WANDER CAIRO ALBERNAZ

INIBIGAO SELETIVA DO DESENVOLVIMENTO DOS PUFES DE
DNA PELO 2,3-dihidro-1H-imidazo (1,2-b) pirazol
(IMPY) E SINTESE DE -PROTEINAS NA GLANDULA SALIVAR

DE Bradysia hygida (Diptera, Sciaridae).

Tese de Doutoramento apresentada
a Faculdade de Medicina de Ribei
rao Preto da Universidade de Sao
Paulo, para obtencao do titulo
de Doutor em Ciencias (Bioquimi-

ca).

ORIENTADOR: Prof. Dr. Heni Sauaia

RIBEIRAO PRETO

-1982-



Como companheiro e pai dedico
esse trabalho, que representa
o esforgo de alguns anos,

Irlandes, Lister e Miriam.



Agradecimentos

Ao Dr. Heni Sauaia, o "chefe", orientador seguro,dedicado

e amigo.

K Universidade Federal de Goias e, de modo particular ao
Departamento de Bioquimica e Biofisica do . Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, pela dispensa das atividades didati

cas durante a realizagao desse trabalho.

K equipe de trabalho do Laboratdrio de Biologia Celular:
Eduardo, Elizete, Jorge, José Maria, Maria Aparecida, Ma-

ria Luisa e Maurilio pela amizade, sugestoes e colaboragao.

K Maria Luisa Orsi Mendes (Malu) pela excelente colabo-

ragao técnica.

Ao Luiz Alberto e Joana Dalva pela manutengao da cultura

de Bradysia hygida.
K Irlandes pelo desenho dos graficos.
K Capes pela bolsa de estudo.

A todos que direta ou indiretamente .nos- auxiliaram na

execugao desse trabalho.



I.

II.

III.

Iv.

VI.

VII.

INDICE

INTRODUGAD e voeeeoeeoanennnsoeacansaoaeeannnnnoceoannnnnes

MATERIAL E METODOS .......seiseiesssssseessss ssnee seeesieess
2,1, Material biologico uswwssenensnany évkeysanes svses coaes
2.2, Haterial TGO, | womms s wmseiniie poeresmem wn s K e sm e e
2.3. Injecao 1as-larvas ssialasesssses oo sbibiies e siese cossea
2.4, Remogao das glandulas e preparo das amoOStras .....ee..
2.5. EletrTofOreSe cecceeessssoesonsseessissany mimumsmimmein sns e
2.6. Aplicagao das amostras e eletroforese ....... cecenenns
2.7. Fixagao, coloragao e remogao do excesso de corante ...
2.8. Fluorografia sieeesssesens et oo 6w e MATKINSHINIS 0 0 0 0 8 o o WOE-SIE &I
2.9. Secagem do gel ..vieeeannannenes R e S S SR

2,10, EXPOSIiCAO 44 s 45 eqstmmwimininins s R Tl Y Temam——

2.11, Densitometria ueswmsememennss gomss s AT O
2.12. Negativo fotografico ..... TG SR B SR e e e
a. ODLENCAOD ewwwwsswwausessiu wenen s e swies veses sanae

b. LEitura LN B N B DN B B D B BN I B I R B RN BN N BN R BN RN B R N R DR DR R DR DR R DL B B

c. Varredura sseeescecasesns & SRE e e e Sl e e

2.13, Radiometria s s susssise dersie iesie e e b sems o510
RESULTADOS ® 0 0 0 0 0 0 ¥ AR S E B AR B SN REEEES R T AR S R RE R L BN ]
1. Densitometria s swiss sataaaesmine ooeoeessssess ot g esiinsms s
2, Efeito do IMPY quando injetado na idade m3 ....veeeessass
3. Efeito do IMPY em 1larva JOVEM seesssssssscoasasansnnsnnns
DESCUSSAD s seowinsrmsnin scmmts snissors e st s on B0 s W o A
SUMKRIO L DRI B N BN O IR RN N DR BN DN RN DN DN B B T R N DR B N BN I B I DR R IR & &% 8 & & & 8 8 8@ LN ]
SUMKY ........I...........;..‘l.C.C.............Ill..ll..ll.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ceceevevsnssssnnsnanans S e

APENDICEA © 9 000000000000 0000 4N B R A A R O I R I B O O I B R R I N

APﬁNDICE B © 0 0 0000000000000 000000000000006000000000000000000t0o0

11
11
12
13
14
15
15
16
17
18
19
19
20
20
22

23

23

23

27

29

35

36

37

46

48



ABREVIATURAS

BIS - N,N' - metileno-bis-acrilamida

DMSO - Sulfoxido de dimetila

DNA - Acido desoxirribonucléico

HC1 - KAcido cloridrico

IMPY - 2-3 dihidro-l1-H-imidazo(1l,2-b)pirazol

PPO - 2,5-difeniloxazol

RNA - Acido ribonuclé&ico

SDS - Dodecil sulfato de sodio

TCA - Acido tricloroacético

TEMED - N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina

TRIS - Tris (hidroximetil)-aminometano



I. INTRODUGAO

A investigagao dos processos de diferenciagao celu
lar emprega, por causa de sua complexidade, diversas aborda-
gens, cada qual mais ou menos favorecida pela utilizacgao de
um certo tipo de material bioldgico. Um dos temas de interesse
nessa area sao as modificagoes que ocorrem na cromatina  ao
longo do desenvolvimento de um tipo celular, atividade espe-
cialmente ligada ao estudo de tecidos dotados de cromossomos
politénicos, nos quais a cromatina se organiza de modo excep
cionalmente favoravel para a observagao de mudangas restritas
a partes diminutas do genoma.

Dentre as modificagoes funcionais da cromatina, tém
recebido especial atengao os pufes cromossomicos, protuberan
cias associadas a descompactagoes locais que ocorrem em pa-
droes caracteristicos de espécie, tecido e idade, em sequén-
cia muito reprodutivel ao longo do desenvolvimento. O inte-
resse por essas modificagOes exibidas pelo cromossomos poli-
ténicos tornou-se particularmente forte desde o inicio da dé
cada de 50, ao ser proposta a hipotese de que os pufes cor-
respondam a manifestagoes morfoldgicas de atividade génica
(Beermann, 1952; Breuer e Pavan, 1952).

Até os meados da década de 70, a hipdtese apoiou-se
principalmente na demonstragao auto-radiografica de que os
pufes cromossOmicos se marcam intensamente por precursores de

RNA (Pelling, 1959, 1964) e em correlagoes, fortemente suges



tivas, de pufes cromossOmicos com entidades citoplasmaticas
nas células glandulares (Beermann, 1961) ou com proteinas eg
pecificas na glandula salivar (Pannitz, 1967; Baudish & Panitz,
1968; Grossbach, 1969, 1973). Essas correlagdes se tornaram
mais convincentes com a demonstragao de que duplicagbes e de
ficiéncias de segmentos cromossdmicos formadores de pufes na
glandula salivar se acompanham de maior ou menor quantidade
de determinadas fragoes protéicas, detectaveis por eletro
forese (Korge, 1975, 1977; Velissariou & Ashburner, 1980, 1981).
A linha de trabalho que conduziu as evidéncias mais persuasi
vas a favor da hipOtese derivou da observagao de que a trans
feréncia de larvas da temperatura usual para a temperatura de
379C provoca rapidamente nos cromossomos politénicos da glan-
dula salivar e de outros tecidos de Drosophila o aparecimen-
to de pufes que nao ocorrem no desenvolvimento normal e, ao
mesmo tempo, faz regredir os pufes antes ativos (Ritossa,1962,
1963, 1964a, 1964b). Ao serem induzidos os pufes de choque
térmico, também & induzida a sintese de novas proteinas e ini
bida a sintese das que vinham sendo feitas, propriedade apresen
tada também por tecidos larvais desprovidos de cromossomos politénicos
(Tissiéres et al., 1974; Lewis et al., 1975). Preparagoes de
RNA polissdmico poliadenilado, feitas apds choque térmico, a
partir de células cultivadas de DKOAophZEa ou de tecidos lar
vais, hibridizam-se "4in s4fu" seletivamente com DNA dos pu-
fes induzidos pelo tratamento (Spradling et al., 1975; Mc-
Kenzie et al., 1975; Bonner & Pardue, 1976) e traduzem-se "in
vitho" em proteinas caracteris;icas de choque térmico (McKen-
zie & Meselson, 1977; Sondermeijer & Lubsen, 1978; Mirault et
al., 1978, Moran et al., 1978). A utilizacao de meétodos de

DNA recombinante produziu boas confirmagoes de que ha corres



pondéncia entre pufes individuais, espécies de RNAs mensagei
ros e proteinas especificas de choque térmico (Livak et al.,
1978; McCarthy et al., 1978; Schedl et al., 1978; Holmgren et
al., 1979; Craig et al., 1979). Linhagens deIDnobophiﬂa defi
cientes quanto ao segmento cromossOmico portador de dois des
ses pufes deixam de sintetizar a principal proteina induzida
pelo choque térmico (Ish-Horowicz et al., 1979; ver também a
revisao de Ashburner & Bonner, 1979).

Evidéncias de que pufes cromossOmicos produzem RNA
mensageiro foram obtidas também em Chironomus, com a demons-—
tragcao de que fragoes de RNA citoplasmatico poliadenilado mar
cam seletivamente os anéis de Balbiani 1 e 2 e que RNA ex-
traido de anéis de Balbiani isolados por microdissecgao tém
propriedades semelhante as de RNA nao ribossOmico extraido de
polissomos (ver as revisoes de Edstrd8m & Tanguay, 1973; Dana
holt & Hosick, 1973; Lambert, 1973; Daneholt, 1974; Edstrdm,
1974; Edstrdm & Lambert, 1975). Além disso,o RNA de alto pe-
so molecular oriundo desses anéis de Balbiani & tradutivel
"in vitro" em proteinas que apresentam diversas propriedades
das principais proteinas elaboradas pela glandula salivar = (Ry-
dlander & Edstrdm, 1980; Rydlander et al., 1980; Edstr®¥m et
al., 1980).

Nos sciarideos, tem sido dada'atengéo quase exclu-
siva aos pufes de DNA, alguns dos quais sao os maiores pufes
a ocorrer nessa familia de dipteros. Os pufes de DNA restrin
gem-se a uma etapa curta e tardia do desenvolvimento larval.
Além de serem particularmente -atraentes como objetos de es-
tudo enquanto pufes cromossOmicos, tém ainda a peculiaridade
de se acompanharem de sintese adicional, localizada, de DNA

(Breuer & Pavan, 1955; Ficq & Pavan, 1957; Rudkin & Corlete,



1957; Gabrusewycs-Garcia, 1964; Crouse & Keyl, 1968; Rasch,
1970) . Na verdade, o desenvolvimento desses pufes nao somen
te se acompanha de sintese desproporcionada de DNA mas depen-
de de que tal sintese ocorra (Sauaia et al., 1971; Ribeiro,
1975; Almeida, 1977). Essas caracteristicas sugerem fortemen
te que cs pufes de DNA impligquem um processo de amplificagao
génica com efeito regulador sobre a expressao do segmento cro
mossOmico envolvido, interpretagao ja oferecida quando da
descrigao pormenorizada desses pufes em Rhynchosciara ameri-
ecana (Breuer e Pavan, 1955).

Diversas evidéncias produzidas em Rhynchosciara ane
nicana favorecem essa interpretagao. Nesse organismo, ha uma
correlagao temporal muito clara entre o desenvolvimento dos
pufes de DNA e mudangas drasticas no perfil de sintese depro
teinas (Winter et al., 1977a; Winter et al., 1977b). Foi pos
sivel demonstrar também que ha uma correlagao entre o perfil
de RNAs mensageiros e pufes de DNA (Okretic et al., 1977) e
obfer, por tradugao "in vitro" de uma das fragOes de RNA po-
liadenilado, um polipéptide com propriedades de uma das pro-
teinas produzidas pela glandula (Toledo e Lara, 1978). Essa
fracao de RNA poli-A hibridiza-se "in situ" com o DNA desses
pufes (Bonaldo et al., 1979). O grau de amplificagao de uma
seqliéncia presente em um dos pufes de DNA de Rhynchosciara a
mericana, avaliado por técnicas que envolvem o uso de DNA re
combinante, & da ordem de 16 vezes (Lara, 1981, comunicagao
pessoal) .

Em Trichosdia pubescens também se observa correla-
gao muito sugestiva entre o desenvolvimento dos pufes de DNA
e mudangas no perfil de sintese de proteinas na glandula sa-

livar (Amabis, 1980).



Em Bradysia hygida o perfil de sintese de proteinas
na idade em que se desenvolve o primeiro grupo de pufes de
DNA & claramente diferente do que se observa em idade ante-
rior (Albernaz, 1977). Quando se comparam os perfis fluoro-
graficos das treés regioes glandulares desse organismo (81,
S2, S3),amostradas amiudadamente ao longo de todo o quarto es-
tadio larval (Laicine et al., 1980),verifica-se com muitacla
reza a sucessao de trés periodos distintos de sintese de pro
teinas. O primeiro periodo mantém-se virtualmente inalterado
desde o primeiro dia do quarto estadio até a idade em que co
mecam a expandir-se os primeiros pufes de DNA. O segundo pe-
riodo de sintese dura cerca de 14 horas e nele se observa a
presenca de algumas fragoes proeminentes do periodo anterior
e de diversas fragoes novas. O terceiro periodo de sintese,
cujo perfil difere muito dos anteriores dura também cerca de
14 horas ou seja até perto do fim da muda pupal. E particu-
larmente interessante nessas observagoes a patente coincidén
cia temporal entre o segundo e o terceiro periodo de sintese
de proteinas e os tempos em que se expandem, respectivamente,
o primeiro e o segundo grupos de pufes de DNA nas regioes Sl
e S3. Nessas duas regioes glandulares, o padrao de pufes de
DNA & o mesmo, exceto por um pufe e por diferencgas de grau
quanto ao tamanho maximo atingido neste ou naquele pufe. Coin
cidentemente, os perfis de sintese de proteinas de S1 e S3,
muito dispares durante o primeiro periodo, convergem nos dois
periodos seguintes. Na regiao glandular S2,que nao forma pu-
fes de DNA ou os tem muito discretos, nao ha mudangas paten-
tes nos perfis fluorograficos, sempre bem menos marcados, do
primeiro para o segundo periodos de sintese. Durante o ter-

ceiro periodo de sintese & que os perfis fluorograficos de
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S2 passam a assemelhar-se aos das duas outras regioes glandu
lares. Coincide com isso o fato de que diversos segmentos cro
mossOmicos em S2, homologos a segmentos cromossOmicos que em
S1 e S3 formam pufes de DNA do segundo grupo, apresentam pu-
fes evidentes, embora relativamente pequenos.

O fato de ser o desenvolvimento dos pufes de DNA
dependente de sintese de DNA nos segmentos cromossOmicos que
os formam torna esses pufes alvo preferencial de agentes que
inibam seletivamente a sintese de DNA ou que modifiquem as
propriedades do DNA em que venham a incorporar-se. A adminis
tracao, em idade e doses apropriadas, de hidroxiuréia, IMPY,
ou bromodesoxiuridina suprime ou inibe fortemente o desenvol
vimento dos pufes de DNA, sem impedir a continuagao do desen
volvimento larval e sem perturbar o programa de formagao dos
pufes de RNA (Sauaia et al., 1971; Ribeiro, 1975; Almeida,
1977; Alves, 1981). O efeito desses agentes & altamente re-
produtivel se aplicados em idade e doses adequadas, O que
péfmite indagar das modificagGes apresentadas pelo perfil de
sintese de proteinas na glandula salivar quando se inibe se-
letivamente o desenvolvimento dos pufes de DNA.

Se de fato as sugestivés correlagoes entre mudancas
no perfil de sintese de proteinas e desenvolvimento dos pu-
fes de DNA significam uma relagao causal, & de prever-se que
a inibicao seletiva do desenvolvimento dos pufes de DNA re-
sulte na inibigao seletiva da sintese daquelas fragoes carac
teristicas do segundo e terceiro periodos referidos acima.Em
bora trabalhoso:do ponto de vista experimental e ainda intro
duza uma nova variavel implicita no tratamento, esse sistema
oferece a possibilidade de uma agao seletiva sobre os pufes

de DNA, sem que seja concomitantemente inibido o desenvolvi-



mento das dezenas de pufes de RNA, descritos por Rizzo )1980)
e sem que seja impedido o programa de desenvolvimento que le
va a histdlise da glandula (Alves, 1981).

No presente trabalho, investigamos o efeito de um
desses agentes, O 2-3 di-hidro-1-H-imidazo (1,2-b) pirazol (IMPY,
Ciba 21,381-Ba), sobre o perfil de sintese de proteinas na
glandula salivar em larvas jovens e em idades nas quais se
expandem o primeiro e o segundo grupo de pufes de DNA. Essa
substancia inibe de modo seletivo e reversivel a sintese de
DNA em células de mamifero (Ennis et al., 1971), assim como
no material aqui utilizado (Ribeiro, 1975), e pode ser usads
para sincronizar células HelLa (Beer et al., 1974). O mecanis
mo de sua agao nao estad completamente esclarecido. Sabe - se
que o IMPY interfere com o fornecimento de precursores em al
guma etapa anterior a sintese dos trifosfatos de desoxinucleo-

sides (Beer et al., 1974).



Fig. 1 - A: Padroes de manchas oculares. ml, 69 dia depois da 3a. muda;

B:

m2, 79 dia depois da 3a. muda; m3, fim do setimo dia; mé ,
m5 e m6, durante o 82 dia; m7, fim do 89 dia; m8, de m7 a
muda pupal, que se completa no 109 dia depois da 3a. muda.l1X

Par de glﬁndulas salivares, de larva femea, na idade m3.
S1, regiao anterior; S2, regiao granulosa; S3, regiao pos-
terior.13X i



II. MATERIAL E METODOS
2.1. Material biologico

Foram usadas larvas fémeas de Bradysia hygida (Sauaia
e Alves, 1968), cujo ciclo de vida dura cerca de trinta e
seis dias quando mantida em cultura a 209C. Da eclosao a mu-
da pupal, as larvas passam por quatro estadios. O Gltimo ini
cia-se no 129 dia e nele as larvas atingem tamanho maximo, a
proximadamente 12 mm de comprimento por 1 mm de diametro, pa
ra as fémeas.

Pequenas manchas surgem logo atras da cabecga, ao
fim do sexto ou inicio do sétimo dia do quarto estadio, modi
ficam-se no tamanho e na forma durante o desenvolvimento e
prestam-se para avaliar a idade das larvas (Gabrusewycs-Gar-
cia, 1964). Na figura 1A sao mostrados varios padroes de
manchas oculares caracteristicas de diferentes idades de Bxra
dysia hygida (Sauvaia, 1971).

A larva possui um par de glandulas salivares, apro

ximadamente do comprimento de seu corpo, constituidas por
trés regioes muito distintas (Figura 1B): anterior (S1l), gra
nulosa (S2) e posterior (S3). Em uma amostra de 50 pares de

glandulas, as médias dos numeros de células foram 45 para S1,
53 para S2 e 88 para S3; o coeficiente de variagao foi sempre

inferior a 6% (Pagdo-Larson, 1976).

Durante o padrao m3 de manchas oculares, comegam
a aparecer os primdOrdios dos pufes de DNA, que se expandem em
duas épocas diferentes. Os do primeiro grupo, representado

principalmente pelos formados nos segmentos C4, C5 e C7, atin



ge makima expansao entre mé e m7 + 6 horas e os do segundo
grupo, representado principalmente pelos pufes Al, Al4, B3d,
C6, C8a e X4, atinge madxima expansao entre 12 e 18 horas de-
pois de m7; o pufe Bl0 comega a expandir-se com os do primeiro
grupo, atinge maxima expansao cerca de 8 horas depois de m7
e chega acompanhar os pufes do segundo grupo. Todos esses pu
fes de DNA sao comuns as regides Sl e S3 exceto o pufe Gl;
que falta em S3.

Ao tempo em que se expandem em Sl e S3 os pufes de
DNA do primeiro grupo, a regiao glandular S2 nao forma pufes
nos segmentos cromossomicos correspondentes ou os tem relati
vamente muito pequenos; assim, nao se detecta em S2 nessa ida
de, ao simples exame microscopicg pufe em C7 e sao de tamanho
reduzido os que aparecem em C4 e C5. Durante a expansao dos
pufes de DNA do segundo grupo em Sl e S3, a regiao glandular
S2 nao forma pufes em Al4, apresenta pufes pequenos em Al e
B3d, mas, exibe pufes de tamanho consideravel em C6, C8a e X4.
Eﬁ S2, ha um pufe B1l0, pequeno (Rizzo, 1980). O estudo auto-
radiografico da incorporagao de timidina tritiada deixa davi
das quanto a ocorréncia de amplificagao em todos esses seg-
mentos cromossOmicos de S2 (Alves, 1975; Rizzo, 1980). E con
tudo muito claro que S2 forma pufes de tamanho consideravel
em pelo menos trés dos segmentos cromossdmicos que, em S1 e
S3,formam pufes de DNA do segundo grupo;e que, durante o tem
po de expansao dos pufes do primeiro grupo em Sl e S3, Oos
segmentos correspondentes em S2 nao formam pufes na mesmaida

de ou os formam muito pequenos.



2.2. Material Quimico

O IMPY (2-3 dihidro-l-H-imidazo (1,2-b) pirazol )
foi utilizado em solugao aquosa 0,3 M (Ribeiro, 1975). A so-
lugao era preparada em volumes pequenos no mesmo dia de sua
utilizagao. As amostras do composto (Ciba 21,381-Ba) foram
gentilmente cedidas pela Ciba-Geigy de Basiléia, Suicga.

A mistura de aminoacidos (14 aminoacidos marcados
l4C), adquirida da Amersham-Searle (CFB-104), apresentava
uma atividade especifica de 54 mCi/mAtomo e concentragao de
50 pCi/ml.

As demais substancias utilizadas eram para andlise

ou melhores.

2.3. Injecao nas larvas

Foi utilizado o seguinte equipamento: em um supor-
té apropriado, sao montados coaxialmente microsseringa de
100 pul e micrometro de precisao, de tal maneira que o émbolo
da seringa & empurrado pelo micrOmetro. A seringa & conecta-
da a um tubo de polietileno (PE-60 Clay-Adans) atraves de umna
agulha hipodérmica. Na outra extremidade do polietileno & co
locado um capilar de vidro; todo o sistema & carregado com
0leo mineral (Sauaia & Almeida, nao publicado). Usando-se uma
seringa de tuberculina, carrega-se um pedago do mesmo tubo de
polietileno com a solucao a ser injetada. A extremidade livre
deste tubo e ligada ao capilar de vidro sem que se formem bo
lhas de ar. Retira-se entao, com cuidado, a seringa de tuber
culina e termina-se o sistema com uma agulha de vidro cujo

diametro na ponta & de aproximadamente 30 um.



A larva & colocada ao estereomicroscopio sobre pa-
pel de filtro Umido. Introduzida a ponta da agulha entre dois
segmentos medianos, gira-se o tambor do micrdmetro (cada vol
ta dispensa 1 pl) e aguarda-se 30 segundos, antes de retirar
a agulha, para permitir que todo o volume seja injetado. A
larva & depositada em recipiente de plastico (formas para gé
lo) contendo terra umedecida e comida (rama de batata). Em
todos os experimentos, foi injetado 1 ul de agua ou de solu-
g¢ao 0,3 M de IMPY; da mistura de aminodcidos marcados foram
injetados 2 pl. O tempo de incorporacgao foi sempre de uma ho
ra. Com uma hora de incorporagao, o perfil de sintese de pro
teinas obtido & virtualmente idéntido ao que se obtem com

glandulas incubadas "in v{tro" (Laicine, comunicagao pessoal).
2.4. Remogao das glandulas e preparo das amostras

As glandulas salivares foram obtidas dissecando-se
a'larva sobre lamina de vidro com auxilio de duas pingas de
relojoeiro, uma aplicada logo atras da cabecga e a outra na
extremidade posterior do animal. Ligeira tragao rompe O cor-
po ao nivel da primeira pingca e juntos saem o par de glandu-
las salivares, tecido gorduroso e parte do trato digestivo.
O conjunto era imediatamente transferido para vidro de reld-
gio embrioldgico contendo TCA a 10% e agitado durante algum
tempo, operagao necessaria para distender o par de glandulas
e facilitar a retirada do corpo gorduroso. Nesse recipiente,
as glandulas eram limpas e transferidas para outro vidro de
reldogio embrioldgico, também com TCA a 10%. Os vidros de reld
gio eram mantidos em banho de gélo. Em seguida, eram separa-

das com estilete as trés regidoes glandulares, S1, S2, S3, e



transferidas para tubos de ensaio com capacidade para 1 ml
(mantidos em gélo moido) contendo TCA a 10%. Colhidas todas
as regioes glandulares, substitui-se o TCA por um tampao (ge
lado) Tris-HC1l 0,5 M pH 6,8 contendo azul de bromofenol a
0,01% para neutralizar o residuo de TCA (Laicine, comunica-
cao pessoal). Os tubos eram agitados por rotagao até que as
regides glandulares adquirissem cor ligeiramente azulada. Ver
tia-se o tampao e acrescentava-seé 60 pl da solugao de amostra
(Apéndice A). Os tubos, fechados com plastico fino = de PVC
(zapp) e fita adesiva, permaneciam assim até& o dia seguinte.
As amostras eram entao utilizadas,ou armazenadas num congela
dor a - 12°C. Pouco antes da eletroforese, as amostras, equi
libradas a temperatura ambiente, sao aquecidas, todas ao mes

mo tempo, -em agua fervente durante 90 segundos.

2.5. Eletroforese

Foi empregada célula vertical, construida em Plexi
glass ou moldada em resina poliester (Polylite), 'semelhante
a descrita por Sauaia e Laicine (1977). O espago livre conti
do na célula & 169 mm de largura, 162 mm de altura e 1,5 ou
2,0 mm de espessura. A composicao das solugdes utilizadas €
dada no apéndice A.

A solugao para gel de separagao & colocada na célu
la até a altura de 126 mm com a ajuda de uma seringa prolon-
gada por um tubo de polietileno. Uma pegca de Plexiglass (Stu
dier, 1973), um pouco mais estreita que o leito da célula, ser
ve para que se obtenha plana a superficie do gel. Os pequenos:
espagos laterais sao capeados com agua. A polimerizagao ocor

re entre 20 a 25 minutos. A pega sblida & entao retirada e a



superficie do gel &.lavada com agua varias vezes. Os géis fo
ram utilizados entre 4 e 16 horas apds a polimerizagao.

Para a moldagem dos pogos de amostras, empregamos
um pente de Plexiglass, cujos dentes medem 18 mm de altura,
4 mm de largura e 2 mm de espessura. Sua largura € pouco me-
nor que a da célula, o que permite a introdugao ou remocgao de
ligquido com uma pipeta de Pasteur. A solugao para gel de em-
pilhamento & introduzida até uma altura de 26 mm e capeada
com agua, de modo que a distdncia entre as extremidades dos
dentes e o gel de separagao seja de 14 mm. Vinte minutos de-
pois, verte-se a agua de capeamento e coloca-se tampao de
elétrodo superior. Retirado O pente,os pogos sao lavados, por

duas vezes, e cheios com o mesmo tampao-.
2.6. Aplicagao das amostras e eletroforese

Os 60 yul da cada amostra eram recolhidos em micro-
pfpetas (Micropet, Clay Adams) com auxilio de um dispositivo
que permite controle preciso do volume e da velocidade de
aplicagao. Desses 60 ul, 10 eram aplicados em frascos de cin-
tilagao (ver radiometria) e 50 em cada pogo do gel.

As eletroforeses foram feitas com corrente constan
te de 35 mA. A tensao inicial era de 60 V, atingindo 180 - 190V
ao término da corrida, que se considerava terminada quando a
faixa azul (devida ao bromofenol) chegava a 1 cm da extremi-
dade inferior da célula. As solugOes utilizadas nos reserva-
tOrios superior e inferior séo‘dadas no Apéndice A. O tempo

de migragao da eletroforese variou de 5 a 5,5 horas.



2.7. Fixagao, coloragao e remogao do excesso de corante

Retirado da placa, o0 gel era imerso em TCA a 50%
(Laemmli, 1970), onde permanecia, em agitagao suave, até o
dia seguinte. Era tingido a 379C durante duas horas com agi-
tagao esporadica, com solugao corante recém-preparada. Se-
guiam-se banhos repetidos em acido acético a 7%, até que se
obtivesse contraste satisfatdrio entre as fragdes e o fundo.

O gel era entao fotografado.

2.8. Fluorografia

Empregou-se a técnica de Bonner e Laskey (1974) e
Laskey e Mills (1975) com modificagoes.

Removido o excesso de corante, o gel & tratado em
uma bateria de DMSO nas seguintes concentragoes: 50, 75, 95
e 100%. Nos trés primeiros banhos o tratamento & de 40 minu-
tés, ja o de 100% (sao dois banhos) o tempo, em cada um, e
de 80 minutos. Os volumes sao cerca de 20 vezes o volume ini
cial do gel. ApOs esse tratamento o gel & imerso em uma solu
cao de PPO a 22,2% em DMSO; nessa etapa o volume & de aproxi
madamente 4 vezes o volume do gel. Durante todo o processamen
to o gel & agitado continuadamente. Decérridas 3 horas, ver-
te-se a solugao de PPO e o gel & imerso em agua (20 vezes o
volume inicial do gel). A agua & renovada duas vezes, de 30
em 30 minutos, e o gel permanece no terceiro banho até o dia
sequinte, quando se troca a agua por mais duas vezes, com in
tervalos de aproximadamente 1 hora.

O PPO foi rotineiramente recuperado das solugoesem

que se impregnavam os géis. Adiciona-se 1 grama de car%%)agi



vado muito fino para cada 100 ml de solugao, a fim de remover
o azul de Coomassie. O carvao & removido por filtragao e o
PPO recristalizado por adigao muito lenta de trés volumes de
agua. Filtra-se novamente e lava-se o PPO com aproximadamen-.
te 10 litros de agua destilada. Seca-se a 379C. O PPO recupe
rado tem o mesmo desempenho que o original em ensaios de ra-

diometria por cintilagao em liquido.
2.9. Secagem do gel

A técnica utilizada & semelhante a de Maizel (1969).
O gel & posto sobre um retangulo de papel Whatmamm 3 MM. Es-
te @ colocado sobre uma pilha de 10 retangulos de papel de
filtro de uso corrente e postos sobre uma placa porosa de es
meril (Carborundum) de 15 x 20 cm. Sobre o gel, & assentado
um retangulo de borracha de silicone (Dow Chemical),ligeira-
mente maior que a placa, evitando-se a formagao de bolsas de
ar. O conjunto & emborcado (de modo que a borracha de silico
ne fique por baixo) e colocado sobre um tapete de borracha de
33 x 29 cm. Do teto de uma estufa (desligada), pende um tubo
de aluminio que termina num disco do mesmo material. Por so-
bre o disco, um tapete de borracha com as mesmas dimensces do
anterior e atravessado pelo tubo, assenta-se sobre a placa po
rosa. Conecta-se o tubo de aluminio através do teto da estu-
fa a uma bomba de vacuo e em seguida liga-se a estufa para
funcionar a 909C aproximadamente. Os géis secos sao armazena
dos entre laminas de vidro presas uma a outra com fita adesi

va.



2.10. Exposicgao

A pré-exposicgao, recomendada por Laskey e  Mills
(1975) para a pelicula de raios-X foi realizada, mas, somen-
te com a finalidade de aumentar a 0,15 a densidade de fundo.
Em camara escura a chapa Kodak XS-5, presa a um anteparo, foi
pré-exposta a uma lanterna de seguranga, situada a 130 cm,
equipada com uma lampada de ampliador de 100 W e filtro cons
tituido de duas chapas de raios-X, desprovidas de halogeneto
de prata e tingidas em solugao de acido picrico. A intensida
de luminosa foi regulada com um auto-transformador (Keldian
modelo 4422) ligado a um estabilizador de voltagem (Eletro-
mar tipo EVT-D16E). O tempo de exposigao (5 segundos) foi con
trolado com um reldogio temporizador (Isgus).

Imediatamente apds a pré-exposicgao, a chapa de raios
X era aposta ao gel seco pela face mais pré-exposta. O par
era colocado entre laminas de vidro, depois seguras com

"clips" duplos para papel. Selava-se o conjunto em um saco
de plastico preto em presenga de um saquinho de silica higros
cOpica. Uma caixa de papel fotografico servia como protegao
adicional. A exposigao era feita.em gelo seco ou num congela
dor a - 809C. Decorridas 120 horas, transferia-se a caixa pa
ra um recipiente de isopor, que duas horas depois era aberto
em camara escura a 209C. Revelava-se a pelicula por 5 minu-
tos com agitagao continua em revelador recomendado pelo fa-
bricante. Acido acético a 2% servia como interruptor antes do
tratamento por 5 minutos com o fixador para peliculade raios-

X, da Kodak. Lavada em agua corrente e em agua destilada, a

pelicula era posta a secar.



2.11. Densitometria

As medidas densitométricas foram feitas num citofo
tOmetro Zeiss (modelo 05) dotado de platina de varredura de
10 um de passo, comandada por uma calculadora programavel Wang
720 C. Como os fluorogramas medem 150 x 200 mm, nao seriapra
tico fazer a varredura diretamente sobre as partes desses ob
jetos. A solugao para essa dificuldade foi produzir dos fluo
rogramas negativos fotograficos de tamanho reduzido, em con-
digOes tais que a pelicula fotografica tivesse resposta 1li-
near a variagao de brilho do fluorograma. Na auséncia de um
densitometro de curso mais amplo, esse expediente, freqtlente
mente empregado em outros estudos, permite utilizar um equi-
pamento de alta qualidade disponivel no laboratdrio.

A densidade de um objeto no fluorograma & inferida
da diferenca entre duas leituras no negativo: a densidade
correspondente ao fundo do fluorograma e a densidade da ima-
geh do objeto. Essas duas leituras no negativo sao feitascon
tra a densidade no mesmo negativo na area que nao recebeu luz
provinda do fluorograma.

Os graficos que a calculadora pode imprimir do per
fil de absorbancia ao longo das raias concordaram com O espe
rado da simples observagao visual dos fluorogramas. E digna
de nota uma limitagao referente as leituras densitomé-
tricas: algumas faixas fluorograficas tinham densidade supe-
rior a 1,5 quando comparadas com a densidade de fundo. Essa
limitagao, todavia somente tendgria a diminuir as claras dife
rengas encontradas nesse trabalho entre material controle e

eXperimental.



2.12. Negativo fotografico

a — Obtengao

Para iluminar o fluorograma foi contruida uma cai-
xa de madeira dotada de uma série de lampadas fluorescentes.
A caixa @ fechada em cima por uma placa de acrilico fosco
branco coberta com uma ldmina de vidro. Nessas condigoes, a
iluminagao era satisfatdriamente uniforme. Sobre o vidro foi
colocado um tapete de borracha preta, de cujo centro fora re
cortado um retangulo com as dimensoes do fluorograma. Os ne-
gativos foram obtidos com uma cdmara fotografica de 35 mm
(Olympus OM-1 com objetiva de 50 mm 1.8), montada em uma co-
luna vertical para uma redugao de 1:10. Dessa maneira somen-
te uma area central do negativo era atingida pela luz filtra
da pelo fluorograma. Para padronizar a exposigcao e a revela-
¢ao do negativo, foram feitas diversas séries de exposigoes
de um fluorograma em cuja margem foram colocados filtros neu
tros Inconel (Zeiss) de densidade 0,28, 0,85, 1,46. As medi-
das de densidades dos negativos nas areas correspondentes aos
filtros mostraram que resultados satisfatdorios, quanto a li-
nearidade e ao contraste, eram obtidos com o filme Panatomic
(Kodak) revelado com Microdol diluido (1+4+3) durante 15 minu-
tos a 209C apds exposigao com abertura 8 e velocidade 1/8. A
linearidade dos resultados foi avaliada por analise de regres
sao dos valores obtidos da densitometria nos negativos sobre
os valores de densidade dos fi}tros usados como padroes: o
coeficiente de regressao foi mais que 121 vezes o seu desvio

padrao de amostra.



b - Leitura

Os negativos fotograficos foram montados em Oleo
de imersao entre laminas de microscopia. Esse conjunto foi
instalado na platina de varredura (10 pm de passo) por meio
de um dispositivo capaz de girar 3609, que permite orientar a
diregao da raia com o do movimento da platina. A horizontali
dade do negativo era conferida verificando-se o foco em va-
rios lugares ao longo da raia, inclusive nos extremos.

A densitometria foi feita nas seguintes condigoes:
luz de 540 nm (régua monocromadora Zeiss), condensador de
abertura 0,2, objetiva 2,5 X, optovar de 1,6, ocular de pro-
jegcao de 10 X, aumento final de 25,6 X, fenda retangular ajus
tada para equivaler a uma fenda de 20 ym X 400 um no plano do

objeto.

c = Varredura

A varredura foi feita automaticamente sob o coman-
do da calculadora (Wang 720 C). O programa utilizado parte do
principio de que a raia fluorografica pode ser subdividida em
"fatias", & semelhanga do que ocorre quando a distribuicao da
radiocatividade & avaliada radiometricamente. Neste trabalho,
cada "fatia" corresponde a 2 passos de 20 um da platina ou
seja, a 0,4 mm no fluorograma original. A medida de densida-
de em cada passo foi a média de 2 leituras. Esse valor era
subtraido do valor correspondente ao branco tomado logo aci-
ma da origem da raia. A soma das absorbancias em cada "fatia"
era arquivada na memdria da calculadora. A extensao dessa me

moria foi o principal limite ao numero de fatias utilizadas.



Todos os valores resultantes da densitometria de uma raia fo
ram gravados em fita magnética para posterior processamento.
Dos dados assim obtidos, um segundo programa deli-
mitava fragdoes ou "picos", fornecendo a posigao da primeira e
Ultima fatias de cada fragao, assim como a absorbancia média
da fragao e o nlmero de suas fatias. Essa listagem de fragGes
era comparada com o fluorograma original, de modo que o ope-
rador pudesse escolher as fragoes que desejasse levar em con
ta. Feita essa escolha, um terceiro programa permitia que o
operador obtivesse para qualquer seqfiéncia de fatias a sua
escolha os seguintes paradmetros: numero de ordem da primeira
e Ultima fatias da série; numero de fatias incluidas; densi-
dade média da fragao delimitada; distancia da fragao a ori-
gem; produto da densidade média pelo numero de fatias (Q).
Para determinar a correspondéncia entre valores den-
sitométricos e quantidade de radioatividade em cpm, uma ali
quota das amostras de eletroforese era separada para radiome
tria. Além disso, quatro raias foram ocupadas com amostras
cujas radioatividades guardavam entre si proporgao pré-deter
minada (1: 0,8: 0,5: 0,4). Essas amostras de referéncia foram
obtidas por diluigao de uma amostra inicial resultante de glan
dulas salivares que também tinham incorporado aminoécidos-l4c.
Desse modo, eram obtidos dois conjuntos de valores, um de na
tureza radiométrica e outro de natureza densitométrica. Uma
analise de regressao linear fornecia os parametros da relagao
existente entre esses conjuntos de valores para cada fluoro-
grama. Como nao se dispunha de.proteinas marcadas purifica-
das que servissem de padroes, era necessario inferir a quan-
tidade de radioatividade numa certa secgao do fluorograma a

partir da reta de regressdao assim estabelecida, o que supoe



linearidade de resposta da pelicula de raios-X a quantidade
de radioatividade ao longo da raia, assim como uniformidade

da distribuigao do "background". Essa linearidade de respos-
ta foi objeto de atengao no trabalho de Laskey e Mills (1975).
De acordo com esse estudo,importa que a densidade (local ao
nivel das faixas) nao ultrapasse 1,5. Quanto ao "background",

pareceu sempre de uniformidade satisfatdria.

2.13. Radiometria

Dez (10) pl de cada amostra foram usados para a ra
diometria. Eram colocados, com auxilio de micropipetas, no
fundo de frascos de cintilagao inclinados de aproximadamente
459; em seguida eram adicionados a cada frasco 100 upul de NCS
(Nuclear Chicago Solubilizer) e fechavam-se os frascos que
permaneciam assim até o dia seguinte. Adicionavam-se, entao,
10 ml de solugao cintiladora, 0,6% de PPO em tolueno (numero
de catalogo 8325 da Merck). Os frascos eram agitados por ro-
tagao e deixados no escuro durante 1 hora aproximadamente.As
medidas radiométricas foram feitas num espectrOmetro de cin-
tilagao em liguido modelo LS-150 da Beckman, gentilmente ce-
dido pelo Prof. R.H. Migliorini, desta Faculdade. Para a con
tagem, foi usada a janela do carbono dentro de um erro 2 sig
ma de 5%. O método de radiometria aqui referido foi objeto
de cuidadosa padronizagao na tese de mestrado de Almeida (Fa

culdade de Medicina de Ribeirao Preto, 1973).
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Figura 2 A - Fluorograma preparado segundo as indicagoes dadas no inicio
da pagina 23 (ao lado), em '"Resultados 1. Densitometria'.
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Figura 2 B - Regressao linear dos valores de densidade total (Q) sobre os
valores de radiometria por cintilagao em liqlido (cpm), refe-
rentes as nove raias do fluorograma da figura 2 A.



III. RESULTADOS
1. Densitometria

Para uma avaliagao inicial do desempenho do proce-
dimento densitométrico empregado, foi feito o seguinte expe-
rimento: 30 larvas em idade m7 receberam injecao de aminoaci
dosal4C e suas 60 regices S3 foram separadas e preparadas pa
ra eletroforese em 300 ul de solugéo de amostra. De 200 yul
dessa solugao, foram produzidas 9 amostras de concentragao de
crescente, a razao de 0,75, as quais foram submetidas a ele-
troforese nas condigoes ja descritas. O fluorograma se apre-
senta na Figura 2 A.

Dos 100 pl restantes, 6 amostras de 10 pl foram sub
metidas a radiometria e foi calculada a quantidade da radioa
tividade de cada uma das amostras aplicadas no gel. Um séti-
mo frasco, sem amostras de proteinas radioativas, serviu pa
ra aferir o "background". A analise de regressao dos valores
das densidades totais das raias sobre os valores radiometri-
cos & apresentada na Figura 2 B. Em outros experimentos, o
ajuste dos pontos nem sempre foi tao bom gquanto o deste expe

rimento.
2. Efeito do IMPY quando injetado na idade m3

Como foi descrito em material e métodos, o primei-
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Figura 3 - Perfis fluorograficos das tres regioes glandulares de larvas contro-

les (C) e tratadas com IMPY (E) em condlgoes que exercem maxima ini-
blgao do desenvolvimento dos pufes de DNA. As regloes glandulares e as idades
indicamse ao pe do fluorograma. Numero de regioes glandulares empregado nas
amostras: 12 de S1, 6 de S3, 12 de S2. A quantidade de radioatividade em cada
amostra e dada nos graficos correspondentes do Apendice B. 0 fluorograma foi
arbitrariamente dividido em tres secgoes, A, B e C; as fragoes contidas em cada
secgao foram numeradas em ordem crescente segundo sua migragao a partir da ori-
gem. Essa numeragao nem sempre € a mesma para regioes glandulares diferentes ou
para idades diferentes. As quatro raias a esquerda sao de amostras cujas quan
tidades de radioatividade guardam entre si a proporgao 1:0,8:0,5:0,4. A pri-
meira das quatro raias & de uma amostra cujo total de radioatividade foi de
5700 cpm. A direita,sao dados os pesos moleculares em Kdaltons das seguintes
proteinas de referencia: fosforilase B, albumina de soro bovina, ovalbumina e
anidrase carbonica. Exposigao de 120 horas.



mento, aparece inibida no material tratado, nao apareceu assim
em outros experimentos independentes do mesmo tipo; ela tem
comportamento variavel com relagao ao IMPY. E também percep-
tivel clara inibigao de marcagao na area imediatamente seguin
te a fragao C3. Nessa mesma idade, notam-se uma fragao proe-
minente (Al), cuja marcagao & mais intensa no material trata
do que no controle, e pelo menos cinco fragoes fracamente mar
cadas, nao nomeadas no fluorograma, cuja densidade foi aumen
tada ou inafetada pelo tratamento: trés na regiao B e duas na
regiao C (setas). Em m7 + 20 horas (terceira e quarta raias),
verifica-se que o IMPY exerce patente efeito inibidor sobre
a intensidade de marcagao de todas as fragOes  proeminentes
(A6, B5, B6, C2, C3 e C4), exceto a fragéo Al. Parecem pouco
afetadas duas fragoes nao nomeadas da regiao C do fluorogra-
ma, abaixo de CA4.

Na regiao glandular S3, a 6 horas depois de m7
(quinta e sexta raias), o efeito inibidor do IMPY & claro pa
ra as fragoes A5,B1,B3,B4 e C3,a semelhanga do que se ve pa-
ra a regiao glandular Sl. Note-se que as fragdes cuja marca-
cao é deprimida em S3 nessa idade tém a mesma mobilidade que
as fragoes cuja marcagao foi deprimida em Sl. Ao contrario, as
fragoes, muito proeminentes, Al, A3, A4, BO e Cl apresentam-
se no material tratado com IMPY pouco afetadas ou com inten-
sidades de marcagao mais elevadas que no controle. Na idade
m7 + 20 horas, o perfil de S3, agora ainda mais semelhante ao
de S1, apresenta de novo drastico efeito inibidor do IMPY so
bre quase todas as fragoes proeminentes, exceto Al e B2, e so-
bre duas bem pouco proeminentes na regiao C do fluorograma.

Para S2, a intensidade de marcagao do perfil fluo-

rografico &, em m7 + 6h, bem menos intensa do que para
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Figura 4 - Perfis fluorograficos das tres regioes glandulares de larvas

controles (C) e tratadas com IMPY (E) em condigaes que exer-—
cem maxima inibicao do desenvolvimento dos pufes de DNA. Numero de re-
gioes glandulares empregado nas amostras: 10 de S1, 5 de S3, 10 de S2.
A quantidade de radioatividade & dada nos graficos correspondentes do
Apendice B. O fluorograma foi arbitrariamente dividido em tres secgoes,
como se explica na figura 3. As quatro primeiras raias a esquerda sao
de amostras cujas quantidades de radioatividade guardam entre si a pro-
porgao 1:0,8:0,5:0,4. A primeira das quatro raias corresponde a uma
amostra cujo total de radioatividade foi de 6055 cpm. Exposigao de 120
horas.



as outras regioes glandulares. Na eletroforese que produziu
o fluorograma da Figura 3,foi empregado igual nimero de regioes
glandulares S2 e Sl; vale dizer que o numero de células S2
foi cerca de 20% maior que os de S1 e S3. Na idade m7+6 ho-
ras, o IMPY inibe em S2 a intensidade de marcagao de poucas
fragoes, a mais evidente das quais & C3. Em 20 horas depois
de m7, o perfil de S2 passa a assemelhar-se aos das outras
duas regioces glandulares e & claramente afetado pelo trata-
mento com IMPY.

Resultados muito semelhantes a estes sao obtidos
quando se realiza o mesmo experimento para as idadesm7 e m7 +
16 horas (Figura 4). Algumas fragoes, proeminentes em m7 nas
larvas controles, nao sao tao proeminentes em m7 + 6 horas
(experimento anterior), fato que reflete o carater cambiante
do perfil fluorografico da glandula salivar da idade m5 aida
de m7 + 14 horas, isto &, durante o segundo periodo de sinte
se. Nas idades m7 + 16 horas e m7 + 20 horas, ao contrario,
os perfis sao muito semelhantes nos dois experimentos, fato
que se deve a estabilidade dos perfis de sintese na glandula
salivar de m7 + 16 horas até perto da muda pupal.

Esses experimentos, confirmados por outros indepen
dentes, mostram que, ao inibir seletivamente o desenvolvimen
to dos pufes de DNA, o IMPY provoca modificagSes seletivas no
perfil de sintese de proteinas nas idades em que tais pufes
se expandem. A marcagao de um numero consideravel de fragoes
é deprimida, a de outras fragoes & aumentada e a de algumas
parece inalterada pelo tratamento.

Os resultados densitométricos referentes a esses
experimentos estao nos graficos do Apéndice B. As tabelas do

mesmo Apéndice resumem as principais alteragoes provocadas
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Figura 5 - Perfis fluorograficos das tres regioes glandulares de larvas

controles (C) e tratadas com IMPY (E) no quarto dia do quar-
to estadio e processadas 20, 26 e 40 horas depois do tratamento. Numero
de regioces glandulares empregado nas amostras: 12 de S1, 6 de S3, 6 de
S2. O fluorograma foi arbitrariamente divido em tres secgoes,como seex
plica na legenda da figura 3. Nas raias de S3, a fragao nomeada Bl cor—
responde a fragao BO nas figuras anteriores. As quatro primeiras raias
a esquerda sao de amostras cujas quantidades de radioatividade guardam
entre si a proporgao 1:0,8:0,5:0,4. A primeira das quatro raias cor
responde a uma amostra cujo total de radioatividade foi de 7390 cpm. Ex
posigao de 120 horas.



pelo tratamento com IMPY, avaliadas com base nos dados densi
tométricos normalizados para uma mesma quantidade de radioa-

tividade no material controle e no experimental.

3. Efeito do IMPY em larva jovem

Ao fim das mudas, as larvas dos Sciarideos passam
por uma fase de curta duracgao, durante a qual, & branca a
cdpsula da cabega. Isso permite selecionar lotes mais sincro
nizados de larvas. Sessenta larvas assim escolhidas ao fim
da terceira muda foram colocadas num germinador preparado.
Quatro dias depois, metade desse lote recebeu injegao de IM-
PY 0,3 M e a outra metade, injecao de agua. Transcorridas 20,
26 e 40 horas, 10 larvas de cada lote foram injetadas com a
mistura de amino—écidos-l4c e dissecadas uma hora depois. Es
sas sao, portanto, larvas jovens, ainda sem manchas oculares.
O fluorograma resultante esta na Figura 5.

O efeito do IMPY sobre o perfil de sintese de pro-
teinas em larvas jovens & manifestamente diferente do exerci
do na época em que se desenvolvem os pufes de DNA. Nos dois
primeiros tempos de injegao do precursor (20 e 26 horas) as
fragoes eletroforéticas quase sempre resultam mais intensamen
te marcadas do que no material controle e nenhuma das fragoes
tem sua marcagao deprimida. No tempo de 40 horas depois da
injecao, o perfil fluorografico do material tratado apresen
ta diminuicao de densidade, relativamente muito discreta e
menos seletiva.

A comparagao dos perfis de sintese de S1 e S3 de
larvas jovens (Figura 5) com os referentes as idades m7 e
m7 + 6 horas e as idades m7 + 16 horas e m7 + 20 horas (Figu
ras 3 e 4) mostra que, ao inibir o desenvolvimento dos pufes

de DNA, o IMPY exexce efeito inibidor seletivo sobre as prin-



cipais fragaes proprias dos periodos de sintese que acompa-
nham aqueles pufes. As fragdes proeminentes cuja marcagao &
estimulada pelo IMPY nos experimentos relativos &s idades m7
e m7 + 6 horas (Al de S1, A3, A4, BO e Cl de S3) ja sao sin-
tetizadas em larvas jovens. Ao contrario, as fragoes proemi-
nentes, nomeadas em S1 como A5, Bl, B3, B4 e C3, comuns a Sl
e S3 e prOprias dos perfis de sintese das idades m7 e m7+6hs,
sao inibidas pelo tratamento com IMPY. Nas idades m7+16 e m7
+ 20 horas, sao muito raras as fragSes comuns com os perfis
de glandulas jovens e & nessas idades que se obtém efeito ge
ral mais drastico do inibidor.

No tocante a regiao glandular S2, sao discretas as
modi ficagoes, em um perfil ja discreto, do primeiro para o
segundo periodos de sintese. No terceiro periodo,o perfil de
S2 torna-se mais intenso, passa a assemelhar-se aos das ou-
tras regioes glandulares e a ser claramente sensivel ao tra-
tamento com IMPY.

Nas larvas jovens (Figura 5), os perfis fluorogra-
ficos de S1 e S3 diferem completamente quanto as fragoes pro
eminentes. Em m7 e m7+6hs, tendem a assemelhar-se principal
mente por causa das fragoes A5, B3, B4 e C3; as principais
diferenqaé nessas idades, entre S1 e S3, devem-se a auséncia
da fragao A2 em S3 e a presenca em S3 das fragoes A3, A4, BO
e Cl, as quais ja eram feitas em larvas jovens. Finalmente,
em m7+16hs ou m7+20hs, isto &, durante o terceiro periodo de
sintese, os perfis de S1 e S3 e também o de S2 assemelhan-se

muito mais entre si.



IV. DISCUSSAO

A inibigao do desenvolvimento dos pufes de DNA pe-
lo IMPY & acompanhada da inibigao da sintese de um certo ni-
mero de fragcoes proteicas na glandula salivar. Esses resulta
dos sao muito reprodutiveis. As variagoes de intensidade de
marcagao de uma ou outra fragao segundo o experimento sao
principalmente devidas ao carater gradual dos perfis fluoro-
graficos ao longo do segundo periodo de sintese aqui estuda-
do nas idades m7 e m7 + 6 horas. Por nostrarem que a inibigao
seletiva dos pufes de DNA corresponde a uma inibigao seleti-
va no perfil de sintese de proteinas, esses resultados saoper
feitamente consistentes com a hipdtese de que os pufes de
DNA estejam causalmente relacionados,a curto termo, com a
sintese de fragOes proteicas definidas. Diversas observagoes
apoiam a interpretagao de que o efeito do IMPY sobre o per-
fil de sintese proteica se deve 3 agao da droga sobre os pu-
fes de DNA e nao a um eventual efeito colateral: 19 - re-
sultados muito semelhantes sao obtidos quando a inibicao se-
letiva do desenvolvimento dos pufes de DNA & obtida pela hi-
droxiuréia e pela bromodesoxiuridina (Laicine et al., manus-
crito em preparagao; Sauaia et al., manuscrito em preparagao). 29 -
O estudo dos perfis fluorograficos da glandula salivar ao
longo do desenvolvimento normal durante o quarto estadio de-
fine trés periodos sucessivos bem distintos de sintese de pro

teinas. Quando se comparam o guadro citoldgico da descricgao



dos pufes cromossdmicos com o quadro fornecido pelos perfis
fluorograficos verifica-se que ha notavel coincidéncia tempo
ral entre a expansao do primeiro grupo de pufes de DNA (A4,
B3c, C4, C5, C7) e o segundo perfil de sintese de proteinas
assim como entre a expansao do segundo grupo de pufes de DNA
(A1, Al4, B34, C6, C8a, X4) e o terceiro periodo de sintese
de proteinas. 32 - Ao inibir-se o desenvolvimento dos pu-
fes de DNA, é inibida a marcagao de fragoes caracteristicas
do segundo e terceiro periodos de sintese, mas nao & inibida
a marcagao de fragoes que ja vinham sendo feitas anteriormen
te e que continuam a ser sintetizadas durante esses perio-
dos. 49 - Em contraste com seu efeito sobre as fragdes pro
prias do segundo e terceiro periodos de sintese, o IMPY faz
aumentar, até 26 horas depois de sua injecgao em larvas jovens,
a marcagao das fragoes prdprias deste periodo e deixa ligei-
ro efeito inibidor sobre as mesmas fragoes a 40 horas depois
da injecao. 5¢ - Os perfis fluorograficos de S1 e S3 jo-
Véns sao quase completamente diferentes, mas, durante o se-
gundo periodo de sintese, tendem a assemelhar-se, mantendo
diferencgas evidentes, principalmente devidas a fragoes que ja
vinham sendo feitas anteriormente. Em ambas as regioes glan-
dulares, formamse pufes de DNA nos mesmos sitios cromossOmi-
cos durante o segundo periodo de sintese de proteinas, exce-
to o pufe C7,que nao se forma em S3. A inibicao do desen-
volvimento desses pufes pelo IMPY inibe em ambas as regioes

a sintese das fragoes que passaram a ser feitas no segundo
periodo. No terceiro periodo de sintese,os perfis de Sl e S3
sdo muito semelhantes, assim como & semelhante o padrao de pu
fes de DNA e o efeito inibidor do IMPY. 692 - O perfil de

sintese de proteinas em S2 parece alterar-se pouco do primei



ro para o segundo periodo de sintese e o efeito inibidor do
IMPY sobre o perfil fluorografico & al muito discreto. Nessa
regiao glandular,os sitios cromossOmicos C4 e C5,que formam
os maiores pufes de DNA do primeiro grupo em S1 e S3, apresen
tam pufes muito pouco conspicuos nas idades m7 ou m7 + 6 ho-
ras. Durante o terceiro periodo de sintese,aqui estudado nas
idades m7 + 16 horas e m7 + 20 horas,o perfil fluorografico
de S2 passa a assemelhar-se com O0s de S1 e S3 e o IMPY nele
exerce claro efeito inibidor. Coincidentemente,os segmentos
cromossOmicos Al, B3d, C6, C8a e X4, que em Sl e S3 formam
pufes de DNA, em S2 também formam pufes, alguns dos quais de

tamanho consideravel (Rizzo, 1980).

E pouco plausivel que sejam meramente colaterais e
feitos tao seletivos obtidos com drogas diferentes e que afe
tam diferentemente o desenvolvimento dos pufes de DNA. O con
junto dessas observagoes demonstra que a modificagao dos per
fis fluorograficos da glandula salivar a partir de m5 depen
de de sintese de DNA a partir de m3. As modificagoes mais pro
nunciadas da cromatina nas células glandulares a partir de
m3, modificagoes também dependentes de sintese de DNA, saore
presentadas pelo desenvolvimento dos pufes de DNA.

A interpretacao direta e simples desses resultados

- assim como dos obtidos em Rhynchociara americana e Trichosia

pubescens (Ver introdugao) - & que os pufes de DNA  comandem
a sintese das principais fragoes protéicas elaboradas pela
glandula salivar durante os periodos em que esses pufes se

expandem. A nogao de que o efeito dos pufes de DNA se faga a

curto prazo ainda & corroborada pela observagcao de que diver



sos parametros morfoldgicos e bioquimicos, avaliaveis na glan
dula salivar durante a fase de pupa, nao se modificam se o
desenvolvimento dos pufes de DNA & seletivamente inibido pe-
la hidroxiuréia (Alves, 1981; Paco-Larson, comunicagao pessoal,
1981) .

Fica portanto fortemente apoiada a hipdotese, pro-
posta quando da descoberta dos pufes de DNA, de que esses pu
fes sejam manifestagao morfoldgica de atividade génica acom-
panhada de amplificagao de significado regulador. A fim de
atender a uma demanda de sintese em tempo curto demais para
que sejam eficazes outros mecanismos de regulagao, seriam
amplificadas as matrizes génicas implicadas nessa demanda.
Tais eventos sao de fato encontrados enm outros pro
gramas de desenvolvimento que envolvem situagoes semelhantes.
Em Drosophifa melanogaster, uma regiao do cromossomo X e uma
regiao de cromossomo III contem genes que codificam para pro
teinas componentes do corion do ovo. Ha pelo menos dois ge-
nes "coridnicos" em cada uma dessas regices. Ambos os domi-
nios cromossOmicos sao amplificados pouco antes de ser ini-
ciada a sintese das proteinas coridnicas correspondentes. Em
cada dominio, a amplificagao & mais intensa para os genes co
ridnicos do que para as seqliéncias adjacentes. Os do cromos-
somo X sao amplificados 14-16 vezes e os do III,cerca de 60
vezes (Spradling, 1981). Nos mutantes "ocelliless", uma pe-
quena inversao cromossOmica corta aproximadamente ao meio o
dominio dos genes coridnicos do cromossomo X. Disso - resulta
que uma parte dessas seqﬁénciqs de DNA deixa quase completa-
mente de amplificar-<se e a outra parte se amplifica menos que
nas linhagens selvagens (Spradling & Mahowald, 1980, 1981).

As femeas "ocelliless" sao estéereis e as celulas foliculares



de seus ovarios produzem menos proteinas coridnicas corres-
pondentes ao dominio "coridnico" do cromossomo X (Spradling,
1979).

Programas de desenvolvimento como estes que impli-
cam os pufes de DNA em sciarideos ou a expressao dos genes
para proteinas coridnicas em Dacosophifa diferem claramentede
diversos outros em que a sintese prolongada de grande guanti
dade de uma proteina especifica - tal como a ovalbumina (Sul
livan et al., 1973), a fibroina (Susuki et al., 1972) e glo-
bina (Packman et al., 1972; Harrinson et al., 1974) - & sus-
tentada por uma populagao de mensageiros estaveis para cuja
elaboragao o sistema dispoe de tempo também suficiente (Bo-
naldo et al., 1979; Spradling & Mahowald, 1980).

‘Ao contrario do que ocorre na linhagem "ocelliless"
de Drosophila, o impedimento dos eventos de amplificagao re-
lacionada com os pufes de DNA nao parece redundar por si so
em resultado desastroso para o desenvolvimento. Isso nao sig
nifica que os pufes de DNA e seus produtos carecam de impor-
tdncia. Embora nao essenciais para a estrita sobrevivéncurig
dividual, esses produtos devem conferir uma vantagem adapta-
tiva definida. Assim, deve ter sido positivamente seleciona-
da nos sciarideos a propriedade de estar programado para am-
plificar em tempo oportuno na glandula salivar as matrizes qg
nicas correspondentes aqueles produtos.

Embora seja provavel gue tal interpretagao alcance
somente um dos aspectos do significado bioldgico da amplifi-
cagao génica e dos pufes de DNA, ela representa um claro pro
gresso no entendimento desses processos e prevé sua possivel
ocorréncia em situagdes semelhantes.

Apesar de nao terem sido utilizados no presente es



tudo métodos analiticos de maxima resolugao, os  resultados
sao muito patentes e indicam seja promissora a utilizagao de
eletroforese bidimensional, que muito provavelmente resolve-~
ria em diversos componentes fragoes que agora apresentam a
mesma mobilidade e talvez permita relacionar pufes individuais
com proteinas especificas. Com métodos de melhor resolugao,
os resultados deverao ser ainda mais nitidos, pois, além de
outros efeitos, a superposigao de fragoes distintas .contri-
bui para que a densidade local tenda a ultrapassar o ambito
de resposta linear da pelicula detectora, fato que levaria a
subestimar as diferencas entre material controle e experimen
tal.

Permanecem por enquanto obscuros o : destino e a
fungao das fragoes proteicas cuja sintese & inibida quando

se inibe o desenvolvimento dos pufes de DNA.Métodos de iden-
tificagao diferentes dos que se baseiam somente em mobilida-
de eletroforética seriam Qteis no trato de parte dessas ques
toes e também importantes na confirmagao de alguns dos resul

tados aqui expostos.

A interpretagao dada aos resultados obtidos com IM
PY, com hidroxiuréia e com bromodesoxiuridina em Bradysia hy
gida prevé que a inibicao seletiva dos pufes de DNA deva acar
retar modificagoes seletivas no perfil de RNAs mensageiros.da
glandula salivar. O estudo desses pufes, no desenvolvimento
normal e em condigoOes experimentais adequadas, poria novamen
te a prova a interpretagao aqui discutida e abriria caminho
para nova demonstracao da relagao entre pufes de DNA e sinte

se de proteinas especificas.



V. SUMARIO

A inibigao seletiva do desenvolvimento dos pufes de
DNA, induzida em Bradysia hygida pela administragao de IMPY
em idade e dose adequadas, acompanha-se de modificagoes sele
tivas dos perfis de sintese de proteinas na glandula salivar,
estudados por eletroforese e fluorografia.

Nas regioes glandulares em que sao proeminentes os
pufes de DNA, a sintese de fragoes protéicas caracteristicas
dos periodos em que esses pufes se expandem € inibida pelo
tratamento, ao passo que a sintese de fragoes que ja vinham
sendo feitas anteriormente & estimulada ou inafetada. Na re-
giao glandular em que os pufes de DNA inexistem ou sao rela-
t¥vamente pouco conspicuos, o tratamento provoca alteragoes
pouco evidentes nos perfis de sintese, a ndao ser no periodo
em que diversos segmentos cromossOmicos, nessa regiao homélg
gos dos que formam grandes pufes de DNA nas outras duas, tam
bém apresentam pufes de tamanho consideravel.

Os resultados apoiam fortemente a hipOtese de que
os pufes de DNA sao manifestagoes morfoldgicas de expressao
génica, acompanhadas de amplificagao de significado regula-
dor. Indicam também que a funcgao associada a pelo menos al-
guns pufes de DNA realiza-se durante a expansao desses pu-
fes. Discutem-se esses e outros resultados afins, obtidos no

mesmo material, em outros sciarideos e em Drosophila,



VI. SUMMARY

The selective inhibition of DNA puff development
imposed in Bradysia hygida by an adequate dose of IMPY given.
to larvae at a proper age is paralleled by selective changes
in the profiles of protein synthesis in the salivary gland,
as shown by electrophoresis and fluorography.

In the gland regions where the DNA puffs are pro-
eminent the treatment inhibits the synthesis of protein frac
tions which are characteristic of the periods at which these
puffs expand, whereas protein fractions which are also syn-
thesized in younger larvae are unaffected or become “more
strongly labelled. With regard to the gland region where DNA
pﬁffs do not form or are comparetively unconspicuous the
treatment induces less evident alterations in the fluorcgraphic
profiles, unless in the period when several chromosomal seg-
ments, homologous to those forming DNA puffs in the other two
gland regions, also present puffs of considerable size.

The results strongly support the hypothesis that
the DNA puffs are morphological manifestations of gene ex-
pression accompanied by amplification with a regulatory sig-
nificance. They also indicate that the function associated
with at least some DNA puffs is accomplished while they ex-
pand. The results are discussed in connection with other ones
obtained in the same material, in other sciarids, and in

Drosophila.
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APENDICE A

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA - SDS (Laemmli, 1970)

Solugoes empregadas

Amostra

Tris - HCl 0,25 M PH 6,8 .vcceeeceseccncaaaseae 375 ql
Glicerina iwieeeecsescsoscscesscccscssscsccscsssss 150 1l
2 - Mercaptoetanol ...cccececcccccscsssssssccscs 75 ul
BDE @ 5% saccccsessnipiamncs ImeERE s R aamaa-ca 40 Wk

Azul de Bromofenol 0,01% ..ccececcecccccsacsss 150 nl

Gel de separagao

TEds = HEL 2,25 M pH 8,8 isesssnnesuscdspomames. 8,0 ml
Sol. de acrilamida (30%) e bis (0,8%) eeeeeee. 12,0 ml
SDS A 4% s evewwnnoemoisboisiscsoisisoasnsionssnsaes 1,2 Ml
TEMEA o cammwammsn & » & EwmEmwEwNE ¥ ¥ HEESCIANTE § 6 20 yul
Persulfato de amOneo a 10% ..cceeecceccccseases 200 pl
AGBA @B oo sis o oo boniieseioesoonanshnassesssses 48 ml
Essa solugao corresponde a um gel com T = 7,7%

e C = 2,6%; (conferir a notagao de Hjérten

(Maurer, 1971)

Gel de Empilhamento

TriS“HCl O’SMPH 6,8..-oooo.-ooo.o-oooooooo 2’0 ml

Sol. de acrilamida (30%) e bis (0,8%) ccceeees 1,3 ml



S5 8 4% e asswivesseiiunccasbbbalipssses ¢immnr
Temed ..ceeeeevesnosscsocssassscnscssssnnsnnans
Persulfato 'de amoneo a lO0% .caeessssssnenosasas
AQUa .SePe &5 5 SRBIHERE ¥ § HEETESTHUES R U § SRSESDDE 3
Essa solugao corresponde a um gel com T = 5% e

C = 2,6%.

Tampao de eletrodo, pH 8,3 = Superior

GliCina ----- © © 006 060 060 060 0600 00 00 00 0 o0 © o0 0 0 060 00 0 0 o

Tris © 8 8 8 0 8 © © 6 ¢ © 0 0 00 0O 060 0 G0 O 0O O © 00 00 0 00 0 00 000 00

SDS T 5 8 8 88 5 0 © 00 0 © 00 0 00 00 00 0060000060 00600 000 00 0o o0

BBl FalSalDic o o 555 0is q@ds o 500 g @il ® s 5o oot T

Tampao de eletrodo, pH 8,3 - Inferior

TriS © © 06 0 00 00 © 0 0 © 00 00 00600 000000000 000 00 0000 000

BAGUA GuSePe soovovosssccssnnnsasstonhhahsssss

= 47 =

200 ul

40 ypl

1000 ml =

6,0 g

1000 ml =«

O pH foi acertado com HCl 4N antes de completo o volume.

Corante

TCAaSO% © © 000 00 00 00 ©0 0 0060 © 00 00 000 0 00 000 00 0 00

Coomassie BlUE R ceeeececocssscsscscsscscccsnscscss

120 ml

120 mg



APENDICE B

Os graficos seguintes resumem os resultados densitometricos
referentes as raias de material controle e tratado com IMPY dos fluo-
rogramas das figuras 3, 4 e 5. A dimens3ao horizontal de cada retan-
gulo representa a densidade media de uma fragao fluorografica e a di
mensao vertical representa seu numero de "fatias"; a area do retangu-
1o representa, pois, a densidade total da fracao. Em cada retangulo,
a linha cheia assinala a densidade correspodente a existente no fluo-
rograma e a linha tracejada assinala o pfoduto desse valor pela razao
entre a quantidade total de radioatividade da raia de material contro
le e a quantidade total de radioatividade da raia de material tratado
com IMPY; com as linhas tracejadas, representa-se a inferencia de
quais teriam sido os resultados se, nas raias que se comparam, tives-
se sido aplicado o mesmo numero de cpm e nao o mesmo numero de regioes
glandulares.

As tabelas deste Apendice explicam-se nas proprias legendas.
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TABELA II

Efeito do IMPY sobre a intensidade de marcagao de fragoes proteicas
na glandula salivar de Bradysia hygida, expresso como se explica no
"caput" da tabela I. As colunas encabecadas por * correspondem as

raias m7+16h da figura 4. As encabecadas por ** correspondem . as
raias m7+20h da figura 3.

E S1 S3 S2

A * * % * *% * *%
% m7 + 16h m7 + 20h m7 + 16h m7 + 20h m7 + 16h m7 + 20h
0 19 29 30 40 19 20 30 49 10 29 30 40
Al 355 346 1103 242 76 168 123 188 1653 484 - 287
A2 159 123 209 126 74 151 127 124 98 130 132 117
A5 - - = - - - - 92 - - - 94
A6 79 72 64 66 42 87 70 66 53 63 99 63
B2 - - - - 143 212 118 153 126 164 127 183

B5 32 73 58 44 48 47 47 73 65 46 33 )
B6 19 50 35 21 38 e 58 30 67 39 155 54

c2 35 8 71 33 - 71 8 71 - 5 64 75
c3 17 63 47 24 49 34 55 35 78 51 8 70
C4 26 67 56 26 41 25 92 3% - - 199 82
Cda = wm & = i - - - 129 72 200 128
G = = = e  w  wm w107 74 86 8

F 160 128 203 136 110 121 153 108 101 121 133 105



TABELA III

Efeito do IMPY sobre a intensidade de marcacdo de fracdes protéicas
na g?Endu]a salivar de larvas jovens de Bradysia hygida, expresso
como se explica no "caput" da tabela I. 0 fluorograma corresponden-
te a esta tabela e o da figura 5.

S1 : S3 Y
Fragao 20h  26h 40h  20h  26h  40h  20h 26h 40h
Aoo - - - - - - 303 103 0
Ro - - - - - - 99 128 95

Al 139 117 95 - - - - - =
A1-A2 168 124 57 = - B - - -

A3 - - - 219 163 92 93 9 95
Ad - - - 100 M5 105 - - -
BI 107 112 101 - - - - - -
Bl - - - 1% 142 9% 15 107 82
BIl - . - - - - 139 140 73
c1 . - - M8 M3 107 77 135 62

C ITII 102 98 96 - - - - - -
F 72 86 m 114 115 101 124 122 105
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