eucromatina igualmente descompactada (Fig.
9. Este ultimo aspecto do nidcleo descompactado foi
denominado por KUBRUSLY (1984) de homogéneo, por nio
possibilitar distin¢38o0 muito evidente entre hetero- e
eucromatina.

Os nucleos wvacuolizados (Figs. 10 a 12) mostram
sinais evidentes de desorganiza¢cao do material cromatinico,
resultando numa deformac¢do do contorno nuclear. A presenca
de wvacuolos € a caracteristica marcante deste fendtipo e
determina niveis gradativos de desorganizac3o nuclear:
nicleos em fase inicial de degenera¢io, com duas ou trés
estruturas vacuolizadas e inicio de deformacdo do contorno
nuclear (Fig. 10), nucleos em um estdagio mais avancado de
degeneracaio, cujas areas vacuolizadas aumentam em relag¢io

a fase inicial podendo apresentar uma forma estrelada ou
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nao bem definida e com o cromocentro, quando evidente,
dilatado, fragmentado ou com uma forma estrelada (Fig. 11),
além de nucleos numa fase final de degeneracio, onde
o material nuclear mostra-se claramente desintegrado (Fig.
12).

Os nucleos picndticos (Fig. 13), também em
processo de degeneragcdo, apresentam o material cromatinico
densamente compactado e um tamanho consideravelmente
reduzido quando comparados aos normais, corando-se

intensamente quando submetidos a reac2o de Feulgen.

3. Micronucleacio

Somente na situa¢3o de 40°C por 1h, foram
encontradas eventualmente, algumas ninfas que apresentavam
10 a 15 dias apds o choque, anomalias no seu
desenvolvimento, tais como mudas que n3o0 se completavam ou
falta de pigmentacdao apds a muda.

Nestas, pbde ser detectado o fendmeno de
micronucleacdo (Fig. 14), nunca antes descrito para células
dos tubulos de Malpighi de tratomineos em outras condigdes

de "stress'.



FIGURA 14,

28

Alteracdes nucleares detectadas em células

epiteliais de tubulo de Malpighi de ninfa do 4°
estadio de [riatoma infestans, submetida a
choque de 40°C por 1h e que apresentava
anomalias no seu desenvolvimento.

Picnose (P) Micronucleag3o (seta). x 1.100



FIGURA 14,

28

Alteracdes nucleares detectadas em células

epiteliais de tubulo de Malpighi de ninfa do 49
estadio de [riatoma infestans, submetida a
choque de 40°C por 11h e que apresentava
anomalias no seu desenvolvimento.

Picnose (P) Micronucleacio (seta). x 1.100
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4, Frequlincia dos diferentes fendtipos

nucleares.

0 numero total de nucleos das células epiteliais
de tubulos de Malpighi e a frequéncia de distribui¢io dos
diversos fendtipos nucleares por espécime, detectados nas
diferentes condigcBes experimentais deste trabalho, sio
mostrados nas tabelas 2 e 3. Dada a variabilidade individual
de resultados, optou-se por este tipo de apresentacdo dos
dados .

Foram observados nas situacOes experimentais (@°C
e 409C por ih e 12h), fendtipos nucleares alterados (Tabelas
2 e 3). Ao lado destes, fendtipos normais também se fizeram
presentes. De fato, na grande maioria dos casos, o fenotipo
mais frequente fol aquele com um uUnico cromocentro (1C)
{(Tabelas 2 e 3), exceto para os individuos na situacﬁq MB',
em que foram mais frequentes o0s nucleos com varios
cromocentros (VL) (Tabela 2).

Dentre os fenotipos nucleares alterados, o tipo

caracterizado por vacuolizaglo foi apresentado por todos

individuos em todas as situacbes experimentais. Nos
controles deste experimento, este fendtipo tambeéem foi
observado, embora em percentual mais baixo. 0 arupo
submetido ao choque hipotérmico de 9°C durante 12h e

analisado um més depois (MB'), apresentou o percentual mais
alto de niucleos vacuolizados em relac8o as demais situagdes

experimentais (Tabela 2).
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Por outro 1lado, o fendtipo gigante apareceu com
uma maior frequéncia nos individuos analisados um més
depois apos terem sido submetidos ao choque hiperteérmico de
400C durante 12h (MC'), seguido pelos individuos analisados
um més apos o choque hipotérmico de @9C por 1h (MB), 3 dias
apos 40°C por 12h (TC ), 3 dias apds 40°C por ih (TC), e em
apenas um dos individuos submetidos ao choque de 40°C por
12h e -analisados 1@ minutos a 2h apds o choque (LC').
Eventual aparecimento deste fendtipo, embora nao muito
representativo (menos de 1%) ocorre nas outras situagdes
experimentais e no proprio controle. (Tabelas 2 e 3).

0 fendtipo nuclear descompactado € encontrado em
todas as situacbes experimentais, embora com uma maior
frequéncia nos individuos submetidos ao choque hipertérmico,
principalmente naqueles analisados 1@ minutos 2 2h apos
terem sido submetidos a 40°C durante 12h (LC') e 1+ h (LC).
(Tabela 3).

Somente nos individuos analisados um més apds o
choque hipotérmico de @°C por ih (MB) (Tabela 2) e, em muito
baixa pPercentagem naqueles analisados 1@ min a 2h apds o
choque de 40°C por 12h e um més apos serem expostos a 40°C
por 1h (MC) (Tabela 3), foi constatada a presen¢ca de nucleos
picndticos.

Sao evidentes as diferen¢as encontradas nos
individuos de um mesmo grupo, analisados com rela¢lo aos
diversos fenotipos e suas frequéncias ou, quando comparados

0s grupos entre si nos diferentes experimentos considerados.
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TABELA 3. Frequéncia absoluta (N) e percentual (%) dos fenotipos nucleares encontrados em células epiteliais de tubulos
de Malpighi de ninfas do 42 estadio de 7. infestans apos o choque hipertermico de 409C efetuado por 1h (C) e

ieh (C').
SIT INDIVIDUOS FENOTIPOS NUCLEARES . TOTAL
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— DE
EXP ANALISADOS iC eC vC Vv G D P NuCLEQS
N % N % N ¥ N % N % N % N %
Ag 10.415 85,98 275 2,27 {1.39¢ 4,47 15 0,12 14 ©,11 4 9,03 - - 12.143
A ap ©.380 81,11 27 2,33 1.865 16,12 14 0,12 - - 35 0,30 - - 11.564
X} . 10 .500 88,11 236 1,98 1.150 9,65 19 0,908 - - 20 0,16 - - 11 . 916
LCy 4 016 75,83 25 0,47 19S 3,68 178 3,36 B 0,15 874 16,50 - - 5.296
LC LCp 5.800 74,47 249 3,19 {.476 18,95 205 2,63 - - 58 0,74 - - 7.788
LCx 7. 721 93.78 i42 1,72 193 2,34 145 1,76 2 @.,ec 30 90,36 - - 8.233
TCy 5.8579 92,56 14 o.18 ig{ 3,00 108 1,79 47 0,77 104 1,67 - - 6.026
TC TCp 2. 0469 49,20 34 0,80 1.814 43,13 259 6,15 3 9,07 - 2é 90,61 - - 4.205
TC3 5. 776 93,10 i1 1,77 154 2,48 11¢6 1,86 10 0,16 38 0,61 - - 6.204
MCq 4 596 B4,36 28 2,514 740 13,58 68 1,24 - - 4 0,07 é e,114 5.448
MC MCp 5. 163 84,93 25 0,41 B819o 13,48 60 0,99 - - é 9,09 4 0,06 6.008
MCs 4 .302 B4,61 36 ©,70 446 12.79 72 i,41 26 ©,31 2 0f03 - - 5.08B4
LC 4 1.556 52,14 12 0,490 198 6,63 124 4,15 96 3,21 992 33.24 é 0,20 2.984
Le’ LC'p 4.524 77,33 15 9,25 149 2,54 195 2,64 - - 1.003 17,14 4 0,06 5.8590
LC'3 B.&695 95,190 113 1,23 232 2,53 62 0,67 - - 41 0,44 - - ?.143
TC 4 3.185 59,95 B85 1,60 i1.817 34,20 84 i,58 25 0.4 116 2,18 - - 5.312
TC” TC'2 6. 797 90,64 167 2,282 126 1,67 109 i,45 51 0,67 251 3,34 - - 7 .501
TC '3 5 606 83,24 26 ©,38 8ig i2,14 124 1,84 32 0,47 128 1,90 - - 6.734
MC ' 4 3.921 B4,e3 19 ©,4¢ 192 2,18 130 2,78 389 8,33 5 0,10 - - 4.666
MC MC o 4 454 75,98 48 90,81 642 19,40 199 3,39 327 5,57 22 9,37 - - 5.862
MC '3 5.056 84,29 43 9,71 650 19,83 89 1,48 160 2,66 - - - - 5.998
A4 = Controle; {C = Um cromocentro; 2C = Dois cromocentros; D = Descompactado; G = Gigante; LC = 10 min-2h apos 40°C:{p;
LC’ = 10 min- 2h apos 400C.12h; MC = Um més apos 400C.1h; MC'= Um més apos 409C.12h; P = Picnotico; Sit. Exp. = Situag¢ao

Experimental, TC = Trés dias apos 400C . 1h; TC = Trés dias apos 400C:i2h; Y = Vacuolizado; VC = Varios cromocentros.
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% - Basofilia nuclear apds tratamente com

clupeina

As Figuras 15 a 22 documentam os aspectos
nucleares da coloracl3ao pelo azul de toluidina a pH 4,0 (AT)
em preparados previamente tratados com clupeina.

Nos insetos controle, como esperado (MELLO, 198@),
os niucleos exibem metacromasia tanto na eucromatina como na
heterocromatina, apds coloracdao com AT, ou seja, essas
estruturas se coram em violeta (Fig. 15).

0 uso da clupeina antes da coloracd3o pelo AT
também como esperado (MELLO, 1985), faz com que os
cromocentros {heterocromatina) deixem de exibir a
metacromasia, corando-se em verde (Fig. 1é6). A eucromatina,
por outro lado, continua metacromdtica, uma resposta
citoquimica que € abolida quando o tratamento com clupeina €
precedido por digest8o com RNase (Fig. 17). Neste ultimo
caso permanecem coradas metacromaticamente, no citoplasma,
granulacfes possivelmente de natureza glicosaminoglicdnica
acida (VIDAL, 1987b; MELLO & VIDAL, 1i98e@).

Por outro lado, os nudcleos dos insetos submetidos
ao choque térmico de 400C por 12h e que apresentavam
descompactacio da heterocromatina como o padr3c salientado
nas Figs. B e 9, quando tratados pela clupeina exibiram
coloracio metacromatica homogenamente distribuida (Figs. iB
e 19). Em alguns nuicleos mais fortemente esmagados & apenas

corados com AT, detectou-se também resposta metacromatica,
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%S - Basofilia nuclear apds tratamento com

clupeina

As Figuras i5 a @22 documentam os aspectos
nucleares da coloracao pelo azul de toluidina a pH 4,0 (AT)
em preparados previamente tratados com clupeina.

Nos insetos controle, como esperado (MELLO, 198@),
os nucleos exibem metacromasia tanto na eucromatina como na
heterocromatina, apods coloracdo com AT, ou seja, essas
estruturas se coram em si1oleta (Fig. {5).

0O uso da clupeina antes da colorac3o pelo AT
também como esperado (MELLDO, 1985), faz com que os
cromocentros (heterocromatina) deixem de exibir a
metacromasia, corando-se em verde (Fig. 14). A eucromatina,
por outro lado, continua metacromatica, uma resposta
citoquimica que € abolida quando o tratamento com clupeina €
precedido por digest3o com RNase (Fig. 17). Neste dltimo
caso permanecem coradas metacromaticamente, no citoplasma,
granulagbes possivelmente de natureza glicosaminoglicinica
acida (VIDAL, 1987b; MELLO & VIDAL, 1980).

Por outro lado, os nucleos dos insetos submetidos
ao choque térmico de 40°C por 12h e que apresentavanm
descompactac3o da heterocromatina como o padrio salientado
nas Figs. B8 e 9, quando tratados pela clupeina exibiram
coloracdc metacromatica homogenamente distribuida (Figs. 18
e 19). Em alguns nidcleos mais fortemente esmagados e apenas

corados com AT, detectou-se tambem resposta metacromatica,
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homogénea nos varios pontos cromatinicos dissociados ou
mesmo mais intensa em alguns pontos admitidos como parte de
cromocentraos (Fig. 20) .

O0s niudcleos dos insetos submetidos a 09C por 1ih,
com descompactagdao do cromocentro, quando tratados pela
clupeina apresentaram—-se igualmente metacromaticos (Fig.
21, embora a intensidade da colora¢io violeta fosse muito
menor que nos nucleos dos insetos submetidos a 40°C por 12h
(Figs . 18 e 19)

Os nicleos com fenotipos outros que o
descompactado apresentaram neste trabalho geralmente,
resposta ao método citoquimico, semelhante ao controle.

(Fig. 2a).

UnNIChiae !
SBIBLIOTECA grrTiay §
;




Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Nicleos obtidos por esmagamento de tubulos de
Malpighi de insetos do grupo controle, corados
com AT . Notar a intensa metacromasia da

eucromatina (E) e heterocromatina (H). x 1.10¢

Nicleos obtidos por distensdo de tubulos de
Malpighi de insetos do grupo controle, tratados
com clupeina e corados pelo AT. Observar que 0%
cromocentros (setas) nao mais apresentam

metacromasia, corando-se em verde. x 230

Nuclieos obtidos por distensio de tubulos de
Malpighi de insetos do grupo controle, submetidos
a digest3oc com RNase seguido por tratamento com

clupeina e coloraglo com AT. x é5@
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Figuras 18 a 20. Nicleos de insetos submetidos a 40°C por

e
=

s 18h, obtidos por distensSo (Fig. 18) e

£

S "‘esmagamento (Figs. 19 e 20) dos tubulos de
Malpighi. As figuras 18 e 19  mostram
nicleos tratados com clupeina e corados
pelo AT. As setas indicam nudcleos com
cromocentros descompactados apresentando
resposta metacromidtica. x 90@. A figura 2@
mostra nucleos somente corados pelo AT.

Observar pontos cromatinicos dissociados

(setas). x 1.100
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' i a ibulo de
Figuras 21 e 22. Nicleos obtidos por distensao de tubu

i oc or
Malpighi de insetos supmetidos a 0 P

. ina e corados
uma hora, tratados com clupe 2

i ' icleo
pelo AT. Na Fig. 21 acha-se imndicado nuc

P : .ox 200 A
com o fendtipo descompactado
. ‘ . icleos nao
figura 22 evidencia nuc
. similar ao
descompactados com respost®

controle. x 1.100.
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DISCUSSXO0

1. Choque de temperatura: efeitos sobre
fendtipos nuc leares e sobrevivéncia dos

insetos.

O0s resultados apresentados demonstraram que tanto
apos O -choque hipertérmico como apds o0 choque hipotérmico
s30 promovidas alteracbes nas células dos tibulos de
Malpighi de 7riafoma Infesfans, que se salientam em parte de
sua populacd0 nuclear. Embora a maioria dos niucleos das
células epiteliais dos tubulos de Malpighi houvessem mantido
nessas circunstancias o aspecto fenotipico nuclear
considerado normal para os controles (MELLO, 1949, 1971),
algumas significativas alteracBes a nivel de fendtipo
nuclear apareceram com 0o choque.

Com base nos dados levantados € para se supor
também que ninfas de 42 estadio de TJriatoma Infestans,
submetidas a choque de temperatura e que apresentem
tendtipos nucleares alterados quanto a classificacd3o ou
frequéncia, poder3o ter simultaneamente sua sobrevivéncia e
seu desenvolvimento afetados por essa condi¢80. Assim, o©
desenvolvimento ninfal apresentou-se alterado em todas as
condicbes experimentais estudadas, reduzindo-se a frequéencia
de mudas no periodo de 30 dias, pds-choque, e no caso do

choque a 409C, a velocidade de avanco desse processo de
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desenvolvimento, para o mesmo periodo. No entanto, dentre as
situacbes testadas, apenas o choque hipotérmico durante 12h
induziu uma sensivel queda de sobrevivéncia.

0 aparecimento de mudas mais precocemente nos
especimes submetidos Aas situa¢cfes de choque embora em baixa
frequéncia, pode ter sido ocasionado por ligeiras diferengas
individuais no que se refere ao estado nutricional e de
desenvolvimento das ninfas no momento do choque®. A
frequéncia significant emente reduzida de mudas nos espécimes
submetidos aos choques de temperatura, no entanto, n3o
poderia ser explicada unicamente por diferengas individuais
a esse nivel. Além disso, trabalho em andamento™® revela o
mesmo tipo de achado para ninfas de 32 estadio, quando
submetidas aos choques hipotermico par 1i2h e para ninfas de
52 estadio, submetidas aos mesmos choques de temperatura,
seja por 1h ou 12h.

Assim, € paossivel que, dentre o0s seus muitos
efeitos, 0s choques tanto hipo- quanto hipertérmico afetem o
desempenho hormonal que coordena a sequéncia de eventos no
crescimento e ciclos de muda desse inseto (GILLOTT, 1982). 0
achado de espécimes que, submetidos ao choque de
temperatura, apresentaram, mais frequentemente do que nos

controles, incapacidade de completar a muda ou de completar

» (RODRIGUES, V.L.C.C. - inforsacKo pessoal, 1994).
% & (RODRIGUES, V.L.C.C., MELLO, M.L.S. & DANTAS, M.H.)
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a melanizacio da exocuticula", bem pode representar a
ocorréncia de fenocdpias™, cuja expressio houvesse sido
induzida pela a¢80 dos choques de temperatura (YDST &
LINDQUIST, 1988).

Relatos semelhantes foram feitos para embrides de
Drosophila submetidos a choque hipertérmico e interpretados
como associados a um ponto de quebra cromossdmica que
resultaria na produgcdaoc de um polipeptideo incompleto
(LAUGHON, & SCOTT, 1984), o que geraria a ocorréncia de
fenocopias. Um polipeptideo andmalo poderia ser tambéem
produzido a partir de mRNA transcrito sem a elimina¢8o de
introns, porque o choque impediria o seu corte antes que a
transcrigao desse RNA pudesse ser repressa (YDST &
LINDQUIST, 1988). De fato, n3o @ nossa a idéia de que o
choque térmico induz fenocopias, por interferir com o
processo de atividade primaria do gene, que € a transcrigio
(MITCHELL, 1944).

Obviamente, ha muitas varia¢oes possiveis a serem
consideradas na formac8o de fenocdpias e, além destas
citadas, n3o se pode descartar a hipdtese de mudanga
conformacional em uma proteina (MILKMAN, 19863, 1944) ou
mesmo uma modificacl3o0 a nivel de sua tradugio (MITCHELL &

LIPPS, 1978).

% (RODRIGUES, V.L.C.C. - informacKo pessoal, 1989).
#% Variaco fenotipica que se assemelha a uma sutacio mas ¢ causada por influéncias do
asbiente e portanto niio transmitida a prole.
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Em termos dos fendtipos nucleares alterados,
observados nesta investigag¢ao, exibiram eles caracteristicas
ja descritas para ninfas da mesma especie, submetidas,
poreém, a outras condi¢cOes de “stress’”, como o jejum, a agao
de metais pesados e a radiagdo gama (MELLO, & VIDAL, 1979;
MELLO, 1983, 1989; KUBRUSLY, 1984, ANDRADE & MELLO, 1987;
ALVARES—-GARCIA, 1988). Isto estaria de acordo com a idéia de
que diferentes fatores estressantes podem induzir o mesmo
tipo de resposta apresentado por células submetidas a choque
de temperatura (HIGHTOWER et alii, 1985; SCHLESINGER, 1983).

Considerando—-se as respostas aos varios fatores
estressantes Jjd testados em Frjiatoma infestans, o fendmeno
de micronuclea¢ao foi observado nos tubulos de Malpighi
unicamente na situa¢d3o de choque de temperatura. Uma vez que
os micronudcleos observados eram em sua maioria do tipo
picnotico, ha indica¢3o de que estejam relacionados a
alteracoes degenerat ivas irrerversiveis nas células
analisadas (COUNTRYMAN & HEDDLE, 1976).

Foi comprovado um decréscimo no numero total de
nicleos das celulas epiteliais dos tubulos de Malpighi,
principalmente um més apos o choque de temperatura. Tal
observagdo indica que, excluindo-se o prdprio fendmeno de
micronucleacao, menos frequente, muitas das alteracbes em
fenotipos nucleares, por serem de carater degenerativo
(vacuolizacoes e picnose) hajam contribuido para a

eliminacdo de nucleos ou células.



De fato, observou-se ainda que com o passar do
tempo apoOs o choque, nucleos vacuolizados apareceram com
frequéncia bem menor do que logo apds o choque, com excegio
da situacdo experimental de 409C por 12h, onde foi
encontrado um aumento no percentual de nidcleos vacuolizados
um més apos o choque. Neste caso talvez, a a¢do deletéria do
“"stress” tenha se estendido por tempo mais longo, induzindo
vacuolizacdes nucleares adicionais.

Embora nao tendo atingido uma representagao
expressiva nas situacOes experimentals aqui empregadas, a
ocorréncia de nucleos picnoticos nos individuos analisados
um més depois de submetidos aos choques hipo- e hipertérmico
por uma hora, fala também a favor de certa acao degenerativa
a longo prazo induzida por estas condigGes de "stress”. Tal
fendt ipo observado em outras situacbes estressantes (ANDRADE
& MELLO, 1987; KUBRUSLY, 1984; ALVARES-GARCIA, 1988), e
ocasionado possivelmente por quebras internucleaossOmicas e
subsequente acumulo destes fragmentos Com isso, as células
perderiam a habilidade de executar suas fun¢cOes especificas,
ocorrendo necrose nuclear e consequentemente morte celular
(HANSON, 1979; BORISOVA et alii, 1987).

Por outro lado, a fusio de nucleos dando origem a
unidades gigantes tambem contribuiu para o fendmeno de
decrescimo no numero de nucleos nos tubulos de Malpighi, com
0 passar do tempo apods choque, a semelhanga do que ja foi

relatado em espécimes submetidos ao jejum (MELLO & VIDAL,



46

1979; MELLO 1983; ANDRADE & MELLO, 1987, AMARAL & MELLO,
1989; MELLO, 1989), tratamento com i1ons cobre e mercurio
(KUBRUSLY, 1984), exposi¢dao a radiacdo gama (ALVARES-GARCIA,
1988) , bem como em células de glandulas salivares da mesma
especie, infectadas por particulas virais (MELLO & DIAS,
19815, assim como em outros triatomineos sujeitos ao jejum
(WIGGLESWORTH, 19467; MELLO & RAYMUNDO, 1978, 1989).

- A presenga de nudcleos gigantes apareceu ressaltada
em algumas situa¢les experimentais, principalmente naquela
em que o0s insetos foram submetidos a 409C por 12h e cuja
sobrevivéncia do grupo, parece na3o ter sido afetada durante
o periodo de 30 dias pds—choque. Este fato estaria de acordo
com a afirmac3o de que tais niucleos possam representar um
mecanismo de sobrevivéncia celular ou do drgido em condigbes
de ‘“stress” (WIGGLESWORTH, 1947; MELLO, & VIDAL, 1979,
MELLO, 1987), o que poderia colaborar para a sobrevivéncia
do inseto. Como apoio a essa idéia, aparece o fato de que no
grupo de insetos submet idos a @9C por 12h e que apresenta o
percentual mais alto de mortes em relagd3o aos outros grupos
das demais situacbOes experimentais, e ocorréncia de wmaior
frequéncia de vacuoliza¢des nucleares, ni3o foi detectada a
presenca do fendtipo nuclear gigante.

Ao lado da presen¢ca de niucleos gigantes atuando
possivelmente na prote¢@o contra os danos do choque térmico
ao org3o, parece plausivel a idéia de que as hsps atuem

também na sobrevivéncia dos insetos submetidos ao aumento de



temperatura.

Embora n8o se tenha realizado neste trabalho,
isolamento de proteinas para comprovar tal hipotese,
evidéncias em outros materiais sugerem que assim como a hsp
70 (CRAIG and JACOBSEN, 1984; PELHAM, 1984), as hsps de
baixo peso molecular protejam os organismos contra um brusco
aumento de temperatura (LOOMIS and WHEELER, 198@¢; BERGER and
WODWARD, 1983). A hesp 23, por exemplo, € sintetizada
constitutivamente em Drosophila a partir do 32 estadio
larval (CHENEY and SHEARN, 1983), quando o nivel do hormdnio
ecdisona (necessdrio para a muda) come¢a a aumentar
(HANDLER, 1982), alcancando um nivel maximo no dltimo
estadio pupal e diminuindo gradualmente no adulto (ARRIGO,
1987 . E 1nteressante lembrar que as hsps S3o produzidas
quando as células contém uma quantidade significante de
proteinas denaturadas (HIROMA and HOTTA, 1985; ANANTHAN, et
alii. 1984). Assim, no desenvolvimento de Drosophkila
provavelmente sejam necessarios mecanismos sofisticados para
o controle de degradacd3o de proteinas denaturadas. 0 acumulo
de heps de baixo peso molecular durante este periodo do
desenvolvimento, seria uma consequéncia de tal fendmenoc.
(ARRIGO, 1987).

Extrapolando estes achados para Triafoma Infestans
pode—se especular que ninfas em determinadas fases do
desenvolvimento sintet 12zem constitutivamente quantidade

significante de heps e estejam assim, por antecipagio
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protegidas de uma a¢ci3o0 deleteéria por choque hipertermico. De
fato, trabalho em andamento com ninfas a partir do 3°
estadio e adultos machos e fémeas de Triaftoma Infestans,
esta demonstrando que as ninfas de 42 e 52 estadio, ao
contrario do que acontece com ninfas mais Jovens e com
adultos, n3o apresentam queda de sobrevivéncia apos choque
hipertérmico a 40°C, mesmo por 12h*. J3d o choque hipotérmico
por 12h 1induz nesses 1nsetos, queda de sobrevivéncia em

todas suas fases de desenvolvimento™.

Sabe-se, no entanto que em certos insetos
submetidos ao ‘“stress’ por temperaturas baixas ocorre o
aparecimento de substancias de baixo peso molecular
denominadas crioprotetores. Entre estas, encontra-se o

glicernol (CHEN et alii., 1987), produto do metabolismo do
glicogénio em consequéncia da atividade da glicogénio
tosforilase (ZIEGLER et alii, 1979). Esta enzima, ativada
pelo jejum (GOLDSWORTH, 197@¢; GADE, 1981) e também pelo frio
(BAHJOU, et alii, 1988)> atua como enzima chave na regulagao
da sintese de crioprotetores (CHEN & DENLINGER, 1990).

Assim, possivelmente as ninfas de 42 estadio de

friatoma Infestans submetidas a @9C por 1ih e que
apresentaram um iIndice de sobrevivéncia semelhante ao
controle, tiveram nessa situagl3c além da produgcio de

proteinas especificas comparavels aquelas associadas com ©

% (RODRIGUES, V.L.C.C.; MELLO, M.L.S. & DANTAS, H.N. - 1999)
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choque hipertérmico, a sintese de substancias
crioprotetoras.

A hipotese mais aceita para as consequéncias
deleteérias do choque hipotérmico, € a inducdo de transigao
de fase nos lipidios da membrana e a subsequente perda da
permeabilidade desta estrutura celular (GQGUINN, 1985) .
Agentes crioprotetores tais como o glicerol, poderia entao
alterar -a natureza dessas transicdes de fase, estabilizando
a interag¢lo entre os lipidios da bicamada (QUINN, 1985).
Seria também impedida a forma¢8o de cristais de gelo os
quais sabidamente introduzem esforgos mecanicos danosos a
célula e a matriz extracelular (MELLO & VIDAL, 1973a).

Nio se pode deixar de mencionar que, da mesma
forma como observado em ninfas de Triaftoma Iinfestans
submetidas a agdo de metais pesados (KUBRUSLY, 1984), foram
detectadas wvariacbes individuais de resposta ao choque de
temperatura em termos de variabilidade em tipos e frequéncia
de fenodtipos nucleares alterados. Isto sugere a existéncia
de insetos mais resistentes a uma a¢i3o degenerativa que
possa ser 1induzida pOr agentes estressantes, 1inclusive o
choque por temperatura.

Embora em frequéncia inferior, foram detectados
nos controles alguns dos fendtipos nucleares evidenciados
nas condigcOes experimentais.

0 aparecimento do fenodtipo gigante no controle,

pode ter sido causado por algum outro tipo de "stress” a que
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o animal tenha sido eventualmente submetido no proprio
insetario, como por exemplo, infec¢do por particulas virais
e nao 1ingestdo de alimentos por certo periodo (DOLDER &
MELLO, 1978, MELLDO et alii, 1980; MELLO et alii, 1990).

Ja o achado do fenotipo vacuolizado, talvez se
deva a algum fator mais recentemente atuante no insetario,
uma vez que observacbes efetuadas em periodos anteriores ao
deste trabalho, n3ao diagnosticaram sua presen¢a neste grupo.

Deve-se mencionar, no entanto, que nos ultimos
anos as condi¢cbes de temperatura para criacao de Friatowma
infastans no Inset3ario da SUCEN em Mogi Guagu foram
alteradas em fun¢8o0 de melhoria na atividade de oviposi¢io e
eclosao de ovos® e o0 que se esta considerando como
temperatura controle pode nao ser precisamente o ideal para
os propdsitos deste trabalho.

Embora o0s fenodtipos nucleares normais, ou seja,
aqueles em que € exibido um ou mais de um cromocentros,
sejam predominantes tambem nos espécimes submetidos a
situagcao de choque, alguma variagd3o entre a frequéncia
destes pdde ser comprovada.

Sabe-se que em condigOes normais de
desenvolvimento, até o 38 estadio ninfal, os nudcleos dos
tubulos de Malpighi de 7riatoma infestans exibem quase que
exclusivamente um dnico cromocentro (MELLO, 1969, 19715 . A

# (RODRIGUES, V.L.C.C. - informacio pessoal, i979).



partir de ent3o passam a ser observados nicleos com mais de
um cromocentro em parte dessas células, originando-se de
nicleos com um cromocentro. Nada se conhece, no entanto,
quanto a causa motivadora da divis3o de um unico cromocentro
em wvarios outros (MELLO, 1976). Talvez haja alguma rela¢3o
com a ativa¢ao de alguns genes presentes na heterocromatina
como aventado por MELLO, (1976, 1978a), uma vez que, como
esta mesasma autora propOe, possivelmente algumas regides da
heterocromatina sejam codificadoras, por serem porgdes de
DNA n8o0 satélite repetitivo e se tornem ativas por ocasiio
da fragmentacdo do cromocentro unico em varios, alterando-se
assim o seu estado estrutural e possibilitando talvez a
expressao de algum gene .

Talvez, entio, a observa¢8o de que com o avango
do tempo pds-choque no grupo de insetos submetido a @°C por
12h tenha havido um percentual maior de nucleos com varios
cromocentros em vrelagdo aos demais fendtipos nucleares,
possa refletir uma tentativa de expressao génica como defesa

a situac¢do estressante.



2.Algumas consideracBes sobre o fendtipo

nuc lear ‘'descompactado’.

A descompactagcdo da heterocromatina encontrada em
alta percentagem nos insetos submetidos ao choque de
temperatura, eprincipalmente naqueles submetidos ao choque
hipertérmico, foi tambeém ja verificada no proprio [riatoma
infestany submetidos a outros tipos de “"stress” como o jejum
(ANDRADE & MELLO, 1987; MELLO, 1989; AMARAL & MELLO, 19%0),
tratamento com metais pesados (KUBRUSLY, 1984) e radiacio
gama (AL VARES-GARCIA, 1988).

0 fato desse fendtipo nuclear ter sido mais
frequente apds o0 choque hipertérmico do que apds o choque
hipotérmico € sugestivo de que o primeiro tenha maior
atuac30 no afrouxamento da cromatina e em especial, da
heterocromatina.

De qualquer modo, pode-se considerar que a esta
resposta do material cromatinico ao "stress', provavelmente
se relacione uma ativagao de genes silentes ai presentes
(MELLO, 1983, 1989, EISSENBERG et alii. 1985; ANDRADE &
MELLO, 1987, MELLO et alii, 1990).

Assim, embora cromocentros como o de V. infestans
contenham heterocromat ina constitutiva descrita como
predominantemente n3o codificadora (MELLO, 1971; 19764; 1978;
1983; MELLO & RECCO-PIMENTEL, 1987), provavelmente contenham

sitios capazes de serem transcritos (MELLO, 198B3; 198%9;



ANDRADE & MELLO, 1987; AMARAL & MELLO, 1989; MELLO, et alii,
1990) .

Se a1 estariam envolvidos genes H8P (AMARAL, 1988)
ativados por choque térmico ou outros agentes estressantes
(ATKINSON & WALDEN, 198S5; MELLO, 1989) € assunto para
investigag¢io futura, pois embora se tenham noticias desses
genes em areas heterocromaticas parece que sua express3o nao
seja induzivel por “stress” (LIS et alii, 1981, SOUTHGATE et
alii 1985).

A associacdo da descompacta¢3ao da heterocromatina
com atividade transcricional como resposta ao “stress”, ja
foi encontrada em outros sistemas como em Cromossomos
politénicos de larvas de Rhynchosciara americana submetidas
a choque de temperatura (SIMOES et alii, 1975) ou infectadas
por microsporideos (DIAS et alii, 1969), em células tumorais
de mama (SANDRITTER, et alii, 1974), e na heterocromatina
centromérica de alguns cromossomos dos anfibios Hyla
albopunctata e Aplastodiscus perviridis sob a ac3o de alta
radiotividade natural (FEITOSA, 1989).

Neste trabalho, a hipdotese de que regides de
heterocromatina de 7riatoma Infestans sejam capazes de
atividade transcricional como resposta ao choque teéermico,
foi sugerida nio apenas pela observa¢do visual da drastica
diminuigcao de coloracd3o do cromocentro em nicleos corados
por Feulgen mas também por sua resposta metacromatica apds

tratamento com clupeina.
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Ds resultados sugestivos da presenga de RNA nas
porgbes descompactadas da heterocromatina apos choque hipo-
ou hipertérmico, dado a que nestas regides o DNA sofre uma
perda ou vredugio na capacidade de ligagao a protamina,
merecem que se fagam agqul algumas consideracbes sobre as
moléculas envolvidas nas reacbes processadas assim como &e
teca um breve comentario quanto a especificidade do método.

As protaminas sa0 proteinas de baixo peso
molecular, extremamente basicas, muito ricas em arginina que
substituem as histonas na linhagem germinativa masculina
(BLOCH, 1949). A rique=a em arginina pode atingir niveis tdo

altos a ponto do polipeptideo poder ser considerado quase

uma poliarginina, Ttomo acontece em peixes do grupo do
salmao. Um tipo de protamina de 4.000 daltons, presente no
arenque®, & denominada clupeina.

Em situagio de dupla helice, o DNA devido a sua
conformagdao espacial, permite que moleculas de protamina
estabelegam ligaches eletrostaticas com 08 seus grupos
fosfatos 0 que nao ocorre com o RNA de fita simples ou com
o proprio DNA em transcricio. (WARRANT, 1978; BALHORN, 1982;
VIibalL, 1279 (Fig. 23).

As moléculas do corante azul de toluidina se ligam
eletrostaticamente aos grupos fosfatos do DNA ou RNA, desde
que disponiveis (LISON, 1955, 1940; MIURA & OHBA, 1947 ;

MELLO & VIDAL 1973b; MELLO et alii, 1978; VIDAL, 1987a).

% Peixe clupeideo de alto valor comercial (Clupea harengus)
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Desenho esquemdtico representando a interagao das
moléculas de protamina com cadeias de DNA na
cromatina. ApOs completa neutralizagio das
cadeias fosfodiéster, a repulsio eletrnstatica
normal entre os segmentos do DNA e eliminada e as

moléculas =80 mantidas juntas (RALHORN, 1982).



0 fenomeno de basofilia observado quando da
coloragiao por solucbOes de azul de toluidina € devido a
liga¢ao eletrostatica das moléculas deste corante a
moléculas anidonicas de um substrato. A basofilia € definida
como metacromatica para o caso do azul de toluidina, quando
hda deslocamento do pico principal da curva de absorgido
espectral, correspondente ao cromdforo, para um compramento
de onda mais curto (de &30nm para 5446nm) e simultaneamente
uma diminui¢i3o dos wvalores de absorbancia em 430nm
(revisbes em MELLO, 1976; VIDAL, 1987a).

Este fendomeno, acha-se intimamente ligado ao
empilhamento de moléculas do corante e proximidade entre
elas (BERGERON & SINGER, 1958; MIURA & OHBA, 1947; TOEPFER,
1970; MELLD, 1974; VIDAL, 1987a) (Fig. 24). Quanto mais
proximas entre si as moléculas do corante, formando dimeros,
trimeros, polimeros, malor sera a interagao entre os
eletrons ressonantes destas moléculas e consequentemente
maior sera o deslocamento de seu maximo de absor¢ao para
comprimentos de ondas mais curtos (BERGERON & SINGER, 1958;
MELLO, 1976; VIDAL, 1987a).

Moléculas como a clupeina, que competem com o azul
de toluidina pelos grupos fosfatos do DNA, quando
adicionadas experimentalmente em preparacOes de cromossomos
politénicos, ligam—-se a regibes cromossOmicas nao envolvidas
na producdo de RNA, bloqueando nestas porg¢bes o0s grupos

fosfatos disponiveis a liga¢c3o com moléculas de azul de



FIGURA 24.

Esquema apresentado por MELLO, (1990), mostrando
como ocorre a nivel molecular a evidéncia ou ni3o
do fendmeno de metacromasia.

Acima, a molécula do DNA encontra-se com muitos
de seus grupos fosfatos nd3o ligados a proteinas e
portanto disponiveis a ligacao com as moléculas
de azul de toluidina. A maior proximidade entre
as moléculas do corante e o seu empilhamento mais
perfeito provocarao um deslocamento do maximo de
absor¢3o para comprimentos de onda mais curtos e
0 resultado sera um material corado em violeta.
Abaixo, a molecula do DNA encontra-se com a
maioria de seus grupos fosfatos ligados a grupos
amina de proteinas e portanto as moleculas do
corante que se ligam ao DNA, se encontram muito
distantes umas das outras, havendo entao
deslocamento do maximo de absorgao para
comprimentos de onda mais longos, resultando num

material corado em verde.
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toluidina. Consequentemente a usual metacromasia que aparece
nestas regibes apds tratamento com este corante, € abolida
(VIDAL, 1979).

Além disso, moléculas de protamina ligam-se
preferencialmente a heterocromatina mais do que a
eucromatina, em células somaticas de Triatowa Infestans
(MELLO, 1985).

Partindo-se, ent3o, do principio que a nivel do
cromocentro descompactado de células de Triatoma Infestans,
estivesse havendo transcri¢cd3o como resposta ao choque
térmico, esperava-se que nessa regiao nuclear, tratada com
clupeina, e a seguir com solucdo de azul de toluidina pH
4,0, surgisse metacromasia. Os resultados foram positivos,
sugerindo que o DNA nesta regido n3o se encontra em dupla
fita e com isso provavelmente esteja havendo neste local uma
atividade transcricional como resposta ao choque de
temperatura. A metacromasia detectada nesse caso & mesmo
devida a ocorréncia de RNA, viéto ser abolida com RNase.

Sem duvida, a hipotese de transcri¢do a nivel do
DNA dos cromocentros teria uma comprovagcao mais direta se
fossem empregados recursos radioautograficos ou anticorpos
ant i—-mRNA.

Contudo, o emprego da clqpeina neste trabalho, foi
escolhido por ser um método citoquimico altamente confiavel,
embora indireto, relativamente barato, de facil execucdo e

disponivel no laboratdrio.
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CONCLUSSES

0 choque téermico interfere no desenvolvimento ninfal
diminuindo a frequéncia de mudas no periodo de 30 dias
pos—-choque e, particularmente a 409C, diminuindo tambem a

velocidade de avango desse processo de desenvolvimento.

Os choques hiper—- e hipoteérmico promovem alteracoes
fenotipicas nucleares nas células epiteliais dos tubulos
de Malpighi de ninfas do 42 estadio de Friatoma
infewtans, embora a maioria dos nucleos destas ceélulas
tenham mantido o aspecto fenotipico nuclear considerado
normal. Estas alteragdes, que também ja foram observadas
em outras situacOes de "stress” para o mesmo sistema,
consistem de nucleos gigsantes, vacuolizados,

descompactados e picndticos.

0s fendtipos vacuolizados e picnoticos, por serem de
carater degenerativo, contribuem para reducd3o no total de
nicleos das células epiteliais dos tubulos de Malpighi,
detectada principalmente um més apds o choque de
temperatura. A fusi3o de nucleos dando origem a unidades
gigantes, também €& um fator preponderante para a

ocorréncia deste fendOmeno.
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Os nucleos descompactados alcancam uma malior
representatividade nos insetos submetidos ao choque
hipertérmico sugerindo que este choque, em comparacao ao
hipoteérmico, exerce uma maior atua¢io no afrouxamento da

cromatina e em especial da heterocromatina.

Dentre as situacbes experimentais utilizadas neste
trabalho, o choque hipotérmico a @9C por 12h, apresenta
uma a¢ao mals deletéria no indice de sobrevivéncia dos
insetos e induz a ocorréncia de maior frequéncia de

vacuolizag¢cdes nucleares.

As variagcbes 1individuais de resposta ao choque de
temperatura em termos de wvariabilidade em tipos e
frequéncia de fendtipos nucleares alterados, encontradas
entre o0s 1ndividuos de um mesmo grupo submetido a uma
determinada condigcao experimental, evidenciam a
existéncia de insetos mais resistentes a uma agao

degenerativa que possa ser induzida pelo choque termico.
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As regides heterocromidaticas dos ndcleos das celulas
epiteliais dos tubulos de Malpighi, normalmente inativas
quanto A transcri¢8o, quando descompactadas por acao do
choque teérmico, apresentam disponibilidade de grupos
fosfatos livres do DNA, a ligac¢do com azul de toluidina,
porém n3o ligam com moléculas de clupeina, sugerindo que
neste local, esteja havendo uma atividade transcricional

como resposta ao choque de temperatura.
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RESUMO

Ninfas de 42 estadio do hemiptero Triatoma
infeséans Klug foram submetidas a choques de temperatura de
@OC e 40°C por ih e 12h e, sacrificadas 1© min-2h apds o
choque para andlise citologica de seus tubulos de Malpighi,
objet ivando-se investigar se esse tipo de “stress"”
promoveria ai, alteracBes fenotipicas nucleares. Buscou-se
de igual modo, analisar as ninfas que retornaram as
condicOes controle (3@9C), durante 3 dias e { més apds o
choque.

Além disso, determinaram-se as frequéncias
relativas dos fendtipos nucleares das células epiteliais dos
tibulos de Malpighi de cada individuo. Concomitantemente,
verificou-se a influéncia do agente estressante na
sobrevivéncia e muda do inseto em estudo, no periodo de 30
dias.

Evidenciaram-se, assim, n3o0 apenas 0s mesmos
fendtipos observados no material controle (nicleos com 1, 2
e wvarios cromocentros), mas também nucleos vacuolizados,
gigantes, picnoticos e com cromocentro parcialmente ou
totalmente descompactado.

Constatou-se também uma grande variabilidade na
resposta ao ‘“stress"” em tipos e frequéncias de fendtipos
nucleares nos individuos de um mesmo 9Qrupo, ou quando

comparados entre 81, nos diferentes experimentos
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considerados.

Em termos da sobrevivéncia e indice de muda dos
insetos analisados durante o periodo de 3@ dias pos-choque,
observaram~-se alteracbOes no desenvolvimento ninfal em todas
as condigdes experimentais estudadas, reduzindo-se a
frequéncia de mudas em relagd3o ao controle e no caso do
choque a 40°C, a velocidade de avanco desse processo . No
entanto, apenas o choque hipotérmico durante 12h 1nduziu uma
sensivel queda na curva de sobrevivéncia destec insetos.

Em relacio a descompactagdo cromatinica sugerida
em alguns casos com a agao do “stress”, detectou-se que
ireas heterocromaticas, quando descompactadas, apresentam
disponibilidade de grupos fosfatos livres do DNA a ligac¢do
com azul de toluidina poreém ni3o a liga¢do com clupeina. Isto
sugere ser consequéncia de uma possivel atividade

transcricional induzida pelo choque de temperatura.



SUMMARY

Fourth instar nymphs of the hemiptera T7riatoma
infestans Klug were submitted to thermal shocks at @9C and
40°C for 1 and i2 hours, being sacrificed from 10 minutes to
2 hours after the shock treatment for cytological analyses
of their - Malpighian tubules. The objective was to
investigate if this type of stress would promote alterations
in the nuclear phenotype. Nymphs which had been returned to
the control conditions (309C) for 3 days and {1 month after
the shock treatment, were analyzed in the same way.

In addition, the relative frequencies of the
nuclear phenotypes of epithelial cells of the Malpighian
tubules in each individual were determined, and at the same
time the influence of the stress agent on the survival and
moulting of the insect under study during a 30-day period.

It was found that not only the same phenotypes
observed in the control material (nuclei with {, 2, and
several chromocentres) appeared, but also vacuolized, giant,
picnotic nuclei, and with the chromocenters partially or
completely unravelled.

Between ind ividuals of the same aroup,
considerable wvariation in the reaction to stress was noted
with respect to types and frequencies of the nuclear
phenotypes. When compared between themselves, considerable

variation appeared in the different experiments considered.
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With respect to the survival and moulting index of
the 1insects analyzed during the 30-day post shock period,
alterations in nymphal development were aobserved in all the
experimental conditions studied, reducing the frequency of
moulting as compared to the control, and in the case of
shock at 409C, the speed of progression of this process.
However, only 12 hours of hypothermal shock 1induced a
measurable drop i1n the survival curve of these insects.

With respect to chromatin unravelling, suggested
in some cases due to the appliction of stress, it was shown
that heterochromatic areas, when uncompacted, presented free
phosphate groups of the DNA, available +for binding to
toluidine blue, but not to clupeine. This could be a
consequence of possible transcriptional activity induced by

the thermal shock.
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