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INTRODUÇÃO

Os pufes cromossômicos são modificações estruturais lo­

calizadas, que ocorrem em cromossomos politênicos. A expansão 

dos pufes não ocorre ao acaso. Obedece sempre a uma certa sequên 

cia, que e característica de especie, tecido e estádio de desen­

volvimento (POULSON e METZ, 1938; BEERMANN, 1952; PAVAN e BREUER, 

1952; BREUER e PAVAN, 1955; PAVAN e DA CUNHA, 1969a; ASHBURNER, 

1970 e ASHBURNER, 1972). Ha indicaçao muito clara de que os pu­

fes estejam sob controle hormonal (CLEVER e KARLSON, 1960; CLE — 

VER, 1961; BECKER, 1962; BERENDES, 1967; CROUSE, 1968; ANABIS e 

CABRAL, 1970; ANABIS e SIMSES, 1971; AMABIS, 1974; STOCKER e PA­

VAN, 1974).

São distinguíveis dois tipos de pufes: pufes de RNA de 

ocorrência geral e pufes de DNA, característicos dos sciarideos. 

Os pufes de DNA são acompanhados de síntese desproporcionada de' 

DNA e aparecem no quarto estádio larval, no período pré—pupal 

(POULSON e METZ, 1938; BREUER e PAVAN, 1955; FICQ e PAVAN, 1957; 

GABRUSEUYCZ-GARCI A , 1964; PAVAN e DA CUNHA, 1969a; ASHBURNER, 

1970; SAUAIA, 1971; NENEGHINI, ARMELIN, BALSAMO e LARA, 1971). 

Apresentam elevada atividade de incorporação de uridina (GA8RU— 

SEUYCZ-GARCIA, 1968; PAVAN e DA CUNHA, 1969a; ‘ALMEIDA E SAUAIA, 

comunicação pessoal) e, apos sua regressão, a região cromossômi— 

ca correspondente exibe compactação cromatinica distinguível do 

resto do cromossoma (BREUER e PAVAN, 1955 ; GABRUSEUYCZ-GARCI A, 

1964; RUDKIN e CORLETTE, 1957; RASCH e RASCH, 1967; CROUSE e 

KEYL, 1968; SAUAIA, 1971; SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971). 0 con­

teúdo de DNA ai sintetizado durante a pufação não deve exceder 

10 a 12% do total de DNA do núcleo em Sc i a ra coprophila (RASCH, 
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1970) ; em J3. hyqi da , determinações bioquímicas tendem a concor­

dar com essa afirmativa (PAÇÓ—LARSON, comunicação pessoal). Este 

DNA parece ser estável nestes sítios cromossômicos (RASCH e 

PETIT, 1967; .RASCH e RASCH, 1967; CROUSE, 1968) embora haja em 

certos casos, emissão de DNA de cromossomos politenicos(UHITTEN, 

1965; PAVAN e DA CUNHA, 1969a, 1969b; DA CUNHA, PAVAN,'MORGANTE 

e GARRIDO, 1969). 0 método de hibridização ”in situ” mostrou que 

o DNA desses pufes não contem quantidades detectaveis de cis— 

trons para RNA ribossomico (PARDUE, GERBI, EGKHARDT e GALL,1970; 

GERBI, 1971). A mesma afirmativa e valida para os aneis de Bal— 

biani em qui ronomideos (LAPIBERT, UIESLANDER, DANEHOLT, EÇYHAZ e 

RINGBORG, 1972; LAMBERT, 1973).

A hipótese de que os pufes sejam manifestações de ativi 

dade gênica (BEERMANN, 1952; BREUER e PAVAN, 1952) e reforçada 

por diversas investigações: 1) estudos autorradiograficos indi­

cam os pufes como locais de intensa síntese de RNA (PELLING, 

1959, 1964; GABRUSEUYCZ-GARCIA, 1964, 1968); 2) análise química

e hibridização molecular ”in situ” sugerem que pelo menos uma 

parte do RNA produzido nos pufes seja RNA mensageiro (EDSTROW e 

BEERNANN, 1962; STEVENS e SUIFT, 1966 ; LAflBERT, 1973; 3) os estu 

dos com híbridos de Chi ronomus tentans e Chi ronomus pallidivi ta­

tus indicam que produtos específicos produzidos na glandula sali. 

var de C. pallidivitatus estariam sob o controle de um ou alguns 

pufes peculiares a essa especie, (BEERMANN, 1961; GROSSBACH, 

1969); 4) estudo eletroforético das proteínas da glândula sali­

var de Drosophila melanoqaster, associado a indução de pufes por 

choque de temperatura, relaciona a produção de algumas das sub— 

unidades de proteinas com certos pufes específicos (TISSIERES, 

miTCHELL e TRACY, 1974).
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É importante que se desenvolva meios reprodutíveis e 

compreenda o mecanismo com que atuam esses meios, para controle 

experimental das atividades de certos gens ou ate mesmo de gens 

específicos, localizados em sítios cromossômicos que exibem pu­

fes. 0 progresso dessa instrumentação de controle da expansão e 

regressão de pufes cromossômicos pode nos aproximar da realidade 

de suas funções e significado.

São vários os sistemas empregados para induzir pufes: 

choque de temperatura, injeção de ecdisona e substancias analo— 

gas, transplante de glândula salivar (ASHBURNER, 1970; BERENDES, 

1972, 1973 ; AflABIS, 1974; STOCKER e PAVAN, 1974). Em sciarídeos, 

os pufes de DNA são também indutiveis pela injeção de ecdisona e 

seus análogos (CROUSE, 1968; GABRUSEUYCZ-GARCI A e. MARGLES, 1969; 

STOCKER e PAVAN, 1974). Recentemente, GRAESSMANN, GRAESSMANN e 

LARA (1974) induziram pufes de DNA em Rhynchosci ara anqelae, com 

RNA extraido de células de glândula salivar de larvas na idade’ 

de maxima expansão dos pufes de DNA. Esse RNA injetado no cito- 

plasma de células da glândula salivar de larvas mais jovens in­

duziu a formação de pufes de DNA, que normalmente não ocorre nes 

sa idade.

A possibilidade de suprimir o desenvolvimento dos pufes 

de DNA pelo fornecimento de cortisona ao alimento das larvas, 

sem prejudicar a síntese global de DNA e o desenvolvimento nor­

mal da larva (GOODMANN, GOILD e RICHART, 1967) não foi confirma­

da (CROUSE, 1968; RASCH e LEUIS, 1968). A introdução da hidro- 

xiuráia (HU) por SAUAIA, LAICINE e ALVES (1971), para o controle 

experimental seletivo dos pufes de DNA, adicionou novo instrumen 

to para a investigação do significado desses pufes. A HU, cuja, 

açao e conhecida em outros sistemas (YOUNG e HODAS, 1964; GALE, 
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1964; ROSENKRANZ e LEVY, 1965), inibe fortemente o desenvolvimen 

to dos pufes de DNA de 8.. hyqi da . Administrada durante um tempo 

critico do quarto estádio larval, impede o aparecimento dos pu­

fes de DNA sem parecer prejudicar o programa normal dos pufes de 

RNA e sem impedir a metamorfose.

í indispensável que esses estudos não dependam de um só 

inibidor. Um agente químico e sempre suspeito de efeitos colate­

rais aquele para o qual é utilizado. Se agentes químicos têm de 

ser usados, e importante contar com vários deles, capazes de pro 

duzir o mesmo efeito desejado.

0 objetivo da presente dissertação é estudar o efeito 

do 2,3 di hi dro-l-H-imidazo (1,2-b) pirazol (l-MPY) , (Fig. 1) so­

bre o desenvolvimento dos pufes de DNA de E[. hy qi da.

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

Sua ação sobre a síntese de DNA, de RNA e de proteínas 

foi estudada por ENNIS, MOLLER, UANG e SELAURY, (1971) em célu­

las L de ratos, células HeLa cultivadas ”in vitro” e células de 

tumor ascítico cultivadas em ratos. A incorporação de timidina, 

uridina e leucina marcadas, medida por radiometria, mostrou que 

o II*IPY inibe somente a síntese de DNA e não interfere com a de 

RNA e de proteínas. Fm procariontes (Escherichia coli e Bacilus. 

subti 1li s) , entretanto, a ação inibidora não ultrapassou a 20%. 
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Além disso, o INPY parece oferecer a possibilidade de ter sua 

ação revertida pela administraçao de uma unica droga, a desoxi- 

guanosina, ou reforçada também pela associaçao a uma unica dro— 

ga, a desoxicitidina (ENNIS, EIOLLER, UANG e SELAURY, 1971). Em 

cultura de células HeLa, o IMPY foi útilizado como excelente siri 

cronizador do ciclo celular (BEER, KA3IUARA e flUELLER, 1974).

0 presente trabalho, em J3. hy qi da, demonstra que o INPY 

administrado em um tempo critico do quarto estádio larval, a 

exemplo da HU, (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971), inibe fortemente 

os pufes de DNA sem parecer pertubar o programa de formação dos 

pufes de RNA. Demonstra também, através de radiometria por cinti. 

lação em liquido, que o IMPY e a HU deprimem a incorporação de 

timidina a menos de 5%, afetam moderadamente a incorporação de 

uridina e, possivelmente não afetam a incorporação 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' MÉTODOS

1. Material bioloqico:

0 ciclo de B. hyq ida dura cerca de 36 dias a 209C. As 

larvas nascem no 59 dia depois da postura e passam por 3 mudas 

antes de atingirem o 49 estádio, que começa no 129 dia. 0 ta­

manho máximo das larvas á de 10 a 12 mm de comprimento por 1 mm 

de diâmetro. As manchas oculares (Fig. 2A) aparecem no dorso, 1£ 

go atrás da capsula da cabeça no 69 ou 79 dia do 49 estádio. Es­

tas manchas, que são os primordios dos olhos do adulto, prestam- 

se para a determinação aproximada da idade larval em sciarideos 

(GABRUSEUYCZ—GARCI A, 1964). Foram nomeadas ml, m2, m3,....m8 se­

gundo o aspecto que tomam durante o desenvolvimento (SAUAIA, 

1971). De ml a m3 passam cerca de 2 dias e a larva m3 leva de 16 

a 24 horas para atingir o padrão m7. De m7 à muda prá-pupal vão 

aproximadamente 22 a 26 horas (Tabela l).

A larva possui úm par de glandulas salivares, constitui 

das de cerca de 200 células; ha mais de 6 tipos celulares, que 

formam diferentes regiões linearmente dispostas (Fig. 2B), A re­

gião anterior (Sl) e formada de cerca de 40 células dispostas em 

duas fileiras opostas em torno do dueto. Para o estudo morfologi 

co utilizou—se apenas esta região.

Os cromossomas politenicos de B . hyq ida, em numero de 

quatro, são nomeados A, B, C e X. Na figura 3, estão assinalados 

os segmentos em que foi arbitrariamente dividida a imagem do cro 

mossoma para fins de mapeamento (SAUAIA, 1971), bem como as re­

giões cromossomicas englobadas pelos principais pufes de DNA no 

máximo de expansão. Os pufes cromossõmicos são aqui nomeados se— 
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gundo o segmento cromossomico em que ocorrem^

Os primordios dos grandes pufes de DNA começam a apare­

cer em m3—m4. Os pufes C4, C5 e C7 abrem—se plenamente em m7, o 

pufe B10 aparece quando estes últimos começam a regridir, final­

mente, os pufes Al, • A14, B3, C6 e X4 aparecem 8 a 15 horas de­

pois de m7. 0 período de 18 a 22 horas antes de m7, compreendido 

na idade m3, foi chamado "tempo crítico"., porque neste tempo a 

injeção de hidroxiureia (HU) nas larvas tem efeito inibidor máxi^ 

mo sobre o desenvolvimento dos pufes de DNA (SAUAIA, LAICINE e 

ALVES, 1971).

TABELA I

Duração aproximada dos padrões de manchas oculares du­
rante o período do quarto estádio larvar de B.hyqida. 
(SAUAIA, 1971).

Padrão de manchas oculares Idade da larva; duração em horas.

m3—m4 24 a 16 horas antes de m7

m5 8 a 5 horas antes de m7

m6 1 hora antes de m7

m7 26 a 22 horas antes da muda pró-

pupal

m7 + 2 horas após o início de m7
O T* m8 I 2 a 4 horas após o início de m7

m8 I I 4 a 8 horas após m7

m8 III 8 a 12 horas após m7

m8 IV 12 a 15 horas após m7

* A partir de m8 I, usam—se para determinação aproximada 
da idade, características morfologicas dos cromossomas 
politenicos observados em esmagamento.



FIGURA 2

A - Padrão de manchas oculares em diferentes fases do de­

senvolvimento larval, X20 (Fotomicrografia gentilmen— 

te cedida por H.Sauaia).

9 - Par de glândulas salivares de larva fêmea na idade 

correspondente ao padrão m3 de manchas oculares :

D - dueto

1 - istmo

2 - região SI (região anterior ou proximal)

3 - colo

4 região S2 (região granulosa)

5 e 6 - região S3 (respectivamente região pós

granulosa e mucosa)





FIGURA 3

Cromossomas politenicos de larvas com padrao ni3 de 

manchas oculares. Ps colchetes delimitam as re­

giões englobadas pelos pufes de DMA no máximo de 

espansão. X700.

Fotomicrografias feitas com objetiva planoapocromí 

tica 40x, de imersão. (Gentilmente cedidas por íl. 

A.R.Alves).
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2• Drogas

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

Utilizou—sé a droga em solução aquosa. Para a escolha 

da concentração foram injetados vários grupos de larvas (20 lar­

vas para cada grupo) na idade m3, 1 microlitro de solução com 

concentrações diferentes, tendo—se um mesmo numero de larvas, re 

cebido injeção de 1 microlitro de agua como controle. A solução 

0,31*1 resultou uma sobrevivência de 80% das larvas.

A solução é incolor, mas a permanência por 30 dias na 

geladeira resulta em ligeiro amarelamento. Não. se conhece muito 

sobre o comportamento químico dessa droga. Procurou-se fazer sern 

pre volumes pequenos, não mais que 1 ml e não utilizar solução 

com mais de 10 dias de estocagem.

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

mente cedidas pela Ciba—Geigy de Basiléia, Suiça.

2.2. — Hidroxiuréia (HU)

A concentração da solução utilizada foi de 0,2N (SAUAIA, 

LAICINE E ALVES, 1971).

2.3. — Precursores radioativos (The Radiochemical Center Amers— 

ham Enqland)

Timidina—metil—H3 (Thd—H3),17,4 Ci/mmol, ImCi/ml.

Uridina—5—H3 (Urd—H3) 20,1 Ci/mmol, ImCi/ml, diluida

com água destilada (1:3).
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Leucina-4,5—H3 (leu—H3)- 46 Ci/mmol., ImCi/ml, diluída 

com agua destilada (1:6).

3 • Injeção nas larvas (5AUAIA, 1971; SAUA'IA, 

LAICINE e ALVES, 1971) .

Foi feita utilizando—se de uma agulha de vidro com pon­

ta de diâmetro externo menor que 30 micra, conectada a um tubo 

de põlietileno que na outra extremidade recebe uma agulha hipo­

dérmica ajustada a uma microseringa de 50 ou 100 microlitros. 0 

embolo e empurrado com um micrometro' montado em um suporte espe­

cial, o que permite o controle da quantidade de solução injeta­

da. Uma volta do tambor do micrometro da um passo de 0,5 mm,o que 

corresponde a ejeção de aproximadamente 1 microlitro com a seriri 

ga de 100 microlitros.

A larva é depositada sobre um papel de filtro umedecido 

com agua colocado no estereomicroscopio• A agulha e introduzida 

não mais que 2 milímetros na larva, entre o 102 ou 112 anel da 

região posterior. Uma vez girado o tambor do micrometro, espe­

ra—se 1 minuto, antes de retirar a agulha da larva, para permi­

tir que o volume da solução desejado seja injetado totalmente e 

se misture com a hemolinfa. Retira—se a agulha delicadamente e 

coloca—se a larva no recipiente (formas de plástico para formar 

gelo) contendo terra umedecida e um pouco de comida, a rama de 

batata. Em todos os experimentos o volume da injeção em cada 

larva foi de 1 microlitro



12

4. Processamento citolóqico (SAUAIA, 1971)

4.1. — Remoção das glandulas

As glandulas salivares são removidas dissecando—se a 

larva com duas pinças (do tipo usada por relojoeiros), uma da 

ponta fina e a outra de ponta romba. Com esta, segura—se a extre 

midade posterior da larva e com a outra a região logo atrás da 

cabeça. Faz—se ligeira tração, que resulta no rompimento da pare 

de do corpo ao nível da pinça fina. Imediatamente, as glandulas 

salivares sao colocadas em uma cubeta contendo ácido perclorico a 

7% (quando se destinam a estudo morfológico) ou ácido tricloroa- 

cet.ico a 10% (quando para radiometria) . As glandulas salivares 

ao serem submersas na solução fixadora são agitadas de um lado 

para outro, ainda presas pela pinça, para permitir desenrolamen— 

to das glandulas e facilitar a remoção posterior do corpo gordu­

roso que as acompanha.

4.2. Fixação e esmaqamento

Depois de 2 a 4 horas de fixação no acido perclorico a 

7%, à temperatura ambiente, a 'região anterior da glandula (Sl) e 

removida e imersa em uma gota de acido acetico a 50% sobre uma 

lamina de microscopio. Troca-se a gota de acido acetico 2 a 3 ve 

zes. Com luz refletida ao estereomicroscópio, o citoplasma das 

células parece transparente e os núcleos brilhantes. Em seguida 

coloca—se uma laminula sobre o material, tendo-se o cuidade de 

não permitir a formação de bolhas de ar. Com um estilete resis­

tente ou com a ponta fina de uma pinça, dão-se algumas delica— 
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das cutucadas sobre a laminula.• Entre duas folhas de papel de 

filtro, faz—se ligeira pressão sobre a lamínula o que permite 

completar o espalhamento dos cromossomas. Selam—se os bordos da 

lamínula com uma mistura de vaselina e parafina e a preparação 

pode ser examinada e também fotografada em microscopio de con­

traste de fase. A lamina e lamínula devem estar sem ranhuras, ri. 

gorosamente limpas e desengordurarias•

4.3. — Preparação permamente

Uma vez examinada e fotografada a preparação, a lamina 

pode ser preparada e montada permanente para analise posterior. 

A lamínula e removida pela técnica do nitrogênio líquido: intro­

duz lentamente no bujão de nitrogênio, um cilindro de metal de 

50 cm de comprimento por 2 cm de diâmetro, adaptado a uma rolha 

de borracha numa das extremidades, de modo que a rolha não se 

ajuste na boca do bujão, ficando suspensa por duas metades de 

uma outra rolha menor, que ficam presas uma de cada lado, de tal 

maneira que os vapores escapam livremente. Assim, dentro de 5 a 

10 minutos, dependendo da quantidade de nitrogênio existente no 

bujão, a base exposta do cilindro atinge temperatura inferior ã 

do congelamento do etanol a 90%; esta base serve de superfície 

de congelamento para a lamina. A lamina com a lamínula para cima 

e colocada sobre a extremidade exposta do cilindro. Faz—se uma 

ligeira pressão na lamina sobre a superfície gelada. Apos um mi­

nuto e meio, com auxilio de uma lamina de barbear retira—se a la 

minula e a lamina com a preparação, e submersa em uma mistura 

previamente gelada de álcool a 70%, formol 40% e acido acetico 

glacial na proporção de 85:10:5 (alfac).
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Transcorridas 48 horas ou mais de fixação dentro da ge­

ladeira, as laminas passam por uma bateria de álcool com concen­

trações decrescentes 80, 70, 50% e agua, com permanência de 3 mi. 

nutos em cada um. Em seguida são coradas com uma solução de azul 

de metileno a 0,5% por 10 minutos e lavadas em agua corrente pa­

ra retirar o excesso do corante. A desidratação é feita dando—se 

2 banhos de álcool butilico terciário, 2 minutos em cada, 3 ba­

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

Canada o

5. Critérios para a avaliação do grau deinibição

Estabeleceram—se, para classificar o grau de inibição 

dos pufes de ONA, as seguintes categorias: a) normais ou não ini. 

bidos; b) fracamen.te ou medianamente inibidos; c) fortemente ini^ 

bidos ou supressos (Fig. 4). Para realizar a classificação, as 

laminas permanentes tiveram suas etiquetas cobertas e foram 

misturadas entre si, de modo que, durante seu exame era desco­

nhecida sua procedência. A uniformidade do grau de inibição em 

cada lamina, era tal, que para esse critério de classificação 

foi somente necessário classificar laminas e não cromossomas da 

mesma preparaçao» As laminas para as quais seria adequada uma 

categoria intermediária foram incluidas na de menor grau de ini­

bição. 0 estabelecimento destas tres categorias foi baseado nos 

pufes C4 e C5. Critério semelhante foi aplicado a observação dos 

pufes de DNA do segundo grupo.
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6. Radiometria (ALMEIDA, 1973)

Para o processamento radiometricô, utilizou—se a técni­

ca de medida de incorporação de precursores radioativos em glân­

dulas salivares de B~. hyqida, padronizada nesse laboratório. As 

glandulas salivares uma vez removidas, como ja descrito, são de­

positadas em cubetas que contem solução fixadora de ácido tri— 

cloacetico a 10%, prèvimante gelada. As cubetas são mantidas em 

banho de gelo, Apos a fixaçao de 30 a 40 minutos,as glândulas são 

transferidas para recipientes (tipo vidros de penicilina), que 

contem etanol a 70%; as glandulas permanecem no álcool até o dia 

seguinte ou mais tempo. Para assegurar completa remoção do mate­

rial radioativo não incorporado, troca-se o álcool 2 a 3 vezes 

durante esse período. A remoção do corpo gorduroso das glandulas 

e feita durante a fixação no ácido tricloroacético, ou posterior 

mente, apos o tratamento com o álcool. Uma vez retirado todo o 

corpo gorduroso, a glandula e transferida para o frasco de cinti^ 

lação vazio com auxílio de estilete. 0 frasco deve estar inclina 

nado cerca de 459 graus. Apos a secagem do material, que se da 

dentro de poucos minutos, acrescentam—se 10 microlitros de agua 

e 100 microlitros de solubilizador orgânico NCS (Nuclear Chicago 

Solubilizer). Depois de 1 hora, ou mais, acrescentam—se 10 ml de 

solução de 0,6% de PPO (Difeniloxazol) em tolueno. Não e necessá 

rio que o tolueno usado na solução cintiladora seja de "grau de 

cintilização”; o tolueno 8325 da Merck e adequado. A medida da 

radioatividade foi feita em um espectrômetro de cintilação em 

líquido (Beckman LS—150) gentilmente cedido pelo Professor R.H. 

Migliorini. Para a contagem era utilizada a janela do tritio, 

dentro de um erro 2, sigma de 5%.
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6.1. — Lavagem dos frascos de cintilação

A recuperação dos frascos de cintilação e feita da se­

guinte maneira: desprezada a solução cintiladora ciíidadosamente 

no ralo da pia, com a torneira toda aberta, os frascos são enxa­

guados e emergidos em uma grande quantidade de água, dentro de 

uma bacia de plástico,que contem detergente (do tipo doméstico). 

Depois de 3 dias ou mais, os frascos são enxaguados várias vezes 

em agua corrente e tratados com solução sulfocromica por 12 a 24 

horas. Removida a sulfocromica com cerca de 10 banhos de água de 

torneira, 3 ou mais banhos de água filtrada e 1 de água destila­

da, os frascos são levados para a estufa para secagem.

Para verificar a eficiência do método de recuperação 

dos frascos, comparamos as leituras do "background" de 22 fras­

cos recuperados varias vezes e 22 frascos novos. As médias, ao 

lado dos erros padrões foram respectivamente 22,1 — 0,24 e 21,4 

- 0,16.

7 • Plicroscopia e Fotomicroqrafia

As observações das preparações a fresco foram feitas 

em microscópio de contraste de fase. As fotomicrografias foram 

tomadas em fotomicroscópio Zeiss, com objetivas de fase Neofluar 

e filtro verde (546 nm). A película utilizada foi a Panatomic-X 

35 mm da Kodak e a revelação desta foi feita em Microdol-X tam­

bém da Kodak. Para as ampliações utilizou-se papel Kodabromide 

(Kodak) e na maior parte papel F4. Na reprodução das montagens 

fotográficas foi usada película Neopan SSS da Fuji e copiados 

também em Kodabromide.
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RESULT ADOS

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

Em uma primeira etapa, foi realizada uma serie de expe­

rimentos de carater morfologico com a finalidade de se conhecer 

a ação do IMPY sobre os pufes de DNA. Em cada experimento, 15 a 

20 larvas em diferentes idades do quarto estádio (antes de m7) 

receberam injeção de um microlitro de solução de IMPY 0,3N e ou­

tras tantas, injeção de um microlitro de água (grupo controle). 

Ao atingir a idade m7 cada larva’ foi dissecada e suas glându­

las salivares processadas para estudo citológico. 0 tempo trans­

corrido da injeção a idade m7 foi registrado.

As larvas que receberam injeção do inibidor entre 6 a 

16 horas ou entre 28 a 32 horas antes de m7 deram preparações 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 preparações em que os pufes foram fortemente inibidos ou vi£ 

tualmente supressos (Fig. 4d e Tabela II).

Para saber se o INPY quando administrado no tempo críti^ 

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 segunda serie de experimentos morfologicos: em ca­

da experimento 20 a 25 larvas em idade m3 receberam injeção de 

II*IPY e um mesmo numero de larvas, injeção de agua. As larvas que 

atingiram o padrão m7 entre 16 e 25 horas depois da injeção fo­

ram selecionadas. Decorrido diversos tempos (3, 6, 8, 10, 12 e 15 

horas), as glandulas salivares foram processadas para estudo ci— 

tologico. Os pufes de DNA que normalmente estão abertos nas lar—



FIGURA 4

Graus de inibição dos pufes de DNA do cromossoma C cor 

respondente à idade m7, produzida pela injeção de 1 mi, 

crolitro de solução de II*IPY 0,31*1.

a — de larva controle

b — pufes de DNA fracamente inibidos

c — pufes de DNA medianamente inibidos

d — pufes fortemente inibidos ou supressos

X 700
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TABELA II

Efeito do IflPY sobre o desenvolvimento dos pufes de DNA 
C4 e C5 segundo a duração do intervalo entre a injeção 
e o tempo de abertura desses pufes. A segunda coluna da 
o numero de experimentos que contribuiram para o numero 
de larvas especificado na 3^ coluna. Observações a par­
te mostraram que as laminas controle eram semelhantes 
entre si, qualquer que fosse o tempo de injeção da água.

Tempo transcor­
rido entre a irn 
jeção de IMPY e 
a idade m7

Numero 
de ex— 
p e ri — 
mentos

N2 de 
larvas

Grau de. inibição

Nao 

inibidos

Fraca ou me 
di anamente 
inibidos

Fortemente i— 
nibidos ou slj 
p re ssos

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 -

Controle 15 33 30 3 -
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vas controle (C6, B3, BID, Al, A14 e X4) foram fortemente inibi­

dos nas larvas tratadas (.Fig. 5c, d; 6; 7). Além disso,os locais 

de expansão dos pufes de DNA do primeiro grupo (C4, C5 e C7) não 

mostraram acumulo de cromatina que normalmente aparece depois da 

maxima expansão ( F i g‘. 5d).

Quanto aos pufes de RNA, o IflPY administrado nesses pe­

ríodos parece nao afetar o seu programa-normal de expansão e de 

regressão (Figs. 5c, d; 6).

Larvas tratadas com IMPY, durante o tempo crítico pros­

seguem seu desenvolvimento e produzem imagos ao mesmo tempo que 

as controles, 8 a 9 dias depois de m7. Sãõ entretanto anormais: 

ab.domem, patas, asas, antenas apresentam defei.tos diversos em na 

tureza e gravidade (Fig. 9). Algumas moscas não chegavam a libe£ 

tar—se do casulo dada a grave anomalia de abdomem (Fig. 9d). Es­

sas malformações são semelhantes às observadas com HU (SAUAIA, 

LAICINE e ALVES, 1971).

Foram feitas outras observações, agora quanto ao efeito 

a curto termo, do IMPY sobre pufes.de DNA do primeiro grupo: 

quando o inibidor é administrado pouco antes da expansão máxima 

dos pufes de DNA na idade m7 (2 a 4 horas), há um efeito esrimu— 

lativo sobre o pufe C7. Normalmente esse pufe esta na sua maxima 

expansão cerca de 1 hora antes de m7 e praticamente fechado na 

idade m7. Nas larvas tratadas com IFIPY, mantem-se aberto e mos­

tra—se claramente maior do que nas larvas controle na maxima ex­

pansão (Fig. 8c). Alem disso, o pufe C5, nas mesmas preparações 

apresenta-se fechado. Outro efeito estimulativo do 1MPY é também 

observado sobre o pufe de RNA na região 1 do cromossoma B (Bl).

Esse efeito seletivo não é observado com a HU quando es 

ta e administrada nesse mesmo período (Fig. 8b),

pufes.de


FIGURA -5

a — Cromossoma C de larva na idade m7

b - de lârva 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) são indistinguíveis entre lar­

vas controles e experimentais.

X 700





FIGURA 6

a — Cromossoma D de larva na idade m7

b — de larva em m7 , tratada com IMPY 20 horas antes

c — de larva 12 horas depois de m7

d ■— de larva 12 horas depois de m7, tratada com

LNPY no tempo crítico (cerca de 20 horas antes

de m7).

Os pufes de RNA (flexas) estão presentes taji 

to nas larvas controle como experimentais.

X 700





FIGURO 7

a - Cromossoma X de larva 12 horas depois de m7

b - Cromossoma X do larva 12 horas depois de <n7, tra 

tada com IMPY no tempo crítico (cerca de 20 ho­

ras antes de m7)„

c - Cromossoma A de larva 12 horas depois de m7

d - Cromossoma A de larva 12 horas depois de m7 , tra 

tada com IMPY no tempo crítico (20 horas antes 

de m7).

X 7 00





FIGURA 8

Cromossoma C de larvas na idade m7, tratada 2 horas 

antes:

a — de larva que recebeu injeção de agua

b — de larva que recebeu injeção .de HU

c — de larva que recebeu injeção de IMPY

0 C7 nas larvas tratadas com INPY mostrou-se estimjj 

lado em quase todos os experimentos, apresentando—se 

maior do que nas larvas tratadas com HU ou com água. 

A inibição seletiva do C5 foi também clara em todas 

as larvas e experimentos,

X 700





FIGURA 9

A — Fcmea normal de B . h y q i d a

B, C e D — Femcas com diversos graus de anomalias 

resultantes de larvas tratadas com IMPY 16 a 

25 horas antes de m7.

X 10



Fig.9
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2. Efeito do IM P Y s*obre a incorporação total de timidina, de 

uridina e de leucina.

Para- estudar o efeito do IMPY sobre a síntese global de 

ONA, de RNA e de proteínas na glândula salivar, foram escolhidas 

larvas na idade m3, período em que o IMPY produz forte inibição 

do desenvolvimento dos pufes de DNA. Para efeito de comparação, 

foi incluído nos experimentos igual número de larvas tratadas 

com HU, inibidor de ação seletiva e reversível de síntese de DNA 

(GALE, 1964; YOUNG e HODAS, 1964; ROSENKRANZ e LEVY, 1965), cujo 

efeito nesse sistema biológico já á conhecido (SAUAIA, 1971; 

SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971).

2.1. — Efeito sobre a incorporação de timidina

Para cada experimento, um grupo de 6 a 10 larvas rece­

beu injeção de INPY, um segundo grupo, injeção de HU e um tercei 

ro grupo injeção de agua (grupo controle); transcorrido certo 

tempo (15 minutos, 2, 7, 21, 28 ou 37 horas) as larvas receberam 

injeção de 1 microlitro de timidina tritiada. Depois de 2 horas 

de incorporação as larvas foram dissecadas e as glandulas removí, 

das para processamento radiometrico.

Tanto o INPY como a HU reduz a síntese de DNA a níveis 

abaixo de 10% (Tabela III e Fig.lOA). Esse nível e mantido desde 

o período de 15 minutos-2 horas ate pelo menos 23 horas depois 

da injeção do inibidor. A menor incorporação e observada com 7—9 

horas depois da injeção do inibidor: a media e de aproximadamen­

te 3,0% para o IMPY e para a HU em relação ao controle. Com 30 

horas ha recuperação total da síntese, observando-se com a HU
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TABELA III 

3 Efeito do IPOPY e da HU sobre a incorporação de timidina—H 
na glândulci salivar de B. hyqida. As larvas receberam a in­
jeção do inibidor em idade m3 e o precursor vários tempos 
depois: 15 minutos, 2, 7, 21, 28 e 37 horas; 0 tempo de ijn 
corporação foi sempre.de 2 horas. Cada dado e^a media dos 
resultados de um experimento, acompanhado do erro padrão. 
Os números colocados entre parenteses, a direita, são os 
de larvas injetadas. Os números entre -parenteses, abaixo 
da media representam a porcentagem em relação ao controle 
(Ver Figura 10A).

Tempo apos 

a injeção

Ex- 
peri- 
men to

Natureza da injeção
Água 

c . p • m

I Í*IP Y 

c .p. m

HU 

c . p . m

15 min. a 27.856^3.691(5) 2.312—303(7) 
(8,3%)

2.592—409(7) 
(9,3%)

b ■39.D75Í4.280(6) 3.213^290(7) 
(8,2%)

3.776—296(6) 
(9,7%)

2 loras a 19.650^510(8) 1.102—65(5) 
(5,6%)

1.196—200(4) 
(6,0%)

b 18.628—3.618(5) 1.022—605(6) 
(5,5%)

562±105(6) 
(3,0%)

7 i o r a s a 16.002-2.169(4) 578—45(5) 
(3,6%)

565—77(6) 
(3,5%)

b 20.187—2.431(4) 373Í67(4) 
(1,8%)

507±74(4) 
(2,5%)

21 horas a 11.656Í3.727(4) 795Í74(8) 
(6,8%)

639Í73(6) 
(5,5%)

b 9.151±3.090(4) 955±168(7) 
(10,4%)

699-93(7) 
(7,6%)

2a horas a 799Í109(7) 539—120(7) 
(85,0%)

1.289—408(6) 
(161%)

b 1.218^-51(5) 1.303—301(7)
(107,0%)

1.190—153(4) 
(97,0%)

37 horas a 648-116(4) 624Í96(8) 
(96,3%)

1.136—117(6)
(175,3%)

b 947±154(4) 1.170±133(6) 
(124,0%)

1.198^79(7)
(126,6%)

sempre.de
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unia incorporação bem superior ã do controle,,161% e 175%, respec 

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

jeçao do inibidor (Tabela 1 do Apêndice). A análise de variância 

(LISON, 1958) mostrou diferença significativa entre as medias de- 

agua 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 avançadas os níveis de incorporação naturalmente 

baixos, sao também sensíveis aos inibidores: nove larvas, na i — 

dade m7, receberam injeção de IÍ*1PY, nove, injeção de HU e nove 

de agua. Dezessete horas depois, as glandulas salivares foram 

processadas para radiometria. Nessa idade, a incorporação de ti — 

midina nas larvas tratadas com o INPY reduziu a 28,7% e com a HU 

à 21,8%, em relação às larvas controle (Tabela IV).

As tabelas fornecidas no Apêndice apresentam leituras 

de incorporação por par de glandulas de modo que os resultados 

poderão ser comparados dentro de um mesmo experimento ou entre 

experimentos diferentes.

2.2. - Efeito sobre a incorporação de uridina

Para cada experimento, um grupo de 6 a 10 larvas rece­

beu injeção de IMPY, um segundo grupo, injeção de HU e um tercei 

ro grupo injeção de agua; transcorrido certo tempo (2, 7, 12 ou 

21 horas) as larvas receberam injeção de 1 microlitro de uridina 

tritiada. Depois de 2 horas de incorporação as larvas foram dis­

secadas e as glandulas removidas para processamento radiometrico
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Efeito do IMPY e da HU sobre a incorporação de timidina—h3 
na glandula salivar de B . hygi da. 0 inibidor foi administra 
do em larvas na idade m7 e o precursor 17 horas depois. Olj 
tras especificações como na legenda da Tabela III.

TABELA IV

Tempo apos •
Natureza da injeção

Àgua 
c . p . m

II*1PY 
c . p . m

HU 
c .p .ma in jeçao

17 horas 1,518±199(9) 435—18(6) 331±18(9)
(28,7%) (21,8%)

A incorporação de uridina tritiada na glandula salivar 

das larvas tratadas tanto com a HU como com o IMPY chega a ser 

reduzida a perto de 60% 7-9 horas depois do tratamento com o ini_ 

bidor. Quatorze horas depois, a incorporação de uridina ja apre 

senta níveis iguais aos das larvas controle (Tabela V e Figura 

10B). Vinte e três horas depois da injeção dos inibidores, feita 

em m3, o nível de incorporação e normal. A analise de variãncia 

(LISON, 1958) para o experimento "a" de 2 horas não indica dife­

rença significativa entre as medias das 3 amostras. Para o expe­

rimento "b" de 2 horas e para os dois experimentos de 7 horas, a 

analise de variancia indica diferença significativa (P menor do 

que 0,05) entre as 3 amostras. 0 teste de Tukey, modificação de 

Hartley (SNEDECOR & COCHRAN, 1972) indica diferença entre as me­

dias de "agua e INPY”, "água e HU" mas não indica diferença eri 

tre "IMPY e HU" (Ver Tabela 3 do Apêndice)»



31

2 .-3 . — Efeito sobre a incorporação de leucina

Para cada experimento, um grupo de 6 a 10 larvas rece­

beu injeção de IMPY., um segundo grupo injeção de HU * e um tercei—, 

ro grupo injeção de agua; transcorridas 2, 12 ou 21 horas, as 

larvas receberam injeção de 1 microlitro de leucina tritiada. De_ 

pois de 2 horas de incorporação as larvas foram dissecadas e as 

glandulas removidas para processamento radiometrico.

0 menor nível . de incorporação (77% do controle) foi 

observado em larvas tratadas com HLÍ 12—14 horas depois da inje­

ção do inibidor (Tabela VI e Figura 10C). Embora o nível de in­

corporação tenha sido menor nas larvas tratadas com HU, a anali­

se de variãncia não demonstrou diferença significativa entre as

3 amostras (P maior do que 0,05); isso e verdadeiro também quan­

do a análise 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

Efeito do IÍ*1PY e da HU sobre a incorporação de uridina—H 
na glandula. salivar de B.hyqida. As larvas receberam a ifi 
jeçao do inibidor em idade m3 e o precursor vários tempos 
depois: 2, 7, 12 e 21 horas; o tempo de incorporação foi 
sempre de 2 horas. Cada dado e a media dos resultados de 
um experimento, acompanhado do erro padrão. Os números c£ 
locados entre parenteses, a direita, são os de larvas in­
jetadas. Os números entre parenteses abaixo da média re­
presentam a porcentagem em relação ao controle (Ver figu­
ra 10B).

Difere significativamente das duas outras medias do 

mesmo experimento (P menor que 0,05).

Tempo apos Ex- 
peri- 
mento

Natureza da injeção

a injeção
Água IMPY HU

c. p. m c . p. m c . p . m

2 loras a 5.408±373(8) 4.547^58(8)
(84,0%)

3.930±1.488(7)
(72,6%)

b* 3.843±287(6) 3.142-250(6)
(82,0%)

2.677—268(6) 
(70,0%)

7 horas a* 7.409—238(7) 6.044—443(5) 
(81,4%)

4.774—368(8) 
(64,0%)

b* 4.581—455(5) 2.941—324(5)
(65,1%)

3.313—395(7)
(73,3%)

12 horas a 2.949±452(5) 2.921—374(7)
(99,5%)

2.915—220(6) 
(98,8%)

b 3.454^816(6) 3.540—399(6)
(102,7%)

3.441±360(6) 
(99,7%)

21 horas a 4.157—317(8) 4.010^206(8) 
(96,4%)

4.294^181(8)
(103,3%)

b 1.882±228(6) 1.773—395(6) 
(94,2%)

1.923—428(5)
(102,1%)
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TABELA VI

- 3Efeito do INPY e da HU sobre a incorporação de leucina-H 
na glândula salivar de B. hyqida. Os inibidores foram admi, 
nistrados em larvas em idade m3 e o^precursor, 2, 12 e 21 
horas dep-ois; o tempo de incorporação foi sempre de 2 ho­
ras. Cada dado é a media do resultado de um experimento, 
acompanhada do erro padrão. Os números colocados entre pja 
renteses, à direita, são os de larvas injetadas. Os núme­
ros entre parenteses, abaixo da media representam a’ por­
centagem em relação ao controle (Ver Fig. 10C),

Tempo apos Ex- 
peri- 
ment o

Natureza da injeção

a injeção
Agua

c. p. m

INPY

c. p. m

HU

c. p. m

2 loras a 21.394^3.498(5) 20.978Í2.051(5) 
(98,0%)

20.257—914(7)
(94,7%)

b 12.579—.1.147(5) 12.059—332(5)
(95,9%)

10.970±709(5)
(87,0%)

12 horas a 7.292±598(6) 6.148^526(6) 
(84,3%)

5.624-216(5)
(77,0%)

b 8.783—652(7) 9.870^961(6)
(112,0%)

7.411—713(7) 
(84,0%)

21 horas a 7.029±556(7) 7.509±447(7)
(106,8%)

5.984—845(3) 
(85,0%) .

b 9.013—1.195(7) 9.080^966(7)
(100,7%)

7.380^948(6)
(81,8%)
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DISCUS-SÃO

O estudo de agentes que permitem controlar ou modificar 

o desenvolvimento dos pufes cromossomicos tem dois ôentros prin­

cipais de interesse: o de conseguir meios de ação seletiva utili 

zaveis no estudo da função desses pufes e o de caracterizar everi 

tos moleculares importantes na sua gênese e funcionamento. 0 pre 

sente trabalho situa—se no primeiro.

0 conjunto de informações, ate agora obtido a respeito 

da ação de inibidores de síntese de DNA sobre os pufes de DNA,iri 

dica que importa distinguir dois efeitos: obtido por inibição da 

síntese de DNA durante todo o tempo de desenvolvimento daqueles 

pufes e o que resulta da inibição de síntese de DNA durante so­

mente uma parte adiantada do seu desenvolvimento. No primeiro C£ 

so, o efeito no pufe e de inibição forte ou supressão; no segun­

do, o efeito varia segundo o inibidor e, ate mesmo, segundo o pij 

fe considerado.

1 . Efeito do IHPY a longo prazo, sobre o desenvolvimento 

dos pufes de DNA.

A expansão dos pufes de DNA e acompanhada e, na maioria 

dos casos, precedida, de síntese desproporcionada de DNA nos sí­

tios cromossomicos que os formam (FICQ e PAVAN, 1957; RUDKIN e 

CORLETTE, 1957 ; GABRUSEUYCZ-GARCIA, 1964; RASCH e RASCH, 1967; 

CROUSE e KEYL, 1968; SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971). Trabalhos 

autorradiográficos com pufes ”heterozigotos”(PERONDINI e DESSEN, 

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

a intensidade de síntese de DNA que neles ocorre. Os resultados 
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obtidos com HU (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971) e com IMPY, aqui 

relatados, indicam que a síntese de DNA é condição para que os 

pufes de DNA se desenvolvam. Mostram, além disso, que o tamanho 

dos pufes de DNA depende da duração que se permite a síntese de 

DNA durante o tempo de formaçao daqueles pufes, o que sugere cia 

ramente uma dependencia do tamanho dos pufes de DNA da quantida­

de de DNA que contenham. Quando administrado entre 16 e 6 horas 

antes de m7, ou entre 28 e cerca de 33 horas antes de m7, o IMPY 

resulta em E3. hy gi da na. formação de pufes de DNA pequenos: (Fig. 

4, 5, 6 e 7); no primeiro caso, quantidade suficiente de DNA adi 

cional foi permitida antes da injeção e, no segundo caso, o efei 

to do inibidor tera sido superado em tempo.para que o mesmo re­

sultado ocorra. Injeções feitas entre 16 e 28 horas antes de m7, 

resultam em virtual supressão dos pufes de DNA porque seus efei­

tos prevalecem durante tempo adequado para minimizar a quantida­

de de DNA adicional feita. Os mesmos resultados (figs.5,6,7) são 

obtidos para os pufes de DNA que se abrem cerca de 10 horas mais 

tarde no desenvolvimento"(C6, 83, Al, A14 e X4). Nesse caso, mes 

mo que haja superação do efeito do inibidor antes do tempo de a— 

bertura dos pufes, a síntese de DNA adicional seria ainda tao li­

mitada em duração que os pufes permaneceriam virtualmente supres 

sos. Outra explicação possível e que pode ser também valida para 

o efeito da injeção entre 28 e 33 horas, sobre os pufes de DNA 

que se abrem mais cedo,e que os sítios cromossomicos mencionados 

deixem de estar determinados a fazerem DNA adicional se a inibi­

ção da síntese de DNA, presente desde o tempo de formaçao dos 

primordios dos pufes, dure mais que certo tempo. Estudo autorra— 

diografico, paralelo ao radiometricô, nas mesmas larvas, poderia 

ser util para verificar essas alternativas.
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A injeção de 2 microlitros de HU 0,51*1 em Rhynchosciara 

anqelae, feita no inicio ou durante o máximo de expansão do pufe 

2B afeta somente de modo parcial esse pufe e o 3C (l*IACHADO-SAN- 

TELLI, 1973). Nesses experimentos, a inibição da síntese de DNA 

e maxima cerca de 9 horas depois da injeção do inibidor e 27 ho­

ras depois da injeção, a síntese de DNA está recuperada. Do iní­

cio ao máximo de expansão do pufe 2B (que não forma primordio) 

decorrem 2 dias e ao menos três dias se passam entre o apareci­

mento do primordio do pufe 3C e sua máxima abertura. A inibição 

da síntese de DNA, portanto, prevaleceu nesses experimentos du­

rante pequena parte do tempo de duração da síntese de DNA adicio 

nal nesses pufes. Nao seria, pois, de esperar-se que fosse obti­

da inibição muito forte ou supressão dos mesmos.

0 fato de, em nossos experimentos, 20% das larvas trat£ 

das no tempo critico mostrarem pufes parcialmente inibidos, ou 

semelhantes aos dos controles (Tabela II e Fig. 4), á inteira­

mente atribuível a técnica de injeção: nem todas as larvas retêm 

o volume recebido e não ha plena segurança de que as mesmas do­

ses sejam sempre aplicadas a todas as larvas, embora a instrumen 

tação usada seja, do ponto de vista volumetrico, de alta preci­

são. Esta deve ser também, pelo menos em parte, a explicação da 

heterogeneidade dos dados radiometricos (ver as tabelas do Apên­

dice) .

Os limites do tempo crítico devem resultar da interação 

de uma condição fisiológica e de uma situaçao operacional. A pri­

meira corresponde a formação dos primordios dos pufes de DNA e a 

segunda é dada pela eficiência e durabilidade do tratamento ini­

bidor. Qualquer que sejam essas ultimas, os pufes de DNA não de­

verão ser supressos se a injeção foi feita depois de ocorrido
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ceTto tempo de formaçao dos primordios. 0 limite à esquerda do 

tempo critico devera, entretanto, variar segundo as condições do 

experimento. Assim, dose mais alta ou maior durabilidade do efei 

to do inibidor deve-rá dilatar o limite à esquerda dó tempo críti. 

co. É desse modo que interpretamos o fato de dose de II*IPY 0,31*1 

suprimir pufes de DNA mesmo quando a injeção á feita 28 horas an 

tes de m7, o que nao ocorre geralmente com a injeção de mesmo vo 

lume de HU 0,21*1, para a qual o limite ã esquerda á de cerca de 

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 máxima abertura dos pufes C5 e C7 o II*1PY 

exerce pelo menos os seguintes efeitos: enquanto nas larvas con­

trole, o pufe C7 está regredido ou em regressão, nas larvas tra­

tadas apresenta-se aberto e, por vezes, ate mesmo maior que o 

usual; parte do pufe C5 apresenta-se aberto e parte com claros 

sinais de regressão, enquanto os controles o mostram em plena 

abertura (Fig. 8). 0 aspecto heterogênio do pufe C5, visível no

material controle, torna-se mais patente nas larvas tratadas com 

II*1PY. Isso mostra que pufes diferentes podem responder diferente 

mente ao tratamento a curto termo com a mesma droga. A HU, inje­

tada no mesmo período, não produz esses efeitos: os pufes de DNA 

parecem indistinguíveis dos controles, o que confirma observa­

ções anteriores (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971). Experimentos ra 

diometricos adicionais, em que medimos a incorporação de timidi— 

na tritiada nos intervalos de 2 a 4 horas e de 7 a 9 horas de­
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pois da injeção de inibidor, Feita aproximadamente entre 5 e 8 

horas antes de m7, mostram que incorporação de timidina estava 

reduzida a menos de 3% dos controles, tanto com HU quanto com 

IMPY. Observações c-itologicas Feitas separadamente ém larvas tra­

tadas do mesmo modo mostram puFes de ONA abertos. Isso sugere 

que puFes de ONA podem vir abrir—se e a se manterem abertos em 

condições de intensa inibição da síntese global de DNA. Nos expe 

rimentos mencionados anteriormente, MACHADO-SANTELLI (1971)obtém 

clara regressão do puFe 28 quando injeção de HU é Feita no tempo 

de sua maxima abertura; encontra ainda, reabertura desse puFe ao 

Fim do tempo em que a síntese de DNA se vai recuperando. Quando 

a HU e dada antes da maxima abertura dos puFes 2B e 3C de Rhyn- 

chosciara, os graFicos de MACHADO-SANTELLI indicam que esses pu­

Fes continuam a abrir-se, apesar de inibição considerável de sin 

tese, no caso do puFe 28, ou de intensa inibição da mesma, no ca 

so do puFe 3C. Uma interpretação plausível para a mencionada re­

gressão do puFe 28 e que se deve a que o DNA Feito durante ou Ita 

go apos o máximo de abertura desse puFe seja indispensável a 

que permaneça aberto; ao superar-se o eFeito do inibidor, ao me­

nos parte desse DNA necessário seria ainda Feito e o puFe tornar 

—se—ia a abrir. As observações de MACHADO—SANTELLI de que os pu­

Fes 2B e 3C, tratados com HU bem antes de sua maxima expansao, 

continuam a abrir-se, juntamente com as inFormações obtidas com 

8. hygi da, sugerem que o processo, em si, da síntese do DNA nao 

seja condição universal necessária para que os puFes de DNA se 

abram ou se mantenham abertos. Faltam entretanto outros experi­

mentos autorradiograFicos indispensáveis para o estudo desta 

questão.
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3. Efeito do INPY sobre o desenvolvimento dos pufes de RNA.

As observações dos efeitos da HU sobre cromossomas poli 

tônicos (SAUAIA, LAICINE.e ALVES, 1971; MACHADO—5ANTELLI, 1973) 

indicam que esse inibidor não parece produzir alterações claras 

sobre o padrao de pufes de RNA. Nossas observações com o INPY 

concordam com essa indicaçao no que diz respeito ao efeito do 

nosso inibidor a longo-prazo ou seja, 16 horas ou mais depois de 

sua administraçao, (Figs. 5 c e d; 6). Em preparações citológi— 

cas de larvas em m7, tratadas com INPY 2 a 4 horas antes, obser­

va-se, entretanto, que o pufe de RNA do segmento BI parece estar 

consideravelmente aumentado em tamanho. í muito desejável que 

esses possíveis efeitos sejam objeto de estudos quantitativos, 

morfornetricos e autorradiográficos .

4. Efeito do INPY sobre os órgãos do adulto

A explicação mais plausível para a ocorrência de anoma­

lias nos adultos oriundos de larvas tratadas com INPY (Fig. 9) 

ou HU durante o tempo critico em que esses inibidores, adminis­

trados naquele período, pertubam o desenvolvimento dos tecidos 

que darao origem aos orgaos da mosca. É improvável que haja rela 

çao causai entre pufes de DNA e correto desenvolvimento daqueles 

orgaos. A função dos pufes deve ser procurada na própria glându­

la salivar. A HU administrada durante o desenvolvimento do bicho 

da seda produz também anomalias de orgãos no adulto, e essas ano 

malias sao mais evidentes nos orgaos relacionados mais ativamen—, 

te com síntese de DNA durante o tratamento (SUINDLEHURST, BERRY 
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e FIRSHEIN, 1971).

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

e de proteínas.

A intensidade desses processos foi estimada pela incor­

poração de precursores radioativos apropriados. Importa,todavia, 

ter em mente que uma alteraçao de nível de incorporação pode ser 

devida nao somente a inibição de síntese, mas, também, a modi­

ficação na tomada do precursor pelas células da glândula sali­

var. Na ausência de verificação dessa variável, as inferências 

feitas a respeito de processo biossintético a partir de conta­

gens obtidas de; material insolúvel em acido devem ser considera­

das provisórias, embora plausíveis.

Os efeitos do IMPY e da HU sobre a incorporação de timi_ 

dina sao semelhantes. Administrados em m3, ambos a inibem drasti 

camente por mais de 21 horas. Trinta horas depois da injeção, os 

níveis de incorporação nas glândulas tratadas apresentam-se 

iguais ou superiores aos dos controles (Tabela III e Fig. 10A ) . 

Nessa idade, a síntese de DNA na glândula salivar já é relativa­

mente baixa. Apesar disso,e clara a indicação de que de fato hoij 

ve recuperação, pois,o nível de radioatividade nas glândulas tra 

tadas e numericamente superior ao obtido em tempos mais proximos 

ao da injeção do inibidor; alem disso, larvas tratadas em m7 e 

examinadas 19 horas depois (Tabela IV) incorporam somente 30% do 

que e incorporada pelos controles; ao contrario, as larvas exami 

nadas na mesma idade, mas tratadas 39 horas antes, tem níveis de 

incorporação semelhantes aos dos controles ou superiores.

Em alguns experimentos mais do que em outros, os níveis 
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de incorporação no material tratado e examinado 30 a 39 horas de 

pois do tratamento são notavelmente mais altos que os de mate­

rial controle (Tabelas III e 1 do Apêndice). Uma explicação pos­

sível para isso e -que as larvas sujeitas ao tratamento atrasam,, 

mesmo que levemente,o seu desenvolvimento e se apresentam ao pre 

cursor em condições de maior capacidade de síntese. Outra possi­

bilidade e que haja de fato incorporação aumentada nas glândulas 

que tenham superado a ação do inibidor. Rebotes desse tipo foram 

relatados no mesmo material, em larvas mais jovens (SAUAIA, LAI— 

CINE e ALVES, 1971) e em outros materiais (SUSS e MAURER, 1968; 

HACHADO-SANTELLI , 1973). Tais efeitos podem ser devidos a sincro 

nização de eventos de síntese, que resultaria apenas em aumento 

global de síntese em dado momento, ou podem ser reais exacerba— 

ções de incorporação nos cromossomos de modo geral ou em sítios 

particulares. As observações de MACHADO-SANTELLI sugerem que se­

ja esta pelo menos- em parte a explicação do efeito. A investiga­

ção desse problema em nosso material deve preferir larvas mais 

jovens do que aquelas que nos interessavam, tais que a diminui­

ção natural do ritmo de síntese nao se superponha superaçao da 

ação do inibidor.

A incorporação de uridina e levemente afetada por ambos 

os inibidores durante pelo menos 9 horas depois da injeção (Tabe 

la V e Figura 10B). No que toca a incorporação de leucina, a aná 

lise de variancia nao mostra diferença significativa entre os ní 

veis de incorporação nos tres grupos de larvas, mas, é clara a 

tendência dos dados no sentido de indicar que a HU deprime leve­

mente o processo por longo tempo e que o IMPY não tem esse efei­

to. Uma diminuição da incorporação de leucina e de uridina tri- 

tiadas pode ser devida, não somente a modificações na- tomada des 
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ses precursores, mas também, a efeitos indiretos resultantes da 

inibição da síntese de DNA. Concluímos, pois, que o efeito des­

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

ferencial com relação a síntese 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 funções dos pufes de DNA còm base na possibilida­

de de inibir seletivamente o desenvolvimento desses pufes. A vir 

tude desse sistema esta em permitir a comparação com glândulas 

controles de glândulas em que o desenvolvimento dos pufes de DNA 

tenha sido inibido por meios que, ao que tudo indica, não pertu— 

bam o programa de desenvolvimento de outros pufes cromossômicos. 

As possíveis correlações -ou sua ausência- entre pufes de DNA e 

produtos ou processos definíveis na glândula salivar terão, nes­

se sistema, maior verossimilhiança do que as conseguidas por sim 

pies demonstração de coincidência no tempo entre desenvolvimento 

de pufes de DNA e produtos ou processos celulares. As limitações 

do sistema estão em que o efeito e conseguido por meio de drogas 

e através de inibição geral de síntese de DNA. 0 emprego de uma 

droga pode ter efeitos outros além do desejado. Nossos agentes 

que tem o mesmo efeito desejado e que podem não ter ós mesmos 

possíveis efeitos colaterais são úteis para verificar uma corre­

lação sugerida pelo emprego de outra droga. Também serão úteis 

agentes capazes de inibir a atividade dos pufes de DNA e que não 

inibam de modo igualmente drástico a síntese global de DNA como 

e o caso da 5-bromodeoxiuridina (ALMEIDA e SAUAIA, não publica­

do).



43

S U H Á R I 0

Foi estudado o efeito do composto 2,3 dihidro—1H—imida— 

zo (1,2-b) pirazol (CIBA 21,381—BA, II*1PY), inibidor seletivo e 

reversível da síntese de DNA, sobre o desenvolvimento dos pufes 

de DNA de hyqida . Administrado (solução 0,3 1*1, um microlitro

larva) 16 a 28 horas antes da abertura dos primeiros pufes de 

DNA (idade m7) o IMPY produz forte inibição ou virtual supressão 

do desenvolvimento de todos esses pufeso 0 programa de formação de 

pufes de RNA parece continuar inalterado. Se o II*1PY é administra 

do antes ou depois do intervalo crítico, os pufes de DNA formam- 

se, menores. Ensaios através de radiometria por cintilaçao em li 

quido mostram que tanto.o IMPY como a hidroxiuréia (HU) inibem 

fortemente a incorporação de timidina tritiada na glândula sali­

var por mais de 21 horas, diminuem moderadamente a incorporação 

de uridina e não parecem diminuir significãtivamente a incorpora 

ção de leucina. Entretanto, no que diz respeito ã incorporação 

de leucina, os resultados sugerem claramente uma tendência da HU 

deprimir mais o processo do que o IÍ*1PY. 0 efeito do II*1PY, como o 

da HU sobre a incorporação de timidina e reversível. Demonstra- 

se, pois, novamente que inibição drástica da síntese de DNA du­

rante o tempo em que se desenvolve os pufes de DNA resulta em 

virtual supressão dos mesmos. Os pufes de DNA hão se fazem ape­

nas acompanhar de síntese de DNA adicional; seu desenvolvimento, 

ao contrario do que ocorre com os pufes de RNA, depende de que 

tal síntese ocorra. Permitida síntese suficiente, os pufes de 

DNA formam-se, mesmo que menores. A injeção de II*1PY ou de HU em 

tempo proximo ao da abertura dos pufes de DNA não lhes impede a 

abertura e nao lhes acarreta o fechamento, indicação de que o 
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processo de síntese de DNA não é' condição universal para que os 

pufes de DNA, uma vez formados se mantenham abertos. Não obstan­

te essa observação geral, o II*1PY pode afetar de modo diferente 

pufes diferentes.

As moscas resultantes’ de larvas tratadas com IMPY no 

tempo critico também mostram anomalias diversas em natureza e 

gravidade. Inibição global intensa da síntese de DNA em um tempo 

cri tico ..deve pertubar diretamente o desenvolvimento dos tecidos 

que formarão os orgãos do adulto.
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S U M N A R Y

This is a study 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 ONA synthesis on the development 

of DNA puffs in Bradysia hygida. Administered (0,3M solution, 

lul/larva) 16 to 28 hs before the opening of the first DNA puffs 

(age m7) INPY 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 II*IPY is admi — 

nistered before or after the criticai interval, DNA puffs are 

formed, smaller. . Radiometry by means of liquid scinti11ation 

counting shous that both .IMPY and hydroxyurea (Hll) strongly inhi 

bit thymidine-H3 incorporation for a period longer than 21 hs . 

They depress slightly uridine-5-H^ incorporation and do not seem 

to inibit that of leucine—to a significant extent. Concerning 

tha latter, however, the results clearly suggest a tendency of 

HU touards depressing the process more than INPY. The effect of' 

the drugs on thymidine incorporation is reversible. The results 

demonstrate again that drastic inhibition of DNA synthesis du— 

ring the a proper time in development causes virtual suppresion 

of DNA puffs. These are not only accompanied by extra DNA synthe 

sis; their development, differently from uhat happens uith RNA 

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

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

HU and INPY 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. Nonuithstadding this 



- 46 -

general observation, II*1PY may • affect differently different 

puffs.

The flies uhich result from larvae treated by IMPY at 

the criticai time also shou abnorrnali ties, several in nature and. 

severity. Extensive inhibition of DNA synthesis 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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CONCLUSÕES

1. Administrado durante um período critico do 49 estádio de 

B .hyqida, o -IMPY provoca forte inibição ou virtual supres­

são do desenvolvimento de todos os pufes de DNA. É duran­

te esse período que de vé iniciar-se a síntese de DNA adi­

cional desses pufes.

2. 0 programa de formação de pufes de RNA não parece alte­

rar—se com o tratamento. 0 efeito e seletivo para pufes 

de DNA.

3. Administrado fora do intervalo critico, o IMPY resulta em 

pufes de DNA menores. A explicação mais simples desse fa­

to e que, nessas condições, a síntese de DNA não e inibi­

da durante todo o tempo em que ocorre síntese de DNA adi­

cional; desde que se forme quantidade suficiente de DNA 

adicional, os pufes de DNA se formam, mesmo que menores.

4. 0 efeito do IMPY sobre o desenvolvimento dos pufes de 

DNA são semelhantes aos da HU (SAUAIA, LAICINE e ALVES, 

1971), quando se trata de injeção feita durante o tempo 

critico. Administrado em idade mais próxima da de máxima 

abertura dos primeiros pufes de DNA, o INPY pode afetar 

diferentemente pufes diferentes.

5. A administração do II*1PY ou de HU em tempo próximo ao da 

abertura de pufes ou durante essa abertura, não provoca 

seu fechamento; a síntese de DNA nao e, pois, condição 

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

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

6. 0 INPY e a HU deprimem a incorporação de timidina tritia- 

da na glândula salivar a menos de 10% durante*mais de 21 
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horas e diminuem a incorporação de uridina tritiada a cer 

ca de 80% pelo menos durante 9 horas. Quanto a incorpora­

ção de leucina, os efeitos parecem diferir: o IMPY parece 

não afetar o. processo, enquanto a HU parece 'deprimi-lo a 

cerca de 80% durante pelo menos 21 horas.

7. 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 à 

pertubação pelos inibidores do desenvolvimento dos teci­

dos larvais que entram na formação dos órgãos dos adul­

tos .
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TABELA 2

Efeito do IMPY e da HU sobre a incorporação de timidina 
tritiada na glandula salivar de B.hyq ida. As larvas re­
ceberam a injeção do inibidor na idade m7 e o precursor 
17 horas depois. 0 tempo de incorporação foi de 2 ho­
ras. Cada dado representa a leitura por par de glându­
las e a média dos resultados esta acompanhada do erro 
padrão. Os números colocados entre parenteses, abaixo 
da média, corresponde a porcentagem em-relação ao con­
trole.

Experimento
Água 
c . p. m

IMPY 
c. p. n

HU 
c. p. 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

Medias : 1.518—199 435±18 
(28,7%)

331±18 
(21,88%)
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