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1 INTRODUCAOQO

A maioria dos sistemas bioldgicos responde s alteragdes ambientais es-
tressantes através de uma série de mudangas metabdélicas, supostamente protetoras.
Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas na intencao de se investigar as carac-
teristicas dessa capacidade de resposta, e de se obter um melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos em sua elaboracao.

Sob o enfoque académico, dois fatores bésicos podem ser destacados
como determinantes do interesse pelo tema. Sao eles:

» A notdvel conservacao da resposta a estresses ao longo da histdria filogenética
das espécies, bem como sua universalidade, sugerindo uma importancia funda-
mental para tais caracteristicas; e

e A intrigante comunicagao entre o aparato genédtico e o ambiente, envolvendo
todo um complexo mecanismo, desde a deteccao da mudanca até a elaboracao
da resposta, trilhando intmeros processos de regulacio da atividade génica

(BONATO & JULIANI, 1987).

Dentre os diversos exemplos de agentes estressantes, o choque hiper-
térmico pode ser definido como uma elevagao de temperatura a qual as células de
diferentes organismos respondem, de maneira bastante similar, alterando sen pa-
drao de transcrigao génica e sintetizando, transitoriamente, uma série de proteinas.
Embora se estudem, desde muito tempo, os efeitos da temperatura sobre o homem
e os demais seres vivos, as pesquisas, controladas e sisterndticas, sobre a tesposta
ao choque térmico remontam apenas 4 década de 60. O irabalho pioneiro na drea
foi desenvolvido por Ferruccio Ritossa, em 1962, tendo sido nele demonstrado que o
padrao de pufes caracteristico de determinada fase do desenvolvimento de Drosophila

2-4 dinitrofenol ou ainda salicilato de sédio. Desde entao, outros pesquisadores vém
demonstrando tal ocorréncia em outras espécies (BERENDES, 1968; ASIIBURNER,
1970; LEENDERS & BERENDES,1972).

As proteinas sintetizadas sob acao do choque térmico sio chamadas
hsp (do inglés: heat shock proteins) e muitas vezes seu surgimento se associa 2
repressao da sintese protéica “normal” (LOOMIS & WHEELER, 1980; McALISTER
& FINKELSTEIN, 1980; HAUSER & LEVY-WILSON, 1981; KEY et alii, 1081;
BASZCZYNSKI et alii, 1982; ARRIGO & WELCIH, 1987: BONATO & JULIANI,
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1987; SOMERS et alii, 1989; RUDER et alii, 1989}, A alteracio no padrao de
transcricio e de tradugso relacionads 3 hipertermia fo; inicialmente detectada em
Drosophily me!anogaster, por Tissieres e colaboradores (1974), os quais notaram g
bresenca de novoeg pufes. A partir de entio oytras constatagoes de sintese de hsp
foram também fejtas em leveduras (McALISTER ot alii, 1979), fungos (FRANCIS
& LIN, 1980; CURLE & KAPOOR, 1988), vegetais (BASZCZYNSKI et alii, 1982,
YACOOB & FILION, 1986); aveg (KELLEY & SCHL.’ESINGER, 1978, ATKINSON.
1981; ATKINSON et alij, 1983, NAGATA ot alii, 1 a84) e mamiferog (THOMAS ot
alii, 1981; WELCH & SUHAN, 1985).

A sintese de hsp ¢ também indugida PO outros estimulos nocivos
que nao o choque térmico, tais come arsentto de sédie (NaAs0,) (JOHNSTON
et alii, 1980, KOTHARY & CANDIDO, 1982), privacae tempordria de oxigénio
(SACHS & FREELING, 1978; THOMAS et alii, 1981), etano] (HAMMOND et
alii, 1982, MINTON et alii, 1982, LINDQUIST, 1986; MIZZEN & WELCH, 1988),
analogos de aminoécidos (KELLEY & SCHLESINGER, 1978, HAMMOND et alii,
1982; MINTON et alii, 1982: MIZZEN & WELCH, 1988), fons de metais pesados
(HAMMOND et alij, 1982; MINTON et alii, 1982 ATKINSON, 1983, MIZZEN
& WELCH, 1988), inibidores de fosfnréia.r_;fé,n oxidativa e da transporte de elétrons
(THOMAS ot alii, 1981), horménies esterdides. ionsforos. agentes quelanfes o 4
guns DNAs e RNAs de virus (LINDQUTST, L986). Fsies agentes estressantes podem

também induzir 5 producio de outras proteinas. semelhantes js hsp (.A_TKINSON._

Existemn indicacdes de que os genes para as varias hsp sio OXPressog
independentemente. Sua regulacio envolve mecanismos atuando 4o nivel transcri-
cional e pés—transcricionai, Pressupondo sey 4 Fesposta ao estresge um evento corm.
plexo, onde Eenes particulares SXpressados pela cdlyly podem depender dq tipo de
estresse ocorrido, do estado de diferencia(_;éi,o celular ou de tipo de célula considerado,
(LINDQUIST, 1980; ATKINSON, 1981; ANANTHAN et alii, 1986, ATKINSON ot
alii, 198s6; AUJAME, 1986, 1988; BASZCZYNSKI. 1986; DR, BENEDETTL 1986
a,b; DUBAND et alii, 1986; CEJ,is et alif, 1988). Além disso, pode-se verificar
expressao da maiorig das hsp durante alguma fase do desenvolvimente do organismeo.
en temperaturag normais. Isto pode ser indicativo de sey envolvimento ne processo
de degradacao de proteinag denaturada.e, com funcao similar aquela possivelmente
exercida soh choque térmico. Portanto, wm dos caminhos bara a compreensio de
€omo estas proteinas atuam na defesy (e células submeiidas a hipertermia. oy qual-
quer outro tipo de agressao, serig elucidar sias funcoes emn céhilas nijo termossensi.



bilizadas (BONATO & JULIANI, 1987; LITTLEWOOD et alii. 1987), Ontra alter-
nativa no sentido de se determinar o cardter funcional das hsp vem sendo abordada
através de clonagem e segilenciamento dos genes que as codificam e de isolamento
e caracterizacao de mutantes defeituosos com respeito & estrutura dos seus genes
(SCHLESINGER, 1986).

Na tentativa de estabelecer o papel das hisp na defesa celular al-
gumas fungoes lhes foram atribuidas. Uma delas seria reconhecer certas regioes
das moléculas de proteinas desnaturadas pelo calor e, ligando-se a elas, impedir a
formagao de precipitados insolaveis e potencialmente danosos & célula (BONATO &
JULTIANI, 1987); ou ainda, manter as atividades metabélicas bésicas necessarias a
sobrevivéncia (THOMAS et alii, 1981).

MINTON e colaboradores (1982) propéem um curioso cardter de pro-
tegao para as hsp, resultante simplesmente de sua propria sintese, antes de uma
eventual funcdo ativa. A intensa sintese das hsp sob condigoes de estresse, culmina
em um aumento no volume total de proteinas da célula, e conseqiientemente em um
aumento na tendéncia destas proteinas & autoassoriacin, O estabelecimento de infe-
ragoes intramoleculares inespecificas e casuais requer. portanto, uma energia de ativa-
cao mais elevada para conversdao de protefnas “normais” em proteinas desnaturadas,
limitando, por um fator fisico, os danos causados as células pela presenca de proteinas
danificadas pelo estresse.

Por outro lado, uma recente proposta para acao de uima das principais
familias de hsp, as 70, seria a de um papel na estabiliza¢ao de substratos protéicos
em processo de maturacdo, principalmente no que se refere i conformacao e auto-
associagao destes (FLYNN et alii, 1989; BECKMANN of alii, 1990).

Além das hsp “convencionais” acima referidas, existem relatos da
sintese de hsp “especiais” que diferem das primeiras pelas segitintes peculiaridades:
sao rapidamente induzidas sob temperaturas elevadas, e nio sob outras condicoes
de estresse; sua sintese é insensivel & acio da actinomicina, a qual bloqueia o apa-
recimento das “convencionais”; e associain-se esiritamente 2 fracao matriz nuclear
- filamentos intermedidrios, nao sendo portante enconiradas em todas as fracoes
subcelulares (REITER & PENMAN, 1983; ORNELLES & PENMAN. 19090},

Quando expostas a temperaturas suficientemente altas as células mor-
rem, em virtude da perda irreversivel da estrutura protéica vital e de suas funcoes
associadas; inibigdo da sintese de DNA, RNA e proteinas (MONDOVTI et alii, 1969;
McCORMICK & PENMAN, 1969; PRIMME'T'T et alii, 1988; VIDAIR & DEWEY,
1988}; aumento na permeabilidade da membrana (DEWEY et alii, 1977: STROM et



alii, 1973); mudangas na respiracio e glicélise {(DICKSON & SHAM, 1972) e libera~
cao de hidrolases dos lisossomos (OVERGAARD, 1976). No entanto, se as células sao
submetidas a temperaturas elevadas, mas nao letais, ou a breves exposicoes a tempe-
raturas letais, seguindo-se um periodo de recuperagao, elas passam a exibir wma taxa
de sobrevivéncia dramaticamente aumentada para subseqlientes exposicoes. Fste
fenémeno transitério (diferente da resisténcia ao calor herdada geneticamente) é co-
nhecido como “aquisi¢io de termotolerancia”, sendo variavel de acordo corm o tipo de
célula e fase do ciclo celular, podendo ser dependente da producao qualitativa e quan-
titativa de hsp, e também ser induzido por outros agentes estressantes (MINTON
et alii, 1982; FOX et alii, 1985; MIZZEN & WELCH, 1988: WELCH & MIZZEN.
1088).

Do ponto de vista de aplicacao de conhecimentos na drea de estresse
por choque de temperatura destacam-se esforcos crescentes, principalmente na medi-
cina e na agricultura. No primeiro caso, a elevacao de temperatura. que, isoladamente
e de maneira controlada, pode nao produzir quebras detectiveis no DNA, nem tao
pouco alterar os niveis de quebras por uma irradiacio subseqliente, pode, no entanto,
reduzir a taxa e a extensao do reparc. Esta verificacdo, somada ao fato de que
células transformadas sdo mais susceptiveis & elevacio de temperatura que as nao
transformadas, possibilita o uso da hipertermia como adjunto clinico & radioterapia e
a quimioterapia (LUNEC et alii, 1981; WARTERS & STONE, 1983; ROTI et alii,
1986; BONATO & JULIANI, 1987; BARBE et alii, 1988; BAKER et alii, 1988;
FAJARDO et alii, 1988; KAMPINGA et alii, 1988: LING & ROBINSON, 1988;
WALTON et alii, 1989). J& na agricuitura o fenémeno de termotolerancia pode
ser utilizado para o desenvolvimento de plantas que resistant a temperaturas cada
vez mais elevadas, aumentando assim a produtividade agricola (LINDQUIST, 1980;
BONATO & JULIANTI, 1987).

Considerando-se as ohservagoes ao nivel citolégico que acompanham
a resposta ao choque térmico, foi relatado para fibroblastos de embriio de galinha
o aparecimento, nessas circunstéancias, de pequenas particulas citoplasmdticas muito
densas, contendo protefnas de estresse de baixo peso molecular (COLLIER et alii.
1988). J4 em fibroblastos de embrides de rato o tratamento hipertérmico conduziu a
alteragoes morfolégicas e reposicionamento de mitocdndrias, fragmentacao e/ou desa-
parecimento do reticulo endoplasmadtico e do complexo de Golgi, colapso e agregacao
de filamentos intermediarios ao redor do niicleo, deteccio de estruturas fibrosas cir-

culares no interior do niicleo, bem como mudancas no estado de condensacao do
nucléolo (WELCH & SUHAN, 1985).



Embora ndo se possa estahelecer uma correlacao direta entre a injiria
mitocondrial e a morte celular (j& que a diminuicao na producao de energia devida ao
choque térmico ndo afetaria fundamentalmente a viabilidade celular) estudos realiza-
dos com células de ovirio de hamster chinés demonstraram a acorréncia de inchaco
das mitocéndrias, difusio e dissociacio de suas membranas internas, alteracao de
pH e potencial de membrana, e perda da integridade dos complexos enzimdticos de
membrana (COLE & ARMOUR, 1988).

Em células HeLa, como conseqiiéncia do choque térmico, tém sido
verificadas a perda parcial do componente granular do nucléolo, a inibicao parcial
da sintese e metabolizacdo do precursor ribossomal 455, o aumento no nimero de
granulos de pericromatina e de estruturas filamentosas no ntcleo, a desestruturacao
dos polissomos e 0 aumento no ntmero de lisossomos. Um subseqiiente periodo de
manutengao das culturas em temperatura normal (37 °C ) restaura as caracteristicas
observadas em células controle, com excecio do niimero aumentado de lisossomos
(HEINE et alii, 1971).

Em condicdes de choque térmico tem sido relatada descompactacao
cromatinica, sugestiva de ativacio génica, mesmo a nivel de heterocromatina, em
diferentes sistemas celulares (DIAS et alii, 1960: SIMOTS of alii, 1975; SIMOES
& CESTARI, 1982; DANTAS et alii, 1989; DANTAS & MELLO, 1990). Apesar
disso, nao se encontra relato de mudancas na estriutura bhisica da cromatina soh
essas circustincias (WHEELER & WARTERS, 1082; WARTERS & STONF. 1984;
McCONNELL et alii, 1987).

Em céhilas em cultura de Drosophila, bem como em células de mami-
feros, durante a resposta ao choque térmico sio produzidas proteinas que em larga
escala se confinam ao nicleo (LEVINGER & VARSHVSKY, 1981: WIHEELER &
WARTERS, 1982; WARTERS & STONE, 1984; LITTLEWOOD et alii, 1987}, Es-
sas proteinas, que aparecem no interior dos niicleos como efeito do choque térmico
e que se caracterizam por forte resisténcia a solucoes salinas altamente concentradas
(LEVINGER & VARSHAVSKY, 1981; LITTLEWOOD et alit, 1987), nao se asso-
ciam diretamente aos nucleossomos (LEVINGER & VARSHAVSKY, 1981). Pare-
cem representar parte de uma estritura intranuclear nio exclusivamente periférica
(lamina densa interna), participante tamhém de uma matriz nuclear ou ¢ arioesgueleto
que circundaria o nucléolo e que possivelmente atingiria o seu interior (LITTLE-
WOOD et alu, 1987). Os agregados protéicos desse carjoesqueleto teriam uma
tendéncia a se estabilizarem ou se tornarem rigidos sob o estresse térmico (Me-
CONNELL et alii, 1987). Foi atribuida a eles a fungao de preservar a organizagao



espacial da cromatina transcricionalmente ativa (LEVINGER & VARSHAVSKY.,
1981).

Qutra alteragdo ao nivel nuclear associada ao choque térmico tem sido
o aparecimento de granulos de pericromatina, considerados uma forma de estocagem
e/ou de transporte de alguns tipos de mRNA complexados a proteinas fosforiladas
(HEINE et alii, 1971; PUVION et alii, 1977).

Pressupondo-se que o choque térmico possa acarretar mudangas na.
distribuigdo e no estado de agregacio de macromaléculas, principalmente protéicas.
no interior dos nficleos e ao seu redor, é de se supor tamhém que. acontecido esse
fato, este se reflita no padrao de distribuicio de nassa seca em célalas sob tais cir-
cunstancias. Sendo isso verdade, preparados de células nio coradas, observadas a mi-
croscopia de interferéncia revelariam diferentes padraes de ima gens de interferéncia,
apés um choque de temperatura. Isto porque o sistema interferométrico transforma
as variagoes de intensidade e de fase emn variacoes de cores, gerando imagens carac-
teristicas e permitindo a determinacao da distribuicio de massa seca das células. O
principio basico para o fornecimento de tais informaches é a existéncia de uma relacao
direta entre a concentracdo de uma solucio e seu indice de refracao (BURRELLS,
1961).

Alteragoes em tamanhos e morfologias nucleares e nucleolares pode-
riam também se achar envolvidas em tais casos (WELCH & SUHAN, 1985},

No presente trabalho procurou-se. portanto, investigar tais possibi-
lidades, usando-se como modelo de estudo células HeLa submetidas a diferentes
condigoes de hipertermia e também em situacdes de retorno 3 temperatura controle,
apés terem sido submetidas ao choque.

Foram assim estudados comparativamente, nas condigoes descritas:

1. as morfologias celulares, nucleares e nucleolares ohserviveis ao microscopio de
luz;

2. os tamanhos nucleares e nucleolares determinados por métodos morfométricos:

3. os valores de indice mitético e de micronucieacio como ind icadores, respectiva-
mente, da agao cicloativa e clastogénica do agente estressante;

4. as imagens de interferéncia para as células, indicativas do seu padrao de dis-
tribuicao de massa seca;



5. os efeitos de tratamento com uma solucio salina altamente concentrada sobre
o padrao de distribuicao de massa seca do material.

A escolha de células HeLa se baseou no fato de serem elas um dos
mais usados e conhecidos exemplos de iinhagem celular humana transformada, sendo,
portanto, de interesse dados aqui levantados, que possam ser comparados a resultados
futuramente obtidos em outras células, transformadas ou nao, humanas ou de outros
organismos.

b |



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foram utilizadas células da linhagem Hela, rotineiramente em cultura
no Departamento de Microbiologia do Instituto de Biologia da UNICAMP e prove-
nientes da Segdo de Cultura de Células do Instituto Adolpho Lutz de Sdao Paulo.

2.2 Meétodos
2.2.1 Cultura de Células

O cultivo das células foi feito ern meio de cultura RPMI/ 1640 (Flow
Laboratories, Inglaterra}, suplementado com soro fetal bovino (Microbiological, R.J)
a 10%, sem antibiéticos.

Os repiques eram realizados, normalmente, a cada 4 dias, e por ocasiao
destes procedeu-se a semeadura, da seguinte forma:

¢ Remocao e descarte do meio de cultura contido nos frascos onde as células
cresciam;

* Adicao de solugdo salina (Fazekas) para remocio de células mortas, seguida de
descarte do fluido:

» Tratamento com solucdo enzimética - tripsina/EDTA (ATV) - Instituto Adolpho
Lutz, SP. (1 ml / 5 cm® de superficie de cultural;

» Ressuspensao das células em 5 ml de meio de cultura:

* Observacao da suspensao em camara de Neubauer, para calculo da quantidade
aproximada de células na suspenséo:

» Distribuicao da suspensao celular em tubos de Leighton contendo, em suas
camaras, laminula com dimensdes de 11x22 mm. A suspensio distribuida {1 ml
para cada tubo) foi balanceada de tal forma que cada mililitro de SusSpensio
continha por volta de 1.10° células;

e Incubagao em estufa de cultura New Brunswick Scientific model C0O-20, a
37 °C , atmosfera tmida contendo 5 % de CO,, por 16 horas.



A execucao das etapas mencionadas se deu sob fluxo laminar horizon-
tal Veco modelo ULFS-12 série FC 364 utilizando-se material estéril.

O método de cultivo descrito é o rotineiramente utilizado no Depar-
tamento de Microbiologia da UNICAMP.



2.2.2

Choque Térmico

Apés a semeadura, as células Hela foram submetidas a, choque térmico,

tendo sido montado o seguinte esquema experimental:

Tratamentos
Situacdo Cultive Choque Choque Recuperagao
Experimental Inicial térmico | térmico
37°C 1 40°C | 43°C 37 °C
HS1 16h th - -
HS2 16h 1h - 4h
C1 16h - - -
C2 21h - - -
HS1* 16h - 1h -
HS2* 16h - 1h 4h
cr 16h - - -
C1-1* 17h - - -
Ca* 21h : - -

HS1 - grupo tratado 1: 16 horas apos a semeadura, as células foram submetidas
a choque térmico, em banho-maria a 40 °C , durante 1 hora, e entao fixadas.

HS2 - grupo tratado 2: as células foram tratadas como descrito para HS1, mas
apods o choque térmico, os tubos retornaram & estufa a 37 °C . por 4 horas
{(“recuperacao™), apés o que se processou a fixacao das células.

C1 - grupo controle 1: células fixadas 16 horas apds a semeadura (controle de
HS1).

C2 - grupo controle 2: células fixadas 21 horas apds a semeadura {controle de

HS2).

HS1* - grupo tratado 1*: 16 horas apos a semeadura, as células foram sub-
metidas a choque térmico, em banho-maria a 43 °C , durante 1 hora, e entao
fixadas.
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o HS2* - grupo tratado 2*: as células foram tratadas como descrito para HS1%,
mas apos o choque térmico, os tubos retornaram A estufa a 37 °C , por 4 horas
{“recuperacio”), apés o que se processou a fixagdo das células.

e C1* - grupo controle 1*: células fixadas 16 horas apds a semeadura (controle
de HS1%).

e C1-1*-grupocontrole 1-1°*; células fixadas 17 horas apos a semeadura (controle

de HS1%).

e (2% - grupo controle 2*: células fixadas 21 horas apés a semeadura (controle

de HS2%).

A escolha das temnperaturas de choque, consideradas moderada (40 °C )
e mais drastica {43 °C ), se baseou nas observacdes e consideracdes de Heine e cola-
boradores {1971).

2.2.3 Fixacdo dos preparados

Os monoestratos celulares foram fixados numa mistura de etanol abso-
luto e acido acético glacial, na proporcao de 3:1, por T minuto, A segiir o material
foi lavado em etanol a 70 %, por 2 minutos, ¢ deixado secar ao ar, a temperatura
ambiente.

Os preparados destinados & observacao em microscépio de interferéncia
foram fixados em paraformolglutaraldeido, por 30 minutos, a seguir lavados em dgua
destilada por 10 horas, e deixados secar ao ar, & temperatura ambiente.

2.2.4 Métodos de coloracio

Parte do material foi corada com azul de toluidina segundo método de
Vidal (MELLO & VIDAL, 1980) e parte submetida 3 reacio de Feulgen.

Para a coloragdo com azul de toluidina fo utilizada solucéo do corante
a 0,025 %, em tampao Mcllvaine a pH 4.0. A coloragao se processou por 15 minutos
e foi seguida de rdpida lavagem em &4gua destilada e secagem ao ar, diafanizacao
em xilol e montagem em balsamo do Canadi {(np == 1,54). Em alguns preparados
a coloragao foi precedida por tratamento com RNase (Sigma) a 0,1 % em solucio
aquosa, por 1 hora, a temperatura de 37 °C! .



No material submetido & reacao de Feulgen a hidrélise se processou e
HCl 4N, a temperatura de 25 °C sendo segnida por rapido banho em HC1 0,IN gelada.
Os tempos de hidrélise variaram de 70 a 105 minutos, pois se testava encontrar o
tempo 6timo de depurinacio (MELLO & VIDAL, 1978), tendo sido este detectado
como 90 minutos para todas as situagdes investigadas.

O tratamento com reativo de Schiff foi efetuado & temperatura ambi-
ente, por 40 minutos, seguindo-se 3 banhos, de 5 minutos cada, em agua sulfurosa
(metabissulfito de sédio: HCI 1N: dgua destilada, 1:1:18) recém-preparada. A seguir o
material foi lavado em dgua destilada, por 2 minutos e desidratado em série etanélica
a partir de etanol a 70 %. As passagens em &lcool a 70 % e 95 % foram de 1 minuto:
Jja as duas passagens em dlcool 100 % foram de 2 minutos cada. A diafanizacao foi
realizada em xilol, por 10 minutos e a montagem foi feita em bdlsamo do Canads.

2.2,5 Observagdes MorfolGgicas

As observagoes de morfologia foram realizadas em células coradas com
azul de toluidina, bem como em células nio coradas e examinadas em microscopia
de interferéncia.

Indices mitéticos, ndmero de niicleos por célula ¢ niimero de nucléolos
por nicleo foram estimados em campos microscOpicos escolhidos ao acaso nos prepara-
dos corados com azul de toluidina.

O percentual de microntcleos foi detectado em preparados submetidos
a reacao de Feulgen.

A excecac das observacoes de microscopia de interferéncia, todas as
outras foram realizadas em microscépio de luz comum, binocular, Zeiss. As fotomi-
crografias foram obtidas em fotomicroscépio Zeiss, usando-se filme negativo Panato-
mic X.

2.2.6 Cariometria e Nucleolometria

A partir de negativos fotogréficos, a imagem dos nticleos e dos nucléolos
corados com azul de toluidina a pH 4.0 foi projetada com auxilio de um ampliador
fotografico (em aumento final de 2600x) sobre papel milimetrado. O contorno dessas
imagens, bem como o de um padrao de drea foram entio desenhados. As dreas
nucleares e nucleolares foram a seguir determinadas com bhase na area projetada

(MELLO & VIDAL, 1980).
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Os valores de drea nuclear total e areas nucleolares foram distribuidos
qegundo histogramas de freqiiéncia, numa escala de valores em progressao geométrica
(PALKOVITS & FISCHER, 1968) e em diagramas de dispersao (VIEIRA, 1980).

Foram também aplicados testes estatisticos compativeis aos dados
obtidos, visando-se comparacdes entre as diferentes situagoes experimentais.

2.2.7 Microscopia de Interferéncia

O exame das células, visando-se detectar alteracoes no sen padrio
de distribuicao de massa, foi realizado em fotomicroscépio Pol-Interferential Zeiss.
utilizando-se objetiva Pol-Int.11 40 / 0.65 ¢ condensador compativel & objetiva,

Os preparados foram imersos em solucao salina de Fazekas cujo indice
de refracao (np = 1,3341) foi determinado em refratémetro, segundo Abbe, de fabri-
cagao Zeiss.

Apés observacoes e fotografia das imagens, os mesmos preparados
foram tratados com solu¢do de NaCl 2M por 1 hora, lavados em solucao salina de
Fazekas, de novo montados nesse meio ¢ reobservados. Este procedimento visou de-
terminar alguma suscetibilidade de extracio de proteinas com o tratamento salino
(LEVINGER & VARSHAVSKY, 1981; LITTLEWOOD ot alii. 1 ORT}.

As imagens foram fotografadas em filme negativo Kodacolor Gold 100.
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3 RESULTADOS

3.1 Aspectos morfolégicos celulares

A observagao dos preparados, sejam controles ou experimentals, cora-
dos com azul de toluidina, indica a ocorréncia nos mesmos de diferentes fendtipos
celulares, caracterizados por forma triangular, fusiforme, alongada, esférica e poli-
gonal (Figs. 1-4). Estes diferentes fenétipos celulares sio também identificados em
monoestratos celulares ndo corados, em observacio ao microscépio de interferéncia
(Figs. 25 a 38).

Nas diferentes situagoes sao encontradas também células em divisao
(Fig. 2) e células gigantes (Figs. 4-6). Com referéncia ao ndmero de ntcleos.
sao encontradas células predominantemente mononucleadas (Tabela 1), mas ocor-
rem também células binucleadas e multinucleadas (Figs. 5 e 6). Os niicleos exibem
um, dois ou mais nucléolos (Figs. 1-9), sendo a presenca de um #inico nucléolo a mais
freqiiente {Tabela I). Microndcleos picnéiicos (Fig. 3) e nao picndticos acham-se
também presentes.

Tanto no citoplasma como no niicleo dos vérios tipos celulares é de-
tectivel o fenémeno de metacromasia. tipo de basofilia devido ao grait de empilha-
mento das moléculas do corante ligadas ao substrato e & proximidade entre as mesmas,
e caracterizada por um pico de absor¢io ao redor de 550-580 nm (LISON, 1960; VI-
DAL, 1975, 1987; MELLO, 1976, 1982, 1983; MELLO & VIDAL, 1977 MELLO et
alii, 1978; SIMONI & MELLO, 1986). No entanto, de modo geral, o citoplasma nao
se cora homogeneamente, havendo 4reas com aspecto “vacuolizado”, sem afinidade
pelo azul de toluidina a pH 4.0 (Figs. 1-9).

14



Figs. 1 a 4 - Células HeLa (C1) coradas com azul de toluidina a pH 4.0. Sio
observados diferentes tamanhos e formas celulares. Observam-se também mitose
(Fig.2, seta), niicleos de diferentes tamanhos e com 1,

2 (Fig. 3) ou vérios nucléolos
(Fig. 4), microntcleo picnético (Figs. 1 e 3)

e célula gigante (Fig. 4). x400.
/’; .
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Figs. b e 8 - Células HeLa (HS2) coradas com azul de toluidina a pH 4. O, onde
se destaca a presench de massa sincicial (seta). 5. x200; 6. x500.
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Nas diferentes situagoes de hipertermia foi verificado, em algumas
células, o actimulo de substincias reativas ao azul de toluidina proximas aos bor-
dos celulares e muitas vezes predominancia de dreas niio reativas ao azul de toluidina
circundando os nicleos (Fig. 7 - 9). O material citoplasmaético reativo ac azul de
toluidina mostrou tratar-se de RNA, uma vez que é digerido por RNase. Prefe-
rencialmente na condigio experimental de choque térmico foram encontradas células
cujo bordo apresentava diversas expansdes citoplasméticas projetando-se para o meio
exterior e mesmo se desprendendo das células (Fig. 7 -9). Esta situagdo aparecen
com freqiiéncia muito mais acentuada quando o choque térmico a que as células Hel.a
foram submetidas se deu a 43 “C (HS1%).

Excetuando-se a observagao de que o choque térmico induziu reducao
no indice mitético, ndo recuperdvel apés 4 horas de cultivo a 37 °C . os percentuais
de células com diferentes nimeros de nicleos e, de niicleos com diferente niimero de
nucléolos aparentemente nao foram afetados pelo choque (Tabela I).

Quanto a presenca de microntcleos, esta parece ser ligeiramente mais
elevada nos preparados que foram submetidos ao choque, especialmente a tempera-
tura mais elevada, ndo havendo também diminuicio em seu percentual até 4 horas
apos o retorno & temperatura de 37 °C {Tabela 11}.
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Tabela I - Dados referentes a células HeLa submetidas a choque hipertérmico e
coradas com azul de toluidina (pH 4.0).

Situagoes n L.M. | células nucleadas (%) | nucléolo/nicieo {93}

Experimentais % | mono | bi [ muolti 1 i 2 ‘ =2
C1 1001 | 0,80 ] 933 [57] 10 [63.0]257] 11.3
C1* 1001 | 2,10 | 972 | 2.2 0.6 51.3 127,91 20,8
C1-1# 1013 | 0,99 ] 974 | 2.2 0.4 46,1 | 280 25,8
HS1 1017 10,39 | 96,5 | 2,7 08 | 675260 6.5
HS1* 1001 0 1,0 | 97,9 |14 0,7 51,1 1 29,1 | 19,7
C2 1018 | 0,49 | 958 35| 0,7 672|258 7.0
c2* 1015 | 4,43 ] 98,7 11,3 - 31,11 25,5 43,4
HS2 1017 1 0,10 | 96,5 [ 2.9 0.6 67,5 | 24.4 3,1
HS2* 1007 | 0,38 | 98,9 | 1.1 - |60,71197] 196

C1 - controle de HS1 (16 h / 37 °C );

Ci1* - confrole de HS1* (16 h / 37 “C };

C1-1* - controle de HS1* (17 h / 37 °C \:

c2 - controle de HS82 (21 h / 37 °C );

c2* - controle de HS2" (21 h / 37 °C );

HS1 - choque (16 h / 37 °C + 1 h /40 °C ),

Hs1* - choque (16 h / 37 °C + 1 h /43 °C );

HS2 - “recuperagao” (16 h /37°C 4+ 1 h /40°C + 4 h /37 °C);

HS2* - “recuperagao” (16 h /37°C +1h /43°C +4h /37°C);

I.M. - indice mitético;

n - nlmero de células contadas.
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Tabela 1I - Micronucleacao em células HeLa ap6s choque hipertériico.

Situagoes nimero de células | micronicleos
Experimentais contadas %
Ci 1067 0,94
Ci# 1038 2,22
C1-1% 1028 2,28
HS1 1057 1.23
HS1* 1077 3.06
C2 1016 2.56
C2* 1025 1,17
- HS2 1073 2,33
HS2* 1067 4,06
HS1 - choque (18 h / 37 °C + 1 h / 40 °C );
C1 - controle de HS1 (16 b / 37 °C );
HS2 - “recuperacao” (16 h /37°C -+ 1 h /40°C + 4 h / 37°C ),
C2 - controle de HS2 (21 h / 37 °C };
HS1* - choque (16 h / 37 °C + 1 h / 43 °C );
a1* - controle de HS1* (16 h / 37 °C );
C1-1* - controle de HS1* (17 h / 37 °C );
HS2* - “recuperagdo” (16 h /37 °C + 1 h /43°C +4h /37 °C )
C2* - controle de HS2% (21 h /37 “C ).

3.2 Areas Nucleares e Wuclenlares

Os valores de drea nuclear e de drea nucleolar nas células HeLa controle e
submetidas ao choque térmico, distribuidos segundo histogramas de freqiiéncia, numa
escala de valores em progressao geoméirica, acham-se indicados nas Figuras 10 a 17.

AsclassesTa V das figuras 10 a 13 representam intervalos fue guardam
entre si a relacio ¥4, o que corresponderia a duplicagdes em valores de volume nuclear
(PALK(’)VITS & FISCHER, 1968; MELLO & VIDAT, 1980).

Com base numa analise descritiva dos histogramas de freqiiéncia para
as areas nucleares, constatou-se que o choque & temperatura de 40 °C (HS81) levou
a que uma parte da populagao nuclear viesse a apresentar valores mais baixos de
drea (Fig. 10, Tabela IIT). Os ntcleos que assim se comportaram continham em sua



maioria apenas um nucléolo (Fig. 11). No material cultivado & temperatura controle
apés o choque de 40 °C (HS2) os valores de 4rea nuclear se deslocaram para a regiao
a direita da distribuicdo (Fig. 10, Tabela I1I}, excedendo até os valores do controle
respectivo (C2}, uma contribuicéo principalmente de niicleos com 1 e 2 nucléolos
(Fig. 11).
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Jma alteragao na distribuicao dos dados de dreas nucleares, com desin-
camento para valores mais baixos, apds o choque a 43 “C (HS1Y) em relacao ao con-
trole foi detectdvel apenas quando se considerou o controle C1-1*, que corresponde a
17 h de cultura (1h a mais que C1¥) (Fig. 12, Tabela II1}. A altera¢io do padrio de
distribuicao acima mencionado ocorreu independentemente do niimero de nucléolos
por nicleo (Fig. 13). Na situagao de cnltivo por 4h & temperatura de 37 °C apés o
choque hipertérmico a 43 “C houve tendéncia dos valores de area se deslocarem para
a direita da distribuigdo (Fig. 12, Tabela III}, contribuigao de nicleos com 1, 2 e
mais de 2 nucléolos (Fig. 13).
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Tabela III - Freqiiéncia nuclear para diferentes valores de drea delimitados pelas
classes I a V, cujos intervalos guardam entre si a relacio de /4, o que corresponderia
a duplicagoes em valores de volume nuclear (PA LKOVITS & FISHER, 1968; MELLO
& VIDAL, 1980).

Situagoes nimero Freqiiéncia nuciear (%)
de nos diferentes intervalos de classe
Experimentais | medidas [ L L I A
C1 79 3,80 | 6582 2011 1,27 -
Cr* 75 5,33 149,33 | 34,67 ¢ 1067 -
C1-1* 79 - 26,58 | 6962 1 380 -
HS1 49 20,41 | 42,86 | 30,61 | 4,08 | 2,04
HS1* T4 5,40 | 44,60 | 44.60 1 5.40 -
c2 80 2,25 | 43,82 | 47.19 | 6,74 | -
C2* 78 - 117,95 | 71,80 | 7,69 | 2,56
HS2 76 1,32 | 17,10 | 77.63 | 3,95 | -
HSs2* T - 704 | 74,65 ] 16,90 | 1,41
C1 - controle de HS1 (16 h / 37 °C };
C2 - controle de HS2 (21 h / 37 °C };
HS1 -choque (16 h / 37 °C + 1 h /40 °(C );
HS2 - “recuperacao” (16 h /37 "C - 1 h /40°C + 4 h /37 °C)
cr* - controle de HS1* (16 h / 37 "C );
C1-1% - controle de HS1* (17 h / 37 °C' :
c2* - controle de HS2* (21 h / 37 “C' );
HS1* -~ choque (16 b / 37 “C -+ 1 h /43 °C ),

HS2*

i

“recuperacac” (16 h /37 °C + 1 h/43°C 4+ 4h /37 °C).
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Apesar das alteragoes acima relatadas. que se basearam em andlise
descritiva dos dados, diferengas estatisticamente significativas foram demonstradas
apenas para as comparagoes de controles em diferentes tempos de cultivo e entre
choque e recuperacao {(Tabelas IV e V). Para tal demonstracao foram empregados
os testes estatisticos de U (Mann-Withney) e de Kruskall-Wallis, seguido por com-
paragoes multiplas.

Estes testes sao nao-paramétricos, e se aplicam a distribuicdes nio
normais e nao homogéneas, como neste caso. O teste de U compara amostras duas
a duas, testando a hipétese nula de que as amostras vém da mesma populacio ou
de populagoes idénticas, contra a hipdtese alternativa de virem de populagdes que
diferem significativamente entre si. O teste de Kruskall-Wallis compara todas as
sitnagoes simultaneamente revelando se as diferencas entre as amostras sao significa-
tivas na populagao genuina ou se elas representam meras variacoes esperadas para
amostras aleatdrias da mesma populagio. Sua hipdtese nula dita gque as amostras
vém da mesma populagdo ou de populacgoes idénticas com respeito as médias e sua
hipétese alternativa aponta que pelo menos dois tratamentos diferem entre si. A exe-
cucao de relacoes multiplas permite a diseriminacao da existéncia de tais diferencas,
apontando os casos em que elas se fazem presentes. A npgio em se realizar os dois
testes foi recomendada a titulo de confirmacao des resultados. urna vez que os testes
se utilizam de diferentes parametros, e nao fornecem poténcia 100 % quando se
cumprem as condi¢oes de normalidade.

Quanto a andlise descritiva dos histogramas de freqiiéncia das dreas
nucleolares, constatou-se um aumento dos valores nos controles, com o avanco do
tempo de cultivo {(Figs. 14 e 186), contribuido principalmente pelos nicleos com
2 nucléolos (Figs. 15 e 17). Apenas na recuperacio do choque a 43 °C (HS2%)
observou-se alteracdao na distribuicao dos valores de dreas nucleolares, comparada ao
respectivo controle (C2*) e & situacao do préprio choque (HS1¥) (Fig. 16). Esta
alteracao corresponde a um aumento nos valores das dreas de HS2Y em comparagao
4 02% e HS1%. Tal fato parece acontecer independentemente do ndmero de nucléolos
por nicleo em consideracao (Fig. 17).

As alteragoes aqui relatadas para as dreas nucleolares foram também
comprovadas através da andlise estalistica (Tabelas TV o V).
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Tabela TV - Teste de U (Mann-Withney) para os valores de dreas nucleares e
nucleolares dos histogramas de freqiiéncia.

Situagoes areas nucleares | dreas nucleolares
Experimentais | 40 °C 143 °C [40°C | 43 °C
C1 x HS1 NS NS NS N5
C2 x HS2 NS NS NS gEks
C1xx C2 Qo k QK Qi G¥
HS1 x HS2 SR I S NS SERE:
Clx Cl-1 - NS - NS
C1-1 x HS1 - NS . NG
Ci1-1x C2 - NS - st

Tabela V - Teste de Kruskall-Wallis para os valores de dreas nucleares e nucleo-
lares dos histogramas de freqiiéncia.

Situacoes dreas nucleares | dreas nucleolares
Experimentais | 40 °C [43 °C [40°C [ 43 °C
C1 x HS1 NS NS NS NS
C2 x HS2 NS NS NS SR
Cl x (2 Siﬂﬂ S**:&: S:t:% Szk
HS1 x HS2 [k * QoAEx NS G
C1 x C1-1 . N§ - NS
C1-1 x HS1 - NS - IR
Cl-1x C2 - NS - qF
NS - nao significativo ao nivel de 5 %;
# - significativo ao nivel de 5 % (0,01 < p < 0,05);
¥ - significativo ao nivel de 1 % (0,001 < p < 0.01);

- significativo ao nivel de 0,1 % (p < 0.001);
HS1 - choque;

HS2 - “recuperagao”;

C1 - controle de HS1;

C2 - controle de HS2.
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Os diagramas de dispersao visando ao estudo da correlagio entre dreas
nucleares e nucleolares nas diferentes situagoes experimentais podem ser vistos nas
Figuras 18 e 19.

Os coeficientes de correlacao obtidos em todos os casos indicam a
existéncia de correlagfio direta ou positiva entre os valores de dreas nucleares e nie-
cleolares, isto é, as variagdes ocorrem no mesmo sentido. Para todas as situacoes a
correlagao encontrada foi significativa.

Nas Figuras 20 e 21 acham-se representadas as retas de regressio
construidas a partir de equacbes obtidas com os valores de dreas nucleares x dreas
nucleolares nas diferentes situagoes experimentais desta investigacio. Estas retas
permitem a observacao de como a correlagao “se comporta”. Nas Figuras 22 e 23 essas
retas foram representadas duas a duas a fim de melhor visnalizagao de diferencas.

Os resultados do teste de significincia entre os coeficientes de cor-
relacao comparados sao mostrados na Tabela VI ¢ comprovam que a correlacao en-
tre dreas nucleares e nucleolares em células submetidas a choque de temperatura
a 40 °C ou 43 °C é significativamente diferente daguela das células controle. Tal
parece se dever a que a drea nucleolar em parte das células submetidas ao choque
nao acompanhou em mesma proporcao os tamanhos nucleares (Figs. 18 e 19). Nas
células em recuperacgio, por outro lado, houve de [ato a tendéncia a se recuperar o
padrao controle, com auséncia de diferengas significativas entre seus cocficientes de
correlagao (Tabela VI).

Diferengas no grau de interdependéncia entre drea nuclear x area nu-
cleolar, conforme as situagoes comparadas, em que tal grau era medido através dos
parimetros “altura” e “4ngulo™ das retas de regressio, acham-se estatisticamente
demonstradas na Tahela VII

O teste de significancia entre retas de regressao fornece dados cuja
interpretacao pode ser generalizada da seguinte maneira:

* Retas consideradas paralelas estatisticamente, ou seja, com angulos nao apre-
sentando diferencas significativas, mas com alturas significativamente diferen-
tes, tém-se para um mesmo aumento no valor de X aumentos proporcionais em
Y, mas embora exista proporcionalidade, os valores de Y estario defasados na
reta cuja altura for menor. Fala-se que ha diferencas na “poténcia”.

» Retas com alturas nao significativamente diferentes, mas com angulos diferen-
tes, tém-se uma alteragao na “efetividade™: para um dado valor de X. o aumento
emn Y é menor na reta de menor angulo.
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¢ Retas com alturas e angulos significativamente diferentes, isto é, retas que se
cruzam, tém-se a efetividade invertida no ponto de cruzamento.

No caso da comparagio entre C2 x HS2, a aparente discrepancia na
decisao de significincia conforme o pardmetro considerado se deve a que:

1. para os mesmos valores de drea nuclear o material em “recuperagao” apés
choque a 40 °C apresentou sempre dreas nucleolares ligeiramente menores do
gue as do seu controle;

2. o tamanho dos nucléolos no material em “recuperagao” apés choque a 43 °C deixa
progressivamente de acompanhar o aumento do tamanho nuclear quando com-
parado ao seu controle.
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Tabela VI - Teste de significincia para coeficientes de correlacio obtidos a partir
de comparacao de valores de dreas nucleares e nucleolares em diferentes situacgdes
experimentais.

Situacoes temperatura de choqﬁg"
Experimentais 40 °C ! 43 °C
C1 x HS1 S* gk
C2 x HS2 NS NS
Clx C2 NS §*
HS1 x HS2 SH*E 8%
ClxC11 - NS
C1-1x HS1 - NS
Cl-1x C2 - NS

Tabela VII - Teste de significAncia entre retas de regressao obtidas a partir de
valores de areas nucleares e nucleolares em diferentes situacdes experimentais.

Situagoes altura angulo
Experimentais | 40 °C | 43 °C [ 40°C |43 °C
C1 x HS1 Sk Qi g Qi
C2 x HS2 gk NS NS g
C1xC2 gk gH* ot Qb
HS1 x HS2 Sk Gkt gt G
C1xC1-1 - Qg . N&
C1-1x HS1 - Qi . GEt
Cl-1x C2 - QU ) G
NS - nao significativo ao nivel de 5 %
* - significativo ao nivel de 5 % (0.01 < p = 0.05);
- - significativo ao nivel de 1 % (0.001 = p = 0.01):

HS1 - choque;

HS2 - “recuperagiao”;
C1 - controle de HS1;
C2 - controle de HS2.



3.3 Imagens de Interferéncia

Procedeu-ge de tal maneira que o meio de imersio no qual as células se
achavam em contato aparecesse em cor preta. As cores de interferéncia observadas
nas células passaram, entdo, a ser superiores a esta. segundo a escala de Michel-Lévy
(Fig. 24). As cores de interferéncia observadas nas células relacionam-se a franja de
mesma cor na escala padrao mencionada {Fig. 24},

O padrao de distribuigao das cores de interferéncia nas células Hel.n
mostrou-se alterado apés o choque de temperatura a 42 °C | quando comparado ao
das situagoes controle (Figs. 25 - 29). As cores observadas na regifo nuclear saltararm
para cores superiores, inclusive de segunda ordem (azul e s vezes amarelo) (Figs. 27
- 29}, em mais da metade dos niicleos interfisicos. Em situacao de recuperacgao, as
imagens de interferéncia apareceram semelhantes as dos controles {Figs. 30 e 31).
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Fig. 24 - Padrao de cores de interferéncia segundo escala de Michel-Lévy.
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Nos preparados controle submetidos a tratamento com Na(l 2M houve
uma alteracio muito ligeira no padrio de cores de interferéncia, no sentido de sen
deslocamento para o lado inferior da escala de Michel-Lévy (Figs. 32 e 33). Ja
no material submetido ao choque de 43 °C houve sugestio de alguma remogio de
material nuclear que se apresentava sob a forma granular, dado o deslocamento de
cor para o lado inferior da escala nessas estruturas (Fig. 34). Nas células retornadas
a condigdo controle, as imagens de interferéncia apos tratamento com NaCl 2M foram
semelhantes as do material controle (Fig. 35).

Com respeito as células submetidas ao choque a 40 *C¢ |, o padrao de
cores de interferéncia néo foi muito diferente daquele da situacio controle (Figs. 36 ¢
37). Células interfdsicas submetidas a esse chogue e retornadas i temperatura de 3
°C exibiram, no entanto, eventualmente, padrao de cores (Fig. 38) que se assemelhou
ao das células submetidas ao choque a 43 °C (Figs. 27 - 29).
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Fig. 38 - Imagens de interferéncia de células Hel.a submetidas ao choque de
40 °C e observadas 4 horas apés retorno a temperatura de 37 °C . Franja preta em
seu maximo de abertura. 1000x
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4 DISCUSSAO

4.1 Fenoétipos Celulares e Metacromasia

A diversidade em fendtipos celulares presentes na cultura de edlulas
HeLa nao somente nas situagdes experimentais, mas também nas situacdes controle
deste trabalho encontra apoio numa série de referéncias da literatura. Tém sido
relatadas mudangas na forma dessas células como resultado de condigdes experimen-
tais da cultura, mas é também dado énfase & sua diversidade morfolégica mesmo em
situagao controle (ROSE, 1954 e 1957; PIPKIN & MACK, 1958 WODDLIFF, 1958
a e by ROSE, 1960).

Segundo Rose (1962) as células Hel.a apresentam formas epiteliais
(representadas por células arredondadas, células triangulares, e ocasionalmente por
grandes células multinucieadas); formas fibroblastéides {como células alongadas, fu-
siformes, “estreladas” e poligonais); formas gigantes (com 1 on mais nicleos) e for-
mas dendriticas (com aspecto semethante ao de nma célula nervosa). Estes mesmos
fendtipos celulares, a excegao das formas dendriticas. foram encontrados no presente
trabalho.

As projegoes citoplasmiticas que se desprendem das ¢élitlas, como
pbde ser claramente visto nas Figs. 7 a 9, estdo presentes em grande quantidade
nas células submetidas ao choque. Este “borbulhamento de membrana” foi relatado
como uma das respostas celulares ao estresse térmico mais precocemente detectada
(BORRELLI et alii, 1986).

Ja as caracteristicas de metacromasia exibidas pelas células Hel.a.
coradas com azul de toluidina a pH 4.0, submetidas ao choque térmico, indicam que
nesta situagao passam a existir, ao redor do nticleo componentes nio reativos ao
método. Considerando-se os dados ultraestruturais de WELCH & SUHAN (1985)
para fibroblastos de embrido de rato submetidos & hipertermia em que se tornavam
evidentes o colapso e a agregacio de filamentos intermedidrios ao redor do nicleo, é
de se supor que o material citoplasmatico perinuclear nao reativo ao azul de toluidina
nas células HeLla submetidas ao choque seja de cardter protéico,

A nitida metacromasia citoplasméatica abolida com RBNase e princi-
palmente localizada nas proximidades do plasmalema denota a presenca de RNA af
concentrado,
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4.2 Indice mitético, mimero de ntcleos e nucléolos e mi-
cronucleacio

A investigagao da atividade citotéxica ou cicloativa (isto é, da atuacio
de agentes causadores da diminuicao ou atraso da proliferacio ou a morte celular,
modificando o funcionamento do aparelho mitético ou deprimindo a sintese de macro-
moléculas essenciais & vida celular) pode ser feita avaliando-se a taxa de proliferaciio
celular pelo pardmetro do indice mitético (LM.). Os critérios para a estimativa do
LM. tém variado, sendo utilizadas: (1) a fregiiéncia de células em metifase, {2) a
freqiéncia de células que apresentam cromossomos como filamentos identificiyvols,
o que ja ocorre a partir da proéfase mediana ou {3 a taxa de siplese de DNA e
de proteinas, através da proporcio de células em G1. 8 e G2 + M, com hase em
estimativa de quantidade de DINA (VARELLA-GARCIA, 1987).

O critério utilizado na execucao deste trabalho [oi o (2). e seus resul-
tados permitiram verificar uma diminuicao do T.M. em células submetidas ao chogue
térmico quando comparadas aos respectivos controles. Tssa diminuicao pode ser
atribuida as alteracoes nos padroes de transcricio génica, a qual estaria voltada
para sintese das hsp, resultando em uma repressio da sintese de proteinas normais
necessarias para a ocorréncia da divisio celular (ARRICGO & WELCI, 1987). Por
outro lado, a diferenca de valores do .M. entre as situacées controle estd justificada
considerando-se os diferentes tempos de cultivo dessas células.

Quanto aos dados referentes ao nimero de niicleos por célula e ntimero
de nucléolos por nicleo nas varias situacoes consideradas, nio se observaram dife-
rengas profundas, através de urna andlise puramente descritiva, A decisio DOr Uma
analise descritiva para esses dados foi tomada a consslho da assessorin em estatistics,
que se baseou na grande variabilidade da amostra. a qual diminuin a possibilidade
de aplicagao de um teste estatistico eficaz.

A presenga de multinucleacio tem sido relacionada a haixo potencial
clonogénico, e parece aumentar sob agao do choque de temperatura, além de ser
acompanhada pela presenca de niicleos de tamanhos reduzidos (VIDAIR & DEWEY,
1988), entretanto este aumento nao foi verificado neste estudo.

Com respeito aos dados de micronucleagio, deve ser lembrado serem
estes disponiveis para a avaliagdo da atividade clastogénica e/ou aneugénica dos
xenobidticos (VARELLA-GARCTA, 1987). Os microntcleos sio nicleos pequenos lo-
calizados em mejo ao citoplasma ou até fora deste, originados de fragmentos acéntricos,
de cromossomos dicéntricos ou em forma de anel, ou de cromossomos inteiros que
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nao sac capazes de participar normaimente do movimento anafasico da divisao celn-
lar. Podem se originar também de processos necréticos, neste caso se apresentando
picndticos. Em qualquer um dos casos a avaliacio é feita estimando-se a proporcao
de micronfticleos em relacdo ao total de niicleos analisados e pode ser aplicada a
praticamente qualquer populacgao de células que esteja em divisdo.

Os resultados deste trabalho revelam um aumento na micronucleacio
em células Hel.a submetidas ao choque a temperatura mais drastica (43 “C ) embora
os dados tenham sido considerados do ponto de vista de uma andlise descritiva.

Pode-se assim concluir que com o choque & temperatura mais elevada
a quantidade de aberragdes cromossémicas e/ou a incapacidade de algumas células
sobreviverem nas condigdes de cultura tenha aumentado.

4.3 Tamanhos nucleares e nucleolares

No presente trabalho, ao nivel dos testes estatisticos utilizados, ndo
foram registradas diferencas significativas entre os valores de dreas nucleares nas
diversas situagGes experimentais no que se refere ao chogue de temperatura a 40 °C |
com excegao de diferengas entre os grupos controle (C1 e (22) e entre os grupos
tratados (HS1 e HS2). Isso encontra possivel justilicativa no fato destes grupos
possuirem diferentes tempos de cultivo. Os dados coneordam ainda com constatagoes
da literatura em que a elevacao de temperatura até 41 °C é considerada moderada,
nao induzindo alteragdes pronunciadas em células HeLa (HEINE et alii, 1971).

No entanto, para alguns poucos niicleos mononucleolados da amostra
estudada, uma anélise descritiva sugere que o choque & temperatura de 40 °C produzia
uma retracao no tamanho nuclear. Em contrapartida, numa situacio de “recu-
peragao”, alguns nicleos mono e binucleolados teriam tendéncia a um aumento
de drea. No primeiro caso (HS1) possivelmente tivessem sido considerados alguns
nticleos com um ligeiro decréscimo em sintese de RNA ou com perda de porcdes cro-
mossomicas {micronucleagao). No segundo caso {HS2), se eventualmente estiverem
presentes proteinas de matriz induzidas por choque (LEVINGER & VARSHAVSKY,
1981; WHEELER & WARTERS, 1982; WARTERS & STONE, 1984: LITTLE-
WOOD et alii, 1987) originadas, porém, tardiamente apds tal tratamento, ocorreria
um aumento no tamanho nuclear.

Dados de imagens de interferéncia discutidos mais para a frente sio
sugestivos de que essas proteinas possam estar presentes nos niicleos mais tardiamente
ap6s o choque, no caso do mesmo ter sido efetuado & temperatura de 40 “C |
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Quanto aos dados referentes ao choque A temperatura de 43 °C! | houve
alteracao na distribuicdo dos valores de dreas nucleares apés o choque em relagio ao
controle C1-1* (17h / 37 °C )}, podendo-se atribuir este fato i hipertermia, visto
se dar num sentido diferente daquele assumido por esse controle apés 1 hora de
cultivo em relagdo & C1*. Esta alteragao num sentido de diminuicio de 4rea para
parte da populagac nuclear considerada, apés o choque, foi demonstrada por anéalise
descritiva, mas os testes estatisticos nao consideram significativa esta diferenca. Aqui
a hipdtese de perda de porgdes cromossdomicas ao lado de decréscimo em sintese de
RNA encontra maior apoio, nao s6 da literatura (HEINE et alii, 1971), mas também
do fato de ter sido constatada nesta situagao maior porcentagem de micronticleos nas
preparagoes.

No que se refere aos nucléolos, confirmou-se a constatacio de que o
nimero, a forma e o tamanho dos mesmos em célilas Hela é altamente varidvel
(HEINE et alii, 1971}. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os va-
lores de suas areas em células submetidas ao choque e seus controles para nenhuma
das temperaturas experimentais, o que estaria de certa forma de acordo com os
achados ultraestruturais de Heine e colaboradores (1971), segundo os quais a forma
nucleolar irregular das células Hel.a nao sofre alteraciao mesmo quando as células sao
submetidas & temperatura de 43 °C por 3 horas.

No entanto hd um aumento de drea nucleolar com o tempo de cultivo,
possivelmente devido a uma atividade transcritiva mais intensa no nucléolo. Além
disso constatou-se um aumento altamente signilicativo na drea nucleolar na situacao
de “recuperagao” comparada ao respectivo controle e ao préprio choque, quando este
foi efetuado & temperatura de 43 °C . Tsto é sugestivo de num significativo aumento
de atividade transcritiva pés-choque, visando recuperacio das atividades normais
celulares (McCORMICK & PENMAN, 1068).

Com relagdo as andlises de correlagao entre dados de drea nuclear
e nucleolar deste trabalho, sao necessdrias algumas consideragoes iniciais. Um fa-
tor fundamental no estudo de varidveis ¢ sua andlise simuitinea, com a finalidade
de averiguar se existe alguma correlagao significativa entre elas, ou de investigar a
postibilidade de se fazer previsdes a respeito dos valores de uma das variaveis cor-
relacionadas, com base no conhecimento dos valores das outras. A determinacio
de correlagao significativa demonstra a existéncia de interdependéncia entre duas ou
mais varidveis, e o fato da correlagao ser positiva ou direta indica que o valor de uma
variavel aumentara ou dirminuird conforme o da outra sofra aumento ou diminuicao,
isto é, as variacdes ocorrem no mesmo sentido.
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Os resultados aqui obtidos apontam a existéncia de correlacio signi-
ficativa direta entre os valores de dreas nucleares e nucleolares em todas as situacoes
experimentais estudadas. Quando se comparou o grau de interdependéncia entre os
valores de dreas observaram-se diferengas significativas entre choque e controle, ou

seja, existe uma probabilidade de 05 % de que as dilerencas existentes niao sejam

-

devidas ao acaso na temperatura de 40 “C e de 99 % na temperatura de 43 °C . Poro
tanto, embora os valores de dreas nucleares variem no mesmo sentido que os valores
de dreas nucleolares em ambos os casos, eles o fazem em graus diferentes.

No caso do choque a 40 °C', haveria nos nicleos maiores nm Hgeiro
aumento de drea nucleolar, acima do esperado com base no respectivo controle. J4 no
caso do choque a 43 °C , as dreas nucleares maiores nao estariam sendo acompanhadas
por areas nucleolares compativeis ao tamanho nuclear. tendo-se por base seu respec-
tivo controle. Em outras palavras, sob a temperatura mais elevada. a participacio
de outro elemento, além dos nucléolos, seria responsivel pelos valores mais elevados
de areas nucleares. Tal elemento seria provavelmente representado pelas proteinas
armazenadas nos nicleos, ao redor dos nucléolos e constituindo o caricesqueleto, em
condigao de choque hipertérmico, como propéem Littlewood e colaboradores (1987},

Também foram demonstradas diferencas significativas entre o choque e
a recuperacao, nas duas condigdes de temperatura estudadas, embora relativamente
ao controle, a interdependéncia das varidveis na recuperacao seia diferante apenas
quanto a um dos pardmetros considerados {altura on angulo da reta de regressio).
Isto, porque na recuperacao apds o choque a 40 °C as dreas nucleolares de micleos de
mesmo tamanho que o controle néo atingiam valores compativeis aos deste, enquanto
na recuperacao apoés choque a 43 °C o fendmeno contriario acontecia nos nicleos
de maior tamanho. Possivelmente tais achados se devam a que a recuperacao de
atividades nucleolares pés-choque tenha se processado mais lentamente para todos
os ntcleos, no caso do choque ter sido realizado a 40 °C .

4.4 Imagens de Interferéncia

Os resultados obtidos com a microscopia de interferéncia. dado o salto
de cores para padroes superiores na escala de Michel-Lévy, na maioria das células
submetidas ao choque a 43 °C , indicam aumento de massa seca na sua regido nu-
clear e perinuclear. Tais achados encontram suparte nas observagoes para alguns
outros materiais de que, com o choqne hipertérmico seriam produzidas proteinas que
no interior dos ntcleos se apresentariam com alto grau de agregacio e de estabili-
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dade frente a extragoes salinas (LEVINGER & VARSHAVSKY, 1981: WHEELER
& WARTERS, 1982; WARTERS & STONE, 1984; LITTLEWOOD et alii, 1987,
McCONNELL et alii, 1987). Também estariam de acordo com a constatacao de
que filamentos intermedidrios se agregariam ao redor dos nicleos nessas condicdes de
estresse (WELCH & SUHAN, 1985). Por outro lado, ainda, concordariam com os
achados de resposta negativa a coloracao com azul de toluidina a pH 4.0 ao redor dos
niicleos, e com os dados morfométricos para niicleos e nucléolos, discutidos acima.

Também com base nos padroes de cores de interferéncia pode-se pres-
supor que, na situacao de recuperacio apds o choque a 43 °C |, o padrao de dis-
tribuigao de massa seca retorne ao da condigao controle, o que estaria em conformi-
dade com a literatura e os dados morfoméiricos para o mesmo material.

O tratamento com NaCl 2M, afetando ligeiramente as imagens de
interferéncia das células submetidas a hipertermia. ajusta-se aos dados sobre a na-
tureza dos agregados protéicos que surgem nos nicleos com o choque hipertérmico
(LEVINGER & VARSHAVSKY, 1981; LITTLEWQOD et alii, 1987: McCONNELL
et alii, 1987).

J4 na situacao do choque a temperatura de 40 °C | alteracoes nas ima-
gens de interferéncia ocorreram apenas em parte da populacao celular na situacao
de recuperacio, comparada a do controle e & do préoprio choque. Este fato, aliado a
que as imagens alteradas eram semelhantes as das células submetidas ao choque na
temperatura mais elevada, levamn a suposicio de que alteracdes no sentido do apare-
cimento de novos complexos protéicos, com diferente estado de agregacio, poderiam
ocorrer mais tardiamente quando a temperatura do choque fosse de 40 *C . Dados
cartométricos para a mesma sitizagao sao condizentes com essa hipétese.

Os valores de drea nuclear variam de acordo com a gquantidade e com
o estado de agregacao do material contido no niclea. Eventuais alteracoes podem
ser detectadas através das imagens interferométricas, devido a existéncia de uma
relagao direta entre a concentracao e o indice de refracio de um dado material. As
metodologias corroboram entre si, podendo ser consideradas complementares, embora
a ocorréncia de dados diretamente correlacionados nao seja ohrigatéria.
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CONCLUSOES

As células HeLa apresentam diversidade morfolégica, tanto em situacoes con-
trole quanto nas de hipertermia a 10 “C e 43 “(! |

A ocorréncia de projecoes citoplasmaticas e sen desprendimento das células se
intensifica sob a¢éao do choque térmico, e funcio da temperatura empregada.,

O choque térmico altera a basofilia de células Hela coradas com azul de tolu-
idina a pH 4.0 ao nivel citoplasmatico. A presenca, ao redor do nicleo, de
componentes nao reativos ac método, certamente protéicos, se reflete através
da nao disponibilidade de radicais aniénicos neste local.

A diminuigdo do indice mitético em células submetidas ao choque térmico
aponta este estresse como um agente citotdxico, de aciao nao reversivel den-
tro do tempo experimental utilizado.

Nao ocorrem alteragbes no nimero de nitcleos por célula e de nucléolos por
nicleo nas situages consideradas. J4 o aumento na micronucleacao em células
submetidas ao choque térmico drastico (43 “(') reflete uma elevacio na quan-
tidade de aberragdes cromossomicas e/ou incapacidade de sobrevivincia de al-
gumas células nas condigoes da cultura.

Nao sao registradas diferengas estatisticamente significativas entre os valores de
areas nucleares com o choque, mas a retracao do tamanho nuclear observada emn
alguns casos pode indicar decréscimo na sintese de RNA ou perda de porcoes
cromossomicas, € o aumento da drea observado na “recuperacio” pode ser
resultado da presenca de proteinas de matriz nuclear originadas tardiamente
pelo choque.

Nao ocorrem diferencas significativas entre os valores de dreas nucleolares em
nenhuma das temperaturas experimentais, exceto no caso da recuperacao ao
choque a 43 °C | sugerindo um aurnento de atividade transcritiva pés-choque
que possibilitaria a recuperacao de condigoes celulares normais,

O grau de interdependéncia entre os valores de dreas nucleares e nucleolares
das células submetidas aos choques comparadas aos seus controles difere signi-
ficativamente.
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Ocorrem mudangas na distribuicao de massa seca nuclear e perinuclear em
células Hel.a submetidas a choque térmico em funcio da temperatura do choque.
O choque a temperatura rnoderada (40 °C ) parece resultar em uma resposta
tardia em relagdo aquela observada em temperatura mais drastica (43 °C ).

Células submetidas ao choque hipertérmico a 43 °C recuperam seus padrdes
de distribuicac de massa seca quando retornadas as condi¢des controle por
4h. Dada a aparente demora em resposta ao choque em algumas das células
submetidas ao tratamento a 40 "C , supde-se que sua recuperacio seja também
posterior.

Admite-se que agregados protéicos, parte dos quais sensivel ao tratamento com
NaCl 2M mesmo em células fixadas em formol. sejam responsiveis pela elevacao
de massa seca com o choque hipertérmico.



6 RESUMO

y oo

Células HeLa, mantidas por 16 horas a 37 °C e submetidas a choque de
temperatura de 40 °C e 43 °C por 1 hora, foram estudadas comparativamente quanto
ao fenétipo celular; propriedades de basofilia; niimero e tamanho nuclear e nucleo-
lar; valores de indice mitético; micronucicacao; e padrao de distribuicao de massa
seca, este {ltimo antes e apds tratamento com solucio salina concentrada. FEsias
caracteristicas foram também investigadas emn culturas que retornaram as condicdes
controle, por 4 horas apés a hipertermia (recuperacao).

Ao lado de diversidade morfologica observavel mesmo nas células em
situagao controle, foram detectadas projecoes ciloplasmaticas se desprendendo das
células submetidas ao estresse térmico. As caracteristicas de metacromasia exibidas
pelas células indicaram que, sob choque de temperatura, passam a existir ao redor
do nicleo componentes ndao reativos ao método de coloragao com azul de tolnidina a
pH 4.0, certamente de cardter protéico.

Os valores de indice mitético diminuiram quando comparados com
seus respectivos controles. Os ntmeros de nicleos por célula e de nucléolos por
nucleo nao apresentaram diferencas relevantes. Os resnliados revelaram um aumento
na micronucleagao indicando ser a hipertermia dristica {43 "C } um agente causador
de aberracoes cromossdmicas e/ou incapacidade de sobrevivincia de algumas células,

As diferencas entre os valores de dress nucleares nao foram significa-
tivas, mas pode-se observar sob agao do choque alguns casos de retracio do tamanho
nuclear, indicativos possivelmente de decréscimo na sintese de RNA on perda de
porgoes cromossdmicas, e na recuperagao um aumento da drea nuclear representado
por proteinas originadas tardiarnente.

O aumento da drea nucleolar registrado na condicio de recuperacio
do choque a temperatura de 43 “C sugere um aumento da atividade transcritiva,
possibilitando provavelmente o retorno as atividades celulares normais.

A andlise de imagens de interferéncia demonstrou mudangas na dis-
tribuicao de massa seca nuclear sendo mais imediatas e mais freqlientes as alteracoes
quando o choque se processou a 43 °C . Fstas alteracoes refletern aumento de massa
provavelmente de agregados protéicos, parte dos quais é sensivel & remocao com Na(ll
2M mesmo apos fixagao com formol.

Os padroes de mnassa seca normais foram recuperados quando as células
submetidas ao choque a 43 “C retornaram as condicoes controle por 4h. Dada =
aparente demora em resposta ao choque em algumas das células submetidas ao trata-
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mento a 40 °C |, supde-se que sua recuperacao deva ocorrer apés as 4 horas de cultivoe
a 37 °C .
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7 SUMMARY

HeLa cells, held at 37 °C for 16 hours and subsequently submitted to
heat shock at 40 °C and 43 °C for 1 hour, were studied comparatively with respect to
cellular phenotypes, basophilia properties, nuclear and nucleolar number and sizes,
mitotic index values, micronucleation and dry mass distribution patterns both before
and after treatment with a concentrated saline solution. These characteristics were
also investigated in cultures which had heen returned to the control conditions for 4
hours after the hyperthermic treatment (recovery).

In addition to the morphological diversification, which could be ob-
served even in the control situation, cytoplasmic projections were detected separating
from the cells which had been submitted to thermal stress. The characteristics of
metachromasy shown by the cells indicated that during thermal shock components
which were not stained by toluidine blue at pH 4.0, appeared around the nucleus.
These were certainly of a proteic nature.

The mitotic index values diminished when compared to their respec-
tive controls. The numbers of nuclei per cell and nucleoli per nucleus showed no
relevant differences. The results revealed an increase in micronucleation indicating
that drastic hyperthermal treatiment (43 "C ) be an agent causing chromosome aber-
rations and/or loss of the survival capacity of some cells.

No significant difference hetween the nuclear areas was detected. al-
though some cases of nuclear shrinkage under shock were observed, possibly indicat-
ing a decrease in RNA synthesis or loss of some chromosome portions, and during
recovery an increase in nuclear area due to late produced proteins.

The increase in nucleolar area registered during recovery from the
thermal shock at 43 °C suggested an increase in transcriptional activity probably
allowing for the return to normal cellular activities.

An analysis of the interference images showed changes in the nuclear
dry mass distribution, the alterations heing more immediate and more frequent when
the shock occurred at 43 °C . These alterations reflected an increase in mass probably
due to proteic aggregates, part of which were sensitive to removal with 2M NaCl even
after fixing with formol.

The normal dry mass patterns were recovered when cells submitted
to shock at 43 °C were returned to their control conditions for 4 hours. Considering
the apparent delay in the reaction to the shock in some of the cells submitted to
treatment at 40 °C | it was supposed that their recovery should occur after the 4
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hours of cultivation at 37 °C .
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