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I NTRODUCTAD®

O0s pufes cromossdmicos s3o hodificagSes estruturais lo-
calizadas, que ocorrem em cromossomos politénicos. A e%pansgo
dos pufes n3o ocorré ao aéaso. Obedece sempre a uma certa sequég
cia, que é caractgrfstica de espécie, tecido ‘e estiddio de desen-—
volvimento(POULSON e METZ, 1938; BEERMANN, 1952; PAVAN e BREUER,
1952; BREUER e PAVAN, 1955; PAVAN e DA CUNHA, 1969a; ASHBURNER,
1970.8 ASHBURNER, 1972). Ha indicag3o muito clara de que os pu-.
fes este jam sob controle hormonal (CLEVER e KARLSON, 1960; CLE-
VER, 1961; BECKER, 1962; BERENDES, 1967; TROUSE, 1968; AMABIS e
CABRAL, 1970; AMABIS e SIMOES, 1971; AMABIS, 1974; STOCKER e PA-
VAN, 1974).

S3o0 distingufveis dois tipos de queé: pufes de RNA de
ocorréncia geral e pufés ﬁe DNA, caracteristicos dos sciarideos.
Os pufes de DNA s3o acompanhados de sintese d?sproporcionada de-
DNA e aparecem no quarto estadio larval, no perfodo pré—pupal
(POULSON e METZ, 1938; BREUER e PAVAN, 1955; FICQ e PAVAN, 1957;
GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964; PAVAN e DA CUNHA, 1969a; ASHBURNER,
1970; SAUAIA, 1971; MENEGHINI, ARMELIN, BALSAMO e LARA, 1971).
Apresentam elevada atividade de iqcorporaggo de uridina (ﬁABRU—
SEWYCZ~-GARCIA, 1968; PAVAN e DA CUNHA, 1969a; " ALMEIDA E SAUAIA,
comunicagao pessoal) e, apds sua regressao, a regiso cromossomi-—
ca correspondente exibe compactagao cromatinica distinguivel do
resto do cromossoma (BREUER e PAVAN, 1955; GABRUSEWYCZ-GARCIA,
1964; RUDKIN e CORLETTE, 1957; RASCH e RASCH, 19§7; CROUSE e
KEYL, 1968; SAUAIA, 1971; SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971). O con-
telldo de DNA af{ sintetizado durante a quagEo nao deve excedep

10 a 12% do total de DNA do nicleo em Sciara coprophila (RASCH,
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1970); em B. hyqida, determinagdes bioquimicas tendem a concor-
dar com essa afirmativa (PAGG-LARSON, comunicag3o pessoal). Este
DNA parece ser estavel nestes sitios cromossémicos (RASCH e
PE%IT, 1967; .RASCH e RASCH, 1967; CROUSE, 1968) 'embora haja em
certos casos, emiss3o de DNA de cromossomos politénicos(WHITTEN,
1965; PAVAN e DA CUNHA, 1969a, 1969b; DA CUNHA, PAVAN, MORGANTE
e GARRIDO, 1969). O método de hibridizag3o "in situ" mostrou que
o DNA desses pufes n3o contém quantidades detectaveis de cis;
trons para RNA ribossdmico (PARDUE, GERBI, EGKHARDT e GALL,1970;
GERBI, 1971). A mesma afirmativa & vilida para os anéis de Bal-
biani em quironomfdeos (LAMBERT, WIESLANDER, DANEHOLT, ECYHAZ e
RINGBORG, 1972; LAMBERT, 1973).

A.hipétese de que os pufes sejam manifestagoes de ativi
dade génica (BEERMANN, 1952; BREUER e PAVAN, 1952) ¢ reforgada
por diversas investigagoes: 1) estudos aﬁtorradiogréficos indi-
cam os pufes como 10ca;s de intensa sintese de  RNA (PELLING,
1959, 1964; GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964, 1968); 2) andlise quimica
e hibridizagao molecular "in situ" sugerem que pelo menos uma
parte do RNA produzido nos pufes seja RNA mensageiro (EDSTROM e
BEERMANN, 1962; STEVENS e SWIFT, 1966; LAMBERT, 1973; 3) os estu

das com hibridos de Chironomus tentans e Chironomus pallidivita-

tus indicam que produtos espac{Ficos produzidos na glandula sali
var de C. pallidivitatus estariam sob o controle de um ou alguns
pufes peculiares a essa espécie, (BEERMANN, 1961; GROSSBACH,
1969); 4) estudo eletroforético das protefnas da gldndula sali-

var de Drosophila melanogaster, associado 3 indug3o de pufes por

choque de temperatura, relaciona a produgao de algumas das sub-—
unidades de proteinas com certos pufes especfficos (TISSIERES,

MITCHELL e TRACY, 1974).



- =

= importante que se desenvolva meios reprodutfveis e
compreenda o mecanismo com que atuam esses meios, para controle
experimental das atividades de‘certos gens ou até mesmo de gens
especificos, localizados em sitios cromossomicos que exigem pu-—
fes. O progresso dessa instrumentacg3o de controle da expanszo e
regressao de pufes cromossomicos pode nos aproximar da realidade
de suas fungGes e signiFicaao.

Sao vérios os sistemas empregados para induzir pufes:
choque de temperatura, injeg3o0 de ecdisona e substancias analo-—
gas, transplante de glandula salivar (ASHBURNER, 1970; BERENDES,
1972, 19733 AMABIS, 1974; STDCkER e PAVAN,'1974). Em sciarfdeos,
os pufes de DNA s3ao também indutiveis pela injeg3o de ecaisona e
seus analogos (CROUSE, 1968; GABRUSEWYCZ-GARCIA e,NARGLES,'IQSQ;
STOCKER e PAVAN, 1974). Recentemente, GRAESSMANN, GRAESSMANN e

LARA (1974) induziram pufes de DNA em Rhynchosciara angelase, com

RNA extraido de células de gldndula salivar de larvas na idade’
de mixima expansao dos pufes de DNA. Esse RNA injetado no cito-
plasma de células da glandula salivar de larvas mais Jjovens in-
duziu a formag3o de pufes de DNA, gue normalmente n3o ocorre nes
sa idade.

A possibilidade de suprimir o desenvolvimento dos pufes
de DNA pelo fornecimento de cortisona ao alimento das larvas,
sem prejﬁdicar a sintese global de DNA e o desenvolvimento nor-
mal da larva (GOODMANN, GOILD e RICHART, 1967) nao foi confirma-
da (CROUSE, 1968; RASCH e LEWIS, 1968). A introdug3o da hidro-
xiuréia (HU) por SAUAIA, LAICINE e ALVES (1971), para o controle
experimental seletivo dos pufes de DNA, adicionou novo instrumen
to para a investigag3ao do significado desses pufes. ~A HU, cuja.

aG30 € conhecida em outros sistemas (YOUNG e HODAS, 1964; GALE,



1964; ROSENKRANZ e LEVY, 1965), inibe fortemente o desenvolvimen
to dos pufes de DNA de B. hygida. Administrada durante um tempo
critico do quarto estadio larval, iﬁpede o aparecimento dos pu-—
fes de DNA sem parecer pre judicar o programa normal dos pLFes de
RNA e sem impedir a.metam;rfose.

£ lndlspensavel que esses estudos nao dependam de um sé
inibidor. Um agente qu1m1co é sempre susp91t0 de eFe1tos colate-
rais équele para o qual é utilizado. Se agentes qu1m1cos tém de
ser usados, é importante contar com varios deles, capazes de prgo
duzir o mesmo efeito dese jado.

0 objetivo da presente dissertagao & estudar o efeito
do 2,3 dihidro-1l-H-imidazo (1,2-b) pirazol (IMPY), (Fig: 1) so-

bre o desenvolvimento dos pufes de DNA de B. hygida.

o

Fig. 1 - Estrutura do 2,3 dihidro-l-H-imidazo
(1,2-b) pirazol (IMPY).

Sua acao sobre a sintese de DNA, de RNA e de protefnas
foi estudada por ENNIS, MOLLER, WANG e SELAWRY, (1971) ‘em célu-
las L de ratos, células Hela cultivadas "in vitro" e células de
tumor ascftico cultivadas em ratos. A incorporagao de timidina,
uridina e leucina marcadas, medida por radiometria, mostrou que
o IMPY inibe somente a sintese de DNA e n3o interfere com a de

RNA e de protefnas. Em procariontes (Escherichia coli e Bacilus

subtillis), entretanto, a agdo inibidora n3o ultrapassou a 20%.
Subtillis :



Além disso, o IMPY parece oferecer a poséibilidade de ter sua
ag3o revertida pela administragso de uma GUnica droga, a desoxi-—
guanosina, ou reforgada tambéﬁ pelaiassociaggo a uma Unica dro-—
ga, a desoxicitidina (ENNIS, MOLLER, WANG e SELAWRY, 1971). Em
cultura de células HeLa, o IMPY foi utilizado como excelente sin
cronizador do ciclo celular (BEER, KAJIQARA e MUELLER, 1974).

0 presente trabalho, em B. hygida, demonstré que o IMPY
administrado em um tempo critico do quarto estadio larval, a
exemplo da HU, (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971), inibe fortemente
os pufes de DNA sem parecer pertubar o programa de formagao dos
pufes de RNA. Demonstra também, através de radiometria por éinti
lag50 em liquido, que o IMPY e a HU deprimem a incorpo;aggo de
timidina a menos QE 5%, afetam moderadamente a incorporaégnvde
uridina e, possivelmente nso afetam a incoréoraggo de leucina.
As imagos,oriundas de larvas tratadas com o IMPY durante o tempo
critico apresentam diversas anomalias semelhantes a produzidas'

por HU (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971).
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MATERIAL E_ METODOS

1. Material bioldgico:

0 ciclo de B.hygida dura cerca,6 de 36 dias a 20¢C. As
larvas nascem no 52 dia depois da postura e passam por 3 mudas
antes de atingirem o 49 estédio, que comega no 1292 dia, 0 ta-
manho miximo das larvas é de 10 a 12 mm de comprimento por 1 mm
de diametro. As manchas oculares (Fig. 2A) aparecem no dorso, lg
go atrds da capsula da cabega no 6§ ou 72 dia do 42 estidio. Es—
tas manchas, que s3o os primérdios dos olhos do adulto, prestam-—
se para a determinag3o aproximada da idade vlarvai em sciarideos
(GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964), Foram nomeadas ml, m2, m3,....m8 se-—
gundo o aspecto que tomam durante o desenvolvimento A(SAUAIA,
1971). De ml a m3 passam cerca de 2 dias e a larva m3 leva de 16
a 24 horas para atingir o padrZo m7. De m7 3 muda pré-pupal v3o
aproximadamente 22 a 26 horas (Tabela I).

A larva possui Um par de glandulas salivares, constitui
das de cerca de 200 células; ha mais de 6 tipos celulares, que
formam diferentes regiGes linearmente dispostas (Fig. 2B). A re-
gi%o anterior (S1) é formada de cérca de 40 células dispostas em
duas fileiras opostas em torno do ducto, Para o estudo morfolégi
co utilizou—se apenas esta regiao,

Os cromossomas politénicos de B.hygida, em nimero de
quatro, s3ao nomeados A, B, C e X. Na figura 3, est3o assinalados
os segmentos em que foi arbitrariamente dividida a imagem do crg
mossoma para fins de mapeamento (SAUAIA, 1971), bem como as re-
gices cromossomicas engiobadas pelos principais pufes de DNA no

. - o] : ~ 4
maximo de expansao. Os pufes cromossomicos s3ao aqui nomeados se—
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gundo o segmento cromossomico em que ocorrem,

Os primérdios dos grandes ques_de DNA comegam a apare-—
cer em m3-m4, Os pufes C4, C5 e C7 abrem—se plenamente em m7, o
pufe B1l0 aparece quando estes Gltimos comegam a regridir,'Final—
mente, os pufes Al, - Ala,. B3, C6 e X4 aparecem 8 a 15 horas de-
pois de m7. O per{odo de 18 a 22 horas antes de_m7, compreendido
na idade m3, foi Ehamado "tempo cr{tico"w porque neste tempo a
injec3o de hidroxiuréia (HU) nas larvas tem efeito inibidor maxi
mo sobre o desenvolvimento dos pufes de DNA (SAUAIA, LAICINE e
ALVES, 1971).

TABELA 1

Duragao aproxlmada dos padrbes de manchas oculares du-—
rante o perfodo do quarto estddio larvar de B.hyqgida.
(SAUAIA, 1971).

Padr3ao de manchas oculares Idade da larva; duracao em horas.
m3—-m4 24 a 16 horas antes de m7
m5 8 a 5 horas antes de m?7
mé 1 hora antes de m7
m7 26 a 22 horas antes da muda'pré—
pupal
m7* 2 horas apés o infcio de m7
m8 I* 2 a 4 horas apés o infcio de m7
m8 II 4 a 8 horas apés m?
m8 III 8 a 12 horas apds m7
m8 IV 12 a 15 horas apés m7

* A partir de m8 I, usam-se para determlnagao aproximada
da idade, caracterlstlcas morfoldgicas dos cromossomas
DDlltenlCOS observados em esmagamento.



FIGURA 2

A - Padrao de manchas oculares em diferentes fases do de-.
senvolvimento lafval. X20 (Fotomicrografia gentilmen—

te cedida por H,Sauaia).

8 - Par de glandulas salivares de larva femea na idade

correspondente ao padrac m3 deé manchas oculares:

D - ducto

1 - {stmo

2 - regi3o S1 (regizao anterior ou proximal)

3 - colo

4 =~ regiao S2 (regiZo granulosa)

5 e 6 - regiZe S3 (respectivamente regiZo pds

granulosa e mucosa)



Fic 2




Ficunre 3

Cromossomas politanicos de larvas com padrao m3 de
manchas oculares. 0s colchetes delimitam as re-—
P & .
gives englobadas pelos pufes de DNA no maximo de
o) -

espansao. X700,

Fotomicrografias feitas com objetiva plunnapccrumﬁ
tica 40x, de imersZo. (Gentilmente cedidas por .

A.R.Alves).
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2., Drogas

2.1, — 2,3 di-hidro—1H—imidazo (1,2-b) pirazol (IMPY)

Utilizou-se a dfoga em solugao aquosa. Para a escolha
da concentragao foram injetados varios grupos de larvas (20 lar-—
vas para cada grupo) na idade m3, 1 microlitro de solug3o com
concentragOes diéerentgs, tendo—se um mesmo nldmero de larvas, re
cebido injegc3ao de 1 microlitro de égua como controle., A solugEo'
D,SN.tesultou uma sobrevivencia de 80% das larvas.

A solug3o é incolor, bmas a permanencia por 30 dias na
geladeira resulta eh ligeiro amarelamento. NZo se conhecé muito
sobre o comportamento qufmico dessa droga. Procurgu—se fazer sem
pre volumes pequenbs, n3o mais que 1 ml e n3o utilizar solug3o
com mais de 10 dias de'eséocagem.

As amostras do composto (CIBA 21,381-Ba) foram gentil-—-

mente cedidas pela Ciba-Geigy de Basiléia, Suiga.

2.2. ~ Hidroxiuréia (HU)

A concentragdo da solug3o utilizada foi de 0,2M (SAUAIA,
LAICINE E ALVES, 1971).

2.3. = Precursores radioativos (The Radiochemical Center Amers—

ham England!

Timidina—metil—H> (Thd-H3),17,4 Ci/mmol, lmCi/ml.
Uridina-5-H3 (Urd-H®) 20,1 Ci/mmol, 1mCi/ml, diluida

com 4dgua destilada (1:3).
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Leucina—4,5-H> (leu-H>)- 46 Ci/mmol, 1mCi/ml, diluida

com dgua destilada (1:6).

3. Injecao nas larvas (SAUAIA, 1971; SAUAIA,

LAICINE e ALVES, "1971).

Foi feita utilizando-se de uma agulha de vidro com pon-
ta de diametro externo menor que 30 micra, conectada a um tubo
de polietileno que na outra extremidade recebe uma agulha hipo-
dérmica ajustada a uma microseringa-de 50 ou 100 microlitros, O
embolo é empurrado com um micrometrc montado em um suporte espe—
cial, o que permite o controle da quantidade de solugao injeta-
da. Uma volta do tambor do micrometro da um passo de 0,5 mm,o0 gque
corresponde a ejegao de aproximadamente 1 microlitro com a serin

ga de 100 microlitros,

A larva é depositada sobre um papel de filtro umedecido
com 5gua colocado no estéreomicroscépio. A aguiha é introduzida
n3o mais que 2 milimetros na larva, entre o 102 ou 112 anel da
regiao posterior. Uma vez girado o tambor do micrametro, espe—
ra-se 1 minuto, antes de retirar a agulha da larva, para permi-
tir que o volume da solugao desejado seJa 1n3etado totalmente e
se misture com a hemolinfa, Retira-se a agulha dellcadamente e
coloca-se a larva no recipiente (formas de pléstico para formar
gelo) contendo terra umedecida e um pouco de comida, a rama de
batata. Em todos os experimentos o volume da injegaoc em cada

larva foi de 1 microlitro,



4, Processamehto citoldgico (SAUAIA, 1971)

4.1, — Remocao _das glgndulas

As gl%ndulas salivares s@ao removidas dissecando-se a
larva com duas pingas (do tipo wusada por relojoeirosj, uma da
ponta fina e a outra de ponta romba. Com esta, segura-se a extrg
midade posterior da larva e com a cutra a regiZo logo &tras da
cabega. Faz-se ligeira tragao, que resulta no roﬁpimento da parg
de do corpo ao nivel da pinga fina. Imediatamente, as glandulas
salivares s7@o colocadas em uma cubeta contendo acido perclﬁricoa
7% (quando se destinam a estudo ﬁorfolégico) ou 4cido tricloroa -
cético a lD% (quando para radiometria). As glandulas salivares
ao serem submersas na solugao fixadora sao agitadas de um lado
para outro, ainda preésas pela pinga, para.permitir desenrolamen—
to das glandulas e facilitar a remog3o posterior do corpo gordu-—

roso que as acompanha,

4.2, Fixaczo e esmaqamento

Depois de 2 a 4 horas de fixagao no 4dcido perclérico a
7%, a temperatura ambiente, a TegiZo anterior da glandula (S1) €&
removida e imersa em uma gota de dcido acético a 50% sobre uma
lamina de microscdpio. Troca-se a gota de dcido acético 2 a 3 vé
zes, Com luz refletida ao estereomicroscépio, o citoplasma das
células parece transparente e os nlcleos brilhantes. Em sequida
coloca-se uma laminula sobre o material, tendo-se o cuidade de
n3o permitir a formagao de bolhas de ar, Com um estilete resis-

tente ou com a ponta fina de uma pinga, dao-se algumas delica-
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das cutucadas sobre a laminula.. Entre ddag folhas de papel de
filtro, faz—se ligeira press3ao sobre a laminula o que permite
coméletar o espalhamento dos cromossomas, Selam—se os bordos da
laminula com uma mistura de vaselina e parafina e a preparacgao
pode ser examinada e também fotografada gm. microscépio de con-
traste de fase. A l2mina e lamfnula devem estar sem ranhuras, ri

gorosamente limpas e desengorduradas.

4.3, — Preparacao permamente

Uma vez examinada e fotografada a preparagao, a lamina
pode ser preparada e montada permanente para anéiise posterior.
A lamfnula é removida pela técnica do nitrogénio 1fquid0: intro-
duz lentamente no bujao de nitrogénio, um cilindro de metal de
50 cm de comprimento por 2 cm de di%metro, adaptado a uma rolha
de borracha numa das extremidades, de modo gque a rolha n3o se
ajuste na boca do bujao, ficando suspensa por duas metades de
uma outra rolha menor, que ficam presas uma de cada lado, dg tal
maneira que os vapores escapam livremente., Assim, dentro de 5 a
10 minutos, dependendo da quantidade de nitrogenio existente no
buj2o, a base exposta do cilindro atinge temperatura inferior a
do congelamento do etanol a 90%; esta base serve de superchié
de congelamento para a lamina. A l3mina com a lam{nbla para cima
€ colocada sobre a extremidade exbosta do cilindro, Faz-se uma
ligeira pressao na lamina sobre a superficie gelada. Apds um mi-—
nuto e meio, com auxflio de uma l2mina de barbear retira-se a la
minula e a lamina com a preparag%b, é submersa em uma mistura
previamente gelada de alcool a 70%, formol 40% e &acido acético

glacial na proporgao de 85:10:5 (alfac).
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Transcorridas 48 horas ou mais de F%xaggo dentro da ge-
41adgira, as laminas péssam por uma bateria de alcool com concen-—
tracdoes decrescentes 80, 70, 50% e agua, com permanencia de 3 mi
nutos em cada um. Em seguida s@ao coradas com uma solugao de azul.
de metileno a 0,5% por 10 minutos e lavadas em égua corrente pa-
ra retirar o excesso do corante. A desidratac3o é feita dando-se
2 banhos de alcool butflico terciario, 2 minutos em cada, 3 ba-

nhos de xilol, 5 minutos em cada e montadas ent3o em balsamo do

Canada.

5. Critérios para a avaliac3o do grau de-inibic3ao

Estabeleceram—se, para classificar o grau de inibigao

dos pufes de DNA, as seguintes categorias: a) normais ou nao in

I~

bidos; b) fracamente ou medianamente inibidos; c) fortemente ini
bidos ou supressos (Fié.-a). Para realizar a classificagao, as
laminas permanentes tiveram suas etiquetas cobertas e foram
misturadas entre sf, de modo que, durante seu exame era desco-
nhecida sua procedencia. A uniformidade do grau de inibig3o em
cada l%mina, era tal, que para esse critério de classificagao
foi somente necessidrio classificar laminas e n3o cromossomas da
mesma preparacgao. As laminas para as'quéis seria ;dequada uma
categoria intermediaria foram incluidas na de menor grau de ini-—
big3o. 0 estabelecimento destas tres categorias foi baseado nos
pufes C4 e CS, Critério semelhante foi aplicado a observag3aoc dos

pufes de DNA do segundo grupo.



6. Radiometria (ALMEIDA, 1973)

Para o processamento radiométrico, utilizou-se a técni-—
ca de medida de incorporagao de precursores radioativos em glan—
dulas salivares de B.h idé, padronizada nesse laboratdrio. As
gl%ndulas salivares uma vez removidas, como jé descrito, sao de-
positadas em cubetas que contém solucg3o fixador& de dcido tri-
cloacético a lU%; prévimante gelada. As cubetas s2o mantidas em
banho de gelo. Apés a Fixaqu de 30 a 40 minutos,as gl%ndulas sdo
transferidas para recipientes (tipo vidros de peniciiina), que
contem etanol a 70%; as gl%ndulés permanecem no alcool até o dia
seguinte ou mais tempo. Para assegurar complet§ remogao do mate-—
rial radioativo nZo incorporado, troca~-se o0 alcool 2 a 3 vezes
durante esse perfoao. A remogao do corpo gordurosa das_glandulas
é feita durante a fixac®o no 4cido tricloroacético, ou posterior
mente, apds o tratamento com o alcool. Uma vez retirado todo o
corpo gorduroso, a glandula ¢ transferida para-o frasco de cinti
lag3o vazio com auxilio de estilete. O frasco deve estar inclina
nado cerca de 4592 graus, Apés a secagem do material, que se da
dentro de poucos minutos, acrescentam-se 10 microlitros de dgua
e 100 microlitros de solubilizador org%nico NCS (Nuclear Chicago
Solubilizer). Depois de 1 hora, ou mais, acrescentam—se 10 ml de
solug3o de 0,6% de PPO (Difeniloxazol) em tolueno. N3o é necessi
rio que o tolueno usado na solugiao cintiladora seja de "grau de
cintilizagao"; o tolueno 8325.da Merck é adequado. A medida da
radioatividade foi feita em um espectrametro de cintilagao em
1{quido (Beckmén LS-150) gentilmente cedido pelo PréFessor R.H.
Migliorini., Para a contagem era wutilizada a Jjanela do trftio,

dentro de um erro 2, sigma de 5%.



6.1. — Lavagem dos frascos de cintilagao

A recuperagao dos frascos de cintilagao é feita da se-
guinte maneira: desprezada a solugao cintiladora cuidadosamente
no ralo da pia, com a torneira- toda aberta,.os frascos s3ao enxa-
guados e emergidos em uma grande quantidade de égua, dentro de
uma bacia de pléstico,que contem detergente (do tipo éoméstico).
Depois de 3 dias ou mais, os frascos s3o enxaguados varias vezes
em égua corrente e tratados com solugao sulfocromica por 12 a 24
horas. Removida a sulfocromica com cerca de 10 banhos de dgqua de
torneira, 3 ou mais banhos de &gua filtrads e 1 de égua destila-—
da, os frascos sao levados para a estufa para secégem.

Para verificar a eficiéncia do método de recuperagao
dos frascos, comparamos as leituras do "background" de 22 fras-—
cos recuperados varias vezes e 22 frascos novos. As médias, ao
lado dos erros padroes foram respectivamente 22,1 x 0,24 e 21,4

% 0,16,

7. Microscopia e Fotomicrografia

As observagoes das preparaqus 32 fresco foram feitas
em microscépio de contraste de fase. As fotomicrografias foram
tomadas em fotomicroscépio Zeiss, com objetivas de‘Fase Neof luar
e filtro verde (546 nm)e A pelfcula utilizada foi a Panatomic-X
35 mm da Kodak e a revelacao desta foi feita em Microdol-X tam-—
bém da Kodak. Para as ampliaqaes utilizou-se papel Kodabromide
(KOdak) e na maior parte papel Fa4, Na reprodugao das montagens
fotograficas foi usada pelicula Neopan SSS da Fuji e copiados

também em Kodabromide.



RESULTADTGOS

1., Efeito do IMPY sobre o desenvolvimento dos pufes de DNA

Em uma primeira etapa, foi realizada uma série de expe—
rimentos de carater morfoldgico com a finalidade de se conhecer
a agao do IMPY sobre os pufes de DNA, Em cada experiménto, 15 a
20 larvas em diferentes idades do quarto estddio (antes de m7)
receberam injegao de um microlitro de solugZio de IMPY 0,3M e ou=-—
tras tantas, injecao de um microlitro de égua (grupo controle).
Ao atingir a idade m7 cada larva foi dissecada e suas glandu-—
las salivares processadas para estudo citolﬁgico.vﬂ tempo trans-—
corrido da injec3o a idade m7 foi registrado.

As larvas éue receberam injegao do inibidor entre 6 a
16 horas ou entre 29 a 32 horas antes de m7 deram preparacgoes em
que os pufes de DNA eram. fraca ou medianamente inibidos (Fig.
4b, c). As larvas injetadas entre 16 e 28 horas antes de m7 de—
ram preparagoes em que os pufes foram fortemente inibidos ou vir
tualmente supressos (Fig. 4d e Tabela II).

Para saber se o IMPY quando administrado no tempo criti
co, também inibe os pufes de DNA que se expandem mais tarde no
desenvolvimento larval (entre 8 e 15 horas depois de m7), foi
realizada uma segqunda série de experimentos morfoldgicos: em ca-—
da experimento 20 a 25 larvas em idade m3 receberam injegao de
IMPY e um mesmo ndmero de larvas, injegao de agua. As larvas que
atingiram o padrao m7 entre 16 e 25 horas depois da injegao fo-—
ram selecionadas, Decorrido diversos tempos (3, 6, 8, 10, 12 e 15
horas), as glindulas salivares foram processadas para estudo ci-

toldgico. Os pufes de DNA que normalmente est3o abertos nas lar—



FIGURA 4

Graus de inibic3o dos pufes de DNA do cromossoma C cor
respondente a2 idade m7, produzida pela injegao de 1 mi

crolitro de solugao de IMPY 0,3M.

a - de larva controle

b - pufes de DNA fracamente inibidos

c - pufes de DNA medianamenté inibidos

d - pufes fortemente inibidos ou supressos

X 700
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TABELA I1I

Efeito do IMPY sobre o desenvolvimento dos pufes de DNA
C4 e C5 segundo a durag3o do intervalo entre a 1nJegao
e o tempo de abertura desses pufes., A segunda coluna da
o ndmero de experimentos que contribuiram para o numero
de larvas especificadg na 32 coluna. Observagoes a par-—
te mostraram que as laminas controle eram semelhantes
entre 51, qualquer que fosse o tempo de injegao da agua.

” Grau de. inibigao
Tempo transcor-| Numero
rido entre a in|de ex-| N2 de Nao Fraca ou meg|Fortemente i-
jeg3o de IMPY e|peri -|larvas dianamente | nibidos ou sy
a idade m7 mentos inibidos|inibidos pressos
6 a 16 horas 6 12 3 -

9

17 a 28 horas 8 32 3 3 26
29 a 33 horas 4 5 3 2
3

Controle 15 33 30




=i D e

vas controle (C6, B3, B1O, Al, Al4 e X4) foram fortemente inibi-—
dos nas larvas tratadas (Fig. Sc, dj S; 7). Além disso,os locais
de expans3o dos pufes de DNA do primeiro grupo (C4, CS e C7) n3o
mostraram aclmulo de cromatina que normalmente aparece deéois da
maxima expansao (Fig. 5d).

Quanto aos pufes de RNA, o IMPY administrado nesses pe-—
riodos parece nao afetar o-seu progréma-normal &e expans3c e de
regressao (Figs.'Sc, d; 6).

Larvas tratadas com IMPY, durante o tempo critico pros—
seguem seu desenvolvimento e produzem imagos ao mesmo tempo que
as controles, 8 a 9 dias depoié de m7. S2ao entretanto anormais:
abdomem, patas, asas, antenas apresentam defeitos diversos em na
tureza e gravidade (Fig. 9). Algumas moscas nzo chegavam a liber
tar-se do casulo dada a grave anomalia de abdomem (Fig. 9d). Es-
sas malformagbes s3o semelhantes as observadas com HU (SAUAIA,
LAICINE e ALVES, 1971). -

Foram éeitas outras observagGes, agora guanto ao efeito
a curto termo, do IMPY sobre pufes.de DNA do primeiro grupo:
quando o inibidor é administrado pouco antes da expansao maxima
dos pufes de DNA na idade m7 (2 a 4 horas), ha um efeito estimu-—
lativo sobre o pufe C7. Normalmente esse pufe estd na sua maxima
expansao cerca de 1 hora antes de m7 e praticamente fechado na
idade m7. Nas larvas tratadas com IMPY, mantem-se aberto e mos-—
tra-se claramente maior do que nas larvas controle na maxima ex—
pans3o (Fig. 8c). Além disso, o pufe C5, nas mesmas preparagdes
apresenta-se fechado. Outro efeito estimulativo do 1MPY & também
observado sobré o pufe de RNA na regi3ao 1 do cromossoma B (s1).

Esse efeito seletivo n3o é observado com a HU quando es

ta é administrada nesse mesmo periodo (Fig. 8b).


pufes.de

FIGURA -5

a — Cromossoma C de larva na idade m7

b - de larva em m7, injetada com IMPY 20 horas antes

c - de larva 12 horas depois de m7

d - de larva 12 horas depois de m7, injetadas com IMPY
no tempo critico (cerca de 20 horas antes de m7).

Pufes de RNA (flexas) s3o indistinguiveis entre lar-

vas controles e experimentais.

X 700






FICURA 6

Cromossoma B de larva na idade m7

de larva em m7, tratada com IMPY 20 horas antes
de larva 12 horas depois de m7

de larva 12 horas' depois de m7, tratada com
IMPY no tempo critico (cérca de 20 horas antes
de m7).

Os pufes de RNA (flexas) estio presentes tan
to nas larvas controle como experimentais,

X 700






FIGURA 7

Cromossoma X de larva 12 horas dcpo_is de m7
Cromossoma X de larva 12 horas depois de m7, tra
tada com IMPY no tempo critico (cerca de 20 ho-
ras antes de m7).

Cromossoma A de larva 12 horas depois de.m?7
Cromossoma A de larva 12 horas depois de m7, tra
‘tada com IMPY no tempo critico (20 horas antes
de m7).

X 700
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FIGURA 8

Cromossoma C de larvas na idade m7, tratada 2 horas
antes:

a - de larva que recebeu injegao de dgua

b - de larva que recebeu injegao..de HU

c = de larva que recebeu injeg%o de IMPY
0 C7 nas larvas tratadas com IMPY mostrou-se estimy
lado em quase todos os experimentos, apresentando-se
maior do que nas larvas tratadas com HU ou cdm égua.
A inibig3o seletiva do C5 foi também clara em todas
as larvas e experimentos,

X 700



i

Y

G S g
sa,.*awam@%, S




A = Femea normal de B.hygida

B, CeD - Femeas com diversos graus de anomalias
resultantes de larvas tratadas com IMPY 16 a
25 horas antes de m7.

‘X 10
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2. Efeito do IMPY svbre a iqcorporaqgo total de timidina, de

uridina e de leucina.

Para. estudar o efeito do IMPY sobre a sintese global de
DNA, de RNA e de protefnas na glandula salivar, foram escolhidas
larvas na idade m3, perfodo em que o IMPY produz Forte.inibiqgo
Ado desenvolvimento dos pufes de DNA. Para éFeito de comparaggot
foi inclufdo nos experimentos igual nimero de larvas tratadas
com HU, inibidor de agao seletiva e reversivel de sintese de DNA
(GALE, 1964; YOUNG e HODAS, 1964; ROSENKRANZ e LEVY, 1965), cujo
efeito nesse sistema biolégico jé é conhecido (SAUAIA, 1971;

SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971).

2.1, — Efeito sobre a3 incorporagso de timidina

Para cada experimento, um grupo de 6 a 10 larvas rece-—
beu injeg3o de IMPY, um segundo grupo, injegao de HU e um tercei
ro grupo injeggo de égua (grupo controle); transcorrido certo
tempo (15 minutos, 2, 7, 21, 28 ou 37 horas) as %aruas receberam
injegao de 1 microlitro de timidina tritiada. Depgis de 2 horas
de incorporagao as larvas foram dissecadas e as gléndulas removi
das para processamento radiométrico.

Tanto o IMPY como a HU reduz a sintese de DNA a niveis
abaixo de 10% (Tabela III e Fig.lD0A). Esse nivel é mantido desde
o perfodu de 15 minutos—2 horas até pelo menos 23 horas depois
da injegso do inibidor. A menor incorpnraggo é observada com 7-9
horas depois da injeg3o do inibidor: a média é de aproximadamen-—
te 3,0% para o IMPY e para'a HU em relagao ao controle. Caom 30

-~ 4
horas ha recuperagao total da sintese, observando-se com 3 HU



TABELA ITI

Efeitg do IMPY e da HU sobre a incorporagao de t1m1d1na—F3
na glandula salivar de B.hygida. As larvas receberam a in-
jegao- do inibidor em idade m3 e o precursor varios tempos
depois: 15 minutos, 2, 7, 21, 28 e 37 horas; 0 tempo de in
corporagao foi sempre.de 2 hnras. Cada dado e a média dos
resultados de um experimento, acompanhado do erro padrao.
O0s nimeros colocados entre parenteses, a direita, sao os
de larvas injetadas. Os nimeros entre parenteses, abaixo

da média representam a porcentagem em relagao ao controle
(Vver Figura 10A).

Tempo apds|Ex— Natureza da injegao
~ |Peri- Agua TMPY HU
a injegao|mento
C.pPem c.p.m C.p.m
15 min. a 27.856%3,691(5)  2.312%303(7) 2.592%409(7)
: (8,3% (9,3%)
b -39,075%4.280(6) 3.,213%290(7) 3.776%296(6)
(8,2%) (9,7%)
2 horas a 19.650%510(8) 1.102%65(5) 1.196%208(4)
(5,6%) (6,0%)
b 18.628%3,.618(5) 1.022%605(6) s62%105(6)
5,5%) (3,0%)
7 horas a 16.002%2,169(4) s78%45(5) 565577 (6)
(3,6%) (3,5%)
b 20.187%2,431(4) 373%67(4) 507%74(4)
(1,8%) (2,5%)
21 horas a 11.656%3.727(4) 795%74(8) 639i7§(s)
(6,8%) (5,5%)
b 9.151%3,090(4) 955168 (7) 699%93(7)
(10,4%) (7,6%)
28 horas a 799%109(7) 539%120(7) 1.289%408(6)
(85,0%) (161%)
b 1.218%51(5) 1.303%301(7) 1.190%153(4)
(107,0%) (97,0%)
37 horas a 648%116(4) 624%96(8) 1.136%117(6)
: (96,3%) (175,3%)
b 947%154(4) 1.170%133(6) 1.198%79(7)

(124,0%)

(126,6%)
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umia incorporagao bem superior a3 do controle, ,[161% e 175%, respec

tivamente para um dos experimeﬁtos de 28 e 37 horas depois da in

jeg30 do inibidor (Tabela 1 do Apéndice). A andlise de variincia

(LISON, 1958) mostrou diferenga significativa entre as médias de.
dgua e HU (P menor‘que 0,05). Resultados semelhantes foram rela—.
tados com esse sistema (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971) e com um

outro (SUSS e MAURER, 1968).

Um experimento adicional foi realizado para verificar,
se em idades avangadas ' os nifveis de incorporagao naturalmente
baixos, s3o também sensfiveis aos iﬁibidores: nove larvas, na i-
dade m7, receberam injec3o de IMPY, nove, injec3o de HU e nove
de égua. Dezessete horas depois, as gladndulas salivares foram
processadas para radiometria. Nessa idade, a incorporacgao de ti-
midina nas larvas tratadas com o IMPY reduziu a 28,7% e com a HU
a 21,8%, em relagao as larvas controle (Tabela IV).

As tabelas fornecidas no Apéndice aprésentam leituras
de incorporac3o por par de glandulas de modo que os resultados
podergo ser comparados dentro de um mesmo experimento ou entre

experimentos diferentes.

2.2, — Efeito sobre a incorporag3ao de uridina

Para cada experimento, um grupo de 6 a 10 larvas rece-
beu injeg3o de IMPY, um segundo grupo, injegao de HU e um tercei
ro grupo injeg3o de égua; transcorrido certo tempo (2, 7, 12 ou
21 horas) as larvas receberam injeg3o de 1 microlitro de uridina
tritiada. Depois de 2 horas de incorporagao as larvas foram dis-—

- . -
secadas e as glandulas removidas para processamento radiometrico



TABELA TV

Efeito do IMPY e da HU sobre a incorporag3o de timidina-H3
na glandula salivar de B.hygida. O inibidor foi adminmistra
do em larvas na idade m7 e o precursor 17 horas depois. Ou
tras especificagoes cemo na legenda da Tabela III.

> Natureza da injecao
Tempo apos
R Agua IMpy HU
a 4njegao c.p.m c.p.m c.p.m
17 horas 1.518%199(9) 435%18(6) 331%18(9)
(28,7%) (21,8%)

A incorporagzo de uridina tritiada na glandula salivar
das larvas tratadas tanto com a HU como com‘o IMPY phega a ser
reduzida a perto de 60% 7-9 horas depois do tratamento com o ini
bidor. Quatorze horas depois, a incorporacgao de uridina jé apre
senta niveis iguais s8os das larvas controle (TaBela V e Figura
10B). Vinte e trés horas depois da injeg3o dos inibidores, feita
em m3, O nfvel de incorporagSU é normal. A andlise de vari3ncia
(LISON, 1958) para o experimento "a" de 2 horas ‘n3o indica dife-
renca significativa entre as médias das 3 amostras. Para o expe-—

rimento "b" de 2 horas e para os dois experimeﬁtos de 7 hoqaé, a
' anidlise de variancia indica diferenga significativa (p menor do
que 0,05) entre as 3 amostras. O teste de Tukey, modificagao de
Hartley (SNEDECOR & COCHRAN, 1972) indicas diferenga entre as mé-—
dias de '"agua e IMPY", "jgua e HU" mas n30 indica diferenga en

tre "IMPY e HU" (Ver Tabela 3 do Apéndice).



2.3. - Efeito sobre a incorporag3o de leucina

Para cada experimento, um grupo de 6 a 10 larvas rece-
beu injeg3o de IMPY, um segundo grupo injegso de HU'e um tercei-,
ro grupo injeczo de 5gua; transcorridas 'é, 12 ou 21 horas, as
larvas receberam injeg3o de 1 microlitro de leucina tritiada. De
pois de 2 horas de incorporagao as larvas foram dissecadas e as
gléndulas removidas para processamento radiométrico.

0 menor nivel .de incorporagso (77% do controle) foi
observado em larvas tratadas com HU 12-14 horas depois da inje-
¢3o do inibidor (Tabela VI e Figura 10C). Embora o nivel de in-
corporagao tenha sido menor nas larvas tratadas cgm HU, a anali-
se de variancia n3o demonstrou diferenga significativa entre as
3 amostras (P maior do que 0,05); isso & verdadeiro também quan-—
do a analise foi feita sobre o conjunto de dados dos experimen-—
tos relativos aos tempos de 12 e 21 horas. (Ver Tabela 4 do A

péndice).
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TABELA V

EFelto do IMPY e da HU sobre a incorporacao de urldlna-H3
na glandula salivar de B.hygida. As larvas recgeberam a in
jecao- do inibidor em idade m3 e o precursor varios tempos
depois: 2, 7, 12 e 21 horas; ,0 tempo de incorporagao foi
sempre de 2 horas., Cada dado é a média dos resultados de
um experimento, acompanhadgo do erro padrao. 0s nilmeros co
locados entre parenteses, a direita, sao os de larvas in=
jetadas. Os ndmeros entre parenteses abaixo da média re-
presentam a porcentagem em relagao ao controle (Ver figu-
ra 108).

Tempo apds|Ex-— Natureza da injegao
s . pPORIS Aqua IMPY HU
a injegao]lmento
c.p.m c.p.m c.p.m
2 horas a 5.408%373(8) 4.547%s58(8) 3.930%1.488(7)
(84,0%) (72,6%)
p* 3.843%287(6) 3.142%250(6) 2.677%268(6)
(82,0%) (70,0%)
7 horas a* 7.409%238(7) 6.044%443(5)  4.774%368(8)
(81,4%) ; (64,0%)
b* 4.581%455(5) 2.941%324(5)  3.313%395(7)
(65,1% (73,3%)
12 horas a 2.949%452(5) 2.921%374(7) 2.915%220(6)
99,5%) (98,8%)
b 3.454%816(6) 3.540%399(6)  3.441%360(6)
(10217%) - (99)'7%)
21 horas a 4.157%317(8) 4.010%206(8)  4.294%181(8)
(96,4%) (103,3%)
b 1.882%228(6) 1.773%395(6)  1.923%428(5)
: (94,2%) (102,1%)

. * ’ .
x Difere significativamente das duas outras medias do

mesmo experimento (P menor que 0,05).
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Efeito do IMPY e da HU sobre a incorporagao de leuc1na-H3

na glandula salivar de B.hygida.
nistrados em larvas em idade m3 e o _precursor,
horas depois;

ras.

renteses,

Os inibidores foram admi
2, 12 e 2T
o tempo de 1ncorporagao foi sempre de 2 ho-
Cada dado e a média do resultado de
accmpanhada do erro padrao.
a direita,

um experimento,
0s nlmeros colocados entre pa
sao os de larvas injetadas.,

Os ndme=

ros entre parenteses, abaixo da média representam a por-—
centagem em relagao ao controle (Ver Fig. 10C).
Tempo apds|Ex-— Natureza da injegao
peri-— s
a injegao|mento Rgua NPy HU
C.p.m C.p.m cC.p.m
2 horas a 21.394%3,498(5) 20.978%2.051(5) 20.257%914(7)
(98,0%) (94,7%)
b 12.579%1.147(5) 12.059%332(5) 10.970%709(5s)
(95,9%) (87,0%)
12 horas a 7.292%598(6) 6.148%526(6) 5.624%216(5)
(84,3%) (77,0%)
b 8.783%652(7) 9.870%961(6) 7.411%713(7)
(112,0%) (84,0%)
21 horas a 7.029%556(7) 7.509%447(7) 5.984%845(3)
(106,8%) (85, 0%)
b 9.013%1,195(7) 9.080%966(7) 7.380%948(6)

(100, 7%)

(81,8%)
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DIscUSSAD

0 estudo de agentes que permitem controlar ou modificar
o desenvolvimento dos pufes cromossﬁmicos tem dois ¢entros prin-
cipais de interesse: o de conseguir meios de agao seletiva utili
zaveis no estudo da fungao desses pufes e o de caracterizar even
tos moleculares importantes na sua génese e funcionamento. O pre
sente trabalho situa-se no primeiro.

0 conjunto de informagBes, até agora obtido a respeito
da acg3o de inibidores de sintese de DNA sobre os pufes de DNA,in
dica que importa distingﬁir dois eféitos: obtido por inibigzo da
sintese de DNA durante todo o tempo de desenvolvimento daqueles
pufes e o que resulta da inibig3ao de sintese de DNA durante so-
mente uma parte adiantada do seu desenvolvimento. No primeiro ca
so, o efeito no pufe é de inibig3o forte ou supress3o; no segun-
do, o efeito varia segundo o inibidor e, até mesmo, segundo o pu

fe considecrado.

1. Efeito do IMPY a longo prazo, sobre o_desenvolvimento

dos pufes de DNA.

A expans3zo dos pufes de DNA é acompanhada e, na maioria
dos casos, precedida, de sintese despropﬁrcionada he DNA nos si-
tios cromossomicos que os formam (FICQ e PAVAN, 1957; RUDKIN e
CORLETTE, 1957; GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964; RASCH e RASCH, 1967;
CROUSE e KEYL, 1968; SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971). Trabalhos
autorradiogréficos com pufes "heterozigotos" (PERONDINI e DESSEN,

1969) mostram também relagao entre o tamanho dos pufes de DNA e

a intensidade de sintese de DNA que neles ocorre. 0Os resultados
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obtidos com HU (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 19?1) e com IMPY, aqui
relatados, indicam que a sintese de DNA ¢ condigao para que os
pufes de DNA se desenvolvam. Mostram, além disso, que o tamanho
dos pufes de DNA depende da duragzo que se permite'% sintese de,
DNA durante o tempo de FormagSO daqueles qufes, 0 que sugere clg'
ramente uma dependéncia do tamanho dos pufes de DNA da quantida-
de de DNA que contenham. Quando administrado entre lg e 6 horas
antes de m7, ou entre 28 e cerca de 33 horas antes de m7, o IMPY
resulta em B. hygida na formagao de pufes de DNA pequenos: (Fig.
4, 5, 6 e 7); no primeiro caso, quéntidade suficiente de DNA adi
cional foi permitida antes da injeg3o e, no segundo caso, o efei
to do inibidor feré sido superado em tempo. para aue 0 mesmo re-
sultado ocorra. Injegoes feitas entre 16 e 28 horas antes de m7,
resultam em virtual supressao dos pufes de DNA porque séus efei-
tos prevalecem duraﬁte tempo adequado para minimizar a quantidé—
de de DNA adicional feita. Os mesmos resultados (Figs.5,6,7) sao
obtidos para os pufes de DNA que se abrem cerca de 10 horas mais
tarde no desenvolvimento’ (C6, B3, Al, Al4 e X4). Nesse caso, mes
mo que haja superacao do efeito do inibidor antes do tempo de a-
bertura dos pufes, a sintese de DNA adicional seria ainda t3ao 1i
mitada em duragao que os pufes permaneceriam virtualmente supres
sos. Outra explicagao possfvel e que pode ser também vdlida para
o efeito da injegzo entre 28 e 33 horag, sobre o; pufes de DNA-
que se abrem mais cedo,é que os s{tios cromossomicos mencionados
deixem de estar determinados a fazerem DNA adicional se a inibi-
gao da sintese de DNA, presente desde o tempo de formagao dos
primérdios dos pufes, dure mais que certo tempo. Estudo autorra-
diografico, paralelo ad radiométrico, nas mesmas larvas, poderia

ser Util para verificar essas alternativas.
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A injeg3o de 2 microlitros de HU O,SM em Rhynchosciara
angelae, feita no infcio .ou durante o maximo de expans3ao do pufe
2B afeta somente de modo parcial esse pufe e o 3C (MACHADO-SAN—
TELLI, 1973). Nesses experimentos, a inibig3o da sfntese.de DNA
é méxima cerca de 9 horas depois da injeg3o do inibidor e 27 ho-
ras depois da injeg3o, a sintese de DNA estd recuperada. Do inf-
cio ao maximo de expansao ao pufe 28- (que n3ao Formé primérdio)
decorrem 2 dias e ao menos trés dias se passam entre o apareci—.
mento do primdrdio do pufe 3C e suUa maxima abertura. A inibig3o
da sintese de DNA, portanto, prevaleceu nesses experimentos du-
rante pequena parte do tempo de durag3o da sintese de DNA adicig
nal nesses pufes. Nao seria, pois, de esperar-se que Fosée obti-
da inibig3o muito forte ou supress3o dos mesmos.

0 fato de, em nossos experimentos, Zd% das larvas trata
das no tempo critico mostrarem pufes parcialmente inibidos, ou
semelhantes aos dos controles (Tabela II e Fig. 4), & inteira-
mente atribufvel 3 técnica de injeg3o: nem todas as larvas retém
o volume recebido e n3o ha plena seguranga .de que as mesmas do-
ses sejam sempre aplicadas a todas as larvas, embora a instrumen
tag3o0 usada seja, do ponto de vista volumétrico, de alta preci-
s3o. Esta deve ser também, pelo menos em parte, a explicacao da
heterogeneidade dos dados radiométricos (ver as tabelas do Apén-
dice).

Os limites do tempo critico devem resultar da interagao
de uma condig3o fisioldgica e de uma situagao operacional. A pri
meira corresponde 3 formac3o dos primérdios dos pufes de DNA e a
segunda é dada pela eficiéncia e durabilidade do tratamento ini-
bidor. Qualquer que sejam essas ﬁltimas, os pufes de DNA n3o de-.

verso ser supressos se a injegao foi feita depois de ocorrido
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certo tempo de formagao dos primérdios. 0 limite 3 esquerda do
tempo critico deveré, entretanto, variar sequndo as condigdes do
experimento. Assim, dose mais alta ou maior durabilidade do efei
to do inibidor devera dilatar o limite 3 esquerds do tempo criti.
co. £ desse modo que interpretamos o Fato‘de dose de IMPY 0,3M
suprimir pufes de DNA mesmo quando a injegao é feita 28 horas an
tes de m7, o que n3o ocorre geralmente com a injeg3o de mesmo vo
lume de HU 0,2M, para a qual o limite 3 esquerda é de cerca de

s . p-d s : . .
24 horas. Para ambos os: tratamentos, os limites a direita coinci

dem.

2. Efeito do IMPY a curto prazo sobre pufes de DNA.

Quando administrado entre 2 a 4 horas antes de m7, por-
tanto, pouco antes da méxima abertura dos pufes CS5 e C7 o IMPY
exerce pelo menos os seguintes efeitos: enquanto ﬁas larvas con-
trole, o pufe C7 estd regredido ou em regress3ao, nas larvas tra-
tadas apresenta-se aberto e, por vézes, até mesmo maior que o
usual; parte do pufe C5 apresenta-se aberto e parte com claros
sinais de regress3o, engquanto os controles o mostram em plena
abertura (Fig. 8). 0O aspecto heterogénio do pufe CS, visfvel no
material controle, torna-se mais patente nas larvas tratadas com
IMPY. Isso mostra que pufes diferentes p;dem responder diferente
mente ao tratamento a curto termo com a mesma droga. A HU, inje-
tada no mesmo perfiodo, n3o produz esses efeitos: os pufes de DNA
parecem indistingufveis dos controles, o que confirma observa-
¢coes anteriores (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971). Experimentos ra
diométricos adicionais,.em que medimos a incorporagao de timidi-

na tritiada nos intervalos de 2 3 4 horas e de 7 a 9 horas de-
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pois da injeg¢ao de inibidor, feita aproximadamente entre 5 e 8
horas antes de m7, mostram que incorporagao de timidina estava
reduzida a menos de 3% dos controles, tanto com HU quanto com
IMPY. ObservagGes citoldégicas feitas separadamente em larvas tra.
tadas do mesmo modo mostram pufes de DNA.abertos. Isso sugere.
que pufes de DNA podem vir abrir-se e a se manterem abertos em
condigoes de intensa inibig3o da sintese global de DNA. Nos expge
rimentos mencionados anteriormente, MACHADO-SANTELLI (197l)obtém
clara regressao do pufe 2B quando injeg3o de HU é feita no tempo
de sua mixima abertura; encontra ainda, reabertura desse pufe ao
fim do tempo em que a sfﬁtese de DNA se vai recuperando. Quando
a HU é dada antes da maxima abertura dos pufes 2B e 3C dé Rhyn-
chosciara, os gréFicos de MACHADO-SANTELLI indicam que esses pu-—
fes continuam a abrir-se, apesar de inibig3o consideravel de sfﬂ
tese, no caso do pufe 2B, ou de intensa inibig3o da mesma, no ca
so do pufe 3C. Uma»interpretaggo plausfvel para é mencionada re-
gresszo do pufe 2B é que se deve a que o DNA feito durante ou 1o
go apés o médximo de abertura desse pufe seja indispensével a
que permanega aberto; so superar-se o efeito do inibidor, ao me-
nos parte desse DNA necessario seria ainda feito e o pufe tornar
—-se-ia a abrir. As observagoes de MACHADO-SANTELLI de que os pu-
fes 2B e 3C, tratados com HU bem antes de sua méfima expansEo,A
continuam a abrir-se, juntamente com as informagGes obtidas com
B. hygida, sugerem que o processo, em sf, da sintese do DNA n3o
se ja condig3o universal necessaria para que os pufes de DNA se
abram ou se mantenham abertos. Faltam entretanto outros experi-
mentos autorradiogréficos indispenséveis para o estudo destsa

questao.



3. Efeito do IMPY sobre o desenvolvimento dos pufes de RNA.

As observacaes dos efeitos da HU.sobre cromossomas poli
téenicos (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971; MACHADO-SANTELLI, 1973)
indicam que esse inibidor nao parecé produzir alteragoes claras
sobre o padrso de pufes de RNA. Nossas observagSes com o IMPY
concordam com essa indiéaQSD no que diz respeito ao efeito do
nosso inibidor a longo prazo ou seja, 16 horas ou mais depois de
sua administrag3o, (Figs. 5 c e a; 6). Em preparagbes citoldgi-
cas de larvas em m7, tratadas com IMPY 2 a 4 horas antes, obser-
va-se, entretanto, que o pufe de RNA do seémento B1 parece estar
cdnsideravelmeqte aumentado em tamanho. £ muito desejével que
esses possfveis efeitos se jam objeto de estqdos'quantitativgs,

’ . . i .
morfometricos e autorradiograficos.

4, Efeito do IMPY sobre os 6rq503 do _adulto

A explicag3o mais plausfvel para a ocorréncia de anoma-—
lias nos adultos oriundos de larvas tratadas com IMPY (Fig. 9)
ou HU durante o tempo critico em que esses inibidores, adminis-—
trados naquele perfodo, pertubam o desenvolvimento dos tecidos
que darzo origem aos 6rg§os da mosca. E improvéuel que haja rela
¢30 causal entre pufes de DNA e correto desenvolvimento daqueles
6rg§05. A fung3o dos pufes deve ser procurada na prépria glandu-
la salivar. A HU administrada durante o desenvolvimento do bicho
da séda produz também anomalias de 6rg505 no adulto, e essas ang
malias s3o0 mais evidentes nos 6rgaos relacionados mais ativamen-.

te com sintese de DNA durante o tratamanto (SWINDLEHURST, BERRY



- G -

e FIRSHEIN, 1971).

5. Efeito do IMPY e da HU sobre a sintese global de DNA, RNA

e de proteinss.

A intensidade desses processos foi estimada peia incor-
poragao de precursores radioativos apropriados. Importa,todévia;
ter em mente que uma alterag3o de nivel de incorporagao pode ser
devida n3o somente a inibigao de sfntese, mas,.também, a modi-
ficag3o na tomada do precursor pelas células da glandula sali-
var. Na auséncia de verificag3o dessa variével, as inferéncias
feitas 'a respeito de processo biossintético a partir de conta-
gens obtidés de: material insoldvel em acido devem ser considera-—
das provisérias, embora plaus{veis.

Os efeitos do IMPY e da HU sobre  a inco;poragso de timi
dina s3o0 semelhantes. Administrados em m3, ambos a inibem drasti
camente por mais de 21 horas. Trinta horas depois da injegao, os
nfveis de incorporacio nas glandulas tratadas apresentam—se-
iguais ou superiores sos dos controles (Tabela III e Fig. 10A).
Nessa idade, a sintese de DNA na glindula salivar jé é relativa-
mente baixa. Apesar disso,é clara a indicagao de que de fato hou
ve recuperagao, pois,o nivel de radioatividade nas glandulas tra
tadas é numericamente superior ao obtido em tempos mais préximos
ao da injeggo do inibidor; além disso, larvas tratadas em m7 e
examinadas 19 horas depois (Tabela IV) incorporam somente 30% do
que é incorporada pelos controles; ao contrério, as larvas exami
nadas na mesma idade, mas tratadas 39 horas antes, tem nfveis de
incorporagao semelhantes aos dos controles ou superiores.

. 3 . £ s
Em alguns experimentos mais do que em outros, os niveis



- 41

de incorporagao no material tratado e examinado 30 a 39 horas dg
pois do tratamento s30 notavelmente mais altos que os de mate-—
rial controle (Tabelas III e 1 do Apéndice). Uma explicagao pos—
sfvel para isso é,que as larvas sujeitas ao tratamento atrasam,
mesmo que levementé,o seu desenvolvimento_é se apresentam ao prg
cursor em condigOes de maior capacidade de sintese. Outra possi-
bilidade & que haja de fato incorporagao aumentada nas glandulas
que tenham superado a agao do inibidor. Rebotes desse tipo foram
relatados no mesmo material, em larvas mais jovens (SAUAIA, LAI-
CINE e ALVES, 1971) e em outros méteriais (suss e MAURER, 1968;
MACHADO-SANTELLI, 1973). Tais efeitos podem ser devidos a sincrgo
nizag3o de eventos de sfntese, que resultaria apenas em aumento
global de sintese em dado momento, ou podem ser reais exacerba-
¢Ges de incorporagao nos cromossomos de modo geral ou em sitios
particulares. As observagoes de MACHADO-SANTELLI sugerem que se-
ja esta pelo menos em parte a explicag3ao do eFeifo. A investiga-
¢30 desse problema em nosso material deve ﬁreferir larvas mais
jovens do que aquelas gue nos interessavam, tais que a diminui=-
¢30 natural do ritmo de sintese n3o se superponha superagao da
agao do inibidor.

A incorporagso de uridina ¢ levemente afetada por ambos
os inibidores durante pelo menos 9 horas depois da injeggo (Tabg
la V e Figura 10B). No que toca 3 incorpgragSn de ieucina, a an3i
lise de varidncia nzo mostra diferenga significativa entre os ni
veis de incorporacso nos trés grupos de larvas, mas, é clara a
tendéncia dos dados no sentido de indicar que a HU deprime leve-
mente O processo por longo tempo e que o IMPY n3o tem esse efei-—
to. Uma diminuig3o da 1ncorporagao de leucina e de uridina tri-

tiadas pode ser devida, n3o somente a modificagoes na- tomada des



ses precursores, mas também, a efeitos indiretos resultantes da

inibig3o da sintese de DNA. Concluimos, pois, que o efeito des-—
L. ~ i '

ses inibidores, e, se nao especifico, pelo menos fortemente pre-

ferencial com relag3o 3 sintese de DNA.

6. 0 presente trabalho confirma os resultados obtidos
anteriormente com HU (SAUAIA, 1971; SAUAIA, LAICINE e - ALVES,
1971) e adiciona novo instrumento a um sistema que convida a in-—
dagar sobre as fungoes dos pufes de DNA com base na possibilida-
de de inibir seletivamente o desenvolvimento desses pufes. A vir
tude desse sistema estd em permitir a cohparagzo com glandulas
controles de glandulas em que o desenvolvimento dos queé de DNA
tenha sido inibido por meios que, ao gue tudo indica, nzo berfu—
bam o programa de desenvolvimento de outros pﬁfes cromossomicaos.
As possiveis correlagbes =-ou sua auséncia- entre qués de DNA e
produtos ou processos definfveis na glandula salivar térgn, nes-—
se sistema, maior ver0551m11hlanga do que as consegu1das por sim
ples demonstragao de coincidéncia no tempo entre desenvolv1mentc
de pufes de DNA e produtos ou processos celulares. As limitagges
do sistema est3o0 em que o efeito & conseguido por meio de drogas
e através de inibig3o geral de sintese de DNA. O emprego Ae uma
droga pode ter efeitos outros além do desejadol Nossos agentes
que tem o mesmo efeito desejado e que podem n3o0 ter os mesmos
possiveis efeitos colaterais s30 Gteis para verificar uma corre-
lagao sugerida pelo emprego de outra droga. Também ser3o (teis,
agentes capazes de inibir a atividade dos pufes de DNA e que nao
inibam de modo igualmente drastico a sf{ntese global de DNA, como
€ o caso da S5-bromodeoxiuridina (ALMEIDA e SAUAIA, n3o publica-
do).
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Foi estudado o efeito do composto 2,3 dihidro-lH-imida-
zo (1,2-b) pirazol (CIBA 21,381-BA, IMPY), inibidor seletiva e
reversivel da sintese de DNA, sobre o desenvolvimento dos pufes
de DNA de B. hygida. Administrado (solug3o 0,3 M, um microlitro
larva) 16 a 28 horas antes da abertura dos primeiros pufes dg
DNA (idade m7) o IMPY produz forte inibig3o ou virtual supress3o
do desenvolvimento de todos esses pufes. 0 programé de formag3ao de
pufes de RNA parece continuar inalterado. Se o IMPY é administra
do antes ou depois do intervalo crftico, os pufes de DNA formam-—
se, menores. Ensaios através de.radiometria paor cintilag3o em li
quido mostram que tanto.o IMPY como a hidroxiuréia (HU) inibem
fortemente a incorporaqgn de timidina tritiada na glandula sali-
var por mais de 21 horas, diminuem modefadamentg a incorporagao
de uridina e n3o parecem diminuir significativamente a incorporga
¢ao de leucina. Entretanto, no que diz respeito 3 iqcorporaggo
de leucina, os resultados sugerem claramente uma tendéncia da HU
deprimir mais o processo - do que o IMPY. U‘efeito‘do IMPY, como o
da HU sobre a incorporagao de timidina é reversivel. Demonstra-
se, pois, novamente que inibigao drédstica da sintese de DNA du-
rante o tempo em que se desenvolve os pufes de DNA resulta em
virtual supress3o dos mesmos. Os pufes de DNA n3o se fazem ape-
nas acompanhar de sintese de DNA adicional; seu desenvolvimento,
ao contrario do que ocorre com os pufes de RNA, depende de que
tal sfintese ocorra. Permitida sfntese suficiente, os pufes de
DNA formam-se, mesmo que menores. A injecao de IMPY ou de HU em
tempo préximo ao da abertufa dos pufes de DNA n3o lhes impede a

abertura e nao lhes acarreta o fechamento, indicag3o de que o
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processo de sintese de DNA n3o é'condiggo'universal para que os
pufes de DNA, uma vez formados se mantenham abertos. N32o obstan-—
te essa observagao geral, o IMPY pode afetar de modo diferente
pufes diferentes.

As moscas resultantes’ de 1larvas tratadas com IMPY no
tempo critico também mostram anomalias diversas em natureza e
gravidade. Inibig3o global intensa da sintese de DNA em um tempo
crfticonaeve pertubaf diretamente o desenvolvimento dos tecidos

que formarao os 6rg3os do adulto.
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SUMMARY

This is a sthdy on the effect of the compound 2,3 dihi-
dro-lH-imidazo (1,2 b-) pyrazol (Ciba 21,381-BA, IMPY) a selecti
ve and reversible inhibitor of DNA synthesis on the development
of DNA puffs in Bradysis hygida. Administered (0,3M solution,
lul/larva) 16 to 28 hs before the opening of the first DNA quFé
(age m?7) IMPY results in strong inhibition or virtual suppres;
sion of the development all the puffs of this kind. The program
of RNA puff formation seems continue inaltered. If IMPY is admi-
nistered before or after the critical interval, DNA puffs are
formed, smaller.. Radiometry by means of liquid scintillation
counting shous:that both .IMPY and hydroxyurea (HU) strongly inhi
bit thymidine-H3 incorporation for a period longer than 21 hs.
They depress slightly uridine-5-H3 incorﬁoration and do not seem
to inibit that of leucine-H3 to a significant extent. Concerning
tha latter, however, the results»clearly suggest a tendency of
HU towards depressing the process more than IMPY. The effect of
the drugs on thymidine incorporation is reversible. Thg results
demonstrate again that drastic inhibition of DKA synthesis du-
ring the a proper time in development causes Virgual suppresion
of DNA puffs. These are not only accompanied by extra DNA synthe
sis; .their development, differently from what

happens with RNA

puffs, depends on it. If enough DNA synthesis is allowed to

occur, the DNA puffs are formed, although smaller. Injection of

HU and IMPY at a time close to that of DNA puff expansion does

not inhibit expansion and does not cause compaction. This indica

tes that the process of DNA synthesis is not a general condition

for the puffs, once open, to remain open. Nonuwithstadding this



general observation, IMPY may - affect differently different
puffs.

The flies which result from 1larvae treated by IMPY at
the critical time also show abnormalities, several in nature and.
severity. Extensive inhibition of DNA syn@Hesis at a critcial ti
me should affect directly the development of the tissues that

will form the organs of the adult.
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CoONCLUSBES

Administrado durante um perfodo critico do 42 estadio de
B.hygida, o IMPY provoca forte inibig3o ou virtual supres-
s30 do desenvolvimento de todos os_pLFes de DNA. E duran-
te esse perfodo que deve iniciar-se a sintese de DNA adi-
cional desses.pufes.

0 programa delformaggo de pufes de RNA n3o0 parece alte-—
rar-se com o tratamento. 0 efeito é seletivo para pufes
de DNA.

Administrado fora do intervalo crftico, o IMPY resulta.em
pufes de DNA menores. A explicagao mais simples desse fa-
to é que, nessas condigdes, a sintese de DNA n3o & inibi-
da durante todo o tempo em que ocorre sintese de.DNA adi-
cional; desde que se forme quantidade suFicienfa de DNA
adicional, os pufes de DNA se formam, mesmh que meﬁores.
0 efeito do IMPY sobre o desenvolvimento dos pufes de
DNA s3o semelhantes aos da HU (SAUAIA, LAICINE e ALVES,
1971), quando se trata de injegao feita durante o tempo
critico. Administrado em idade mais préxima da de maxima
abertura dos primeiros pufes de DNA, o IMPY pode afetar
diferentemente pufes diferentes.

A administrag3o do IMPY ou de HU em tempo préximo ao da
abertura de pufes ou durante essa abertura,

nao provoca

/ -
seu fechamento; a sintese de DNA n3o &, pois, condig3o

universal para que os pufes de DNA abertos ou por abrir-

se, se mantenham abertos ou venham a abrir-se.

0 IMPY e a HU deprimem a incorporagao de timidina tritia-

da na glédndula salivar a menos de 10% durante-mais de 21



horas e diminuem a incorporagao de ur%dina tritiada a cer
ca de BO% pelo menos durante 9 horas. Quanto a incorpora-
¢30 de leucina, os efeitos parecem diferir: o IMPY parece
nao afetar o processo, enquanto a HU parece ‘deprimi-lo a
cerca de 80% durante pelo menos 21 héras.

As moscas resultantes de larvas tratadas com IMPY durante
o tempo critico apresentam, como as tratadas com HU (SA-
UAIA, LAICINE e ALVES, 1971) anomalias diversas em nature
za e gravidade. Interpretamos esse efeito como devido a
pertubac3o pelos inibidores " do desenvolvimento dos teci-
dos larvais que entram na formagao dos 6rg3os dos adul-—

tos.
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TABELA 2

Efeito do IMPY_e da HU sobre a incorporagao de timidina
tritiada na glandula salivar de B.hygida. As larvas re-
. ceberam a injeg3o do inibidor na “idade m7 e 0 precursor
17 horas depois. O tempo de incorporagao foi de 2 ho-
ras, Cada dado representa a leityra por par de glapdu-—
las e a média ,dos resultados esta acompanhada do-erro
padrao. 0s ndmeros colocados entre parenteses, abaixo

da medla, corresponde a porcentagem em- relag3o ao con-—
trcolse.

Experimento é?:?m éTEYn ch.m
1.689 - 483
738 474 347
752 351 275
1.429 428 286
1 2.376 471 342
2.178 448 291
1.915 440 - 324
©1.610 = 323
980 = -
- - 316
Médias: 1.518%199 435%18 331%18

(28,7%) (21,88%)
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