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I- Introduciio.

1.1) Aspectos gerais do benzo[a[pireno: metabolismo, mutagénese e carcinogénese.

O cincer de mama ¢ a neoplasia mais comum ¢ uma das principais
causas de morte relacionada ao clncer entre mulheres no mundo (BORING et al.,
1992). A despeito dos avangos nas areas da terapia e da detecg¢do precoce do cincer
de mama, as taxas de mortalidade por este tipo de neoplasia vém se mantendo
relativamente altas e constantes nas ultimas décadas; cerca de 27 em 100000
mulheres nos USA e no mundo morrem desta doenca (HARRIS et al., 1992;
MARSHALL, 1993). Este fato se deve, provavelmente, a falta de programas de
prevengdo adequados pelo proprio desconhecimento da etiologia dos cénceres de
mama (LI et al., 1996).

Virios fatores de risco parecem estar associados a etiologia do cincer
de mama. Entre os principais citam-se: a historia reprodutiva, a historia familiar de
cancer de mama, terapia e “status” hormonal, consumo de dlcool, cigarro, gordura e
calorias ¢ a exposiglo a radiagdo e a carcindgenos quimicos do meio ambiente
(KELSEY & BERKOWITZ, 1988; ADAMI et al, 1990; METTLIN, 1992;
HARRIS et al.,, 1992; MARSHALL, 1993; LI et al,, 1996). Os hidrocarbonetos
policiclicos arométicos estdo entre as substincias quimicas suspeitas de terem um
papel importante na etiologia do cincer de mama (EL-BAYOUMY, 1992;
WARSHAWSKY, 1992; L1 et al., 1996).

O benzo[a]pireno ¢é um hidrocarboneto policiclico aromético,
subproduto da combustdo de material orgénico ¢, portanto, um componente comum
da fumaga do cigarro. Sua importdncia biologica reside no fato do ser humano estar
exposto a ele ndo somente como componente da fumaca do cigarro, mas também

como parte de inumeras outras fontes ambientais como a ingestdo de alimentos,



principalmente os defumados, e a inalagdo de residuos da queima de combustiveis
fosseis, principalmente da exaustdo de veiculos automotivos e de carviio vegetal, este
ultimo a nivel de exposigdo ocupacional ou doméstico (cozimento de alimentos).
(IARC, 1983).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em geral, incluindo o
benzo[aJpireno, necessitam ser metabolizados a espécies intermedidrias reativas,
para que exergam sua atividade mutagénica e, consequentemente, iniciadora da
carcinogénese (MILLER & MILLER, 1981; CONNEY, 1982; PHILLIPS, 1983;
PHILLIPS & GROVER, 1984; WARSHAWSKS, 1992). O benzo[a]pireno &
convertido a metabdlitos reativos pelo sistema microsomal das oxidases de fungdo
mista dependente do citocromo P 450 (PHILLIPS, 1983; COOPER et al., 1983;
PHILLIPS & GROVER, 1984; McMANUS et al., 1990.). A ligacio covalente de
metabolitos reativos especificos do benzo[a]pireno ao DNA de células- alvo leva a
formagéio de aductos no DNA; estes, por sua vez, exercem seus efeitos mutagénicos
¢/ou carcinogénicos em tecidos - alvo (GELBOIN, 1980; MILLER & MILLER,
1981; PHILLIPS & CROVER, 1984; WARSHAWSKS, 1992) . O metabolito mais
importantc ¢ predominante na formacdo de aductos de DNA é o (+/-)-anti-7,8-
dihidrodiol-9,10-epdxido-benzo[alpireno ((+/-)-anti-BPDE) (Fig. 1), identificado
tanto em sistemas in vitro quanto in viveo (BODELL et al., 1989; WOLTERBEEK et
al., 1993).

O (+)-anti-BPDE e seu enantibmero, o (-)-anti-BPDE reagem,
preferencialmente, com a desoxiguanosina dos 4cidos nucleicos de células
susceptiveis, formando aductos de Ba]P-N2-gua (Fig. 1); entretanto, cstas espécies
eletrofilicas podem também reagir com a desoxiadenina, formando aductos de
Bla|P-N6-adenina (GELBOIN, 1980; PHILLIPS, 1983; COOPER et al., 1983
PHILLIPS & GROVER, 1987). O (+/-)-anti-BPDE ¢ formado também em células



epiteliais de mama humana em cultura, expostas ao benzo[a]pireno (PRUESS-
SCHWARTYZ, et al.,1986).

OCH
(+)-BP - 7,8 - oxido {-)-trans-BP-7,8-dihidrodiol

oCx -
TG = &S

O

{BP-N2-gua)-aducto {+}-anti-BP-7,8-diol-9,10-epxido

Figura 1-Via metabdlica principal da ativag¢io do benzo[a]pireno (BP)(PHILLIPS,
1983; PHILLIPS & COVER, 1984). A estrutura do principal aducto

BP-guanina no DNA também € mostrada. MO = monooxigenase; EH=

epoxido hidrolase.

O benzo[a]pireno foi identificado como sendo mutagénico no teste de
Ames (KIER et al., 1986) e, ao ser adicionado & cultura de linfocitos periféricos
humanos, mostrou aumentar a incidéncia de microntcleos e de trocas entre

cromatides irmids (THOMPSON et al, 1989; WENCKE et al, 1990:



WARSHAWSKY ¢t al,, 1995) e parece que estas alteragbes genéticas estio
diretamente relacionadas ao metabolismo deste agente quimico e, consequentemente,
a formagdo de aductos no DNA destas células.  Além disso, ¢ um potente
carcinogeno local e sistémico em diferentes vias de administragiio em roedores.
Especificamente, o cdncer de mama em ratas ¢ induzido quando o benzo[a]pireno é
administrado intravenosamente (IARC, 1983). As evidéncias epidemiologicas
mostram que o benzo[a]pireno € um carcindgeno potencial para o homem (IARC,

1983).

1.2) Células em cultura e transformacdo neopldsica

O uso de cultura de células humanas parece ser um meio promissor
para se obter informagdes a cerca da etiologia , da biologia e das multiplas etapas do
desenvolvimento do cincer no ser humano (SMETS, 1980; HARRIS, 1987;
KUROKI et al., 1989), visto que os estudos in vivo com seres humanos, exceto 0s
clinicos e epidemiologicos, s@o logistica e eticamente impossiveis de serem
realizados (KUROKI et al, 1989). O estabelecimento de métodos para
transformago de células epiteliais in vitro, estas responsaveis por 80% dos cainceres
humanos no adulto, poderia facilitar o entendimento dos agentes causais de
neoplasia humana e os mecanismos intrinsecos “a progressdo tumoral (STAMPFER
& BARTLY, 1985). Entretanto, poucos pesquisadores tém estudado a
transformacdo de c€lulas epiteliais humanas in vitro, provavelmente pelas
dificuldades de transformacdio e cultivo destes tipos celulares (CHANG, 1986;
HARRIS, 1987).

A imortalizacdo e a transformagio de células em cultura pode ser
realizada, entre outras maneiras, através da exposigdo das culturas a agentes fisicos

(luz ultravioleta, raios X e y ) (BOREK, 1980; MILO et al., 1981a,b), ou substincias



quimicas (STAMPFER & BARTLY, 1985; McCORMICK & MAHER, 1988;
CALAF & RUSSO, 1993), ou ainda, através da transferéncia de DNA (SUGDEN,
1989; BAND et al., 1990), oncogenes (YOAKUM et al., 1985; HURLIN et al.,
1989; BASOLO et al., 1991) ou oncoproteinas virais (MANSIN & ANDROPHY,
1993; MUNGER & PHELPS, 1993), ao DNA gendmico de células em cultura. A
imortalizagio celular parece, no entanto, ser um evento chave na transformagio
neoplasica induzida em células em cultura (SMETS, 1980; SHAY et al., 1991;
NEWBOLD et al., 1993; RUSSO et al., 1993; BARNABAS et al., 1995).

A transformacio neoplasica deve ser entendida como um processo que
leva a alteragdes progressivas e acumulativas no perfil morfoldgico e bioquimico da
célula, sustentadas por modificagSes na expressdo de oncogenes ¢ genes supressores
tumorais que atuam em diferentes sitios controlando os processos de proliferagio e
de diferenciaco celulares e a apoptose (PIENTA et al., 1989; BOS & KREIJL,
1992, KERR et al.,, 1994). Este processo parece, no entanto, ser um evento de
multiplas  etapas, observado tanto em alguns tipos de tumores humanos
(VOGELSTEIN et al., 1988; FEARON & VOGELSTEIN, 1990; PINKERTON &
DUBE, 1991; FEARON & J ONES, 1992), quanto em tipos de células humanas em
cultura (SMETS, 1980; RHIM et al., 1990).

As células tumorais expressam uma variedade de alterag3es
fenotipicas em relagdo as normais, incluindo a perda de inibigdo de contato,
alteragdes de adesio celular, perda de juncdes comunicantes (gap), perdas de
caracteristicas de diferenciagdo, protedlise diminuida, atividade proliferativa e
invasividade aumentada, angiogénese, metastase, restabelecimento da atividade
telomerdsica, apoptose ¢ sensibilidade a drogas diminuidas (HARTWELL et al.,
1994). Em vista do grande niimero de altera¢des observadas nas células tumorais,

acredita-se que o acimulo de mutagdes, devido & instabilidade genética nestas



células, seja um passo decisivo no processo de progressdo tumoral (VOGELSTEIN
etal., 1988; FEARON & VOGELSTEIN, 1990).

Desta forma, a instabilidade genética, gerada pela perda dos efetores
positivos e negativos que controlam a maquinaria de reparo do DNA e a progressdo
do ciclo celular, parece ser a base de sustentagio da progressdo tumoral rumo &

malignidade (HARTWELL et al., 1994; TLSTY et al., 1995 ).

L.3) Células epiteliais mamdrias humanas, MCF-10F, como modelo para o
estudo da progressdo tumoral,

Um grupo de pesquisadores americanos, sob o comando do Dr. Jose
Russo (Fox Chase Cancer Center- Philadelphia, USA), vém utilizando uma
linhagem de células epiteliais mamdrias humanas (MCF-10), imortalisada
espontdneamente, para estudar as modificagBes e 0s mecanismos moleculares
intrinsecos na expressdo de fenotipos alterados, associados & transformacio celular
induzida quimicamente (RUSSO et al, 1993; CALAF & RUSSO, 1993;
BARNABAS et al.,, 1995; ZHANG et al., 1995).

Culturas primarias  de células epitcliais mamarias humanas
denominadas de MCF-10M foram estabelecidas a partir de tecidos de mama
advindos de uma mastectomia subcutinea realizada em uma mulher de 36 anos de
idade, que nfio apresentava nenhuma histdria de cincer de mama familiar. A analise
histopatologica destes tecidos de mama retirados cirurgicamente ndo identificou a
presenga de neoplasia, entretanto, apontou a existéncia de fibrose estromal,
alteragdes cisticas ¢ hiperplasia ductal sem atipia celular (SOULE et al.,1990; TAIT
et al., 1990).

As culturas de MCF-10M se mostraram finitas e senesciam entre 18 a

20 passagens em meio de cultura com concentragdes habituais de Ca™2 (1,05 mM).



Contudo, a diminuigdo da concentracio de Ca*2 (0,03 a 0,06 mM) no meio de
cultura, além de ter aumentado a longevidade in vitro destas células epiteliais
normais, ocasionou o aparecimento espontdneo de duas sublinhagens de células
epiteliais imortais, sem intervengfo viral ou quimica, designadas MCF-10A (células
aderidas) e MCF-10F (células em suspensio) (SOULE et al.,1990; TAIT et al.,
1990).

As culturas estabelecidas de MCF-10A e F, em meio de cultura com
niveis de Cat2 habituais (1,05 mM) ou mais baixos (0,03 a 0,06 mM), mantém as
mesmas caracteristicas comportamentais in vitro de sua linhagem antecedente, a
MCF-10M, ou scja, crescimento tridimensional em coldgeno, crescimento
dependente de fatores de crescimento e hormonios, ausénecia de crescimento
independente de ancoragem, formaciio de domo em culturas confluentes ¢ auséncia
de atividade tumorigénica em camundongos atimicos SCID (“severe combined
immunodeficiency”), deficientes em células T e B (SOULE et al.,1990; TAIT et al.,
1990).

A analise a nivel de microscopia eletrénica destas duas sublinhagens
celulares (MCF-10A e F) mostrou que ambas possuem caracteristicas tipicas de
células epiteliais cabicas de ductos intralobulares de glandulas mamarias, como o foi
também demonstrado imunocitoquimicamente pela detecgdio de queratinas e de
sialomucinas epiteliais (TAIT et al., 1990). O crescimento destas células em meio de
cultura, com niveis de Cat2 habituais (1,05 mM), resultou no desenvolvimento de
células cubdides baixas com inimeros desmossomos e microvilos curtos. Contudo, a
diminuigdo da concentragdo de calcio no meio de cultura (0,04mM) reduziu
significativamente o niimero de desmossomos, as células se tornaram esféricas e as
microvilosidades aumentaram em niimero ¢ s¢ tornaram mais alongadas do que

aquelas em cClulas crescidas em meio com concentragdes de calcio normalmente



estabelecidas em meio de cultura de tecidos (TAIT et al., 1990). Embora a
concentragdo de calcio no meio de cultura exerga uma influéncia poderosa sobre é
morfologia das linhagens celulares MCF-10 A e F, estas ndo perderam suas
caracteristicas de c€lulas epiteliais (SOULE et al.,1990; TAIT et al., 1990)

Células epiteliais mamadrias humanas em cultura sdo capazes de
metabolizar benzo{a]pireno (STAMPFER et al., 1981; BARTLEY et al., 1982), ¢,
portanto, se mostram susceptiveis a este pro-carcinégeno quimico (STAMPFER &
BARTTLY, 1985; CALAF & RUSSO, 1993). A exposicio de tais células a este
agente quimico induziu o surgimento de clones imortalizados (STAMPFER &
BARTTLY, 1985) e transformados, estes Gltimos representando diferentes estagios
da iniciagdo e progressdo tumoral, inclusive expressio de tumorigénese em
camundongos atimicos (CALAF & RUSSO, 1993; RUSSO et al, 1993).

O tratamento de células MCF-10F com benzo[a]pireno deu origem a
varios clones denominados de BP1, BP2, BP5, BP6, BP7 ¢ BP10, sendo que dos
clones BP1 e BP2 se originaram os subclones BP1-E e BP2-B, respectivamente
(CALAF & RUSSO, 1993; RUSSO et al, 1993). Estes clones e subclones expressam
de maneira progressiva todos os fendtipos indicativos de transformagio neopldsica
que incluem desde o aumento da sobrevida em agar, formagfio de colénias em
methoacel-agar, padrio de crescimento celular alterado em matriz de coldgeno,
crescimento independente de ancoragem, quimoinvasfo e atividade tumorigénica em
camundongos atimicos SCID, deficientes em células T ¢ B (CALAF & RUSSO,
1993). Entre as linhagens celulares tratadas com benzo[a]pireno, somente as células
BP1-E expressaram o fenétipo tumorigénico (CALAF & RUSSO, 1993). Além
disso, os clones BP1 e BPI-E mostraram indices de quimoinvasdo e quimotaxia
maiores que os das células MCF-10F controles, sendo que os clones BP5, BP7 e

BP10 manifestaram capacidades quimoatrativas e invasivas intermediarias. Em meio



agar-metoacel todos os clones derivados do tratamento de células MCF-10F
apresentaram nimero, tamanho e eficiéncia de formagio de colonias maiores que as
células MCF-10F controles, sendo que os clones BP1-E ¢ BP2-B, por sua vez,
mostraram indices maiores que as linhagens parentais BP1 e BP2, respectivamente
(CALAF & RUSSO, 1993).

O advento da biologia molecular e da engenharia genética
possibilitaram o desenvolvimento de métodos de remociio ou insercio de
determinados genes na constru¢fo de novas linhagens celulares e de animais
transgénicos. Estas ferramentas abriram um novo horizonte para se estudar a
participagdo de determinados genes em diferentes processos biologicos, inclusive
no desenvolvimento do céncer, tanto em sistemas in vitro quanto in vivo.

A mutagdo do proto-oncogene ras ¢ frequentemente observada em
diferentes tumores humanos, inclusive no cincer de mama (BOS,1989) ¢, em
células epiteliais mamadrias humanas em cultura apds a exposigdo a diferentes
carcinogenos quimicos (ZHANG et al., 1994), levando a suposicio de que este
proto-oncogene possui algum papel no desenvolvimento tumorigénico de células
epitelials mamarias humanas, tanto in vitro quanto in vivo.

A transfecgéio do oncogene ¢-Ha-ras ao genoma de células epiteliais
mamarias humanas MCF-10 A e F induziu um aumento da sobrevida em agar,
formagdo de coldnias em methoacel-agar, padrio de crescimento celular alterado e
morfologia tridimensional em matriz de coldgeno, crescimento independente de
ancoragem ¢ perda dos requerimentos de hormodnios ¢ fator de crescimento
epidermal (EGF), invasividade e atividade colagenolitica aumentada e atividade
tumorigénica moderada em camundongos atimicos, ou seja, a insergdo do oncogene
c-Ha-ras ativado ao DNA de células MCF-10 A e T foi suficiente para induzir sua

transformacéo maligna (BASOLO et al., 1991; CALAF et al., 1995).



A insergéo do oncogene c-Ha-ras ao genoma de células MCF-10F
transformadas com o benzo[a]pireno (clone BP1), gerando o clone BP1-Tras,
aumentou as alteragdes neoplasicas iniciadas por este carcinégeno quimico,
inclusive levando a aquisigdo da propriedade de induzir tumores em camundongos
atimicos (CALAF et al., 1995). Contudo, a incidéncia e laténcia na indugio de
tumores das células BP1-Tras em camundongos atimicos foram maior e menor
respectivamente, quando comparadas com as das células MCF-10F-Tras,
sugerindo que o oncogene c-Ha-ras possui um papel importante nos processos
iniciais da tumorigénese, bem como, na progressio de células epiteliais mamarias

humanas rumo a malignizagdo (BASOLO et al., 1991; CALAF et al., 1995).

L4) Alteracdes cromatinicas e nucleares nos processos de transformacio celular
e progressdo tumoral em células epiteliais mamdrias “ in vitro” e “in vivo”.

A cromatina se mostra uma estrutura altamente organizada no ntcleo
de celulas cucaridticas. Alteragdes nesta organizagdo em células em processo
tumoral parecem estar relacionadas ao desenvolvimento do cincer (PIENTA et al.,'
1989). AlteragBes na supraorganiza¢io ou textura cromatinica, como avaliadas por
analise de imagem, vém fornecendo importantes informagdes progndsticas no
cancer de mama (KOMITOWSKI & JANSON, 1990; AUBELE et al., 1995). Além
dos estudos em tecidos de mama humana comprometidos com a progressdo tumoral,
alguns estudos de fenétipos nucleares vem sendo realizados por VIDAL & MELLO,
para tipos celulares, inclusive com células epiteliais mamérias humanas
transformadas in vitro, como se reporta abaixo.

Tem sido demonstrado que o DNA de células epiteliais mamdrias
humanas tratadas com 6xido de 4-nitroquinolina (4-NQO), quando transfectado a

células NIH 373, induz a sua transformagdo, com o aparecimento simultineo de
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algumas alteragdes de supraorganizagdo cromatinica (MELLO et al,, 1992). Células
NIH 3T3 transformadas com o gene Ha-ras, também, mostraram alteractes de
supraorganizagdo cromatinica (niveis aumentados de condensagiio de eucromatina
(MELLO & RUSSO, 1990). No entanto, tais alteragSes ndo se relacionaram
diretamente com os niveis de expressdo da proteina p21 oncogénica ou de
capacidade metastatica destas células (MELLO & CHAMBERS, 1994), embora
possam ser em parte afetadas por um gene de “recisdo” de ras (Lox) (MELLO et al.,
1995), o qual codifica uma lisiloxidase atuante na matriz extracelular (KENYON et
al., 1991). Com relagdo ainda a transformac8o celular induzida pelo oncogene Ha-
ras, os niicleos de células epiteliais mamarias humanas MCF-10A também exibem
diferengas em supraorganizagiio cromatinica apés transformagdo por esse
oncogene, quando comparados com nicleos de células transfectadas com o
respectivo proto-oncogene e, mais drasticamente, quando comparados aos niicleos
de células de carcinoma mamario humano (MCF-7), ou de células NIH/3T3
transformadas com o gene c-Ha-ras (MELLO et al., 1994).

Tem sido relatado também que 0 4-NQO além de outros carcindgenos
como o 7,12-dimetil-benz{a]antraceno (DMBA) e o N-nitroso-N-metiluréia (NMU)
promovem alteragdes do fenétipo nuclear em células epiteliais de mama (culturas
primérias) (VIDAL & RUSSO, 1987). Entretando, nio foram ainda avaliadas
alteragdes nesse nivel quando da exposiggio de células MCF-10F ao benzo[a]pireno.

Além da importancia crescente das avaliagdes de textura cromatinica
na caracterizagio de diferentes fendtipos nucleares associados ao desenvolvimento
tumoral, outras avaliagdes morfométricas nucleares e nucleolares (BAAK et al.,
1985; MARIUZZI et al., 1989; van DIEST et al., 1989; KIMITOWSKI et al., 1989,
1990) de proteinas AgNORT (GIRI et al, 1989; SIVRIDIS & SIMIS, 1990;
ESKELINEN et al., 1991; RONCO et al., 1993) e de indice mitético (van DIEST et
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al., 1989; AALTOMAA et al.,, 1991; BIESTERFELD et al., 1995; JANNINK et
al., 1995), vém trazendo informagdes importantes sobre a biologia do céncer de
mama . Dessa forma, a existéncia de clones de células MCF-10F transformadas pela
exposi¢do ao benzofa]pireno, como ji mencionado acima, é uma oportunidade
excelente para se estudar alteragdes nucleares ¢ de supraorganizagio cromatinica e
nucleolares, que possam definir diferentes fenétipos nucleares. Tais alteragdes
poderiam ser estudadas através de métodos citoquimicos e com o uso de
metodologia de andlise de imagem para preparados submetidos a testes citoquimicos
especificos, tais como a reagdo de Feulgen, Ag-NOR, basofilia ¢ outras, de modo
semelhante ao ja realizado para células de roedores e humanas transformadas por
a¢do do oncogene Ha-ras (MELLO & RUSSO, 1990; MELLO et al., 1992, 1993,
1994, 1995; MELLO & CHAMBERS, 1994).
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II-_ Objetivos.

Tendo-se em vista que a transformacdo celular é um evento de
multiplas etapas, a identificagdo de fenotipos nucleares alterados intermedidrios
entre o fendtipo normal ¢ o transformado durante a progressio neopléasica ¢ um
instrumento que pode no futuro se revestir de importincia diagnodstica e
prognostica do cancer de mama. Este trabalho tem como objetivos avaliar algumas
caracteristicas morfologicas celulares, pardmetros de desenvolvimento celular ¢
apoptose além de possiveis alteragdes de supraorganizagfio cromatinica e
nucleolares em diferentes clones e subclones de células MCF-10F tratadas com
benzola] pireno , que expressam de maneira progressiva todos os fenotipos

indicativos de transformagio neoplasica (RUSSO et al., 1993; CALAF & RUSSO,
1993).
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III- Materiais e Métodos.

IIL.1) Linhagens celulares e condicées de cultura

A linhagem celullar MCF-10F, originalmente estabelecida na
Michigan Cancer Foundation (Detroit, USA) e seus clones celulares BP1, BP1-E,
BP1-E-1, BPl-Tras desenvolvidos no Fox Chase Cancer Center (Philadelphia,

USA), foram gentilmente cedidos pelo Dr. Jose Russo. As células cresceram em

meio DMEM/F-12 (1:1) contendo 1,05 mM de Ca™ e suplementado com 100
IU/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina e 2,5 g/ml de anfotericina B
(Gibeo, Long Island, NY), 0,5 g/ml de hidrocortisona (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), 0,1 g/ml de enterotoxina colérica, 10 g/ml de insulina, 5,0 % de soro
equino (Gibco, Long Island, N.Y.) ¢ 0,02 g/ml de fator de crescimento epidermal
(Collaborative Research, Palo Alto, CA), como descrito anteriormente (SOULE et
al.,1990; CALAF & RUSSO, 1993).

Os clones acima mencionados foram obtidos por procedimentos
também descritos anteriormente (CALAF & RUSSO, 1993). Em resumo (Fig. 2), o
clone BPI foi obtido por tratamento das células MCE-10F durante 24h com
solugdio de benzo[alpireno (Aldrich Chemical Co. Inc., Leilwanhee, USA) em
DMSO (0,2 g/ ml), de tal forma que a concentragdo do carcinogeno fosse ajustada
a 1% no meio de cultura. As células BP1 (transformadas) deram origem ao clone
BP1-E (tumorigénico) e deste utimo surgiu o clone BP1-E-1 (tumorigénico). O
clone BP1-Tras (tumorigénico) foi obtido por transfecgdo do oncogene c-Ha-ras de
células T24 ao genoma das células do clone BP1 (CALAF et al., 1995). As células
dos clones MCF-10F, BP1, BPI-E, BP1-E-1, BP1-Tras, foram utilizadas nas
passagens 140, 23, 42, 19 e 61, respectivamente.
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(imortalizadas)

Bla]P

(transformadas)

c~Ha~%/ \

(tumorigénicas)

Figura 2- Evolugdo clonal de células epiteliais mamarias humanas, MCF-10F,
transformadas com o benzo[a]pireno e com a transfecgfio do oncogene
mutado ¢-Ha-ras

I11.2) Preparagies celulares e coloragdes citoquimicas.

As células controle MCF-10F e as experimentais BP1, BP1-E, BP1-El,
BP1-Tras cresceram sobre laminulas. Estas foram fixadas em uma mistura de
ctanol-acido acctico (EA) (3:1, v/v), durante 1 minuto, lavadas em seguida em
etanol 70%, durante 5 minutos e, posteriormente, secadas ao ar , ou entfio, fixadas
em formalina tamponada a 10%, durante 10 minutos, lavadas em seguida em 4gua

corrente “overnight” e, posteriormente, secadas ao ar.

I11.2.1) Reacdes citoquimicas em laminulas fixadas em formalina tamponada;
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111.2.1.1) Coloragdes de Banda C (modificada de SUMNER, 1972) e Fast
Green pH 2,7, para cilculo de Indice Mitético (IM), bi-e
multinucleagiio, ¢ presenga de gigantes e resposta de basofilia.

As laminulas foram tratadas em HCI a 0,2 N, durante 20 minutos a
temperatura ambiente, lavadas em seguida em agua deionizada e secadas ao ar. As
mesmas foram entfo tratadas com uma solugdo aquosa de hidréxido de bario
(Ba(OH),) a 5%, durante 30 minutos a temperatura ambiente em cimera tmida,
lavadas em seguida em HCI a 0,2 N, tratadas com tampdo citrato tri-sédico
(2x3S5C) pH 7,0, lavadas em dgua deionizada ¢ a seguir coradas com uma solugio
de Giemsa Gurr em tampdo Sorensen pH 6,8 a 8%, durante 30 minutos. A seguir,
estas foram contra-coradas com uma solugio de Fast Green pH 2,7 (DEITCH,
1966), durante 30 segundos. Apds a coloragdo as laminulas foram lavadas em agua
deionizada, secadas ao ar, diafanizadas em xilol durante 15 minutos ¢ montadas

em balsamo do Canada (np: 1,54).

I11.2.1.2) Coloracio de azul de toluidina (AT ) pH 4,0 para avaliacio da
resposta de basofilia nuclear.

As laminulas foram coradas com uma solugiio de 0,025% de azul de

toluidina (Merck) em tampdo Macllvaine a pH 4,0, durante 15 minutos , lavadas

rapidamente em agua destilada, secadas ao ar, diafanizadas em xilol durante 15

minutos e montadas em balsamo do Canada (np: 1,54) (VIDAL et al., 1973).

H1.2.2) Reagdes citoquimicas e de prata em laminulas fixadas em EA;
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111.2.2.1) Método variante de concentragiio critica de eletrolitos (CEC) para
discriminaciio de nucléolos interfasicos, relocaciio de metacromasia

de RNA durante a mitose, ¢ nicleos apoptéticos.
As laminulas foram coradas com uma solugio de 0,025% de azul de
toluidina (Merck) em tampdo Mecllvaine a pH 4,0, durante 15 minutos e,
imediatamente apds a coloragdo, estas foram tratadas com solu¢dio aquosa de
cloreto de magnésio (MgCl,) a 0,05 M, durantel5 min , lavadas rapidamente em
dgua destilada, diafanizadas em xilol durante 15 minutos e montadas em béalsamo
do Canada (np: 1,54) (MELLO, 1995). Duas laminulas com células MCF-10F
foram utilizadas como controles da rea¢do acima. Uma das laminulas foi
submetida a um tratamento prévio com uma solugfo aquosa de RNAse 1II a 0,1%
(SIGMA), durante 1 hora & 37 °C antes da coloragiio ¢ a outra submetida somente 4

coloracdo pelo AT, como descrito no ftem [11.2.1.2.

I11.2.6) Reagdio de prata para avaliar a resposta Ag-NOR' interfasica e
mitotica.

As laminulas foram previamente tratadas com uma solugio de Triton
X-100 em tampdo fosfato, durante 15 minutos a temperatura ambiente, lavadas em
seguida em agua desionizada e tratadas com uma solugdo de prata. Esta consistiu
de 2 partes de uma solugdo aquosa de prata (0,5 g/mg de AgNQ3 (Merck)) para |
parte de uma solugfo aquosa de gelatina (1 g de gelatina) em 50 ml de 4gua
deionizada contendo acido formico a 1%), durante 10 minutos a 56 °C (VIDAL et
al., 1994; VIDAL & MELLO, 1995) . Imediatamente apds o tratamento com a
soluglo de prata, as laminulas foram lavadas em 4gua deionizada, para minimizar a
impregnacdo inespecifica pela prata, secadas ao ar, diafanizadas em xilol durante

15 minutos € montadas em balsamo do Canada (nj: 1,54).
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HL3) Cdlculo de indice mitético, bi- e multinucleacio, microniicleos e
células gigantes e apoptoticas.
Para as avaliagdes de indice mitotico, bi- ¢ multinucleacdo,
micronucleos ¢ células gigantes (coradas conforme item II1.2.1.1) e apoptdticas
(coradas conforme item II1.2.2.1) foram analisadas no minimo 2500 células por

clone celular. Cada umas destas avaliagdes foi feita da seguinte forma:

I11.3.1) Indice mitético (IM).

Na avaliagdo do IM, somente figuras de mitose caracteristicas de
cada uma das fases da mitose (préfase, metafase, anafase, teldfase e citocinese)
foram incluidas. Figuras de mitose duvidosas ou nicleos picndticos,
hipercromaticos ou deformados foram excluidos da avaliagio do IM (BAAK,
1990). Foram contadas todas as figuras de mitose em campos microscépicos
semisucessivos, com 0,25 mmZ de 4rea (grade de integragio 100/25 da Zeiss) de
maneira a percorrer toda a laminula. As condigdes de analise foram: ocular CPL W
10x/18 e objetiva ZEISS 40/0,65. Campos microscopicos de intensa confluéncia de
células, onde a individualizago das mesmas era dificultada, foram descartados.

Para cada clone celular o IM foi expresso de duas formas: como a
porcentagens totais de figuras de mitose (Tabela 1) e segundo sua distribui¢dio em

diferentes fases da mitose (Tabela 2).

I11.3.2) Indice de células binucleadas, multinucleadas e gigantes.

Foram contadas todas as células bi- e multinucleadas e gigantes, em
relagdo as mononucleares, em campos microscOpicos semisucessivos, com 0,25
mm2 de area (grade de integragio 100/25 da Zeiss) de maneira a percorrer toda a

laminula. As condigdes de andlise foram: ocular CPL W 10x/18 e objetiva ZEISS
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40/0,65. Campos microscOpicos de intensa confluénecia de células, onde a

individualizac8o das mesmas era dificultada, foram descartados.

111.3.3) indice de micronucleacio.

A identificagfio e a andlise de células micronucleadas seguiram os
seguintes critérios, como proposto por TOEBERT et al. (1992) ¢ FENECH (1993).
Os microntcleos foram definidos como estruturas individualizadas, ou seja, nio
ligadas ao nucleo principal via ponte nucleocitoplasmatica, idénticas ao nucleo
principal com relagdo a intensidade de coloragfio, textura e plano focal, entretanto,
menores ¢ com um didmetro de até 1/3 do nicleo principal. Células com nucleos
em degeneragdo ou apoptdticos ndo foram incluidas na avaliagfio. As condigdes de

analise foram: ocular WF 10x (OLIMPUS) € objetiva de imersdo ZEISS 100/1,25.

I11.3.4) Indice de células apoptéticas.

A identificag@o de células apoptoéticas foi feita utilizando-se uma técnica
variante de concentragdo critica de eletrolitos (CEC), anteriormente proposta para
distinguir RNA de DNA (MELLO et al, 1993). A cromatina de nicleos em
apoptose, em diferentes estados de condensagdio e distribuigio, foi observada
corar-se em verde, da mesma forma que o0 DNA cromossémico de células MCF-
I0F em divis@o, enquanto, a maior parte dos corpos apoptdticos coraram-se em
violeta (VIDAL et al., 1996a), desta forma, facilitando a identificagdo do fenétipo
apoptotico. Sua frequéncia e localizagio nos diferentes clones de células MCF-10F
fo1 estabelecida contando-se todas as células em apoptose, em relagio as células
ndo apoptoticas, em campos microscOpicos semisucessivos, com 0,25 mm?2 de area
(grade de integracdo 100/25 da Zeiss) de maneira a percorrer toda a laminula. As

condigdes de andlise foram: ocular CPL W 10x/18 e objetiva ZEISS 40/0,65.
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Campos microscopicos de intensa confluéncia de células, onde a individualizacdo

das mesmas era dificultada, foram descartados.

111.4) Morfometria nuclear e nucleolar.

Pardmetros nucleares e nucleolares foram avaliados por analise de
imagem. Medidas de édrea, perimetro ¢ fator forma nuclear ¢ nucleolares foram
feitas a partir da captura de imagem de negativos, utilizando o conjunto de lentes
CANON TV ZOON LENS V6x16 (16-100mm) e CANON 58mm close-up LENS
240 do sistema MACRO STAND-LUZEX-F-NIREKO-JAPAN. A seguir, as
imagens foram digitalizadas, processadas e¢ analisadas no analisador de imagem
LUZEX-F- NIREKO-JAPAN. Estes parAmetros foram avaliados em 100 ntcleos
por clone celular. O fator forma foi determinado da seguinte forma:

Fator forma = WEZ.___ x 100, onde P= perimetro e A= area;
dn x A

OBS: Quando os valores do fator forma se aproximam de 100, os nicleos e
nucléolos tendem a assumir uma forma mais circular ¢ quando os valores se
afastam de 100, estes tendem a assumir formas mais irregulares.

O numero de nucléolos/nhcleo foi também determinado.

111.5) Documentagdo fotogrifica.

Esta foi realizada em fotomicroscdpio Zeiss.

I11.6) Andlise estatistica.

Para a comparagdo dos pardmetros calculados pela porcentagem de
sua ocorréncia ,entre os diferentes clones de células MCF-10F, transformados ou

ndo, tais como o indice mitdtico e de apoptdse, porcentagem de células
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micronucleadas, binucleadas, multinucleadas e gigantes foi utilizando o teste
estatistico de Goodman para contrastes entre proporgdes binomiais (GOODMAN,
1964), adotando-se o valor de p< 0,05 como nivel de significincia. Para a
comparag¢do dos pardmetros morfométricos (drea, perimetro ¢ fator forma
nucleares e nucleolares, além do nimero de nucléolos) entre os diferentes clones
de células MCF-10F, transformados ou ndo, foi feita, primeiramente, uma ana’llisé
exploratéria dos dados de cada variavel, através de histogramas de frequéncia e
graficos (box-plot), para se verificar o tipo de distribuigdo de dados, por exemplo:
normalidade, homogeneidade, presenga de dados aberrantes, etc. Posteriormente,
foi realizado uma Andlisc dec Variincia para Experimentos Intciramente
Casualizados (ANOVA) para dados transformados e/ou aplicado o teste estatistico
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, adotando como nivel de significincia p< 0,05.
Comparagdes miultiplas foram verificadas utilizando-se os critérios de LSD (Least
Significant Difference) no caso da ANOVA e Bonferroni no caso do teste

estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (ZAR, 1984).
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V- Resultados.

IV.1) Generalidades quanto a forma, tamanho e niimero de niicleos e nucléolos
e textura cromatinica.

Em geral, tanto nas células controle como nos diversos clones
celulares experimentais considerados nas preparagdes submetidas ao método de
banda C de SUMNER (1972) foram encontrados niicleos de forma circular e
elipsoide, predominando a altima (Figs. 3-A, E-G, I; 4B, C; 5A, C, D, I; 6A, B, D-
G; 7A, B, G). Nucleos apresentando forma irregular foram também observados em
todas as preparagoes, inclusive de células MCF-10F controle (Figs 3B, H, I; 5D, G;
6C, H-J; 7D-G). Todavia, nas células dos clones transformados pela exposi¢do ao
benzo[a]pireno, e em especial em BP1-Tras se observa um pleomorfismo nuclear
mais acentuado (Figs. 3G, [; 5D; 6C, H, I; 7F, G).

Os nticleos das células controle ¢ experimentais mostraram, também,
uma nitida variagdo de tamanhos (Figs. 3F, G; 4C; 5A, G; 6G, H, I; 7F, G). Em
todos o0s casos analisados, se observaram, predominantemente células
mononucleadas, poucas células binucleadas (Figs. 7B, F) ¢ raras células
multinucleadas ¢ gigantes (Figs. 5G; 6H, I; 7F, G).

Virios tipos de alteragdes que comprometem a integridade nuclear
e, consequentemente, celular foram observados: caridlise (dissolugdo nuclear) (Fig,
61), cariomrexis (desintegragdio nuclear) (Figs. 6H, J), e picnose (Fig. 7F) e, com
aparente predominéncia no clone BP1-Tras.

Micronticleos foram observados em todos os preparados (Figs. 3B,
C; 5B, D; 6 H, J; 7D, E). Anomalias mitéticas das mais variadas formas (Figs. 3D;
4D; SE; 7C) foram observadas nas células controle ¢ nos seus clones

transformados.
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FIG.3- Forma e textura de nucleos interfasicos e observagio de mitoses de células
MCF-10F (A-D e H, controle; E-G ¢ I, clone BP1) submetidas ao método
de banda C de Summer (modificado). Contracoloragdo com fast green
a pH 2,7. h, corpos heterocromaticos; m, micronicleos; nu, nucléolos;
seta, cromossomos fora da placa equatorial. Barra menor =10um ¢ barra"
maior = 20um.
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F1G.4- Forma e textura de nucleos interfésicos e observagio de mitose de células
MCF - 10F (A-C, controle; D ¢ E, clone BP1) submetidas ao método de
banda C de Sumner (modificado). Contracoloragio com fast green a pH
2,7. h, corpos heterocrométicos; nu, nucléolos ; seta, ponte cromossomica.

Barra menor =10um e barra maior = 20um.
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Uma grande diversidade em relagio a forma, tamanho e nimero de
nucleolos, corados com fast green, foi observada nos nucleos das células controle e
de seus clones (Figs. 3A, E, F; 4C, E; 5B, G: 6D, F, G, H, J; 7A, B, D-G). Dada a
frequente remogdo de RNA com a metodologia de banda C de SUMNER (1972),
os nucl¢olos apareceram corados apenas com o fast green ou em imagem negativa.

A textura cromatinica observada mostrou-se variada em todos os
casos, as vezes, sendo evidentes pontos de cromatina condensada atribuiveis 2
heterocromatina constitutiva, a qual, através do método de banda C de SUMNER
(1972), costuma se apresentar intensamente corada {Figs. 3A, F, G; 4B, C; 5B, C,
F; 6G). Os fenodtipos nucleares mais frequentes definidos pela textura cromatinica
observada visualmente foram caracterizados nessas preparagdes por exibirem: 1)
areas cromatinicas mais intensamente coradas, de distribuicdo densa homogénea
(Figs. 3B, F, I; 4E; 5D; 6B, C, E; 7A); 2) areas cromatinicas palidamente coradas
segundo uma trama filamentosa, mostrando poucos granulos mais intensamente
corados (Figs. 3A, E, F; 4A-C; 5A, C, F; 6A, B, G; 7D-F), ¢ 3) areas cromatinicas
com abundantes granulos grossos de distribuigdo irregular (Figs. 3B, G, I; 4A; 5B-
D, G; 6B-D, H; 7A, G). As diferencas em textura podem estar relacionadas as
fases do ciclo celular ¢ acentuadas pelo préprio processo de

transformagao/tumorigénese. A simples observagio visual qualitativa ndio permite

maiores conclusdes quanto a este item.

IV. 2) Indice mitotico, bi ¢ multinucleacio, microniicleos e células gigantes e
apoptdéticas.
As células das linhagens BP1-E, BP1-El ¢ BP1-Tras, que expressam
o fendtipo tumorigénico em camundongos atimicos SCID, apresentam um nGmero

maior de células em divisdo, como avaliado pelo indice mitético, quando
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comparados as células controles MCF-10F e transformadas BP1 (TABELA 1).
Entretanto, quando se avalia a distribuigio dessas células em divisdo em
diferentes fases do ciclo celular, n@o se observa diferenga significativa entre as
linhagem de células epiteliais mamérias controles ou transformadas (TABELA 2).
A porcentagem de células binucleadas ¢ gigantes nas diferentes
linhagens celulares controles ou transformadas nio se mostrou alterada, contudo,
quando se avalia as porcentagens de células multinucleadas e micronucleadas,
estas foram significativamente maior nas células da linhagem BP1-Tras (TABELA
I e 3). Ainda com relagdo a linhagem de células BP1-Tras, nestas a porcentagem
de células apopdticas foi significativamente rﬁaior em relagdo as demais linhagens
celulares (TABELAS 3). Com relagdo as células micronucleadas, as que
apresentavam dois ou mais microntcleos foram, também, predominantemente

observadas ocorrer na linhagem de celular BP1-Tras .

1V. 3) A basofilia em nucleos interfisicos, em células mitéticas e em células
apoploticas.

A metacromasia devido ao rRNA foi bem caracterizada no(s)
nucléolo(s) de nicleos interfasicos (Figs. 8D,F ¢ H; 9D-F; 10D ), € em material
em relocagdo durante a mitose, ou ainda, na forma de corpos pré-nucleolares em
nucleos de células em citocinese (Figs. 8A-H; 9D-F; 10A-H; 11A e B), ao
contrario do DNA na cromatina de nicleos interfasicos ou nos cromossomos de
nicleos em divisdo, que por apresentar valores de CEC (concentracio critica de
eletrolitos) menores, apresenta-se ortocromaético, ap6és a coloragio com uma

técnica variante de CEC para o DNA (MELLO et al., 1993).
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TABELA 1- Indice mitético e apoptotico em diferentes clones de células

epiteliais mamadrias humanas, MCF-10F, transformadas e ndo

transformadas.
N* DE CELULAS EM N” DE CELULAS

CELULAS  CELULAS DIVISAO CELULAS APOPTOTICAS

ANALISADAS (%) ANALISADAS (%)
MCF-10F 2577 232 2503 0,56
BPI 2570 3,152 2590 0,42°
BP1-E 2537 437° 2521 0,20°
BP1-El 2520 4,05 b 2505 0,28
BP1-Tras 2519 3.93° 2531 221°

* Letras diferentes representam diferengas significativas para p < 0,05

(teste de Goodman para contrastes entre proporgdes binomiais).
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Os diferentes padrdes de relocagdo de metacromasia de rRNA
durante a mitose em células da linhagem MCF-10A, como descrito por MELLO
(1995) mostraram uma resposta idéntica quando avaliados em células controles
(MCF-10F) e naquelas transformadas por benzo[a]pireno (BP1, BP1-E, BP1-El) e
pela transfecglo com oncogene c-Ha-ras (BP1- Tras).

De um modo geral, a intensidade de metacromasia de rRNA em
relocagio durante a mitose nas células MCF-10F controles ou transformadas ndo
mostrou diferengas marcantes. Com relagdo a frequéncia de corpos parecidos
om nucléolos (nucleolus-like bodies), caracteristicamente observados proximos a
placa cromossdmica na metafase ou proximos ao fuso em fases mitdticas
subsequentes, se mostraram pouco frequentes nas células da linhagem MCF-10F
em divisdo, e, foram quase que escassamente encontrados nas células MCF-10F
transformadas pelo benzo[a]pireno e transfectadas pelo oncogene c-Ha-ras (ver
figuras 8-11).

Os cromossomos em final de profase e em metafase de células das
linhagens MCF-10F (Figs. 8A-D), BP1 (Figs. 9D e E), BPI-E (Fig. 10A ¢ B),
BP1-El (Fig. 10F) e BP1-Tras (Fig. 11A), aparecem circundados de rRNA que se
torna conspicuo sob a forma de pequenos pontos ou alguns corpos maiores e mais
alongados com distribuigdo simétrica. Em algumas células da linhagem MCF-10F,
pode-se observar a presenga de um corpo parecido com nucléolo (nucleolus-like
body), na periferia da massa cromossdémica em final de profase ou inicio de
metafase (Figs. 8A-D). Na anafase, a reagfio de metacromasia de rRNA altera-se
das bordas para as regides entre as duas séries de cromossomos em migracio,
continuando até a tel6fase onde ocorre uma reestruturagio do(s) nucléolo(s), como
observado em células das linhagens MCF-10F (Figs. 8E, F e H), BP1, BP1-E (Fig.
10C ¢ D), BP1-E1 (Fig. 10G) e BP1-Tras . A presenga de um corpo parecido com
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nucléolo (nucleolus-like body), préxime a um dos pélos do fuso mitético, ¢é
observado ocorrer em algumas das células da linhagem MCF-10F (Figs. 8E, F e
H), bem como, a presenga de corpos pré-nucleolares em niicleos de células em
citocinese (Figs. 8G, 10H ¢ 11B), estes ultimos observados em células das
diferentes linhagens celulares estudas.

A presenga de corpos apoptdticos e de condensacdo cromatinica
caracteristica de células em apoptose puderam ser, também, observadas nos
preparados submetidos & técnica variante de CEC para o DNA (MELLO et al,,
1993, VIDAL et al, 1996a) (Figs. 9G; 11C-F). Nas figuras apoptdticas a
metacromasia devida a RNA foi bem caracterizada em nucléolos com diferentes

estados de integridade e no interior dos corpos apoptéticos.

IV. 4) Resposta AgNOR + interfdsica e mitdtica.

A resposta & reagfio de prata foi identificada como pontos ou
agregados AgNOR * sobre os nucléolos na intérfase, ou ainda, como pontos
AgNOR + sobre alguns cromossomos durante a divisdo mitética de células MCF-
10F, transformadas ou ndo (Figs 11G e H). A resposta AgNOR + mitética,
portanto, ndo foi coincidente com a resposta de relocagdo de metacromasia de
rRNA durante a divisdo mitética de células das linhagens MCF-10F, transformadas

ou ndo
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1V. 5) Morfometria nuclear e nucleolar determinada por andlise de imagem.

IV. 5.1) Analise exploratoria e testes estatisticos de dados morfométricos
nucleares e nucleolares.

A analise descritiva dos dados foi feita utilizando-se estatistica
descritiva, histogramas de frequéncia e graficos “box-plot”. Frentc & grande
variabilidade de resposta para a maioria das varidveis houve a necessidade de se
processar a transformagfo dos dados para se aplicar o teste estatistico paramétrico
de ANOVA, que pressupde homogeneidade de varidncias, distribuigfio normal e
independéncia das observagdes. Nos casos em que mesmo utilizando-se de dados
transformados ndo se obteve homogeneidade de varidncia, ou ainda, como
pardmetro de comparag¢Ges, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, que pressupde somente a independéncia das observagdes ¢ é um “Rank”
teste.,

De uma forma geral, a anilise estatistica utilizando os dois testes
estatisticos, paramétrico de ANOVA e nio-paramétrico de Kuskal-Wallis, resultou
em conclusdes idénticas, com exce¢do de algumas decisdes quanto a diferencas
entre clones para os seguintes pardmetros: area, perimetro € numero de nucléolos
(Tabelas 6, 9 ¢ 12). Sempre que possivel as decisdes estatisticas foram tomadas das
comparagdes com o teste de ANOVA, assumindo que este trabalha com
pressuposi¢Oes de homogeneidade de varidncias, normalidade e independéncia das

observagdes,

1V.5.2- Inferéncia estatistica
A Tabela 4 apresenta os valores de média (X) e desvio padrio (SD)

de cada uma das variaveis morfométricas avaliadas neste trabalho. De uma forma
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geral, a andlise dos dados morfométricos de cada varidvel mostra que estes nem
sempre apresentam uma distribuicdo normal e homogénea, sendo evidentes a
presenga de dados aberrrantes como se pode observar através dos histogramas e
graficos “ box-plot ” (Figuras 12 a 26), indicando que a varifncia das medidas nio
¢ constante para a maioria das variaveis.

O tamanho dos nucleos das células epiteliais mamarias humanas,
MCF-10F, diminuiu com a transforma¢do induzida pela exposi¢io ao
benzo[a]pireno (clones BP1, BP1-E e BP1-El) (Tabela 5), como, também, se pode
observar nos histogramas, pela frequéncia maior de valores de area nuclear em
classes entre 50 e 150 pum?2 (Fig.12), ou através da distribuicio das médias e
varidncias dos dados de 4rea nuclear no grafico “box-plot” (Fig. 13). A presenga de
dados discrepantes foi mais marcante nos clones tumorigénicos quando comparado
com as ouiras linhagens celulares (Figs. 13).

Com a transfec¢do do oncogene c-Ha-ras ao DNA das células do
clone BP1, transformadas quimicamente, entretanto, nota-se uma variagio maior
dos valores de drea nuclear maior, e, embora se observe no histograma uma
frequéncia elevada de valores de érea nuclear em classes entre 50 e 150 pm2,
como nos clones transformados, a presenga de niicleos com valores de drea
maiores eleva a varidncia dos dados, como se pode observar no grafico “box-plot”
(Fig. 13), de tal forma que impossibilitou a aplicagio do teste estatistico de
ANOVA, mesmo utilizando-se de transformag¢des homosedasticas de dados. Pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo se tem evidéncias suficientes para
afirmar que o tamanho dos niicleos das células do clone BP1-Tras difiram dos das
células MCF-10F (controles). Entretanto, os valores das dreas nucleares das células

MCF-10F sdo estatisticamente diferentes quando comparados com os valores
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Tabela 5- Comparacdes de areas nucleares em diferentes clones de células

epiteliais mamarias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo, como

avaliadas pclos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico) e de

Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).

Células 1 X SD ANOVA Kruskal-Wallis
MCF-10F 134,97 34,13 AZ:3 A

BP1 111,32 30,56 C C
BP1-E 124,42 36,47 B B
BP1-El 123,15 31,59 B B

BP1- Tras 144,71 56,41 ND AB

1 Foram analisadas 100 células por clone celular; 2 Letras diferentes representam

diferengas significativas para p< 0,05; 3 A— C ordem decrescente das médias dos

dados avaliados por ANOVA; ND =

Nio determinado pela auséncia de

homogeneidade da varidncia dos dados; X = Média aritmética; SD = Desvio-

padrdo.
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nucleares das c€lulas dos clones transformado (BP1) e tumorigénicos (BP1-E e
BP1-E1) (Tabela 3).

Por outro lado, o tamanho dos nucléolos aumentou com a progressio
tumorigénica de células epiteliais mamadrias humanas, MCF-10F, transformadas
com a exposi¢do ao benzo[a]pireno e com a transfec¢do do oncogene c-Ha-ras
(Tabela 6). Praticamente, todos os valores de area nucleolar se concentram nas
classes entre 10 e 20 um?2 nas células dos clones MCF-10F ¢ BP1, enquanto, uma
consideravel parcela dos valores de drea nucleolar se distribuem em classes acima
de 20 um? nos clones de células que expressam o fendtipo tumorigénico (clones
BP1-E, BP1-E1 ¢ BP1-Tras) (Fig. 14). A variancia de valores de 4rea nucleolar ¢ a
presenga de dados discrepantes foi mais marcante nos clones de células BP1-E ¢
BP1-Tras (Fig.15).

O aumento na éarea do(s) nucléolo(s) associado a alteragdes no
tamanho dos nacleos nas células MCF-10F, transformadas quimicamente (clones
BP1, BPI-E, BP1-El ¢ BP1-Tras), resultaram em um aumento progressivo de
valores da varidvel razfio drea nucleolar/drea nuclear, sendo este mais marcante
nos clones celulares tumorigénicos (Tabela 7). Basicamente, como se observa nos
histogramas de frequéncia (Fig.16), na maioria dos casos o(s) nucléolo(s) ocupou
(aram) menos ou ao redor de 10% da area nuclear nas células dos clones MCF-10F
¢ BP1, respectivamente. Entretanto, nos clones tumorigénicos de células epiteliais
mamarias humanas, MCF-10F (clones BP1-E, BP1-El e BP1-Tras), na maioria
dos casos o(s) nucléolo(s) ocupou (aram) entre 10 a 20% da drea nuclear (Fig. 16).
Valores maiores de média e varidncia da razdo 4rea nucleolar/area nuclear foraxﬂ
caracteristicos dos clones que apresentam comportamento tumorigénico(clones
BP1-E, BP1-El ¢ BP1-Tras), e dados discrepantes foram observados somente nas

células transformadas pelo benzo[alpireno (clones BP1-E, BP1-E1) (Fig.17).
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Tabela 6- Comparagdes de arcas nucleolares em diferentes clones de células
epiteliais mamarias humanas, MCE-10F, transformadas ou ndo, como
avaliadas pelos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico) ¢ de

Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).

Células X SD ANOVA  Kruskal-Wallis
MCE-10F 11,73 3,25 A23 A
BP1 12,50 3,49 A A
BP1-E 18,29 6,36 C B
BP1-El 16,15 4,46 B B
BP1- Tras 24,92 8,44 D C

1 Foram analisadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes
representam diferencas significativas para p< 0,05; 3 A— D, ordem crescente das
médias dos dados transformados (In logaritmica) avaliados por ANOVA; X =

Média aritmética; SD = Desvio-padrio.
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Tabela 7- Comparagdes dos valores da raziio enfre a drea nuclear ¢ a drea
nucleolar em diferentes clones de células epiteliais mamdrias
humanas, MCF-10F , transformadas ou ndo, como avaliadas pelos
testes estatisticos de ANOVA ( paramétrico ) e de Kruskal - Wallis

(ndo-paramétrico).

Células X SD ANOVA Kruskal-Wallis
MCF-10F 0,09 0,02 A A
BP1 0,11 0,03 B B
BP1-E 0,15 0,04 C C
BPI-El 0,14 0,03 D D
BP1- Tras 0,18 0,03 E E

1 Foram analisadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes
representam diferengas significativas para p< 0,05; 3 A— E, ordem crescente das
médias dos dados transformados (In logaritimica), avaliados por ANOVA; X =

Média aritmética; SD = Desvio-padrio.
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O perimetro dos nucleos diminuiu nas células transformadas com o .
benzo[a]pireno (clones BP1, BP1-E ¢ BP1-El) (Tabela 8). Uma frequéncia maior
de valores de perimetro nuclear foi observada ocorrer em classes entre 30 ¢ 50

um2 nos nicleos das células dos clones BP1, BP1-E e BP1-El, enquanto, nos
aticleos das células dos clones MCF-10 F ¢ BP1-Tras esse valores se concentraram
entre 40 a 60 pm2 (Fig. 18), sendo a varidncia dos dados de perimetro nuclear
significantemente maior nos nicleos das células do clone BP1-Tras (Fig. 19).
Desta forma, baseando-se no fato de que o valor do fator forma ¢ diretamente
proporcional ao quadrado do perimetro ¢ inversamente proporcional a drea ( ver
formula em Materiais e Métodos) e nos resultados das comparagGes estatisticas
(Tabela 9), os nicleos das células MCF-10F, transformadas pelo benzof[a]pireno
(clones BP1, BP1-E e BPI-El), tenderam a assumir formas mais clipsoides,
enquanto, os niicleos das células MCF-10F e BP1-Ttas tenderam a assumir formas
mais circulares. Estes achados podem também ser verificados através dos
histogramas de frequéncia dos valores do fator forma nuclear (Fig. 20). Valores
discrepantes de perimetro e fator forma nucleares foram observados em todos o0s
clones celulares (Figs. 19 ¢ 21).

Por outro lado, o perimetro dos nucléolos aumentou com a
progressio tumorigénica das células MCF-10F induzida pelo benzo[a]pireno
(clones BP1-E e BP1-E1) (Tabela 10). Uma frequéncia maior de valores de
perimetro nucleolar foi observada ocorrer em classes entre 10 a 30 um2 nos
nucléolos das células dos clones MCF-10F, BPle BP1-Tras, enquanto, nos
nticleos das células dos clones BP1-E ¢ BP1-El, embora uma frequéncia grande de
valores de perimetro nucleolar se concentrasse dentro deste intervalo, uma parte
consideravel de dados posicionou-se acima de 30um2 (Fig. 22). Desta forma,

baseando-se no fato de que o valor do fator forma ¢ dirctamente proporcional ao
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Tabela 8- Comparagdes de perimetros nucleares em diferentes clones de células

epiteliais mamarias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo, como

avaliadas pelos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico) ¢ de

Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).

Células 1 X SD ANOVA Kruskal-Wallis
MCF-10F 44,96 7,58 AZ3 A

BPI1 40,44 7,77 C C
BP1-E 42,21 5,81 B B
BP1-El 42,17 5,46 B B

BP1- Tras 44,39 8,15 AB AB

I Foram analisadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes

representam diferencas significativas para p< 0,05; 3 A— C, ordem decrescente

das médias dos dados transformados (inverso do quadrado) avaliados

ANOVA; X = Média aritmética; SD = Desvio-padrio.

por
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Figura 18- Histogramas de frequéncia (f) dos perimetros nucleares (um) das

células dos diferentes clones de células MCF-10F, transformadas ou
nao.
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Tabela 9- Comparagdes de fator forma nucleares em diferentes clones de células-

epiteliais mamarias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo, como

avaliadas pelos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico) e de

Kruskal-Wallis (nfo-paramétrico).

Células 1 X SD ANOVA Kruskal-Wallis
MCF-10F 114,66 4,31 ND AZ

BP1 117,61 6,51 ND BC
BPI1-E 116,30 4,88 ND AC
BP1-El 116,18 5,68 ND AC
BP1- Tras 113,25 4,25 ND B

I Foram analisadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes

representam diferengas significativas para p< 0,05; ND = Nao determinado pela

auséncia de homogeneidade da variéncia dos dados; X = Média aritmética, SD =

Desvio-padréo.
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epiteliais mamarias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo.
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quadrado do perimetro e inversamente proporcional a area ( ver formula em
Materiais ¢ Métodos) e nos resultados das comparagdes estatisticas (Tabela 11), os
nucléolos das células MCF-10F, transformadas pelo benzo{a]pireno (clones BP1-E
e BP1-El), tenderam a assumir formas mais irregulares, enquanto, os nucléolos
das células MCF-10F e BP1 e BP1-Tras tenderam a assumir formas mais
regulares. Estes achados podem também ser verificados através dos histogramas de
frequéncia dos valores do fator forma nucleolar (Fig. 24). Valores discrepantes de
perimetro foram observados nos clones BP1, BPI-E ¢ BP1-Tras ¢, de fator forma
nucleolares em todos os clones celulares (Figs. 22 e 25).

Uma diminui¢do no ntimero de nucléolos foi observado ocorrer nos
clones de células BPI-E e, especialmente em BP1-Tras (Tabela 12). Nos nacleos
das células das células epiteliais mamadrias humanas, MCF-10F, transformadas
pelo benzo[a]pireno, foram observados até um maximo de 5 a 7 nucléolos, excegio
feita as células do clone BP1-Tras onde foram observados nicleos com no maximo
3 nucléolos em 100 nhcleos analizados (Fig.26 € 27). A varidncia do nimero de

nucléolos foi maior nos niicleos das células do clone BP1-E (TABELA 12).
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Tabela 10- Comparagdes de perimetros nucleolares em diferentes clones de
células epiteliais mamadrias humanas, MCF-10F, transformadas ou
nio, como avaliadas pelos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico)

¢ de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).

Células 1 X SD ANOVA K ruskal-Wallis
MCEF-10F 23,61 6,58 A 23 A

BP1 23,55 6,73 A A
BP1-E 27,47 9,48 B AB
BPI-El 27,26 5,72 B B

BPI1- Tras 23,84 6,64 A A

| Foram analisadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes
representam diferencas significativas para p< 0,05; 3 A— B, ordem crescente das
médias dos dados transformados (raiz quadrada) avaliados por ANOVA; X =

Média aritmética; SD = Desvio-padrio.
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Tabela 11- Comparagdes de fator forma nucleolares em diferentes clones de

células epiteliais maméarias humanas, MCF-10F , transformadas ou

nfio, como avaliadas pelos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico)

e de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).

Células 1 X SD ANOVA Kruskal-Wallis
MCF-10F 15927 51,86 ND A2

BP1 137,38 32,88 ND B
BPI-E 171,55 58,08 ND AC
BP1-El 142,02 24,45 ND A

BP1- Tras 127,29 16,13 ND B

I Foram analizadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes

representam diferengas significativas para p< 0,05; ND = Néo determinado pela

auséncia de homogeneidade da variancia dos dados; X = Média aritmética; SD =

Desvio-padrio.
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Figura 24- Histogramas de frequéncia (f) dos valores do fator forma nucleolar das’

células dos diferentes clones de células MCF-10F, transformadas ou
néo.
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Tabela 12- Compara¢des do numero de nucléolos em diferentes clones de

c€lulas epiteliais mamarias humanas, MCF-10F , transformadas ou

ndo, como avaliadas pelos testes estatisticos de ANOVA (paramétrico)

e de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).

Kruskal-Wallis

Células | X SD ANOVA

MCF-10F 2,73 1,09 A23 A
BP1 2,68 1,21 A A
BP1-E 2,25 1,17 B B
BP1-El 2,48 0,93 A AB
BP1- Tras 1,54 0,69 C C

I Foram analisadas 100 células por linhagem celular; 2 Letras diferentes

representam diferencas significativas para p< 0,05; 3 A— C, ordem decrescente

das médias dos dados transformados (inversa da raiz quadrada), avaliados por

ANOVA; X = Média aritmética; SD = Desvio-padrio.
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Figura 26- Histogramas de frequéncia (f) do numero de nucléolos das células dos

diferentes clones de células MCF-10F, transformadas ou nio.
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V- Discussiio,

V.1) Resposta de relocacdo de metacromasia de RNA durante a mifose de
células epiteliais mamdrias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo.

O padrdo de relocagfio de metacromasia devida a rRNA com a
mitose, em células MCF-10F, ndo se modifica com a transformacéo neoplasica
induzida pela exposigéo ao benzo[a]pireno ou pela transfecgfio do oncogene c-Ha-
ras. Esta relocagio de rRNA, embora idéntica a de células da linhagem MCF-10A
(MELLO, 1995), mostra menor intensidade na resposta metacromatica e na
frequéncia de corpos semelhantes a nucléolos (nucleolus-like bodies) do que em
células da linhagem MCF-10A. Este fato, pode de certa forma ser associado as
quantidades de rRNA relacionas &s necessidades metabodlicas diferentes destas
duas linhagens de células epiteliais mamérias humanas, como comentado mais
adiante.

Nucleos de células das linhagens MCF-10F, transformadas ou nao,
quando corados com azul de toluidina em presenga de concentragdes crescentes de

ions Mg2+ exibem aboligio de metacromasia devida ao DNA em concentragdes

idnicas de Mg2+ inferiores aquelas observadas para 0 RNA. Isto se deve ao fato de
que o ponto de CEC (concentragdo critica de eletrolitos) do DNA é menor do que o
do RNA (MELLO et al., 1993).

Dos seus estudos da composigio das glicosaminoglicanas dcidas em
matriz extracelular animal com azul de alcian, SCOTT (1960) propds o conceito de

concentragdo critica de eletrdlitos, visando a localizagiio e identificac8io de
diferentes compostos anidnicos (COOw e 80-3) nessa matriz. Segundo SCOTT

(1960), CEC ¢ a concentragdo especifica de cations inorganicos na qual a

alcionofilia de determinado substrato é abolida. Ao serem corados, entdo, com as
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solugBes contendo cdtions inorginicos, determinados substratos da matriz
cxtracelular passam a exibir uma diminuicdo da intensidade de coloraciio em
fungdo da concentragdo dos fons inorgénicos na solugdio corante. Este fato se deve
a competicdo entre as moléculas do corante catidnico com os cations inorginicos
por sitios anidnicos disponiveis nos diferentes substratos (SCOTT, 1973).

O principio da CEC foi estendido por VIDAL & MELLO (1989) ¢
MELLO & VIDAL (1989) para estudos de mudancas na composicdo e/ou
estruturas de complexos nucleoproteicos in vitro e in situ . Esses autores utilizaram
como cition inorginico o Mg2+e como corante catiénico o azul de toluidina (AT)
a 0,025% em tampédo Mcllvaine. Em pH 4,0, as moléculas desse corante se ligam
cletrostaticamente a grupos fosfatos disponiveis no DNA e RNA, ou seja, nfo
ligados a proteinas, resultando na basofilia nuclear.

A basofilia nuclear ¢ dita metacromatica para o caso de coloragdo
com AT, quando 4 medida em que as moléculas deste corante se ligam a grupos
anidnicos disponiveis em determinados substratos em maior niimero e proximas
umas das outras, ou seja, ocorrendo a formagio de dimeros, trimeros ¢ tetrimeros
por empilhamento das moléculas de AT, se observa alteragdo no espectro de

absor¢do anteriormente obtido para uma solu¢do aquosa do corante a uma

concentragdo de 10-6 M. Com o empilhamento das moléculas de AT, ocorre um
deslocamento do pico de absorgio de valores de 630 nm para picos de
comprimento de onda mais curtos (hipsocromismo) (no maximo 540 nm), e,
simultancamente, se observa um abaixamento do pico de absorgdo anteriormente
obtido (hipocromismo) (VIDAL, 1987). Visualmente, em preparagdes in vitro € in

situ, o fendmeno de metacromasia ¢ verificado pela coloragdo réseo-violeta,

Desta forma, a concentragio de Mg2+ na qual é abolida a

metacromasia do DNA ou do RNA num complexo nucleoprotéico ¢ considerado
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como o seu ponto de concentragdo critica de eletrélitos (CEC) (VIDAL &
MELLO, 1989). Considerando-se que no ponto de CEC de DNA em complexos
DNA-proteinas a sua metacromasia € abolida, enquanto a metacromasia de RNA
em complexos RNA-proteinas € bem evidente, MELLO et al., (1993) propuseram
uma técnica variante de CEC aplicada para visualizagdo de nucléolos, que,
posteriormente, foi extendida para estudos de relocagéio de metacromasia de RNA
durante a mitose (MELLO, 1995) e visualizagio de células apoptoticas (VIDAL et
al., 1996a), como comentado mais adiante.

O nucléolo sofre alteragdes estruturais ciclicas durante a divisio
celular, ou seja , se fragmenta no inicio da mitose e se reconstitui ao final da
telofase de cada ciclo celular (BRINKLEY, 1965; NOEL et al., 1971). O nucléolo
no inicio da profase se desintegra e suas proteinas sdo distribuidas para locais
especificos da célula:1) algumas proteinas nucleolares permanecem associadas
com as NORs (regides organizadoras de nucléolos) durante todos 0s estagios da
mitose, como o caso da RNA polimerase 1 e do fator de transcrigio UFB
(HERNANDEZ-VERDUN et al., 1980; ROUSSEL et al., 1994); 2) outras
proteinas solubilizam-se em parte no citoplasma vindo a se integrar ao nucléolo em
reformulagdo na telofase, como o caso da nucleolina e da proteina B23
(HERNANDEZ-VERDUN et. al., 1980; ROUSSEL et al., 1994); 3) e um terceiro
grupo de proteinas, conhecidas como proteinas passageiras (“passenger proteins™),
alinham-se junto’a periferia dos cromossomos (revestimento pericromossomal)
durante a mitose (GAUTIER et al, 1992, 1994).

Durante a mitose das células MCF-10F, o material nucleolar
metacromdtico se reorganiza dentro do citoplasma envolvendo as placas
metafésicas e, na anifase, a reagfio de metacromasia desloca-se das bordas para as

regides entre os dois blocos de cromossomos, sendo assim observada até a
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telofase, quando ocorre uma reformulacio do nucléolo (Figs. 8-11). A resposta de
metacromasia de rRNA durante a mitose nfo coincide com a resposta  AgNOR™
(Fig. 11) nem mesmo com a localizagdo das proteinas passageiras e snRNAs
observados por outros autores durante a divisdo celular de diferentes tipos
celulares (AZUM-GELADE et al., 1994; GAUTIER et al, 1992, 1994),
confirmando dados de MELLO (1995).

Corpos nucleares (corpos esféricos ¢ espiralados) e citoplasmaticos
(corpos semelhantes a nucléolos), com caracteristicas moriolégicas e/ou ulira-
estruturais similares aos nucléolos, véem sendo descritos na literatura em células
interfasicas, e, em divisdo celular, respectivamente (BRINKLEY, 1965; NOEL et
al., 1971; BRASCH & OCHS, 1992; MELLO, 1995; ROTH, 1995). Durante a
divisdo celular, mais precisamente durante a préfase até o inicio da teléfase, COIpos
parecidos com nucléolos (“nucleolus-like bodies”) associados &s massas
cromossomicas ou livres no citoplasma podem ser identificados tanto em células
vegetais como animais, como remanescentes nucleolares (BRINKLEY, 1965;
NOEL et al., 1971; SATO et al., 1988,1989; MELLO, 1995). Estudos citoquimicos
revelaram que estas estruturas apresentam uma natureza ribonucleoproteica
(SATO et al,, 1988,1989; MELLO, 1995).

Os corpos parecidos com nucléolos (nucleolus-like bodies) cujos
tamanhos ¢ frequéncia ao longo das diferentes fases da mitose sdo elevados nas
células da linhagem MCF-10A ndo transformadas, intermediarios nas células da
linhagem MCF-10F ndo transformadas, pequenos e escassos nas células das
linhagens MCF-10F transformadas pela exposi¢io ao benzofalpireno ou pela
transfec¢do do oncogene c-Ha-ras, podem, possivelmente, refletir diferencas
metabolicas dessas linhagens, como também corroborado por dados de

morfometria nucleolar comentados mais adiante. Contetidos de rRNA excedentes
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as necessidades funcionais poderiam ser confinados a esse Corpos que seriam
lisados em algum momento propicio do ciclo celular. Nesse sentido, nas células da
linhagem MCF-10F transformadas, seu metabolismo propiciaria maxima reducgio
de tais excedentes, talvez com alguma vantagem energética.

Ao contrario da detecgdo interfasica de corpos espiralados (coiled
bodies), um tipo especial de corpo nuclear (0,3 a 1,5 um de didmetro) tipicamente
arredondado e composto de fibras espiraladas ¢ granulos, e, especialmente
proeminente no nucleoplasma, ou mesmo no nucléolo de células hiperestimuladas
e/ou tumorigénicas, inclusive de células epiteliais mamérias humanas (BRASCH
& OCHS, 1992; OCHS et al., 1994), a auséncia de corpos parecidos com nucléolos
(nucleolus-like bodies) durante a mitose de células transformadas pelo
benzo[alpireno poderia estar correlacionado com o metabolismo e o grau de

transformacdo in vitro destes clones celulares.

V. 2) Proliferacio celular ¢ apoptose em células epiteliais mamdrias h umanas,
MCF-10F, transformadas ou ndo.

O crescimento tumoral ou a expansio clonal de células
transformadas em cultura ¢ afetado diretamente pelo balango entre a proliferacdo
celular e a morte celular por necrose, apoptose ou por mitose catastrofica (mitose
andmala), esta ultima observada principalmente em cultura de células. O fato de
que células sofrendo mitose normal, mitose catastréfica ou apoptose compartitham
de um numero de caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e genéticas (KING &
CIDLOWSKI, 1995; EVAN et al.,, 1995), e, que viérios genes, entre eles o p53,

bel-2/bax, c-myc, ras e algumas CDKs (proteinas kinases dependentes de ciclinas)

sdo importantes na regulagdo destes processos, indicam a complexidade,
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interrelagdo e a importdncia destes processos para o entendimento do
comportamento bioldgico de diferentes neoplasias.

A aquisi¢do da propriedade de induzir tumores em camundongos
atimicos SCID (“severe combined immunodeficiency™) de células da linhagem
MCF-10F transformadas, entre outros fatores, parece ser dependente de um estado
proliferativo aumentado nestas células. As células provenientes de linhagens de
MCF-10F transformadas pela exposicio ao benzo[alpireno (BPI-E, BP1-El) e
transfectadas com o plasmidio pHO6T1 contendo o oncogene c-Ha-ras humano
mutado (BP1-Tras), que expressam o fenétipo tumorigenico em camundongos
atimicos SCID (CALAF & RUSSO, 1993:CALAF etal.,, 1995), apresentam uma
atividade proliferativa aumentada, como avaliada pelo indice mitético, quando
comparadas as células controles (MCF-10F) e transformadas (BP1) (Tabela 1).
Este fato demostra que a transformacio das células MCF-10F pelo benzo[a]pireno
¢ pelo oncogene c-Ha-ras, d4 origem a clones que expressam taxas proliferativas
mais elevadas.

Em trabalho anterior, CALAF & RUSSO (1993) demostraram que as
c¢lulas dos clones BP1-E apresentam tempo de duplicagdo de populagfo (doubling
time) (intervalo de tempo necessario para que ocorra uma duplicagdo total da
populagdo inicial) menor ¢ nimero total de duplicagdes de populagdes (total
doublings) (nimero total de duplicagdes de uma linhagem celular desde sua
iniciagdo) maior quando comparadas s células da linhagens MCF-10F ¢ parentais
BP1, esta Gltima apresentando valores intermediarios comparado aos dos outros
clones. Desta forma, a expressio do fenétipo tumorigénico nas linhagens celulares
BPI-E, BP1-EIl e BP1-Tras parece estar associada a aquisi¢do de uma vantagem

proliferativa em relagédo as células parentais BP1 e controles MCE-10F.
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A atividade proliferativa aumentada é uma das caracteristicas mais
marcantes das células tumorais (PRESTON-MARTIN et al., 1990), visto que, ao
contrario das células normais, as células comprometidas com a malignizagio
carecem dos ecanismos que controlam  a progressio do ciclo celular
(HARTWELL & KASTAN, 1994). Portanto, a detecgio e a quantificagdo das
células em proliferaglio representam parfimetros importantes para se avaliar o
comportamento biolégico de diferentes neoplasias.

A contagem das mitoses ¢ talvez o método mais conveniente e o
mais tradicional para estimar atividade proliferativa de células em cultura, e, em
tecidos normais, adaptacdes fisiolégicas ou patoldgicas. Dessa forma, a contagem
de mitoses na forma de indice mitético tem sido muito empregada pelos
patologistas como pardmetro do prognoéstico de diferentes neoplasias, inclusive nas
neoplasias de mama (van DIEST et al, 1989; AALTOMAA et al., 1991;
BIESTERFELD et al, 1995; JANNINK et al., 1995). Entretanto, muitos
patologistas ndo reconhecem a contagem de mitoses como uma ferramenta
prognostica importante, visto que, este método mostra-se ineficiente sob varios
aspectos, sendo o mais marcante a dificuldade no reconhecimento de figuras
mitéticas, com a consequente baixa reprodutibilidade entre diferentes observadores
(QUINN & WRIGHT, 1990).

A detecgdo de antigenos relacionados & incorporagdo de precursores
do DNA (timidina tritiada ou bromodesoxiuridina (BrdU)) e & proliferacdo celular
(Ki-67 e o antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA)) e, a quantifica¢io de
proteinas AgNOR + vém ganhando, atualmente, um grande espago no contexto do
estudo do comportamento e do prognéstico de diferentes neoplasias, quanto ao que
sc refere a identificagdo e quantificagio de células em proliferacdo (QUINN &

WRIGHT, 1990; HOFSTADTER et al, 1995). Embora a contagem de figuras de
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mitose leve a uma subestimativa da fragdo de células em proliferagdo celular, visto
que as células em intérfase ndo sdo consideradas neste tipo de analise, esta foi
sensivel em detectar um aumento de células em divisdo nos clones de células
MCF-10F que expressam o fendtipo tumorigénico. Estes resultados, portanto,
estdo de acordo com dados da literatura que indicam que as células MCF-10F
transformadas e tumorigénicas (BPI-E) adquirem vantagem proliferativa em
relagdo as parentais ndo tumorigénicas (BP1), e, principalmente em relacdo as
controles (MCF-10F) (CALAF & RUSSO, 1995).

Uma contrapartida fisioldgica contraria a proliferacdo celular, que
regula a homeostase tecidual (nimero constante de células) e a taxa de crescimento
tumoral, é a apoptose ou morte celular programada (RAFF, 1992; THOMPSON et
al.,, 1992). Embora os termos apoptose ¢ morte celular programada sejam

extensamente utilizados como sindnimos, distingdes entre eles podem ser feitas

(MAJNO & JORIS, 1995).

O termo " morte celular programada” ¢ empregado para situagdes
onde existe um programa genético (relogio genético), que especifica o periodo em
que a morte (suicidio) celular deve ser desencadeada, ocorrendo em condigOes
fisiologicas especificas (metamorfose em insetos, regressdo do ttero poOs-parto €
mama na lactagdo, etc.), na embriogénese (desenvolvimento do sistema nervoso,
etc.), durante a diferenciagdo celular ¢ na dependéncia da cinética de renovacio
celular. Por outro lado, o termo "apoptose” € utilizado para especificar o programa
genético que sinaliza os meios para produzir morte celular circunstancial, em
decorréncia de danos genéticos causados por radiagdo ou agentes quimicos, da
retirada de fatores troficos, etc. Em outras palavras, existem muitas situagdes nas
quais a morte celular programada ocorre por mecanismos distintos dos da apoptose

(MAJNO & JORIS, 1995).
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A apoptose pode ser induzida, por exemplo, pela radiagio, agentes
quimioterapicos, hiper ou hipotermia (choque térmico), adigdio ou retirada de
hormanios e por linfécitos T citotdxicos (KERR et al., 1994). Desta forma, morte
celular por apoptose, ao contrario da morte por necrose, proporciona um
mecanismo protetor pelo qual células com danos no DNA ou com alteragtes
patologicas, que poderiam interferir na homeostasia tecidual ou levar a
transformagdo neoplasica, seriam eliminadas (WILLIAMS, 1990; SMITH &
FORNACE, 1996). Entretanto, as células tumorigénicas durante a progressdo rumo
a malignidade tanto in vifro quanto in vivo parecem carecer dos mecanismos que
desencadelam a apoptose favorecendo, desta forma, sua expansio clonal
(PRESTON et al., 1994; BEDI et al., 1995).

Morfologicamente, a apoptose ¢ caracterizada pela perda da
integridade celular, condensagdio e segregagio cromatinica, com a formagio de
massas granulares uniformes e delimitadas sobre o envelope nuclear (marginagio
da cromatina) e condensagdo do citoplasma. A progressdo da condensagdo
cromatinica ¢ acompanhada pela invagina¢do das membranas celular e nuclear,
seguido por quebra do nicleo (cariorrexis) em fragmentos discretos que sfo,
posteriormente, circundados por porgdes do envelope nuclear, e, pelo fendémeno de
estrangulamento celular, que ir8o constituir os corpos apoptéticos (WHILE et al.,
1989; GERSCHENSON & ROTELLO, 1992; KERR et al.,, 1994; MAINO &
JORIS, 1995). Bioquimicamente, a apoptose ¢ caracterizada pela fragmentagio do
DNA a nivel nucleossomal, que pode ser facilmente reconhecida pelo aspecto em
“escada” do DNA em gel de agarose (WHILE et al, 1989; GERSCHENSON &
ROTELLO, 1992; KERR et al., 1994; MAJNO & JORIS, 1995), embora esta

caracteristica ndo possa ser utilizada como um marcador universal de apoptose
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(COHEN et al., 1992; COLLINS et al., 1992; GERSCHENSON & ROTELLO,
1992; KERR et al., 1994; MAJNO & JORIS, 1995).

Basicamente, a identificacdo de células apoptéticas pode ser feita: 1)
a partir da marcagio in situ de extremidades 3'-OH de DNA fragmentado
(GAVRIELI et al., 1992; WIISMAN et al., 1993); 2) a partir das caracteristicas
morfoldgicas avaliadas por microscopia eletronica ou de luz (WHILE, 1980). Esta
Gltima pode ser efetuada em preparados submetidos a coloragdes citoquimicas de
rotina como hematoxilina-cosina ou, mais recentemente, pelo método variante de
CEC (VIDAL et al., 1996a).

Células apoptoticas, como identificadas pela variante do método de
CEC (concentragdo critica de eletrdlitos), anteriormente, proposto para distinguir
RNA de DNA (MELLO et al., 1993), foram obervadas ocorrer em todos os clones
de células epiteliais mamarias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo. A
cromatina em processo de condensagdio, caracteristica de nicleos de células em
apoptose, foi observada corar-se em verde, da mesma forma que o DNA
cromossOmico de células MCF-10F em divisdo, enquanto, a maior parte dos
corpos apoptoticos coraram-se de violeta (Figs.11 D-F), pelo método proposto por
MELLO et al. (1993). Nucléolos, corados de violeta, em diferentes estados de
integridade foram, também, observados nas células MCF-10F em apoptose
(Figs.11 D e F). Desta forma, o método variante de CEC aplicado a visualizagdo de
células apoptoticas (VIDAL et al,, 1996a) mostrou-se uma ferramenta util na
determinacdo da localizagdio e frequéncia destas células nos diferentes clones de
células MCF-10F.

Da andlise das porcentagens de células apoptéticas identificadas pelo
método proposto por VIDAL et. al. (1996), observou-se que as células da

linhagem BPI-Tras apresentaram taxas de apoptose significativamente elevadas
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em relacdo as demais linhagens celulares controles (MCF-10F) e transformadas
(BP1, BP1-E, BP1-El) (Tabela 3). Este achado € intrigante e, vai de encontro aos
fatos de que: 1) as células da linhagem BP1-Tras desenvolvem tumores em
camundongos atimicos SCID em um periodo de laténcia menor (os tumores
apareceram entre 47 ¢ 60 dias apds a inoculagdo em 11 dos 14 animais) que oé
tumores induzidos pelas cé¢lulas da linhagem BP1-E (os tumores apareceram entre
101 e 124 dias apos a inoculacdo em 3 dos 3 animais inoculados (CALAT et al.,

1995); 2) fibroblastos em cultura transfectados com ¢ oncogene c-Ha-ras mutado,

com moderada ou alta expressdo da proteina oncogénica p21m~s~, apresentam taxas
de apoptose espontineas menores (ARENDS et al, 1993, 1994) ou uma resisténcia
maior a agdio de substdncias genotoxicas ¢ quimioterapicos (BURT et al., 1988;
NIIMI et al,, 1991; KUO et al., 1996) ¢ radiag@o ionizante (SKLAR, 19838),
quando comparado com fibroblastos transfectados com outros oncogenes como c-
myc, HPV, v-erbB-2, v-raf, v-src, v-fes, v-mos; 3) taxas de apoptose elevadas erﬂ
fibroblastos em cultura transfectados com determinados oncogenes, outros que o ¢-
Ha-ras, influenciam o crescimento de tumores induzidos in vivo.

As células epiteliais maméarias humanas, MCF-10F, possuem dois
alelos do proto-oncogene c-Ha-ras, identificados por dois fragmentos de restrigdo
de 1.0 Kb e 1.2 Kb. A exposi¢do das células do clone MCF-10F ao benzo[a]pireno
resultou na perda de um dos alelos do oncogene c-Ha-ras. o de 1.0 Kb, observado
ocorrer nos clones de células BPl e BPI-E, enquanto amplificacdo do alelo
remanescente, o del.2 Kb foi observado ocorrer somente no clone de células BP1-
E (ZHANG et al., 1995). Além dessas alteragdes, a exposi¢do ao benzo[a]pireno
resultou, também, em mutagdio de ponto no cédon 61 do alelo de 1.2 Kd, em

ambos os clones celulares BP1 e BP1-E (ZHANG et al., 1995). _
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A ativagdo por mutagdo dos proto-oncogenes da familia ras ¢
frequentemente observada em diferentes tumores humanos (BOS,1989), induzidos
quimicamente em animais de experimentacio (BALMAIN & BROWN, 1988;
BELINSKY & ANDERSON, 1991) ou em células em cultura apds a exposigdo a
diferentes carcinogenos quimicos (POURZAND & CERUTIS, 1993; ZHANG et
al., 1994). Mutagdes nos codons 12, 13, 61 nos genes da familia ras (H-ras, K-ras e
N-ras), convertem esses proto-oncogenes em oncogenes ativos, e, a manifestagio
de determinado membro dessa familia parece ser tecido e tumores especificos
(BOS, 1989). Ao lado da perda da atividade de genes supressores tumorais, a

ativagdo de determinados oncogenes, em particular os da familia ras, parece ter

um importante papel nos processos iniciais da tumorigénese, bem como, .na
progressdo de células epiteliais mamarias humanas rumo & malignizagio
(BASOLO et al., 1991; CALAF et al., 1995).

As proteinas do proto-oncogene ras sdo membros de uma
superfamilia de proteinas de baixo peso molecular (20-29 kDa, designadas como
LMWGS (low molecular weight GTP-binding proteins),ou simplesmente de
proteinas relacionadas ao ras), que se ligam e hidrolizam GTP, desta forma,
participando como reguladores criticos de uma ampla variedade de fungdes
intracelulares, tais como, proliferagiio e diferenciacdo celular, trafico intracelular
de vesiculas, fun¢do de NADPH oxidase ¢ regulagdo do citoesqueleto (BOKOCH
& DER, 1993). Basicamente, a superfamilia das LMWGS pode ser dividida em
pelo menos trés subfamilias genes principais: ras, rab e rho (BOGUSKI &
McCORMICK, 1993). Algumas das proteinas destes genes podem compartilhar
ou antagonizar alguns processos bioldgicos importantes como proliferagio celular

ou apoptose.
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Por exemplo, a proteina p21_1_‘:¢_1§ associada a superficie da membrana
plasmatica, € uma proteina que apresenta uma certa homologia com as proteinas G
e, como estas apresenta atividade GTPésica intrinsica, ligando e hidrolizando GTP
em GDP e Pi, participando, desta forma, como as proteinas G, na transdugéo de

sinais externos via a liberagdo de mensageiros secundéarios. Quando ativada

oncogenicamente, via uma mutacio de ponto, a proteina pZ}Lr—Elg perde sua
atividade GTPésica intrinsica, levando a propaga¢do continua de sinais para o
interior da célula, mesmo na auséncia de um estimulo externo, desencadeando
varias respostas celulares, entre elas a proliferacdo celular (BOGUSKI &
McCORMICK, 1993; LOWY & WILLUMSEN, 1993). Existem também fortes
evidéncias para o papel de algumas proteinas de determinados genes da subfamilia
rho no controle da proliferagdo celular, visto que fibrobrastos transfectados com
estes genes apresentam caracteristicas de células transformadas, inclusive a
expressdo de tumorigénese em camundongos atimicos (AVRAHAM, 1990).

Desta forma, enquanto os genes da subfamilia ras e rho podem
estimular a proliferagio celular, ras suprime e rho estimula apoptose (BURT et al.,
1988; SKLAR, 1983; NIIMI et al., 1991; FERNANDEZ-SARABIA &
BISCHOFF, 1993; ARENDS et al, 1993, 1994; JIMENEZ et al., 1995; WANG ct
al., 1995; KUO et al., 1996). Em algumas situa¢des como no estresse nutricional, a
expressdo do gene tho pode induzir apoptose (JIMENEZ et al., 1995), enquanto, a
expressfo de ras (proteina p23R-1as) quando associada a expressio de bel-2 leva a
supressdo da apoptose (FERNANDEZ-SARABIA & BISCHOFF, 1993; WANG et
al., 1996).

Diante dos fatos acima referidos e de que as células dos clones de

células BP1-Tras se mostravam mais confluentes do que as dos outros clones
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celulares, sugerem-se duas hipGteses para explicar a taxa elevada de células
apoptéticas neste clone: 1) como células em confluéneia sdo mais sensiveis a
apoptose (PEROTTI et al, 1990), o crescimento mais acelerado destas células
diminuiria o aporte de nutrientes (estresse nutricional), levando & ativagiio de
determinados genes indutores de apoptose como c-myc ou rho ; 2) a elevada taxa
de apoptose estaria relacionada a eliminagiio de células geneticamente invidveis,
que no caso das células BP1-Tras ¢é plausivel (como comentado mais adiante).

O gene p53 supressor tumoral tem um papel fundamental na
regulagdo da apoptose celular (SHIMAMURA & FISCHER, 1996) ¢ a perda da
sua fungdo esta diretamente relacionada a diminui¢io da sensibilidade & radiacdio e
a drogas quimioterapeuticas pelas células tumorais ou p53 negativas
(VELCULESCU & EL-DEIRY, 1996). A indugdo de apoptose por uma via
independente da agdo do gene p53 ¢ comumente observada em diferentes sistemas,
inclusive durante o remodelamento ou progressdo tumorigénica da mama (Li et
al.,, 1996; SHIBATA et al., 1996). Desta forma, independentemente de qualquer
uma das hipoOteses sugeridas aqui para explicar a elevada taxa de células
apoptdticas observadas no clone BP1-Tras, o mecanismo de indugdo de apoptose é
certamente independente da ag#o do gene p33 , visto que as células MCF-10F,

transformadas ou néo, carecem da fungfo deste gene (BARNABAS et al., 1995).

V. 3) Alteragdes nucleares, nucleolares e cromatinicas em células epiteliais
mamdrias humanas, MCF-10F, transformadas ou ndo.
A instabilidade genética, que é caracterizada por mutagdes de ponto,
translocagOes, delegBes, aberragdes citogenéticas, rearranjos e amplificagdo
génicas, parece ser a forga que direciona a célula rumo a malignidade

(HARTWELL et al., 1994: TLSTY et al., 1995). A transfecgdo do oncogene c- ou
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v-Ha-ras ao DNA de diferentes tipos de células em cultura é suficiente para induzir
a transformacdc das mesmas (YOAKUM et al.,, 1985, HURLIN et. al., 1989;
BASOLO et al., 1991; CALAF et al., 1995). Entretanto, tem sido relatado na
literatura que em alguns casos as células transfectadas com o oncogene ¢- ou v-Ha-
ras tormam-se geneticamente instaveis, levando a alteracSes cromossOmicas
numéricas e/ou estruturais, em amplificagio génica e indugfo de mitose aberrantes
nessas células (ICHIKAWA ct al., 1990; WANI et al., 1994; DENKO et al, 1994,
1995).

Nossos resultados mostram que o clone BP1-Tras apresenta uma
incidéncia estatisticamente maior de células micronucleadas quando comparado
com a dos demais clones celulares controle ou experimentais, inclusive os que
expressam o fenodtipo tumorigénico em camundongos atimicos (Tabela 3). Este
achado, aliado ao fato de que células NIH 3T3 (MELLO & RUSSO, 1989;
MELLO & CHAMBERS, 1994; DENKO et al., 1995) e mesmo células MCF-10A
(MELLO et al., 1994) quando transfectadas com o oncogene c-Ha-ras também
apresentam uma incidéncia aumentada de células micronucleadas em relagdo as
celulas controle ou transformadas, parecem ser indicativos de que estas células
epiteliais mamarias humanas transformadas quimicamente e transfectadas com o
oncogene c¢-Ha-ras sejam mais instdveis geneticamente. Nossos resultados
indicam, também, que a frequéncia de micronucleagdo ndo se altera com a
transfomacdo induzida pelo benzo[alpireno (clone BP1) nem com a pfogressa“io
tumorigénica (clones BP1-E e BPI1-El), quando comparada com a das células
MCF-10F (Tabela 3).

De modo geral, o acimulo de alteragGes genéticas, induzidas pela
transfecgdo do oncogene c-Ha-ras, gerando instabilidade nos ntcleos das células

da linhagem BPI-Tras, como inferido pela elevada frequéncia de células
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micronucleadas, poderia estar sendo favorecida pela perda nestas da funcgio do
gene p53, designado como o guardifio do genoma celular (LANE, 1992).

O gene supressor p33 € inativado na maioria dos canceres humanos,
inclusive no céncer de mama (GREENBLATT et al., 1994; OZBUN & BUTEL,
1995). A alteragdio na fung¢io desempenhada pelo gene pS53 pode se dar por
mutagdes que incluem dele¢des do gene inteiro, levando a perda completa da
expressdo deste gene supressor, mutagdes de ponto que ddo origem a proteinas p53
mutantes que carecem de atividade de p53 nativa ou por sequestro € inativagdo
por oncoproteinas virais ou da propria célula (VOGELSTEIN & KINZLER, 1992;
SMITH & FORNACE, 1995; SELIVANOVA & WIMAN, 1995). Células que
carecem da atividade do gene p53 se mostram genecticamente instiveis
(LIVINGSTONE et al.,, 1992; TAINSKY et al, 1995; SMITH & FORNASE,
1995) e sHo, portanto, mais suscetiveis a quebras no DNA e a alteragles
cromossomicas numeéricas e/ou estruturais (AGAPOVA et al., 1996).

A inativagio da funglio do genec p53 parece ser decisiva para a
imortalizagdo de células em cultura e, consequentemente para a sua transformagio
neoplasica (SMETS, 1980; SHAY et al., 1991; NEWBOLD et al., 1993; RUSSO
et al.,, 1993; BARNABAS et al., 1995; GAO et al., 1996). As c¢lulas da linhagem
MCF-10F e linhagens celulares derivadas da exposi¢do ao benzo[a]pireno mostram
alteragdes no gene p53, ou seja , estas células expressam uma proteina p53 mutante
inativa funcionalmente, e, parece que tais alteragdes ndo se modificaram com a
expansdo clonal destas células rumo & progressdo tumorigénica (BARNABAS et
al., 1995).

A progressédo do ciclo celular parece ser regulada em determinados
pontos criticos, denominados como “checkpoints”. Basicamente durante o ciclo

celular, trés pontos criticos principais sdo conhecidos: as transigdes G1/S , G2/M ¢
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Anéfase/Tel6fase (“spindle checkpoint™). Estes pontos de retardo ou pausa do ciclo
celular sdo importantes para a célula na eliminagfio, pelo sistema de reparo, de
erros espontaneos de replicagiio ou danos de DNA, induzidos por radiacdo e
agentes quimicos, que poderiam se constituir em mutagdes (mutagdes de ponto,
dele¢des, rearranjos cromossdmicos e ancuploidia), com a duplicagiio do DNA ou
progressdo do ciclo celular (HARTWELL & KASTAN, 1994). O gene p53 tem
importantes papéis na regulagdo transcripcional de efetores negativos que regulam
os diferentes “checkpoints”, em especial 0 GI (LANE, 1992). Desta forma, a
inativagdo de p53 e, consequentemente, a perda do papel do “checkpoint” Gl,
aumentaria a probabilidade do aparecimento de células em divisdio com quebras no
DNA (KASTAN et al., 1991; LEVINE et al., 1994; HARTWELL & KASTAN,
1994). '

A presenca de um grande nimero de células micronucleadas no
clone de células BP1-Tras ¢ decorrente, provavelmente, da perda da fungdo da
proteina p53 mutante em retardar a progressfio do ciclo celular na vigéncia de
alteragbes genéticas no DNA destas células (KASTAN et al., 1991). Desta forma,
com a progressiio do ciclo celular ¢ sintese de DNA, muitas das alteragdes
genéticas induzidas pela instabilidade destas células decorrentes da transfeccdo do
oncogene c-Ha-ras .e , ndo eliminadas pelo sistema de reparo da célula, poderiam
resultar em quebras cromossdmicas (clastogénese) ¢ dar origem a fragmentos
cromossOmicos que iriam se constituir, posteriormente, em microntcleos nas
células-filhas (TOLBERT et al., 1992; FENECH, 1993). Deve-se levar em
consideragdo, também, o fato de que interferéncias com o aparato (fuso) mitético
(aneuploidogénese) podem se constituir em um outro mecanismo importante de

formagdo de micronticleos (TOLBERT et al., 1992; FENECH, 1993), embora se
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tenha relatos na literatura da participagdo do gene p53 no “spindle
checkpoint”(CROSS et al., 1995).

A frequéncia de células multinucleadas foi, também,
significantemente maior nas células do clone BP1-Tras, quando comparado com os
demais clones de células, MCF-10F, transformadas ou ndo ( Tabela 1). Com
relagdo as porcentagens de células binucleadas e gigantes, estas nfio se mostraram
alteradas com a transformagdo induzida pela exposigdo ao benzo[a]pireno ou pela
transfecgdo do oncogene c¢-Ha-ras. A multinucleagio ou policariocitose pode
resultar da divisdo celular sem a ocorréncia subsequente de citocinese, ou ainda,
pela fusdo de células mononucleares (KAMEL et al.,, 1990), ou ainda, induzida
pelo tratamento de células em cultura com sustincias quimicas antineoplasicas,
como a cisplatina e a bleomicina (ver referéncias em MIRANDA et al., 1996).
Este fendmeno pode ocorrer, frequentemente, em condigdes neopldsicas e em
certas infecgOes virais. Nas neoplasias a ocorréncia de células multinucleadas pode
ser devido a uma falha nos mecanismos de regulagiio da divisdo celular, ou,
alternativamente, pela falta de uma coordenagdo adequada entre as divisBes
nuclear ¢ citoplasmatica (KAMEL et al., 1990).

O fato de que o fendmeno de multinucleagio parece ndo estar
relacionado com a progressdo tumorigénica de células MCF-10F transformadas
pelo benzo[a]pireno (Tabela 3), e, de que dados da literatura mostram que células
MCF-10A (MELLO et al., 1994), e HeLa (MIRANDA et al., 1996), transfectadas
com o oncogene c-Ha-ras apresentam uma frequéncia elevada de células
multinucleadas sugerem que este fendmeno se deva, provavelmente, ou 2
instabilidade gencticas destas células, devido a perda dos mecanismos dé controle

do ciclo celular, como comentado anteriormente, ou ainda, devido a alteragdes no
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mecanismo de controle da citocinese pela expressio de ras (MIRANDA et al.,
1996).

Alteragdes nucleares, sustentadas por modificagdes na expressio de
determinados oncogenes que atuam em sitios especificos da célula, parecem ser
uma caracteristica intrinseca do céncer (PIENTA et al., 1989). von HANSEMAN
(1890) foi o primeiro a postular que anormalidades da morfologia nuclear em
células tumorais poderiam estar relacionadas com suas propriedades bioldgicas ¢
comportamento clinico, e, somente, quase 100 anos depois é que evidéncias
bioquimicas ¢ genéticas deram o suporte necessirio para a nogio de que o
comportamento aberrante das células sc devia a lesdes genéticas dentro dos seus
nicleos (UNDERWOOD, 1990).

O tamanho, forma e textura de nucleos de células tumorais sio
registrados como caracteristicas importantes no diagnéstico e classificacio de
determinadas neoplasias, e, certas caracteristicas como o pleomorfismo, picnose e
figuras mitoticas sdo tdo comuns e gerais em tecidos neoplasicos que sdo utilizadas
como pardmetros relevantes na distingdo entre lesdes benignas ¢ malignas
(UNDERWOOD, 1990). Destas caracteristicas, o pleomorfismo nuclear, que
reflete distarbios na ploidia nuclear e sintese de DNA, estd intimamente
relacionado com a atividade proliferativa e agressividade dos tumores, inclusive
nos tumores de mama (KIMITOWSKI & JANSON, 1990). Nucleos de forma
irregular foram observados em todos os clones de células epiteliais mamdrias
humans, MCF-10F, transformadas ou ndo. Entretanto, nas células dés clones
transformados pela exposi¢do ao benzo[a]pireno, e, em especial nas células do
clone transfectado com o oncogene ¢-Ha-ras se observa um pleomorfismo nuclear

mais acentuado.
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Vérios relatos na literatura tentam associar alteragdes de tamanho,
forma e textura cromatinica com o diagndstico ¢ prognéstico de pacientes com
cancer de mama (BAAK et al, 1985; KOMITOWSKI & JANSON, 1990:
AALTOMAA et al,, 1991; TAJIMA et al., 1991;SKJORTEN et al., 1991; PIENTA
etal.,, 1991). Nossos resultados mostram que alteragdes nucleares ¢ cromatinicas
podem ser associadas a transformagfio quimica das células MCF-10F pelo
benzola]pireno.

De uma forma geral, houve uma diminuigio do tamanho e perimetro
dos nicleos, ¢, estes passaram a apresentar formas mais irregulares com a
transformagdo das células MCF-10F pelo benzo[alpireno (Tabelas 5, 8 e 10). A
predominéncia de nicleos menores nestes clones se deva, provavelmente a perda
de DNA e/ou a compactagio cromatinica, 4 semethanga do que foi verificado em
niicleos de células de carcinomas renais por VIDAL (1992). Uma diminui¢do nas
quantidades Feulgen-DNA, como avaliadas pelas densidades opticas integradas
(IOD - do inglés “integrated optical densities”) associada a um aumento das
densidades opticas (OD - do inglés “optical densities™) nucleares sio indicativas da
presenga de aneuploidia (hipoploidia) e de distribuigio heterogénea de cromatina
mais condensada nos nicleos dos clones de células tumorigénicas (VIDAL et al.,
1996a). Desta forma, estes achados confirmam a hipétese levantada pelas
comparagdes morfométricas de nicleos de células MCF-10F, corados com azul de
toluidina (método variante de CEC).

Os nucleos das células do clone BP1-Tras ndo diferem
cstatisticamente dos nucleos das células MCF-10F (controle) quanto aos
parmetros de area, perimetro ¢ fator forma nucleares (Tabela 5, 8 ¢ 10). A
variagdo dos valores de drea Feulgen absorvente e contetidos Feulgen-DNA dos

nicleos das células do clone BP1-Tras (MELLO et al, 1996) comprovam o
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comportamento diferenciado destas células em relagiio aos demais clones celulares
quimicamente transformados (BP1, BP1-E e BP1-El).

AlteragBes na estrutura cromatinica estdo geneticamente relacionadas
a modificagdes na expressdo génica (FELSENFELD et al., 1996; STEGER &
WORKMAN, 1996), ¢, fenotipicamente relacionadas a modificagdes nos estados
de compactacdo cromatinica, caracterizando diferentes fenotipos nucleares
(MELLO & CHAMBERS, 1994; MELLO et al., 1992, 1994, 1995). Os fenétipos
nucleares mais frequentemente observados nas preparagdes de células MCF-10F
coradas com o método de banda C (modificado de SUMNER, 1972), que
evidencia regides de heterocromatina constitutiva, foram caracterizados por: 1)
areas cromatinicas mais intensamente coradas de distribui¢iio densa homogénea; 2)
areas cromatinicas pouco coradas segundo uma trama filamentosa, mostrando
poucos grianulos mais intensamente corados; 3) areas cromatinicas com abundantes
granulos grossos de distribuigdo irregular (Figs. 3-7). Estes diferentes fenotipos
nucleares especificados qualitativamente podem estar relacionadas & diferentes
fases do ciclo celular ou acentuados pelo proprio processo de transformagio e
progressdo tumorigénica das c€lulas MCF-10F. Embora, as avaliagGes por andlise
de imagem de parimetros espectrais em ndcleos corados pela reagio de Feulgen,
realizadas por MELLO et al. (1996) e Vidal et. al. (1996a) nos diferentes clones de
células MCF-10F, se constituam em procedimentos mais adequados n&
caracterizagdo de diferengas de supraorganizagio ou textura cromatinica que
possam ser associadas 4 progressdo tumorigénica de células MCF-10F, nossas
observagdes sdo relevantes pois sdo sugestivas de alteragdes de textura cromatinica
nestes niicleos corados pelo método de banda C.

O tamanho dos nucléolos das células dos clones BP1-E, BP1-El ¢

BP1-Tras, que expressam o fendtipo tumorigénico, aumentou com a transformacio
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induzida pelo benzo[a]pireno e pela transfecgdo com o oncogene humano c-Ha-ras,
quando comparado ao tamanho dos nucléolos das células dos clones
BP1{transformado) e MCF-10F (controle) (Tabela 6). Entretanto, um aumento de
perimetro e predomindncia de nucléolos de formas mais irregulares foram
observadas somente nos clones BP1-E e BP1-E1l (Tabelas 8 e 11). Quanto ao
~ numero de nucléolos, observou-se uma diminuigdo no nimero de nucléolos nas
c€lulas dos clones BP1-E1 ¢ BP1-Tras, quando comparado aos demais clones
célulares (Tabela 12).

O nucléolo tém um papel chave na célula no que diz respeito ao
processo de sintese protéica, pois € o sitio de sintese e processamento de RNA
ribossomal, ¢, estd envolvido ativamente na sintese ¢ distribuicao de RNA nuclear
e citoplasmatico (KAMEL et al., 1990). Esta organela é composta de quatro
componentes principais, além de enzimas e proteinas estruturais e funcionais: os
centros fibrilares, os componentes fibrilares, os componentes granulares e
cromatina associada (SCHEER & WEISENBERGER, 1993; SCHWARZACHER
& WACHTLLER, 1993). A organizagio e proporgdes destes componentes, assim
como, a posi¢do, namero, forma e tamanho nucleolar em um determinado tipo
celular pode variar amplamente, dependendo do grau de diferenciagfio, estagio do
ciclo celular ou condigdo patologica. Em geral, células em proliferacdo ou ativas
metabolicamente t€ém nucléolos mais proeminentes ¢ em maior nimero (KAMEL
et al., 1989).

O nucléolo sempre foi reconhecido como uma organela celular que
se torna proeminente em lesdes proliferativas, especialmente as neoplésicas, e,
para muitos patologistas, a simples presenga do nucléolo ja ¢ um indicativo de
~ malignidade naqueles tecidos onde as proliferagdes benignas tém nucléolos

inconspicuos. O aumento do nimero e tamanho nucleolar é comumente observado
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¢ relacionado ao diagnostico, progndstico e estadiamento do cincer de mama
(HELPAP etal., 1989; van DIEST et al., 1990; TAJIMA et al., 1991).

O aumento da area nucleolar observado nas células dos clqnes BP1-
E, BPI-E1l e BPI-Tras pode estar relacionado a um aumento da atividade de
‘transcrigdo de rRNA nestas células com a transformagio neoplasica induzida pela
exposigdo ao benzo[a]pireno ou a transfec¢do do oncogene c-Ha-ras, corroborando
também com esta hipotese o fato de que os corpos parecidos com nucléolos
(nucleolus-like bodies) serem pequenos ¢ escassos nas células em divisdo destes
clones. Contudo, ndo foi observade existir uma correlagdo entre o aumento do
namero de nucléolos e a aquisigéio do fenétipo tumorigénico em células epiteliais
mamarias humanas, MCF-10F, in vitro, quando confrontados com dados da
literatura referentes as observagdes sobre o desenvolvimento do cdncer de mama
in vivo. Enquanto, o nimero de nucléolos ndo se mostrou alterado nas células dos
clones BP1 e BP1-E, com a transformacdo pelo benzo[alpireno, uma diminui¢io
do numero de nucléolos nas células dos clones BP1-E ¢ BP1-Tras pode estar

relacionada, provavelmente, a ocorréncia de fusio nucleolar.
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VI- Consideracoes finais.

Os principais achados observados com a progressdo neopldsica de
células MCF-10F, induzida pela exposi¢io ao benzo[a]pireno e pela transfecgio do
oncogene c-Ha-ras estdo resumidos na Tabela 13,

O rRNA em relocagdio durante a mitose de células MCF-10F,
transformadas ou ndo, parece participar de uma complexa arquitetura que envolve
0s cromossomos na placa metafasica ¢ passa a se distribuir ao longo do fuso
mitotico, entre as massa cromossdmicas em migra¢io para os polos, vindo a
constituir em parte os corpos pré-nucleolares nas células-filhas resultantes, como ja
descrito para as células MCF-10A em divisio (MELLO, 1995). A distriBuig:ﬁo de
rRNA relocado com a divisdo celular ndo € coincidente com a distribuigdo de
proteinas AgNOR™ (ROUSSEL et al., 1994; MELLO, 1995), proteinas passageiras
e snRNAs (AZUM-GELADE et al, 1994: GAUTIER et al., 1992, 1994),
indicando fun¢des celulares distintas destas, talvez estrutural, embora ambas
parecem ser incorporadas aos corpos pré-nucleolares na teldfase. Os achados de
metacromasia menos intensa do RNA relocado e de maior escassez de corpos
semelhantes a nucléolos durante a divisdo celular nas células MCF-10F
transformadas sdo sugestivos de redugdo nestas de contetidos rRNA excedentes,
talvez com vantagens energéticas.

Visto que aductos de BPDE-DNA (B[a]P-N2-guanina) ¢ (B[a]P-N6-
adenina)-aductos) podem bloquear a transcri¢do génica e causar alteracdes na
estrutura cromatinica (CHEN et al, 1992; KOCH et al, 1993), e, que a
transformagdo das c€lulas MCF-10F pelo benzo[a]pireno foi acompanhada por
vérias alteragOes em genes importantes que regulam o crescimento e diferenciagdio

destas células (ZHANG et al., 1995), estes se constituem em importantes fatos que
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Tabela 13 - Alteragdes nucleares ¢ nucleolares observadas durante a progressio
neoplasica de células epiteliais mamarias humanas, MCF - 10F,

transformadas pelo benzo[a Jpireno e transfectadas pelo oncogene
c-Ha-ras.

Clones Trasnformados

Caracteristicas Avaliadas BP1 BP1-E BP1-E1 BP1-Tras

Cinética Nuclear :

Proliferagfio Celular - 0 T 0
Apoptose - - - 0
Alteragdes Nucleares :
Tamanho J ¥ 2 -3
Perimetro ¥ { { -
Forma i I I
Alteragdes Nucleolares :
Tamanho — 0 1 T
Perimetro - T T -
Forma R I I R
Namero — N - )
Alteracies Celulares :
Binucleacdo - -y - -
Multinucleagdo — - - 1
Células Gigantes - - - —
Micronucleagéo — — — T

Relocagdo de rRNA

+
\
-
\)

Presenca de “nucleolus-like N2 J \2 \
bodies”

onde : — = ndo se alterou em relagio as células MCF-10F; T = aumentou em
relagdo as células MCF-10F; 4 = diminuiu em relacdo as células MCF-10F; R =
nicleos ou nucléolos com formas mais regulares; I = nicleos ou nucléolos com
formas mais irregulares.
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podem dar suporte aos achados de alteragdes nucleares e cromatinicas observadas
com a transformacéo induzida pela exposi¢io ao benzo[a]pireno. A instabilidade
genética das células BP1-Tras induzidas pela transfecgo do oncogene c-Ha-ras
leva a alteragdes nucleares particulares, como micro ¢ multinucleagéo, alteragdes
cromatinicas ¢ de contetido de DNA, como observado também por outros autores
em outros tipos celulares (MELLOQO et al., 1994; DENKO et al., 1995; MIRANDA
et al., 1996), que indicam a existéncia de mecanismos morfofuncionais distintos e

complexos que envolvem a progressio neoplasica de células MCF-10F ir vitro.
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VII- Abstract.

Cellular and nuclear morphophysiological changes were investigated
by cytochemistry and image analysis in clones of human breast epithelial cells,
MCF-10F, transformed by benzolaJpyrene and expressing different stages of
progression to neoplastic transformation (BP1, BP1-E and BP1-El clones), and
additionally transfected with the c-Ha-ras oncogene (BP1-Trag).

A mitotic index increase was observed with the neoplastic
progression. On the other hand, an increase in frequency of apoptotic cells, as
identified by a critical electrolyte concentration method, was only observed in
BP1-Tras celis.

RNA relocation during mitosis, identified by a metachromatic
response, was found to differ when comparing nontransformed and transformed
MCF-10F cells. The exception refers to the presence of nucleolus-like bodies
found close to the chromosomal plate at metaphase or to the spindle in subsequent
mitotic phases. These bodies were not abundant in nontransformed MCF-10F cells,
and become much more scarce in the transformed cells, possibly due to decrease
in surplus RNA involved.

Nuclear pleomorphism was predominant in the cell clones
expressing tumorigenesis phenotypes (BP1-E, BPI-El and BPI-Tras cells).
Nuclear abnormalities such as karyorhexis, karyolysis, multinucleation and
micronucleation were more frequent in BP1-Tras cells. All cell clones exhibited
binucleate and giant cells, but no change in their frequencies could be detected
when comparing the various cell clones. Some nuclear phenotypes could be
characterized in the nontrasformed and transformed cells. However, they may be

associated with the neoplastic progression or even with different cell cycle phases.
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A decrease in nuclear area, perimeter and form fator, but an increase
in nucleolar area and perimeter were found with advancing tumorigenesis process
in the benzo[a]pyrene-transformed cells. These changes may be due to a decrease
in Feulgen-DNA amounts (hypodiploidy) and/or increase in chromatin packing
states, although an increased transcriptional activity occurs at the nucleolar level.
In particular, the nuclear sizes and perimeter of BP1-Tras cells increased as
compared to those of BP1, BP1-E and BP1-E1 cells, but were not found to differ
from values of the nontransformed MCF-10F cells. The nuclear area and perimeter
increase may be associated to a certain aneuploidy degree promoted by the ras-
transfection. Nucleolus sizes and numbers in BP1-E and BP1-Tras cells were
found to differ from those of MCF-10F, BP1 and BP1-E1 cells, and nucleolar sizes
increasing with the decrease in nucleolus numbers were observed in BP1-E BP1-
Tras cells. Nucleolus fusion and enlargement certainly reflect metabolic activities
enhanced in BP1-E and BP1-Tras cells when comparing these to the other cell
clones.

The nuclear morphometry data on the benzo[a]pyrene-transformed
cells and on those additionally transfected by the c-Ha-ras oncogene indicated the
existence of complex and distint morphofunctional mechanisms involving of the
in vitro transformation of the MCF-10F cells. The increase in frequency of
micronuclei and multinucleate cells and in aneuploidy in the BP1-Tras cell clone

could be related to the genomic instability induced by ras-transfection.
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VIii- Resumo.

Alteragbes  morfofisioldgicas celulares e nucleares foram
investigadas através de métodos citoquimicos e de analise de imagem em células
epiteliais mamarias humanas, MCF-10F, transformadas com o benzo[a]pireno, e
que expressam diferentes estdgios da progressdo tumoral (clones BP1, BPI-E e
BP1-El), e, adicionalmente, num clone transfectado com o oncogene c-Ha-ras
(BP1-Tras).

Um aumento no indice mitdtico foi observado com a progressio
neopldsica. Por outro lado, um aumento em células apoptdticas, evidenciadas por
uma variante do método de concentragdo critica de eletrélitos, foi observado
somente nas células BP1-Tras.

Relocagdo de RNA durante a mitose, identificavel por resposta
metacromatica, ndo diferiu quando se compararam células MCF-10F
transformadas ¢ ndo transformadas, exceto com relagio a presenca de COrpos
semelhantes a nucléolos (“nucleolus-like bodies™) encontrados proximos a placa
cromossomica na metdfase ou ao fuso nas fases mitdticas subsequentes. Estes
corpos ndo foram abundantes nas células MCF-10F nfo transformadas e se
tornaram mais escassos ainda nos clones celulares transformados, talvez por
menores quantidades de RNA excedentes estarem envolvidas em tais condi¢es.

Pleomorfismo nuclear foi predominante nos clones celulares que
expressam o fendtipo tumorigénico ( BP1-E, BP1-El e BP1-Tras). Anormalidades
nucleares tais como, cariorréxis, caridlise, multinucleagiio e micronicleos foram
mais frequentes nas células BPI-Tras. Todos os clones exibiram células
binucleadas e gigantes, mas nenhuma altera¢fio nas suas frequéncias puderam ser

detectadas quando os vérios clones celulares foram comparados entre si. Alguns
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fenétipos nucleares puderam ser caracterizados nas células transformadas e ndo
transformadas. Entretranto, estes poderiam estar associados com a progressio
neoplasica, ou mesmo, com as diferentes fases do ciclo celular.

Uma diminui¢do na 4rea, perimetro e fator forma nucleares, mas um
aumento na area ¢ perimetro nucleolares foram encontrados com o avango do
processo tumorigénico nas células transformadas com o benzo[a]pireno. Estas
alteragdes podem ser devidas a uma diminuicdo nas quantidades Feulgen-DNA
(hipodiploidia) e/ou a um aumento nos estados de empacotamento cromatinico,
embora um aumento na atividade transcripcional ocorra a nivel nucleolar. Em
particular, os tamanhos e¢ perimetros nucleares das células BP1-Tras aumentaram
quando comparados aos das células BP1, BPI-E ¢ BP1-El, mas ndo diferiram dos
valores para células MCF-10F n#o transformadas. O aumento na 4rea e no
perimetro nuclear pode estar associado a uma certa aneuploidia promovida pela
transfec¢do com o oncogene c-Ila-ras. Os tamanhos ¢ nimero de nucléolos nas
células BP1-E e BP1-Tras diferiram dos das outras células, e, um aumento da
tamanho nucleolar com uma diminui¢do do nimero de nucléolos foi observado
ocorrer nas c€lulas BP1-E ¢ BP1-Tras. Fusio nucleolar ¢ aumento em tamanho
certamente refletem atividades metaboélicas aumentadas nas células BP1-E e BP1-
Tras quando comparadas aos outros clones celulares.

Os dados de morfometria nuclear nos clones celulares transformados
pelo benzo[a]pireno ¢ transfectados com o oncogene c-Ha-ras indicam a existéncia
de mecanismos morfofuncionais distintos e complexos que envolvem a progressdo
neopléasica de células MCF-10F in vitro. O aumento na frequéncia de células
micronucleadas e multinucleadas e aneuploidia nas células BP1-Tras poderia estar

relacionado a instabilidade genética induzida pela transfecgdo do oncogene ras.
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