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I. INTRODUGRO

CARTHE A

1. NOTA HISTORICA

Friedrich Miescher (1874), trabalhando no La
boratdrio de Hoppe-Seyler em Ti{ibingen, isolou pela primei-
ra vez, a partir de gldbulos brancos, um material que dife
ria de outros de origem bioldgica até entdao conhecidos,por
possuir alto teor de fosforo. Este material, denominado

por Miescher de nucleina, seria mais tarxrde reconhecido co-

"mo uma preparagao bruta de DNP. Pouco depois em Basiléia,

trabalhando com esperma de salmao, ent3ao abundante nas a-
guas do alto Reno, Miescher isolou novamente a nucleing, e
a partir dela, uma base rica em nitrogénio, de estrutu-
ra supostamente simples, cuja andlise elementar forneceu
a fdérmula geral 09H21N503 e que foi chamada de protamina.

Entretanto, ao trabalhar com testiculos imaturos de sal-

L mao, Miescher isolou um material reconhecido como albumi -

ndide ou proteico, mas diferente da protamina anteriormen-
te isolada, Anos mals tarde, em 1884, Kossel outro disci-
pulo de Hope-Seyler, mosttou que a protamina de Miescher
era na realidade uma proteina, e que o material extraido
de testiculos imaturos de salmao, aparentemente perten -
cia a uma classe de proteinas bésicag a qual Kossel cha-~

mou de histonas.
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Apds a morte de Miescher em 1895, Kossel por

recomendagao de Hoppe-Seyler, retomou os trabalhos de seu

antecessor sobre a quimica do niicleo celular. Os estudos

de Kossel prosseguiram até 1927, quando pouco antes de sua
morte em Heidelbery, terminou o manuscrito de sua monoyra-

fia sobre protaminas e histonas, publicado em 1928 (Kossel, 3
1928).

Mais tarde, Stedman & Stedman {1950, 1951) sugeri

ram que as proteinas do nicleo, principalmente histonas,
teriam papel importante como reguladores da expressao géni

ca. Desde entdao um nimero extremamente elevado de artigos

sobre este tipo de protelnas tém sido publicados anualmen-
te, levando d@ necessidade de constantes revisoes de litera

tura, para a ordenagéo 16gica dos conhecimentos adquiri-~

dos sobre este assunto.

¥

2. HISTONAS - PROPRIEDADES GERAIS

O nome genérico de histonas designa uma clas
se de proteinas de peso molecular variando entre 12000 e

21000 daltons {dados obtidos a partir das respectivas se-

quéncias determinadas por DeLange et al., 1969a e Bustin

et al., 1969), altamente basicas, (pI.:9) devido ao exces-
s0 de aminodcidos bidsicos, arginina e lisina sobre aminoa-
cldos dicarboxilicos, que s3o principalmente encontradas as
sociadas @ cromatina de células somaticas de eucariotos.Es
tas proteinas caracteristicamente nao possuem triptofano
(Hlnica, 1967), e com relagdo ao conteldo em lisina e argi
nina sao agrupadas em trés classes: ricas em lisina, mode-

radamente ricas em lisina e ricas em arginina.A namenclatura
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empregada para distinguir as principais fragOes de histo -

desde aquela proposta

nas, varia na literatura recente,

por Johns & Butler (1962), até a proposta ultimamente no

Ciba Symposium on Structure and Function of Chromatin (Lon

dres, abril de 1974). Nesta tese entretanto, sera empre-
gada uma nomenclatura que tende a popularizar-se. Ela se
;%Seia na composi¢ao de aminodcidos de histonas indivi-
duais e emergiu das discussoes de investigadores reunidos

na primeira Gordon Research Conference on Nuclear Proteins,

Chromatin Structuré and Gene Regulation (Beaver Dam, Wis-

consin 3-7 de julho de 1972). Assim, o nome de cada histo

na & dado por um cddigo de trés letras que representam em

ordem decrescente os aminoidcidos mais abundantes ou mais

caracteristicos da respectiva molécula. Desde que cada

! . :
aminodcido é representado por uma letra (lisina = K; alani

na = A; arginina = R; prolina = P; leucina = L; acido glu-
tamico = E; glicina = G; serina = S), as combinagOes mais
usadas para dar nome as cinco histonas comuns sao: KAP,
KAS, LAK, ARE & GRK. Deve notar-se entretanto que como a
composigao de aminoacidos de algumas histonas pode variar
em fungao da fonte de obtengao, haverd cddigos diferen —

proxima

es para uma mesma histona a nao ser que em uma
onferéncia se resolva dar a cada histona o cddigo da cor-
respondente extralda de uma fonte padrdo, timo de bezerro,

‘por exemplo. Na Tabela I (Huberman, 1973), & dada a cor-

respondéncia entre as varias nomenclaturas em uso na lite-

ratura atual.



TABELA I
Correspondéncia entre as viarias nomenclaturas de histonas em uso na literatura atual
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mico.

Com exce¢au da nistona ARE as outras f

ragoes

obtidas dos mais variados organismos, nao possuem cisteina

na molécula. Recentemente porém, detectou-se este aminoa-

2ido na moléculy da hiswona GRX Jde eguinoderma; (Senshu,

1971; Johnson et al., 1973a; Wouters-Tyrou, 1974). A

té [}

momento, esta parece ser a Gnica excegao a regra de que sb

a histona ARE possui cisteina.

A principal interagao que associa hi

a DNA na cromatina & de carater iodnico, ou seja, in

stonas

tera -

¢ao entre grupos amidonio e fosfato. Assim, os . processos

para dissocia-las da cromatina empregam alta forga
geralmente com soluqaes de NaCl {(Ohlenbusch et al.,

ou solugdes diluidas de acidos fortes, HCl e H,50,.

idnica,
1967)

O em-

prego de acidos fracos (acidos acético, férmico, orto fos-

férico, acido citrico e outros) nac parece conveniente pa-

ra este proposito ja que resulta na extragao quase

seleti

va de uma das fragdoes, a extremamente rica em lisina (his-

tona KAP) (Davidson & Butler, 1954; Daly & Mirsky,

1955;

Johns & Butler, 1962; DeNooij & Westenbrink, 1962; Johns,

1954; Murray, 1966; Hnlica, 1967). A extraqéo seletiva

da histona KAP por acidos fracos, bem como em condiqaes de

baixa forga idnica (0,5-0,6 M NaCl) (Giannoni & Peacocke,

. 1963; Lucy & Butler, 1955; Commerford et al., 1963),

além

de sua peculiar solubilidade em TCA 5% ou PCA 5% (Ui,1957;

Hnlica et al., 1962) sugerem que esta histona deve

asso-

ciar-se com DNA na cromatina de forma difexente da de ou-

tras fragoes.
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Via de regra, os processos de extragdo de
histonas a partir de nicleos ou de preparagbes de cromatj
na de varias fontes, se iniciam por uma lavagem exaustji
va do material de partida com solugdes salinas diluidas,
ou bem com solugdes tamponadas diluidas, para eliminar e

ventual contaminagao com proteinas nao-histonas

sollveis
en écidog fracos diluidos (Murray, 1965; Hnlica, 1967;
Butler et al., 1968; Stellwagen & Cole, 1969}. O mate-
rial restante & entdo extraido com HCl ou H,SO,. As his-

2774

tonas sdo entdo recuperadas por precipitagdo com aceto-

na ou com TCA 20%, ou ainda por didlise e posterior liofi

lizagao. O emprego de HCl ou H,80,, €& varidvel de autor
para autor. Solugdes de HCl 0,2-0,25 N sdo muitas vezes
preferidas as de H,50, 0,4 N j3& que sulfatos de histo -

nas mostram tendéncia a formar agregados (Ui, 1957). Ape-

sar disto solugdes de H,80, solubilizam menos protelnas

nao-histonas de origem nuclear e fornecem portanto prepa-
ragdes menos contaminadas (Murray, 1966; Hnlica, 1967;

Bonner et al., 1968a,b).

Os métodos empregados inicialmente na reso-
lugdo de histonas levaram a uma série de discrepancias e

de diividas sobretudo a respeito da heterogeneidade destas

proteinas. Assim, Cruft et al.(1957) detectaram seis ban

das de histonas. Neelln & Connel (1959), Neelin & Bu-

tler (1961), usando eletroforese zonal em géis de amido,

detectaram entre 16 e 18 bandas a partir de varias fontes.

Johns et al. (1961), detectaram 22 bandas.

O achado de

numerosas fragdes de histonas tornou-se interessante ja

4

»

2}

K
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que preenchia um requisito importante da hipdtese de regu-
lag3o da expressao do genoma por histonas (Stedman & Sted
man, 1950, 1951), ou seja, a existéncia de histonas em ni-
mero suficiente para gue em combinagoes, fossem capazes
de contirolar eno:me numero de genes no genoma de eucario-

tos. Mais recentemente, entretanto, este numero de ban-

das pode ser considerado exagerado. Preparagoes de croma-
tina vém muitas vezes contaminadas com proteases (Reid &
Cole, 1964; Furlan & Jericijo, 1967; Panyim et al., 1968)

ds quals as histonas, por n3o possuirem uma rigida estrutu
ra tercidria, s3o particularmente sensiveis, acrescen -
tando-se a isto o fato de que a prdpria metodologia de
resolugado empregada inicialmente ndo era adequada para a
analise de histonas (Panyim et al., 1971). Provavelmente,
estas complicagdes contribuiram para a confusdo que  exig
tiu durante algum tempo a respeito do numero real de clas-

ses de histonas que estariam agregadas a cromatina.

Presentemente, a metodologla disponivel mos-

tra que o complemento de histonas € resolvido em cinco fra
¢des principais, varias das quais mostram heterogeneidade

(Panyim et al., 1971). A ordem dessas bandas extraidas de

nicleos de mamiferos, quando analisadas em géis de  poli~-
acrilamida, migrando do polo positivo ao negativo &: KAP,
.

KAS, LAK, Um afastamento na escala evolutiva

ARE, GRK.

do filo mamifero revela que a mobilidade eletroforética da
histona KAS aumenta e a da histona LAK diminui (Panyim et

al., 1971), de forma que em Drosophila por exemplo,a ordem
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anterior passa a ser KAP, ARE, LAK, KAS, GRK (Cohen &

Gotchel, 1971).

Os problemas antes mencionados a respeito de
isolamento e resolugao de histonas, levaram a resulta -
dos contraditbérios guando se tratou de responder a ques-
tdo de se havia ou ndo especificidade de bandas com rela-
¢a8o a tecidos ou mesmo a espécies. Kinkade & Cole (1966);
Purkayastha & Neelin (1966) e Kinkade (1969) sugeriram a
existéncia de histonas especificas de tecido para teci-

do bem como de espécie para espécie. Contrariando estes
resultados, Hnlica (1966); Hnlica et al. (1966a) e McGilli
vary (1968) mostraram evidéncias de que histonas sao cons-

tantes de espécie para espécie.

»!

As estruturas primarias da histona ARE e
GRK foram altamente conservadas através da evolugao. (DelLan
ge et al., 1969b; Hnlica, 1972; Brandt & Von Holt, 1972;
DeLange et al., 1973; Hooper et al., 1973). A estrutura
primdria da histona GRK de organismos evolutivamente tao
afastados quanto feljao e bezerro (timo) difere somente
em dois aminodcidos num total de 102 (DeLange et al.,196%b)
A determinagdo da sequéncia de aminodcidos da histona ARE
de timo de bezerro (DeLange et al., 1973), de frango(Brandt
& Von Holt, 1972) e de carpa (Hooper et al., 1973), mos-
tra que a de frango e carpa tém sequéncias idénticas e
que diferem da de timo no res{duo Ser 96, que em timo é

Cys. A seguéncia de 50 resl{duos a partir de N-terminal da

histona ARE de tubarao, de um molusco, de um equinoderma e

»

————
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de graos de pdlen foram comparadas com a de 50 residuos
correspondentes da histona ARE de timo de bezerro. O resi

duo tyr 41 da histona de tubarao, molusco, eguinoderma e
timo, em grao de pdolen & Phe. O restante da sequéncia é
comum 3 histona ARE de todas essas fontes estudadas(Brandt,

et al., 1974).

Especificidade entre espécies e tecidos fo-
ram observadas nas histonas KAP, LAK e KAS e isto nado pare
ce ser devido a artefatos metodoldgicos. A histona KAP
de Drosofila tem mobilidade eletroforética notavelmente me
nor que a de timo de bezerro ou a de embriado de ourigo do
mar. Isto se deve tanto ao seu maior éeso molecular co-
mo a sua menor basicidade (Cohen & Gotchel, 1971; Oliver &
Chalkley, 1972a). Em embrides de ourigo do mar no  esta-
gio de pluteus, foram encontradas duas histonas KAP, que
contém significativamente mais acido glutadmico que a cor-
respondente de timo de bezerro e s3o também menos basicas
qgque a histona KAP da cromatina do esperma de ourigo (John
gson et al., 1973a). Em tecidos tumorais e sadios de rato,
foi detectada uma histona KAP que & especifica de tecidos

de rato (Sluyser & Hermes, 1973). A comparagao de histo
na KAP de virios tecidos de bezerro mostra a existéncia de
microheterogeneidade especifica nos varios tecidos (Kinka-
de & Cole, 1966; Kinkade, 1969; Panyim & Chalkley, 1969).

Embora na maior parte das vezes as diferengas interespeci-
ficas encontradas nas histonas KAP, LAK e KAS se baseiam u

nicamente em dados de mobilidade eletroforética (Panyim
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et al., 1970; Panyim et al., 1971; Rall & Cole,1971; Bai-

ley & Dixon, 1973) recentemente foram também obtidos da-
dos sobre sequéncia de aminodcidos. Em gonadas de machos
de ouri¢o 4o mar foi determinada a sequéncia parcial de
uma nova histona que extraida quimicamente pelo proces-
80 de Johns (1967), se comporta como a histona KAS. No en
tanto a sequéncia determinada difere da correspondente da
histona KAS de timo de bezerro (Strickland et al., 1974).

Grande parte das histonas especificas de tecidos estdo con
finadas a células da linhagem germinativa de machos. Nes-
te sentido, & ilustrativo o que acontece na maturaqao de
espermatozoa em peixes, quando todas as histonas s3ao subs-
tituldas por protaminas (Felix, 1960; Hnlica, 1967; Dixon
& Smith, 1968) protelnas altamente biasicas, com contel-
do de arginina e lisina mais alto que o de histonas e de
peso molecular de 3-4 vezes menor. A substituigdao de his-
tonas por protaminas durante a maturagao de esperma parece
ser um caso particular de um mecanismo mais geral no qual
- histonas somdticas sdo substituldas por protaminas ricas
em arginina com composigao especifica de aminodcidos (Hnli-
ca, 1967; Bloch, 1969). Assim, por exemplo, histonas espe
cificas foram encontradas no esperma de moluscos (Subirana,
1973) e de viarias espécies de ourigo do mar (Paoletti &
Huang, 1969), mas nao em seus tecidos somdticos. O mes-
mo ocorre durante a formagao e maturagdao de espermatozoa de

rato (Marushige & Marushige, 1975).

Um dos mais bem documentados e importantes

exemplos de histona especifica de tecido é representado

» !
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*
pela histona KSA  (histona rica em lisina, serina e alani-
na, ou histona F2¢ ou histona V) de eritrdcitos nucleacos

de aves. A existéncia desta fragao fol primeiramente pro

posta por Stedman & Stedman (1950, 1951) ao comparar o
alto conteiido de arginina de uma das fragoes isoladas de

eritrdcitos de galinha, com fragoes similares provenien-—

tes de timo de bezerro. Posteriormente Neelin & -Butler

(1961) confirmaram este fato analisando por eletroforese em
géis de amido as fragoes extralidas de eritrdcitos de gali-

nha, guando detectaram a existéncia de uma banda ausen-—

te nos demais tecidos desse animal. A composigdo de amino

dcidos desta fraqéo foi detexrminada por Neelin et al.,

(1964) como sendo a fragao V e por Hnlica (1964) como fra-

¢ao F2c. A fragao KSA (V, F2c) ocorre em eritrdcitos nu-

cleados de virias espécies de aves, mas nao em outros teci

dos desses animais (vVidalir & Neelin, 1968; Purkaxas-

tha & Neelin, 1966; Neelin, 1968).

A histona KSA & sintetizada durante o proces
so de maturaqéo do eritrdcito, mesmo depois de terminada a

sintese de DNA (Appels & Wells, 1972; Seligy et al., 1973;

Moss et al., 1973) sendo facilmente detectada em reticuld-

citos e em eritrdcitos maduros mas n3o na medula Ossea ou

* A histona especifica de eritrdcitos nucleados de aves
(F2c ou fragao V), nao foi discutida na Conferéncia de
Beaver Dam. Os aminodcidos mais abundantes dessa histo
na em eritrdcitos de frango, sao em ordem decrescen—
te, lisina, alanina e serina (Wilhelm et al., 1971).Des
ta forma, a essa histona corresponderia o cddigo KAS.
Como este 33 foi dado na citada Conferéncia &  histona
F2b, nesta tese deu-se d histona especifica de eritrdci
tos nucleados, o cddigo KSA para diferencid-la da homd-
nima.
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no bago (Neelin, 1968; Edwards & Hnlica, 1968; Dick &

Johns, 1969).

Uma possivel e gradual substituigao da his-

tona KAP pela histona KSA durante a maturagao do eritrdci
to, foi-'posta em evidénclia, n3o sb devido 3 semelhanga en-
tre estas duas histonas, mas principalmente devido a ob-
servagaoc de que ocorrem perdas quantitativas da histona
KAP durante a diferenciagdo dessas moléculas (Mazen & Cham
pagne, 1969; Dick & Johns, 1969; Mazen & Chémpagne, 1972).
Este fato foi mais recentemente investigado por Moss(1974).
Seus dados sugerem que possa haver populagdoes distintas de
histonas em eritrdcitos embrionarios maduros. As histo -
nas KSA e KAP variam de 15% e 9% respectivamente em célu-
las embrioné;ias para 21% e 6% em células adultas, enquan-
to as outras histonas permanecem constantes. Desde que a
remogao seletiva de histonas KAP e KSA da cromatina de eri
trocitos maduros aumenta sensivelmente suas propriedades de
"template" (Seligy & Neelin, 1970; Gasaryan & Andreeva,bl1972;

Bolund & Johns, 1973; Seligy & Miyagi, 1974), & possivel

pensar que o aumento de condensagdo da cromatina bem como
a queda de eficiéncia para funcionar com "template” que
ocorrem durante a diferenciaqéo celular, estejam relacio-
nados com a interagao da histona KSA com a cromatina devi

do a seu ac@imulo durante a maturagdo. Na verdade, a remo-

¢ao seletiva da histona KSA fol correlacionada com varia-
¢Oes na conformagao e disponibilidade de grupos fosfato
na molécula de DNA (Seligy & Miyagi, 1974; Willyams et al.,
1972; Seligy & Lurquin, 1973).

Entretanto, os dados de

¥,
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ativagao da fungao de "template" da cromatina de eritrdci-

to apds a remogao da histona KSA, obtidos por medidas de

hibridizagdo DNA-RNA e por ligagado de corantes intercalan
tes (Seligy & Miyagi, 1974; Seligy & Lurquin, 1973), mos-
tram que cromatina ativada funciona aproximadamente da

mesma forma que cromatinas altamente ativas na fungao de
"template", como a de figado e a de eritrdcitos imaturos,

mostrando que o "template"” de eritrdcito diferenciado nao
deve sofrer alteragoes drasticas durante o processo de ma-
turagao. Desta forma, o papel proposto para a histona KSA
na restrigdo do papel de "template” da cromatina de eritrdo
cito adulto ndao deve consistir meramente num aumento da
proporgao dessa histona no material proteico agregado a
cromatina. Uma possibilidade para a qual existem evidén-
cias, & que ocorram modificagdes enzimdticas que possam me
diar a ligagdo da histona KSA ao DNA ou & outras protel -
nas da cromatina ou ainda a aﬁbos, por redugdo de cargas

basicas chaves, através de fosforilagdo de residuos de se-
rina ou por acetilagdo de e-amino grupos de lisina (Seligy
et al., 1973; Seligy & Neelin, 1973; Williams & Seligy,

1973).

Histonas de composigdo similar, mas ndo idén

tica & da histona KSA de eritrdcito de galinha foram encon

tradas em eritrdcitos de.peixes e sapos (Edwards & Hnlica
1968) e em esperma de ourigo do mar (Hnlica, 1967; Palau,
Ruiz-Carrillo & Subirana, 1969; Paoletti & Huang, 1969).Na
glédndula de seda posterior de Bombix mori, foi também

’
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detectada uma histona similar 3 histona KSA (Yoshida et

al., 1966; Yokotsuka et al., 1968).

Greenaway & Murray (1971}, detectaram hetero
geneidade e polimorfismo na histona KSA de eritrocitos de
galinha. Esta, cromatograficamente é resolvida em dois
componentes, um com glutamina e outro com arginina na posi
gdao 15 a partir de N-terminal. Um estudo deste tipo numa
familia de galinhas sugeriu que a heterogeneidade cromato-
grdfica & de origem genética e que devem existir genes ale
los para a histona KSA em eritrdcitos. A heterogeneidade
da histona KSA lembra de varias formas a ja comentada da
histona KAP de varios organismos. Esta similaridade suge-
re que as duas histonas possam ter a mesma origem e que o
polimorfismo detectado para estas duas proteinas, embo-

ra aumentando o nimero de bandas bioquimicamente detecta

veis, deve conferir-lhes um papel menos complexo nas fun- '

¢oes bioldgicas que elas possam desempenhar, o que por sua
vez favorece a hipdtese de que histonas desempenhem na cro
matina um papel estrutural em vez de regulatdrio (Greena-
way & Murray, 1971). Na realidade o exato papel de histo-
nas no gue tange a manutengao da estrutura da cromatina ou
ao processo de requlagao de expressao do genoma durante a
diferenciagao, estd longe de ser claramente elucidado. A
variedade de modelos propostos na literatura que tentam ex
plicar a fungdo de histonas na estrutura enormemente com—
plexa que & a cromatina, demonstra, que apesar do gran-

de nimero de dados levantados estes sdo poucos para que

~& -
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seja possivel formar uma idéia clara e precisa sobre a

real fungdo dessas proteinas.

3. A SINTESE DE HISTONAS

Caracteristicamente, histonas sao encontra
das prinéipalmente no niicleo de células somaticas de euca-
riotos agregadas a DNA na cromatina. Entretanto, a locali
zagao extranuclear de histonas fol descrita em algumas oca
sides, embora em varias delas, as proteinas descritas co-
mo sendo histonas, s3o provavelmente proteinas estruturais
do ribossomo,cujo comportamento eletroforético e composi
gao de aminodcidos sao sémelhantes aos de histonas (Ansley
et al., 1969). Lindsay (1966), 'estudando proteinas basi-
cas extraidas de rﬂ%msams conciuiu que as histonas encon-
tradas na cromatina s3o também encontradas em ribossomos On
de exerceriam um papel regulatéfio. A possibilidade de
que as proteinas descritas como histonas poxr Lindsay(1966),
sejam na realidade material de estrutura ribossdmica, ndo
pode ser descartada, ja que suas inferéncias tém como base
unicamente dados de eletroforese zonal em géis de amido.En
tretanto, dados posteriores de Gurley & Hardin(1968)mostra
ram a existéncia de um "pool"nao cromatinico da histona KAP
em células de cultura de hamster. A investigagdo em ribosso-
mos e polissamos obtidos de citoplasma livre de DNA, mostrou
que a histona KAP estd ligada a essas particulas sem fazex
parte de sua.estutura. A histona KAP purificada de riboso-
mas fol identificada como tal ndo somente por dados de mo-~

bilidade eletroforética mas por andlise de aminoacidos
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(Gurley et al., 1970). A histona KAP de ribosomas em célu-
las de hamster & metabolicamente diversa da extraida de cro
matina ou nucleoplasma dessas células, j& que em experimen
tos de pulso com precursores radioativos, mostrou ser mails
"velha" que as histonas KAP de nucleoplasma e cromatina. O
grau de fosforilagio desta histona € nuito menor que o da
histona KAP de cromatina e parece que ela representa aproxi
madamente 10% do total de histona KAP da célula total (Gur-
ley et al., 1973a). Até@ o momento, este parece ser o Gnico
caso convenientemente documentado da existéncia extranuclear

de histonas.

Devido & sua localizagao quase que exclusiva
mente nucleaf, pareceu ldgico iniciar a investigagdo do lo-
cal de sintese de histonas, nessa organela. Assim, a in-
corporagao de aminodcidos radioativos em niicleos isolados
foi observada em células de timo de bezerro (Allfrey & Mirs
ky., 1957; Reid & Cole (1964); Reid et al., 1968) e em célu-
las politénicas de dipteros {Sirlin & Schor, 1962a; Sirlin
& Schor, 1962b; Ristow & Arends, 1968; Helmsing, 1970; Ces
tari & Pavan, 1970). Experimentos sobre a cinética de in-
corporagao de aminodcidos radioativos no niicleo de  célu-
las Integras de semente de feijao e de tabaco levaram a
Birnstiel & Flamm (1964) a propor o nucléolo como comparti
mento nuclear onde seriam sintetizadas histonas. Resulta
dos semelhantes obtidos no hepatoma de Novikoff, por Hnli-
ca et al. (1966b) fazem supor o nucléolo como sendo o "lo-

cus” de sintese de histonas nesse sistema. Embora varias
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criticas possam ser feitas com relagao a metodologia empre-
gada para detectar sintese nuclear de proteinas, os dados
de Reid & Cole (1964) e Reid et al. (1968) parecem indi-
car, que, a sintese de pelo menos histonas ricas em lisina,

& nuclear em células de timo de bezerro.

Contrastando com os resultados obtidos ao es
tudar incorporagdo de aminodcidos radioativos em niicleos, a
sintese citoplasmitica de histonas fol detectada em uma sé-
rie de sistemas. Experimentos de Robbins & Borun (1967) e
de Nemer & Lindsay (1969) mostraram que em células Hela e
em embrides de ourico do mar, histonas sao sintetizadas no
citoplasma numa classe de polirribosomas contendo de 5-6 ri
bosomas e em épocas definidas do ciclo celular. Helmsing
(1971) mostrou evidéncias de que em células politénicas de
glindulas salivares de diptero D. hidey histonas sao tam-—
bém sintetizadas no citoplasma. Presentemente os dados da
literatura que sugeriram o niicleo como "locus" de siIntese de
histonas em alguns sistemas, tendem a ser abandonados em fa
vor de resultados mails convincentes obtidos em citoplasma.A
pesar disto, ndo parece que a questao esteja.encerrada a
este respeito. Os controles experimentais sobre contami-
nagao citoplasmitica feitos por Reid et al. (1968) ao  in-
vestigar sintese de histonas em niicleos de timécitos 830
bastante cuidadosos, de férma que a tendéncia atual de res-
tringir a sintese de histonas ao citoplasma, adquire a fei-
¢do de preconceito.

Estudos em células mitSticas mostram que e~

xiste uma estreita relagao entre sintese de histonas e
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sintese de DNA. Spalding et al. (1966) estudando a bios -
sintese de protelnas acido soliveis extraidas de nicleos de
células HelLa sincronizadas mostrou que a massa bem como a
atividade especifica das varias bandas analisadas em géis
de poliacrilamida aumentam notavelmente no perfodo de sin-
tese de DNA. O mesmo tipo de associagdo entre sintese de
DNA e ﬁistonas foi demonstrado em cultura de células de

Tetrahymena piriformis (Lee & Scherbaum, 1966), bem como em

uma série de outros sistemas (Robbins & Borun, 1967; Takai
et al., 1968; Gallwitz e Mueller, 1969; Gurley et al.,1972;

Kemper & Rich, 1973).

Entretanto, paralelamente 3 verificagdo ' da

sincronia de sintese de DNA e histonas uma sé@rie de dados

pds em evidénclia que esta relagdo biossintética pode  nao
ser tao restrita. Umaha et al. (1964) observaram siIntese
de histonas antes da onda de sintese de DNA em células de
figado de regeneragao. Da mesma forma, em células de tu-
mor ascitico de Ehrlich quando infectadas pelo virus de

Maus-Eberfeld, observou-se estimulagdo da sintese de his-

tonas sem que a de DNA fosse alterada (Holoubek & Rueckert,
1964).

Estes dois resultados porém, devem ser encara -

dos com cuidado, jd que eles foram obtidos estudando pro-
teinas basicas nucleares &cido soliivels, sem ulterior fra-
cionamento. Uma eventual contaminagdo por proteinas  nao
histonas durante a extragao poderia em parte explicar es-

sa sintese assincrdnica. Apesar de ressalva anterior ob-

servagoes mals confiaveis foram realizadas por outros autores.

¥
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Chalkley & Maurer (1965}, estudando sintese de histonas em
tecidos que nao sintetizam DNA bem como em células de taba
co em gque a sua sintese havia sido inibida por 5-fluordeso
xiuridina, observaram ao fracionar higtonas por um proces
so cromatografico, que nessas condig¢des ndo eram sinteti-
zadas histonas ricas em lisina mas sim as ricas em argini
na. A uma conclus3o semelhante chegaram Spalding et al.
(1966) ao inibir sintese de DNA com ametopterina ou timidi
na em células HeLa. Apds a inibicdo, trés fragoes de his-
conti-

tonas separadas por eletroforese em poliacrilamida

nuavam sendo sintetizadas. Sadgopal & Bonner (1969), tam
bém em células HeLa, observaram sintese extensiva de histo
nas ricas em arginina apds o blogueio da sintese de DNA

(1972) estudan-

com timidina. Entretanto, Gurley.et al.
do a sintese de histonas em células de hamster chinés em
cultura, sincronizadas na fase G1 segundo o método "isoleu
cina limitante" desenvolvido por Ley & Tobey (1970) e
Tobey e Ley (1971), (citados em Gurley et al., 1972) com o
qual & possivel sincronizar em G, 100% dessas células durante lon-
gos periodos, mostraram que na fase Gl existe sintese de
histonas, mas a velocidade de sintese & somente 2% da da
fase S. A explicagdo que Gurley et al. (1972) oferecem pa
ra estes resultados conflitantes & que provavelmente, os
processos de sincronizaqéo quimica com drogas que inibem a
sintese de DNA, nao produzem células que bloquimicamente es
tejam em Gl' mas sim células em fase S cujo progresso atra
vés dela foi blogqueado pela droga empregada para sincroni-
sintese

zar, a cultura. Isto explicaria a detecgao de
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exagerada de histonas em células supostamente sincroniza-
das na fase G;. Os dados acumulados até o momento, permi
tem supor que histonas sao principalmente sintetizadas na
fase de replicagdo de DNA ou em sua proximidade, e que pro
vavelmente algumas delas possam ser sintetizadas independen
temente da sintese de DNA. Nao se pode no momento discer
nir com base nos dados disponiveis, se essas bandas de
sIntese assincrona desempenhariam papel diferente do das
outras, cuja fungdo deve ser fundamentalmente a de manter

a estrutura da cromatina.

Estudos para determinagdo “turnover"de his-
tonas mostram que este & muito lento quando comparado com
o de outras protelnas. Em céluias de cultura de hamster to
das as histonas sofreram "turnover" quando a sintese de
DNA foi inibida (Gurley et al., 1968; Gurley et al. 1972).
A histona KAP em células sincronizadas na éasé G1 pelo mé-
todo fisoleucina limitante" parece sofrer "turnover" ndo
a;oplado a3 sIntese de DNA; a vida média dessa histona - em
células sincronizadas em Gy €& de 91 horas quando no mesmo
tipo de célula em crescimento exponencial & de 80 horas
(Gurley & Hardin, 1970). A histona KAP & a que tem “turn
over"” mais rapido e o mais lento & o da histona LAK, cuja
vida média € de 187 horas em G, (Gurley et al., 1972). Em
cultura de células sincronizadas de hamster, guando elas
s3o bloqueadas com timidina no inicio da fase S, ndo sinte
tizam DNA, mas 830 extremamente ativas na sintese de histo

nas (Gurley & Hardin, 1968); este fato @ acompanhado de

&
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um “"turnover" mais ra@pido de histonas (Gurley & Hardin,

1969), o que indica que deve existir intercdmbio de histo-

nas recém sintetizadas com aquelas agregadas a cromatina
no momento em que & inibida a sintese de DNA.
4. MODIFICACOES QUIMICAS DE HISTONAS "IN VIVO"

Todas as evidéncias experimentais indicam

que as histonas devem ser removidas, para que o0 DNA fun-
cione como"template” na sIntese de RNA. Desta forma, du~
rante o processo normal de diferenciagao celular, deve e-
xistir um mecanismo gue permita a.remoqao seletiva e no mé
mento conveniente, de histonas para que regides determina
das do genoma sejam transcritas. Alguns dos mecanismos pro
postos para explicar esta remogao;se baseiam em experimen
tos que demonstraram ser possivel alterar a agao represso-
ra de histonas "in vitro"” ao modificd-las quimicamente em
tubo de ensaio. Uma intepsa investigag¢do foi iniciada pa-
ra detectar modificagbes quimicas de histonas "in vivo"des
de que Allfrey & Mirsky (1964) observaram que a transfor-
magao de histonas em "histonas ricas em arginina” por gua-
nidilagao parcial e-NH, livres em residuos de lisina, po-
dia diminuir significativamente o efeito repressor das pro
tefnas originais na transcrigdo de RNA. A mais importan
tes modificagGes detectadas sdo a metilagao (Allfrey et
al., 1964; Kim & Park, 1965); acetilagao (Allfrey et al.,
1964) e fosforilagao (Kleinsmith et al. 1966; Stevely &

Stocken, 1966).
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4a. METILAGAO

Em 1962 foi detectada a existéncia de um ami-
nodcido nao identificado nas histonas ARE, GRK e LAK de ti-
mocitos de bezerro (Murray & Luck, 1962). Observou-se mais
tarde, que este aminodcido, €-N-metil lisina, originava-se
por metilagdo a partir de metionina (Allfrey et al., 1964;
Murray, 1964) sendo S-adencsil metionina o doador 1n£erme—
didrio (Kim & Paik, 1965). Além de residuos monometilados
de lisina, foram detectados residuos di (Paik & Kim, 1967)e
trimetilados (Hempel & Lange, 1968) em timbcitos de bezer-
ro e em eritrdcitos de galinha. Além de iisina, residuos
de arginina também sao metilados em w-NHz, em histonas pou-
co ricas em lisina de flgado de rato e em timbcitos de be-
zerro (Paik & Kim, 1970a; Paik & Kim, 1970b). Residuos de
3-metil-histidina foram também detectados nas histonas KAP

e KSA de eritrdcitos imaturos de aves (GERSHEY et al.,1969)

A andlise sequencial de diversas fragdes de
histonas, indica que, ndao s& a metilagdo, como também as ou
tras modificagdes quimicas observadas em histonas, ocorrem
em res{duos especificos e sua extensio depende da espécie,
tecido e talvez da atividade funcional das células estuda
das (Shepherd et al., 1971). Foi também demonstrado que
preparagoes de niicleos e de cromatina incorporam grupos me-
tila "in vitro". Esta incorporagdo ocorre em presenga de
S-adenosil metionina sem que seja necessidrio fornecer ao
meio nenhuma outra fonte de energia (Sekeris et al., 1967).

A metilagao "in vitro" requer Mg+2 @ seu pH otimo & 9;

s \

© & Davies, 1969).
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nessas condigdes parece que todas as histonas sao monometi-
ladas em residuos de-lisina, principalmente a histona ARE.
Isto, coincide com o que se observa "in vivo"”, quando histo
nas ricas em arginina sao os sitios primdrios de metila -
¢do (Delange et al., 1969a; Delange et al., 1970; Patterson
Preparagoes de metilases (de histonas) fo
ram usadas para metilar residuos de lisina em proteinas ri-
bosomais e em proteinas da cromatina de células de tumor as
citico de Ehrlich (Comb et al., 1966). Varias das prepa-
ragdes de metilases obtidas sao capazes de metilar "in vi-
tro" residuos de arginina de diversas formas (guanidil meti
la e N-metil guanidil metila), mas sao incapazes, pelo me-
nos nas condi¢des de estudo empregadas, de metilar resi-

duos de lisina (Paik & Kim, 1968; Paik & Kim, 1969; Paik &

Kim, 1970c).

Em 1970, Turner & Hancock (citado em Wilhelm
et al., 1971) mostraram que a atividade de metilagéo de his
tonas em tecidos altamente proliferativos (embrido e célu -
las tumorais) & malor do que em células adultas normais, o
que poderia indicar uma correlagao entre metilagido, de his-
tonas e o processo de divisao celular. Entretanto, os da -
dos existentes nos diversos Bistemas estudados, nao  pare-

cem mostrar correlagdes mais evidentes entre metilagao de

histonas e as propriedades "in vivo" do DNA na cromatina.Sem

duvida, a interagdo de histonas com os demais componentes
da cromatina, deve ser modificada quando da metilag&o de
res{duos especificos e certamente esta modificagao deve
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ter um papel determinado no controle dg transcrigao. Pare-
ce entretanto prematuro, em vista do pequeno nimero de da-
dos disponiveis, inferir uma fung¢ao concreta para a metila-

Gao no processo de diferenciagdo celular.

4b. ACETILACAO 3

Este tipo de modificagao quimica ocorre prima
riamente de duas formas, ou seja, a acetilagdo N-terminal nas
histonas KAP, LAX e GRK (Hnlica, 1967) e a acetilagao em
€-NH, de residuos de lisina nas histonas ARE, GRK e LAK
(Vidal£ et al., 1968; Gershey et al., 1968; DelLange et al.,
1969a; DeLange et al., 1969b). A histona KAP nao € pratica
mente acetilada quando comparada com as outras frag¢des. Is-
to ocorre em mamiferos (Hnlica, 1967; Liew et al., 1970)bem
como em todos os estigios do inicio de desenvolvimento em-
briondrio de ouri¢o do mar (Johnson et al., 1973b). Este
fato & importante j& que a acetilagao de histonas ocorre
no nicleo (Gershey et al., 1968) e a atividade acetil trans
ferasica de histonas foi detectada associada a cromatina
em experimentos "in vitro" em timdcitos de bezerro (Miller
et al., 1973). Sendo assim, & bem provavel que a acetila- &
¢ao unicamente no residuo terminal detectada na histona KAP
se deva & localizagao ou a forma como esta proteina intera-
ge com o DNA na cromatina. E bastante significativo, o fa-
to de que a histona KAP dissociada da cromatina seja aceti-
lada quando incubada com preparagbes de acetil transferase

de histonas, em c—NH2 de residuos de lisina da forma camo ocorre
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com as outras fragoes de histonas “"in vivo" (Bondy et al.,
1970; Gallwitz & Sures, 1972). Sem divida este tipo de re-
sultado sugere fortemente que a interag¢ao da histona KAP
com os componentes da cromatina & diferente daquela que de-

ve ocorrer com as demais fragoes.

b acetilagdo de histonas nucleares foi detec-~
tada em varios tecidos de mamiferos (Marzluff & McCarty,
1970; Takaku et al., 1969; Pogo et al., 1968; vidali et
al., 1968) bem como em embrides de ourigo do mar. A compa-
ragao dos padroes de acetilagdo de histonas nestes dois sis
temas, mostra uma extrema semelhanga, sugerindo que este
processo & evolutivamente bastante conservado e provavelmen
te relacionado com uma fungdo cromossomica comum (Johnson et

al., 1973b).

Correlagdes temporais entre a acetilagao de
histonas e atividade génica foram observadas numa série de
casos. Assim, a acetilagdo de histonas & muito mais in=-
tensa em fragoes da cromatina que sdo mais ativas na sinte-
se de RNA (Allfrey & Mirsky, 1963). Da mesma forma, obser-
vou-se que durante a ativagao génica, a mudanga da capacida
de de "template" da cromatina & precedida por uma enérgica
acetilaqso de histona ricas em arginina (Allfrey, 1971).
Outra observagao neste sentido mostra que a acetilagao par—
cial de histonas era capaz de restringir sua atividade re-
pressora-na transcrigao de RNA "in vitro", e que esse efei-
to era proporcional 3 extensao da acetilagao (Allfrey et

al., 1964). Apesar destas evidéncias, varios autores nao
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conseguiram encontrar correlagao entre acetilagao de histo-
nas e Qdesrrepressao da cromatina na sintese de RNA(Ellgaaxd,
1967; Gallwitz & Sekeris, 1969; Clever & Ellgaard, 1970) .Par
ticularmente importante neste sentido & a observagao de
que crawssomos politénicos de glandulas salivares de dipte-
ros sao acetilados "in vivo" (Allfrey et al., 1968; Clever
8 Ellgaard, 1970), mas que essa incorporag¢ao de acetato nao
se localiza sobre os "puffs” de RNA existentes no cromosso
mo nem sobre os induzidos por a¢ao hormonal, sugerindo que
©° mecanismo de abertura dos "puffs" e a subsequente sinte~
se de RNA, independem da acetilagao de histonas (Clever &

Ellgaard, 1970).

Estudos sobre a acetilacado da histona GRK,
mostram que este tipo de modificagdo & um evento pds-sinté-
tico (Allfrey, 1966) que parece ocorrer imediatamente apds
a biossintese do polipetidio na mesma fase é em que ele é
s;ntetizado (Shepherd, 1973). O incremento na acetilagao de
histonas na fase S nao parece ser acompanhado por altera
¢Oes importantes na atividade de acetiltransferases (Noland
et al., 1971) o que sugere que este efeito se deva a maior
disponibilidade de substrato (histonas recém sintetizadas)

durante a fase S (Shepherd, 1973).

A acetilagao de histonas é uma modificagao re
versivel no sentido de que os grupos acetila nao permane-
cem indefinidamente ligados ao polipeptidio, mas podem ser
removidos e substituidos sem que aquele se degrade (Allfrey

et al., 1964; Allfrey, 1971). Os mecanismos que controlam
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este “"turnover”, sao pouco conhecidos, mas enzimas que ca-
talisam a acetilagdo (Bondy et al., 1970; pPestana et al.,
1971; Gallwitz & Sures, 1972; Horiuchi & Fujimoto, 1972) e
a deacetilaqSo (Boffa et al., 1971; vidali et al., 1972 ;
Inoue & Fujimoto, 1972) foram descritas e parcialmente ca-
racterizadas. A deacetilagdo, ou seja a velocidade com
que os grupos acetila sao liberados dos correspondentes re
siduos, parece estar sob um controle fisioldgico que  tem
como base a atividade transcripcional da cromatina, da mes
ma forma que o observado em alguns sistemas para a acetila
¢3o. A deacetilagao de histonas & ativada quando cessa a
atividade de transcrigao em granuldécitos de equino  trata
dos com fitohemaglutinina (Pogo et al., 1967}, em eritxo-
citos de aves (Allfrey, 1970) e em esperma de equinodermas
(Wangh et al., 1972); inversamente, ela é suprimida nos
primeiros estdgios da ativagdo génica em células de figa-
do em regeneracgao (Pogo et al., 1968). Estas observagoes

junto com as citadas antes sobre a acetilaqu, indicam for
temente que pelo menos em alguns sistemas, © "turnover” de
grupos acetila em histonas esta estreitamente relacionado

ao processo de sintese de RNA.

As histonas de ratos tratados com um poten=-
te carcinogénico, a fragao B, da aflatoxina, a qual inibe
rapidamente a atividade de RNA polimerase DNA-dependente
(LeFarge et al., 1965), sofrem uma rapida deacetilagao prin
cipalmente as.fragbes ARE e GRK, provavelmente porgque a

droga modifica subitamente os sistemas que controlam as
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enzimas deacetilantes ou talvez a disponibilidade do subs-
trato histona (Edwards & Allfrey, 1973). Analogamente, N-
-metilnitrosouréia, inibe potentemente a tomada de aceta
to por histonas de células Hela (Chilina et al., 1972). E
provivel, embora esta idéia necessite comprovacgao, que
exista alguma relagao entre o rapido efeito sobre a deace-
tilagdao de histonas induzido por drogas carcinogénicas, e
os padroes anormais de "turnover" de grupos acetila obser-
vados em linhagens de células tumorais (Byvoet & Morris,

1971, citado em Edwards & Allfrey, 1973).

Concluindo, a acetilagao de histonas, simi
larmente com O gue acontece com outras modificagoes que
ocorrem nestas proteinas, pode refletir somente um aumen-
to de atividade inespecifica na interagao de histonas com
0s varios componentes da cromatina os quais podem funcio
nar sob a influéncia de estimulos externos (hormdnios por
exemplo), para efetuar modificagoes especificas na trans -

crig3o de "templates” ou na alteragdo da conformagao da

cromatina.

4c. FOSFORILAGAO

Outro mecanismo que pode diminuir a intera-
¢3o entre histonas e DNA, & a fosforilagdao enzimdtica des
sas proteinas. Ord & Stocken (1966) e Kleinsmith et al.
(1966), observaram a incorporagao de fosfato-32P em histo-
nas de figado de rato "in vivo" e em nicleos de células de

timo "in vitro". Fosforilagao de histonas foi também
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observada em células de ovario de hamster chinés (Shepherd,
1970), em vArios tecidos de rato, incluindo tumores (Geor -
gatsos et al., 1968) e em eritrdcitos de ganso (Adams et
al., 1970), para citar alguns exemplos. A fosforilaqéo o—
corre por esterificagao de residuos de serina (Langan,
1968a) e em menor quantidade em residuos de treonina (Orxd &
stocken, 1966), sendo esta modificaqéo efetuada por uma
guinase especifica; fosforilagdo em outros resIduos foi de-
tectada recentemente, e este fato sera comentado mais adian
te. Das fragbes de histonas, a mais fosforilada & a histo-
na KAP (Ord & Stocken, 1968; Stevely & Stocken, 1968), ()
gue contribui parcialmente para a heterogeneidade quimi-
ca observada tanto nesta fragao (Sherod et al., 1970) como
na histona KSA especifica de eritrdcitos (Adams et al.,
1970) e em outras fragoes de histonas (Hnlica, 1967; Langan,

1968a) -

smith et al. {(1973); Formith et al. (1974)e
Chen et al. (1974), mostraram evidéncias da existéncia de
pelo menos duas histona-quinases em niicleos de varios teci-
dos normais de ratos e no carcinosarcoma de Walker-256. To—
dos os tecidos estudados continham uma ou duas dessas quina
ses. Estas enzimas s3o Unicas no sentido de que elas catalisam
reagoes de fosforilagao de histonas de forma diferente das
histona-quinases inicialménte estudadas por Walsh et al.
(1968) e Langan (1968b). As gquinases detectadas por estes
autores formam ligagoes fosfomonoéster  em res{duos de se-

rina e de treonina principalmente da histona KAP e da histona
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KSA sendo essas ligagoes acido-estdvels. Em contrapartida,

as 'quinases observadas por Smith et al. (1973), fosfori -

lam histonas nos dois residuos de histidina (formando 3-fos

fohistidina) existentes na histona GRK e em residuos de
lisina da histona KAP; a fosforilagao em histidina & efe-
tuada por uma histona-quinase de pH 6timo 9,5 e em lisina

por uma quinase de pH &timo 6,5. Estas enzimas, embora te-
nham algumas caracteristicas comuns, sao diferentes. Nao
830 estimuladas por cAMP, ao contrdrio das quinases que
fosforilam serina e treonina (Langan, 1968b). Ambas utili-
zam ATP como doador de grupos fosfatos e sao Mg+2 dependen
tes (Smith et al., 1974). A fosforilagdo em residuos de
histidina da histona GRK e de lisina da histona KAP ocorre
"in vivo”, e seu aumento de atividade em épocas de ativa
sintese de DNA em alguns sistemas estudados (células de

figado de rato apds hepatectomia parcial e em tecidos tumo-

rais), bem como sua inatividade em tecidos nao prolifera-
tivos, sugerem gue estas quinases possam ter alguma fun-
¢ao na replicagao de DNA {(Chen et al., 1974).

Consideravel numero de evidéncias tém sido

acumuladas recentemente a respeito da possivel fungao que
teria a introdugao de grupos fosfatos em moléculas de histo
nas. BEstas suportam a nogao de que a fosforilagdo de histo

nas e divisao celular, s3o processos altamente correlaciona

dos (Balhorn et al., 1971, 1972c). Assim, a maior parte
da fosforilagao em histonas de células HTC ocorre durante
a fase S do ciclo celular, sugerindo que a replicagao
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cromosdmica e a fosforilagao de histonas estao interligadas
de alguma forma (Balhorn et al., 1972b). A velocidade de
hidrélise de fosfatos nessas células & bastante lenta pa-
recendo gue a baixa fosforilagao em fases do ciclo celu-
lar diferentes da fase S se deva a pouca disponibilidade de
sitios de fosforilagdo. A extensiva fosforilagao que se
observa na fase S pode muito bem ser consequéncia _direta
da disponibilidade de novos sitios devido a sintese de his-
tonas gue ocorre nessa &época. Resultados de Balhorn et
al. (1973), mostram gque em células HTC tratadas com ciclohe
ximida, quando a sintese de histonas & inibida também o & a
de DNA, como observou anteriormente Weintraub (1972). Isto
sugere que a sintese dessas proteinas & um pré-requisito pa
ra a replicagao de DNA. Os resultados desses autores indi
cam também que a fosforilagdo de histonas nao depende dire-
tamente da sintese de DNA, ja que a velocidade de fosfori-
lagdo decai levemente mesmo varias horas apds o blogueio da

sintese de DNA por hidroxiuréia. Em Physarum polycephalum

(Bradbury et al., 1973; Bradbury et al., 1974a) e em mami-
feros (Gurley et al., 1973b) porém, mostrou-se que O contel
do da histona KAP bem como seu grau de fosforilagao sao
maximos ao fim da fase G2, exatamente na época em que a
condensagdo cramossimica antes da mitose se torna  visivel

ao microscopio de fase, sugerindo estreita correlagdo entre

esses eventos.

No estudo do controle da fosforilagao da his-
tona KAP, condensagao crawssémica e mitose, & necessario sa

ber se o incremento de fosforilagao & causado por modificagao
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na atividade enzimatica ou na disponibilidade do substra-
to. Esta Gltima pode ocorrer devido a variagdes na estrutu

ra da cromatina, e se esta for o fator de controle, a fosfo-

rilagdao da histona KAP pode ser uma conseguéncia trivial
da condensagdo cromossdmica. Em contrapartida, modifica -
¢ao na atividade enzimitica, pode sugerir que a fosfori-

lagao da histona KAP & uma importante etapa preliminar no
processo de condensagao cromossémica. Langan (1971, citado
em Bradbury, 1974b) mostrou que variagoes no conteiddo de
fosfato de histonas se devem 3 atividade de histona-quina -
ses; da mesma forma Bradbury et al. (1974) concluiram que a
fosforilagao da histona KAP de P. polycephalum & controla
da pela atividade da enzima fosforilante e que essa histo-
na inicia a condensagao cromossdmica. Estes dois proces -

S0s representariam as duas principais etapas no inicio da

divisdao mitdtica da célula.

O conteido de fosfato da histona KAP também
é correlacionado positivamente com a velocidade de replica
¢ao celular em timo de bezerro (Panyim & Chalkley, 1969b),e
em células de figado normal e em regeneragao (Balhorn et
al., 1971),sugerindo gue essa correlagao & universal, pare-

cendo ser até o momento a unica modificagao quimica de his-

tonas com fungao mais precisamente definida.

S. RNA MENSAGEIRO DE HISTONAS

Desde a verificagao por Robbins e Borun(1967)

que em células HeLa a sintese de histonas & sincrona com a
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de DNA na fase S, e gue aquela ocorre numa classe discreta
de polirribosomas, experimentos foram iniciados com o obje
tivo de isolar o mRNA (s) dessas proteinas. Borun et al.,
(1967) isolaram desses polisomas um RNA de baixo peso mole
cular, com coeficiente de sedimentagao em sacarose de
8-~9S gue podia ser isolado de polisomas (100-200S) de célu
las na fase S mas nao a partir de células da fase G. Quan
do a sintese de DNA era inibida por citosina  arabinosi -
dio, era impossivel isolar tal RNA. Este, era rapidamente
marcado e de vida média curta, aproximadamente igual a 1
hora. Por outro lado, Nemer & Lindsay(1969),estudandoc em-
brides de ourigo do mar no estdgio de blastula (16-32 célu
las), detectaram sintese de histonas em pequenos polirribo
somas. Como a fase S em embrices de ourigo do mar dura em
torno de 15 minutos a 15°C (Hinegardiner et al., 1964) a
produgao de histonas nessa época do desenvolvimento deve-
ria ser extremamente pronunciada, e desta forma seria pos-
sivel isolar seus mRNAS em quantidades aprecidveis. Na
verdade, nessa época metade das proteinas sintetizadas no
citoplasma se cumulam no niicleo sobre os cromosomas {Ke-
des et al., 1969). As facilidades oferecidas por este sis
tema levaram Kedes & Gross (1969) a isolar de polirriboso-
mas leves de embrides de ourigo do mar no infcio da blédstu
la, um RNA com caracterIisticas de mRNA de histonas, o
qual em géis de policarilamida foi fracionado eﬁ trés com—
ponentes. A prova conclusiva de que'este RNA era realmen-
te mensagelro de histonas, fol mails tarde obtida ao anali-

sar. seus produtos de transcrig¢ao "in vitro" em sistemas
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heterdlogos (Jacobs-Lorena et al., 1972, 1973; Breindl &
Gallwitz, 1973) e caracterizéd-los como histonas tipicas RNA

com caracteristicas de mRNA de histonas foi também identi-

ficado em cultura de cé&lulas L de rato (Schochetman &
Perry, 1972) e em células de mieloma de rato (Kemper &
Rich, 1973).

O mMRNA de histonas €& transcrito de sequén-

cias repetidas do genoma. Sequéncias que codificam para
MRNA de histonas em embrides de ourigo do mar estdo repeti
das 1000 vezes (Kedes & Birnstiel, 1971; Weinberg et al.,

1972). Além de ourigo do mar, existem evidéncias obti-
das de experimentos de hibridizqgﬁo cruzada de que em se-
guéncias complementares ao mRNA de histonas no genoma de
Drosofila (Birnstiel et al. 1973) e de Xenopus (Kedes &
Birnstiel, 1971) sao também reiterados. E }nteressante [¢]
fato de que em células HeLa o grau de reiteragao de sequén
clas que codificam para histonas & muito menor que o deter
minado em ourigo do mar: somente 10-20 cdpias de cada se-
quéncia que codifica para histonas, foram detectadas no ge

noma daquelas células (Wilson et al., 1974).

Um fato marcante observado quando se estu-

dou a entrada de mRNA de histonas em polirribosomas, €& gque,

ao contrario do que acontece com a maior parte dos outros
mensageiros, os quais exibem um significativo "lag" an-
tes de agregar-se a polisomas devido a processamento e/ou
a transporte do nicleo ao citoplasma, o8 mensageiros de
histonas chegam aos polisomas imediatamente apds sua

PR
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transcrigéo (Schochteman & Perry, 1972). Adesnik & Dar-
nell (1972), observaram que o mMRNA de histonas nao estd

associado a sequéncias de acido poliadenilico. como aconte
ce com a maior parte dos mRNAs estudadus em cultura de cé-
lulas de mamiferos (Kates, 1970; Darnell et al., 1971; Ed-
monds et al., 1971; Lee et al., 1971). Provavelmente o
mRNA de histonas chegaria aos polirribosomas imediatamente
apds o processamento de precursores do tipo HnRNA, j& que
prescindiria da etapa pds-transcripcional de adigao de po-

1i-(A), a gual dura de 10 a 30 minutos (Adesnik & Darnell,

1972;.

6. HISTONAS E CROMATINA

DNA, histonas e proteinas &acidas e, em me-

nor quantidade, RNA (Huang & Bonnei, 1965: Bonner et al.,

1968a) sao os principais componentes da cromatina. A fun-

gao e propriedades do DNA da cromatina estao detalhadamen-

te descritas em uma série de revisces (vide por exemplo,

Hearst & Botchan, 1970). RNA, outro componente desta

estrutura e gque corresponderia a 1% delas(Bonner et

al., 1968a), teve sua existéncia postulada nos modelos de
Frenster {1965) e de Britten & Davidson (1969). Segundo
estes autores, tal RNA teria fungao direta na regulagao

da transcrigao ao funcionar como adaptador da ligagdo de

repressores especificos ao DNA. Entretanto, os resulta -

dos experimentais obtidos até recentemente, sao discrepan

tes gquanto 3 real existéncia de um RNA regulador nacromatina.
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Sivolap & Bonner (1971) e Mayfield & Bonner (1972) reconhe
cem a existéncia deste RNA e mostram que suas caracteristi
cas sao similares ds de HnRNA. Outros investigadores po-
rém, foram incapazes de,distingui-lo de produtos de degra-
dagao de outros RNAs celulares. Por exemplo, Von Heyden &
Zachau il97l) detectaram tRNA degradado em preparagoes de
cromatina e Artman & Roth (1971) se referem a produtos de
degradagao de precursores de rRNA em suas preparagoes. Pro
vavelmente a diferenga de resultados se deve ao uso de di-
ferentes sistemas bem como aos diversos métodos de prepara
¢ao de cromatina empregados pelos varios laboratdrios que
estudam o assunto.

Desta forma, as discrepancias surgi-

das em seus resultados ndo sao interpretaveis.

A existéncia de um RNA cromossdmico que te-

nha a fungao de adaptador de proteinas ao DNA e partici-
pe no mecanismo de regulagao da transcrigdo, nao pode ser
rigorosamente excluida no presente momento, se bem que os
dados experimentais nao mostrem nenhuma prova convincente
de sua existéncia.

Se levarmos em conta que as protel -

nas que controlam a expressao do operon lac em bactérias,

se ligam ao DNA diretamente sem ajuda de nenhum RNA adapta
dor (Muller-Hill et al., 1971; von Hipel & McGhee, 1972),
pode-se aceitar que nao existe necessidade ldgica para a e
xisténcia deste DNA na cromatina de eucariotos. Os restan
tes componentes principais da cromatina, sao de nanatureza
proteica: proteinas acidas e histonas. Estas Ultimas per-
fazem metade da massa cromossOmica e devido & sua abundan-
cia bem como a facilidade com que sao extraidas de cromati

na, foram as primeiras a ser estudadas.
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As duas hipdteses principais formuladas sobre

a fungao de histonas na cromatina de eucariotos ja foram

mencionadas anteriormente:

~- estao diretamente envolvidas nos mecanismos especificos
de controle de regulagao genética {Stedman & Stedman,

1950) .

- controlam a estrutura do DNA sendo responsiveis por exem-
plo pelas contragoes do DNA durante a mitose e pelas mu-
dancas conformacionais que podem regular seu funcionamen

to detalhado em tempos diferentes do ciclo celular (Brad
bury & Rattle, 1972).

A hipdtese de Stedman & Stedman (1950) que confere a histo-

nas o papel de reguladores especificos do genoma durante a

diferenciagao, nao parece ser a mais correta d luz dos co -

nhecimentos adquiridos sobre estas proteinas nas duas alti
mas décadas. A; evidéncias acumuladas nos Gltimos anos in-
dicam fortemente que a regulagao especifica do genoma esta
ria reservada ao complemento acido das proteinas nao-histo-
nas da cromatina, todas as protefinas cromossdmicas que nao
sejam histonas (sobre proteinas nao-histonas, convém con-
sultar os artigos de Stellwagen & Cole, 1969; de Elgin &

Weintraub, 1975 e de Stein et al., 1975). Certamente, o ta

manho do gencma de eucariotos deve requerer um alto grau

de compactagao para manter o DNA restrito ao relativamente
pequeno volume ocupado pelos cromossomos dentro do nicleo,
fato que nao ocorre em cé&lulas de procariotos onde o mate-

rial genético nao possui tais restrigdes topoldgicas. A

comparagdo entre o tamanho de dois genomas, sua distribuigao
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dentro da célula e a observagao de que os cromossomos  de
procariotos nao contém histonas, fazem supor que uma das
fungoes destas proteinas seja justamente a de manter a ri-
gidez do material genético em organismos superiores. Con-
tudo, as histonas perfazem metade da massa cromossdmica e
parece pouco provivel que sua tnica fungado seja a de man-
ter a identidade do cromossomo. Mais 1dgico seria se es-
sa enorme massa de matefial proteico tivesse, dentro das
limitag¢des impostas talvez por sua estrutura, o maior nime
ro possivel de fungdes. Em outras palavras, seria um des-
perdicio natural o gasto de tal massa de proteinas unica
mente para recobrir uma molécula a qual para poder transmi
tir corretamente todas as informagSes que armazena necessi

ta de um complexo sistema de controle.

Talvez em apoio desta idéia venham as obser-—

vagoes de alguns investigadores os quais tentaram obterpqg'

vas de uma origem comum para as cinco fragoes de histonas
(Temussi, 1975). Provavelmente no inicio da evolugdo a
fungao de histonas era muito mais simples e unicamente es-
trutural. Com o aumento de complexidade do genoma a fun-
950 destas protelnas teve que diversificar-se e modifica
Qaes tiveram que ser introduzidas na proteina original pa-
ra atender as novas necessidades de controle da expressaio

de genomas cada vez mais complexos. A analise de sequén-
cias efetuada por Temussi (1975), indica que a grande simi
laridade entre as sequéncias de aminodcidos das histonas

GRK, LAK e KAS pode significar uma primeira diferenciaqéo
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de uma histona ancestral em trés proteinas e especializa -

¢do em cinco proteinas em um estagio posterior.

6a. INTERAGAO DE HISTONAS COM DNA

O estudo da interagao de histonas com DNA
tem sido levado a cabo por varios laboratdrios de forma
bastante intensa nestes ultimos anos. As técnicas emprega
das bem como a maneira de atacar o problema tém fornecido
dados iniciais de extrema importancia. Estes dados come -
gam a permitir a elaboragdo de modelos de estrutura de cro
matina muito mais consistentes do que os propostos em ou-

tras ocasiodes.

A interagdo de histonas com DNA foi estuda-
da empregando modelos menos complicados, tais como polipep
tidios basicos~DNA (Leibowitz, 1970; Leibowitz & Soffer
1670) ou mais simples ainda, como nucleotidios-polipepti -
dios basicos {(Wagner & Arat, 1968; Rifkind & Eichhorn,
1970). Embora este tipo de estudo nac fornega resulta -
dos que necessariamente reflitam a interagao entre histo
nas e DNA "in vivo", algumas das conclusoes obtidas a par-
tir destas investigagdes mostraram-se bastante {iteis. As-
sim por exemplo, observou-se que existe grande afinidade
de poli-(L-lisina) por &acidos nucleicos ricos em A e T
(Leng & Felsenfeld, 1966; Olins et al., 1968) bem como que
poli-(L-1lisina) e poli-(L-arginina) formam complexos este-
quiométricos com polinucleotidios de alto contelido de héli

ce (Shih & Bonner, 1970).
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A cromatina é compousta de uma série de compo

nentes macromoleculares. Assim, & impossivei no presen-

te momento estuda-la com vistas a determinar sua estrutu-

ra "total". Devidc 3 importdncia e aos detalhados conhe~

cimentos obtidos sobre a estrutura primaria e secunda -
ria do DNA, a macromolécula central e organizadora da cro-
matina, a maior parte das discussdes a respeito de se sua
estrutura tem sido centrada sobre a conformagac do DNA
na cromatina. Estudos de difragao de raios X (Pardon et
al., 1967; Pardon & Wilkins, 1972) e de espectroscopiade
atividade Optica (Tuan & Bonner, 1969; Shih & Fasman,
1970), indicam claramente que a geometria da molécula de
DNA na cromatina & marcadamente diferente da do DNA purifi
cado.

Desta forma, um dos objetivos principais dos estu-

dos sobre estrutura de cromatina realizados até o momento,
€ determinar o tipo de proteinas responsavéis pela manuten
¢ao da conformagdo caracteristica do DNA na cromatina. Co
mo todas as variaq5es conformacionais observadas na croma-
tina, foram associadas i remogao de histonas, assumiu-se co

mo verdadeiro gue uma cu mais delas seriam responsidveis par

essa conformagao caracteristica.

Usando processos de extragao seletiva por

aumento de concentragao salina, Ohlenbusch et al. (1967),

removeram sequencialmente as cinco fragoes de histonas. Os
efeitos desta remogao seletiva sobre a conformagao do DNA

foram controlados por difragao de raios X (Garret, 1968;

Skidmore et al., 1973), espectroscopia de dicroismo circu

lar (CD) (Simpson & Sober, 1970; Henson & Walker, 1970a;
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Wagner & Spelberg, 1971) e por medidas hidrodinamicas (Hen
son & Walker, 1970b; Wilhelm et al., 1970). Embora a tran

sig3o de conformagao do DNA na cromatina para DNA purifica

do seja discreta e detectavel por todos os métodos empre-
gados, existem controvérsias sobre a natureza da histo-~
na ou histonas que sao dissociadas da cromatina no momen-~
to em gque ocorre a transiqao. Assim, Simpson & Sober
(1970) e Henson & Walker (1970a) empregando espectrosco -
pia de CD, Garret (1968) empregando técnicas de difragao

de raios X e Henson & Walker (1970b; por medidas hidrodina
micas, observaram que a transino conformacional do DNA na
cromatina ocorre durante a retirada de histonas moderada -
Entretanto, Wagner &

mente ricas em lisina (LAK e KAS).

Spelberg (1971), Skidmore et al. (1973) e Fredericqg &
Housier (1967) empregando a mesma variedade de métodos,c?g
cluiram que a transigao de conformagao ocorre durante a
remogdo da histona GRK. Uma explicagdo possivel ﬁara esta
discordancia & sugerida pelos resultados de Clark & Felsen
feld (1971) (citado em Clark & Felsenfeld, 1972), os quais
demonstraram que aproximadamente 40% das proteinas da cro-
matina s3o intercambiadas a concentragdes salinas relativa
mente baixas, como NaCl 0,6.M. Evidentemente, esta redis-
tribuigao de histonas ao longo do DNA durante a remogao
seletiva, diminui o significado dos resultados obtidos pe-
los autores referidos. Mals recentemente, Vandégrift et
al. (1974) empregando técnicas de remogao seletiva de his-
tonas em baixa concentragao salina e em presenga de tRNA,

processc que nao permite a redistribui¢do dessas proteinas
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em sitios diferentes ao longo do DNA, (Ilyin et al., 1971),
sugerem a partir de dados de espectroscopia de CD, que a
histona GRK em presenga de Ca+2 seria responsdvel pela esta
bilizagdo das regides de super-hélice de DNA em cromatina.

Por outro lado, Smart & Bonner (1971) observaram que desoxi
colato de sb6dio remove também seletivamente histonas da cro
matina numa ordem de extragao diferente da obtida por aumen
to de concentragao salina. Por este processo, as histo -
nas KAS + LAK, depois ARE + GRK e finalmente a histona KAP
sao sequencialmente removidas sem que haja redistribuigao.

Com este método & possivel comparar as propriedades de dois

tipos de cromatina, ou seja, a dehistonizada por NaCl e por

desoxicolato e consequentemente:robter dados adicionais so-

bre a natureza da histona ou histonas envolvidas na manu-
tengdo da conformagao de DNA na cromatina. Os dados de
Smart & Bonner (1971), indicam que as transigoes observa-

das em curvas de denaturacgao térmica, espectros de CD e em
valores de sedimentagdo, ndo dependem do tipo de histona
removida, mas da quantidade total de cargas positivas ex-
traIdas da cromatina, o que equivale a dizer que todas as
histonas estariam envolvidas em manter a conformagao do DNA
cromossdmico. Evidéncias obtlidas posteriormente por  va-
rios laboratérios,indicam fortemente que quatro histonas
ARE, KAS, LAK e GRK, estariam envolvidas na estabilizagﬁo de
regides superhelicoidais da molécula de DNA na cromatina. A
interagao entre histona-DNA nessas regides, naturalmente de
penderia da histona conslderada em vista das amplas dife-

rengas estruturais exibidas pelas varias fragodes. Com
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relagio a este fato, uma série de modelos de interagao fo-
ram propostos para fragoes de sequéncia de aminodcidos me-
lhor conhecida. A validade destes modelos nao pode no mo-
mento ser aceita sem as consequentes restrigoes, basea -
das principalmente na caréncia de malores informes experi-
estes

mentais. Apesar disto a contribulgao potencial que

modelos podem trazer para elucidar a estrutura detalhada

da cromatina justifica que eles sejam comentados aqui.

A sequéncia de aminoacidos da histona  GRK,
mostra que sua molécula pode ser dividida em duas meta -
des {DeLange et al., 196%9a). A metade que contém NHZ-ter—
minal, contdm uma grande proporgao de aminodcidos  basi -
cos enquanto a outra tem composigdo de aminodcidos  muito
similar & de outras proteinas globulares. A partir de es-
tudos de ressonadncia magnética protdnica, conclulu-se que
ao aumentar a forga idnica, aumenta o contelido de - hélice
da metade carboxiterminal da histona GRK. Este fato €& se-
guido de agregagao entre moléculas dessa proteina na qual
a metade hidrdfoba estd envolvida em interagao especifi
ca (Boublic et al., 1970; Smerdon & Isemberg, 1974}. Simi-
larmente, as observaqaes de Ziccardi & Schumaker (1973) in
dicam que histona GRK forma agregados em NaCl 0,1 M mas
n3o em NaCl 0,005 M onde a repulsado entre residuos basi
cos & forte o bastante para impedir agregagao. Quando se
remove por tratamento com BrCN, um peptidio carboxitermi -
nal com 18 aminodcidos, ndao se observa' agregagdo da histo-

na GRK em NaCl 0,1 M. Este resultado confirma os citados
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antes e indica fortemente que a regido hidrdfoba da histo-
na' GRK toma parte em interagao entre moléculas de histo-
na e provavelmente nao interage com DNA. Smythies et al.
(1972) estudando a conformagdo da histona GRK com base
em modelos de Corey-Pauling-Kaltum, concluiram que a inte-
ragao desta protelna com DNA, n3o é inespecifica em ter-
mos de sequéncia de bases. A otimizagao de acoplamento des
ta histona com a molécula de DNA se daria em regices de se
gquéncia de bases tentativamente sugerida como sendo
CTTCCPCCCC??PCCT (em que P & uma base plrica). 2iccardi &
Schumaker (1973), estudando a interagdo da histona GRK com
DNA de bacteridfago T7, propoem um mecanismo "telha-telha-
do", segundo o qual esta histona se ligaria ao DNA de for-
ma cooperativa; a ligagdo se iniciaria na extremidade da
molécula de DNA (ndo poderia iniciar-se no meio de uma du
pla hélice devido a interagdo desfavordvel entre grupos fos
fatos e a metade hidrdfoba da histona) de forma tal, que a
regiao hidrdfoba de cada histona cobriria a regido basi~
ca da histona seguinte. Essa regido basica se ligaria ao
DNA por interagao coulombiana. A remogao do peptidio de
18 aminodcidos da regido carboxiterminal, resulta na liga-
¢ao nao ordenada da histona ao DNA do fago, o que mostra
a importdncia da integridade molecular para que ocorra in
teragao correta entre os dois componentes da cromatina; a
1ém do mais, este resultado indica que pelo menos para
histona GRX, a interaqéo com DNA nao se resume numa sim
ples interagao idnica inespecIfica. Smythies et al.

(1972) propde a hipdtese de que a histona GRK permitiria
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que a rigida estrutura de dupla hélice de DNA (Sutton,
1972) se dobrasse sobre si mesma ao agir como uma "tala"”

sobre a hélice relaxada. Isto permitiria a compressiao da

molécula de DNA no relativamente pequeno espago ocupa-

do pelo cromossomo.

Com relagao & histona KAP, dados de Cvetko-—
vi¢é & SaviZ (1969) mostram que ela se liga mais eficiente
mente a DNA de dupla hélice do que a DNA denaturado; es-
sa ligaqéo provavelmente ocorre na alga maior da dupla
hélice em conformagdo relaxada (Olins, 1969). Smythies et
al. (1974), propde de forma similar que a histona KAP es
tabilizaria duas hélices paralelas de DNA, ao agir como
suporte por formagao de ligagdes cruzadas entre elas. Pa
ra exercer esta fungao a histona KAP se valeria das pecu-
liaridades de sua estrutura. Esta & dividida em trés sec
gOes: primeira, constitulda pela regido de alfa-hélice na
parte central da molécula, a qual seria a principal res -
ponsavel pela rigidez da estrutura. As regides 2 e 3 das
extremidades fariam o papel de articulagdes com regices
distinéas da dupla hélice. A extremidade N-terminal tem
sequéncia de aminodcidos conhecida, de forma que & possi-
vel sugerir que nessa articulagao estejam envolvidas 10
ligagdes ionicas, trés pontes de hidrogénio, e um  nime-
ro especifico de interaqées lipSfilas e outras intera-
¢Oes fracas. A sequéncia da extremidade C-terminal da
histona KAP n&o & conhecida, mas & provavel que sua jun-
¢3ao com a dupla hélice seja feita de forma similar & da

extremidade N-terminal.
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A histona ARE de timo de bezerro tem sequén-
cia de aminoacidos conhecida (DeLange et al., 1972). Inspe
cionando-a & possivel notar gue sua molécula, ao contra-
rio da histona KAP, & conformacionalmente assimétrica. o
segmento 1-87 contém aminodcidos basicos espagados de for-
ma pouco regular, sendo provavel aqui, a existéncia de re-
gides de alfa e de beta-hélice. Desta forma a histona ARE
também seria capaz de formar ligagoes cruzadas entre duas
hélices paralelas de DNA. As ligagdes idnicas com os fos-
fatos e a compressao da alga maior da dupla hélice seriam
determinadas pelas caracteristicas do brago maior da histo
na ARE (aminoacidos 1-87), pela regido de alfa-hélice do
segmento 88-114 e pelo segmento 115-135, o qual repete a-
proximadamente a estrutura do primeiro (Smythies et al.,

1974).

6b~ SUBUNIDADE FUNDAMENTAL DA CROMATINA: O NUCLEOSSOMO

Dados de Johnson et al. (1972) indicam que
a distribuigao de proteinas ao longo do DNA da cromatinade
timo de bezerro, ndo & uniforme. Os pares de bases na es-
trutura de dupla hélice existiriam em duas conformaq&es, B
e C diferentes quanto a seu grau de compactagao. Trés re-
gides de conformagao B se alternariam com duas de confor-
magao C. Das regibes B, apenas uma estaria parcialmente
associada a histona, provavelmente a histona KAP (Smart &
Bonner, 1971), sendo as outras portanto, passiveis de ata

gue de solventes e nuclease. As regices de conformaqﬁo C

—-47-

estariam recobertas principalmente por histonas de alto
contelido de hélice (Hanlon et al., 1974) e a interagado com
o DNA nessas regiodes seria mediada por Ions divalentes,
de tal forma que a interagao com a dupla hélice forma -
ria estruturas altamente compactas, resistentes a aqéo
de solventes e de nucleases. A estabilizagdo dessas re-
gides de conformagao C ndo seria determinada por todo o
complemento de histonas. Provavelmente estariam envolvi
das as histonas LAK, KAS, ARE e GRK (Hanlon et al. 1974)

sem contribui¢do da histona KAP.

Os estudos sobre a denaturagado térmica de nu
clechistonas, mostram que nas regiGes de DNA que estao
ligadas as histonas, a estequiometria da associagéo é de
7 residuos de aminodcidos por par de bases (Li et al.,
1973). Entao, a histona KAS com 125 residuos (Iwai et
al., 1970) deve ligar-se a 18 pares de bases; a histona
GRK com 102 residuos (DeLange et al., 196%a; Ogawa et
al., 1969) a 15 pares de bases e a histona KAP com 216
residuos (Bustin et al., 1969) e 31 pares de bases; a his
tona ARE, com 136 residuos (Brand & Von Holt, 1972) a 20
pares de bases. E interessante comentar as proprieda -
des de associékéo de histonas em solugdo bem como as evi-
déﬁcias de sua associagdo na cromatina nativa. As obser-
vagdes sugerem em conjunto a associagao de histonas em re
giodes d;scretas da molécula de DNA numa estrutura compac-
ta inte¥ligadas entre si por fibras de DNA. Skandrani et

al. (1972) observaram que as histonas LAK e KAS interagem
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durante a eluigao com cloreto de guanidina de colunas de
Amberlite e gue provavelmente formam um complexo eguimole-
cular, fato também observado por Kelley (1973) ao estu-
dar fragdes cromatogrdficas de misturas de histonas. Evi-
déncias mais concretas sobre a formagao de complexos histo
na-histona, provém dos estudos de D'Anna & Isenberg (1974).
Estes investigadores, estudando espectros de CD e de fluo-
rescéncia, mostraram que "in vitro", ocorre associagao de
histonas em um dimero KAS - LAK com aumento do contefido de
alfa-hélice em 15 residuos ao formar-se o complexo. As
histonas KAS e GRK da mesma forma se associam em solugao
para formar um dimero KAS-GRK cujo contelido de alfa-hélice
aumenta em 8 residuos (D'Anna & Isenberg, 1974). Os com-
plexos LAK-KAS e KAS-GRK tem constante de associacgdo altis

6 M_l) e se formam unicamente na presenga de

sima (KA = 10
sal. As histonas LAK e GRK também se associam, mas a cons
tante de assocliagao deste Gltimo complexo & de aproximada-
mente duas ordens de grandeza menor que as constantes res-
pectivas de LAK-KAS ou de KAS-GRK. Similarmente, as histo
nas ARE e GRK interagem em solugdo para formar um forte
complexo equimolar de constante de associag&o KA=0,7.1021

M3,

Todas as histonas, menos a histona KAP, rea-
gem entre si em solug@o para formar dimeros eguimolares,
sendo extremamente fortes as interagOes LAK-KAS, KAS-GRK e
GRK-ARE. As interag¢des LAK-ARE, LAK~GRK e ARE-KAS sdo

fracas. Quando os complexos de alta constante de associagao

k]

4,
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se formam, existe uma variagéo significativa de estrutu-
ra secundaria, ou seja no conteido de alfa-hélice das his-
tonas que passam a formar o dimero. Este fato sugere que
deve existir um encaixe induzido entre os componentes do
dimero para formar uma estrutura altamente compacta. [¢]
padrao de formagao de complexos de histonas em solugdo su-
gere fortemente que essas quatro histonas possam agir jun-

tas na formagdo de unidades funcionais na cromatina (D'An-

na & Isenberg, 1974).

Evidéncias de que em solugdes aguosas neu-
tras existe assoclagado estequiométricas de histonas, fo-
ram tamb&m obtidas por outros grupos de investigadores.Geo
ghegan et al. (1974) mostraram que em solugdo as histo -
nas GRK e ARE formam um complexo de composigao (GRK),~(ARE),.
Este tipo de tetramero foi também detectado em solugao por
Kornberg & Thomas (1974), empregando técnicas de "cross
linking" e posterior andlise dos produtos formados por ele
troforese em poliacrilamida-SDS. Estes autores também de
tectaram a formagao em solugdo do par LAK-KAS. Quando o
tetramero (GRK) ,~ (RRE), e o dimero (LAK-KAS) sdo mistura
dos com DNA, a nucleohistona formada exibe padrao de di-
fragdo de raios X extremamente parecido com o da cromati
na nativa. A adigao ao DNA do tetradmero ou do dimero sepa
radamente fornece padrdes de difragdo bastante

diferen -

tes do obtido de cromatina (Koxrnberg & Thomas, 1974).

A estas elegantes experiéncias de associa

¢80 realizadas em solugao, seguiram—se outras efetuadas por
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outros grupos na tentativa de detectar tais complexos em
cromatinas nativas. Estas tentativas aparentemente tive-
ram éxito ao usar agentes apropriados para formar ligagoes
cruzadas entre proteinas vizinhas. Os complexos entre
proteinas sao isolados e em seguida se identificam as pro-
teinas a;sociadas pelo agente ligante. Este procedimen
to foi usado com éxito em proteinas ribossdmicas e em al-
gumas proteinas oligoméricas (Carpenter & Harrington,1972;
Sun et al., 1974). Assim, Bonner & Pollard (1975) usan-
do l-etil-3(3-dimetilaminopropil} carbodiimida, mostra-
ram que certa proporgao das histonas ARE e GRK existe no
nicleo e na cromatina sob a forma de um dimero ARE-GRK. Ao
mesmo tempo seus resultados sugerem a a existéncia na cro-
matina-de grandes oligdmeros da histona KAP. Similarmen
te, Wintraub (citado por Bonner & Pollard, 1975), empregan
do formaldeido, identificou em cromatina os pares LAK-KAS

e KAS-GRK. McCarthy & Martinson (1975) usando tetranitome
tano cémo agente "cross linking" mostraram evidéncias de
que na cromatina de células Hela, existe interagdo éspeci-
fica entre as histonas GRK, LAK e KAS. Provavelmente as
histonas GRK e KAS formam um dimero KAS-GRK. S3o0 interes-
santes também os resultados de D'Anna & Isemberg (1974);es
tes sugerem que histonas devem formar seus complexos espe-
cificos primeiramente em solugao para em se;uida agregar -
-se especificamente ao DNA. Esta ideia & fortemente apolia
da pelos resultados de McCarty & Martinson (1975}, os

quais ao adicionar sequencialmente histonas a DNA purifica

do, nao conseguiram detectar na nucleohistona tratada com

CH
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tetranitrometano, a existémcia de dimero KAS-GRK, que era
obtido da cromatina nativa. A aparente fidelidade com éue
essas histonas se agregam a DNA por um processo tao simples
como o de misturad-las, sugere que nao deve existir nenhum
mecanismo especial, tal como as modificagdes quimicas pro-
postas por Louis et al. (1973) para que essas proteinas se

depositem corretamente sobre a molécula de DNA.

Com base neste conjunto de observagoes,Korn-
berg (1974) sugeriu um modelo de cramatina,que parece ser o mais
simples e consistente dos modelos apresentados até o momen-
to. Nele a estrutura basica & formada pela interagao DNA
com tetrd@mero (GRK),-(ARE), e éom dois dimeros (LAK-KAS)sem
a participagao da histona LAP nem de proteinas nao-histonas.
Esta unidade fundamental se repetiria ao longo do DNA. Se-
gundo Kornberg (1974) estas proteinas estariam agregadas a
200 pares de bases de DNA. Considerando-se os dados de CD
de Johnson et al. (1972) mencionados antes, sobre a este
quiometria da associagdo histona-DNA, o niimero de pares de
bases a que O tetrimero e os dimeros estariam associados é
de aproximadamente 150 pares. Dados de Senior et al. (1975),
indicam que a parte de DNA dessa unidade fundamental tem
peso molecular 140000 (correspondente a 210 pares de ba-
ses), que o da parte proteica & de 160-170000 e que a parti
cula inteira tem peso molecular total de 310000. De acor-
do com com estes dados, aparentemente faltam proteinas no
modelo de Kornberg (1974), ja que dados os pesos molecula
res das histonas ARE = 140000 (Panyim & Bhalkley, 1971),

KAS = 12500 (Panyim & Chalkley, 1971), LAK = 13700 (Iwai et
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al., 1970) e GRK = 11200 (DeLange et al., 196%a), o peso
molecular do tetramero somado ao dos dois dimeros é de
102800, significativamente diferente do peso molecular da
parte proteica da particula fornecido por Senior et al.
(1975). Neste caso dizer que & significativamente diferen
te, pode querer dizer, em vista dessas diferengas, que e-
xistam por exemplo outros dois dimeros KAS-LAK além dos
que propos Kornberg (1974) com base em padroes de difra-
¢3o de raios X, isto tendo sempre em vista os dados de

Senior et al. (1975).

Suportes para o modelo de Kornberg (1974},
sao também fornecidos por uma série de dados obtidos de
técnicas diversas. Assim, resultados provenientes da di-
gestao de cromatina nativa por nucleases, mostram que es-
tas quebram a cromatina em regioes regularmente espaga -
das, provavelmente em sitios colocados entre particulas
adjaceptes. Hewish & Burgoyne (1973), mostraram que nu-
clease enddgena de figado de rato digere a cromatina e
que quando os fragmentos de DNA resultantes sao analisa -
dos em eletroforese em poliacrilamida, uma série de ban-
das que sugerem sitios de ataque enzimatico regularmente
espagados, s3o detectados nos géis. Similares sao os re-
sultados de Clark & Felsenfeld (1974), os quais ao tratar
cromatina com nuclease estafilocdcica, observaram que es-—
ta era capaz de digerir aproximadamente a metade do DNA
de cromatina a fragmentos de tamanho médio compreendido en

tre 100-110 pares de bases. Observagoes mais detalhadas
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sobre produtos de digestdo nucledsica de cromatinas foram
obtidas por Axel et al. (1974) 3o digerir cromatina de reti
culdcitos de pato ou de timo de bezerro. Os fragmentos de
DNA produzidos pelo tratamento enzimatico se distribuem prin
cipalmente em trés classes: 45-60 pares de bases, 100-130 pa
res e fragmentos de mais de 200 pares de bases. Estudos

sobre particulas obtidas apds tratamento de cromatina com
nuclease sem a subsequente purificaqﬁo de DNA, mostram que
em condigdes brandas de digestdo, a cromatina pode ser
transformada em particulas compactas de coeficiente de sedi
mentagdo em torno de 12S (Sahasrabuddhe & Van Holde, 1974},
de tamanho aproximado de 400 R e 125 pares de bases (Oos-
terhof et al., 1975), sendo o tamanho dos fragmentos produ
zidos em fungdo do tempo de digestdo com a enzima. Parti-
culas 11§ obtidas de cromatina de flgado de rato, possuem
1,45 g.cm"3 em CsCl, densidade correspondente a uma rela-
¢ao proteina:DNA = 0,77 e contem fragmentos de DNA de 205
pares de bases. També&m neste sistema, menores tempos de
exposigao a nuclease produzem maiores fragmentos de DNA: de
405 e de 605 pares de bases, provavelmente multiplos da
unidade fundamental (Noll, 1974). Apesar de algumas dife -
rengas encontradas no tamanho dos fragmentos de DNA  obti-~
dos por digestdo nucleasica de cromatinas, os dados resul -
tantes destas investigagdes sugerem a existéncia de uma

unidade fundamental na cromatina constituida de uma parti-
cula que provavelmente possui um fragmento dé DNA de dimen-

soes definidas.
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Outros métodos de estudo também confirmam os
achados comentados até aqul sobre a estrutura béasica da
microsco-

cromatina de eucariotos. Assim, resultados de

pia eletrdnica fornecem indicagdes mais diddticas ao mos-=

trar imagens das conclusOes a que dlversos grupos de inves-

tigadores chegaram partindo de técnicas bioquimicas ou fisi
co-quimicas de analise de cromatinas. Oudet et al. (1975),
removendo da cromatina de eritrScitos de galinha a histo-
na KAP por tratamento salino, a separaram em dois compo-—

nentes de densidades distintas. A visualizagdo ao microscd

pio eletrdnico de ambos os componentes, mostrou particu-
- o .
las de diametro de 128 A compactas e altamente defini -

o
das unidas entre sl por filamentos de 15-18 A, sensiveis a

DNase. A diferenga de densidade entre as duas fragbes sepa
radas se devia ao grau de compactagao das particulas que
esses autores chamaram de “nucleossomos". A extragdo sali
na das histonas restantes resulta no desaparecimento das

particulas e a andlise eletroforética das protelnas extrai-
das mostra que existem quantidades 1iguais das histonas KAS,
LAK, ARE e GRK.

Nos nucleossomos o DNA deve estar alta -

mente compactado (DNA superhelicoidal} 3ja que nessas es-—
truturas suas dimensdes sao cinco vezes menores do que em
conformagao estendida de dupla hélice (Oudet et al., 1975).
A natureza desta compactagdo pode ser estudada pela associa
¢ao de histonas a moléculas de DNA circular, desde que a
alteragao da conformagao do DNA no nucleossomo ("super
coiling" ou "unwinding”) alterard a conformagao superheli -

coidal do restante da molécula (Vinograd et al., 1968).Além
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disto, conhecidas as propriedades termodinamicas de DNAs

superhelicoidals (Vinograd et al., 1968; Davidson, 1972;
Schmir et al., 1974) e a influéncia do grau de superhéli -
ce na formagao de nucleossomos, obter informagGes sobre se
a formagao de nucleossomo equivale a "winding" ou "unwind-

ing" da estrutura de dupla hélice.

Germond et al. (1975), trabalhando "in vi-

tro" com moléculas de DNA circulares relaxadas (obtidas por
tratamento de DNA superhelicoidal com "untwisting extracts”
de virus SV 40, mostraram que 4 fragbes de histonas pre-
sentes nos virions se associam ao DNA viral para formar es
truturas que ao microscdpio eletrdonico s3o iquais as vis-

tas por Oudet et al. (1975). Ao remover histonas desses
complexos, o DNA resultante possuia conformagao superheli-
coidal, na qual o nimero de volta era igual ao nﬁmgro de
nucleossomos por molécula pré-existentes no complexo. Es-
tes resultados indicam que a conformagao de DNA circular
covalentemente fechado & amplamente inflenciada por histo
nas; estas atuam "in vitro" reduzindo a superhelicidade do
complexo em uma

volta, de forma analoga ao que ocorre

na denaturagdo térmica ou alcalina (em condigdes determi-
nadas) quando esta ocorre as custas da redugdo em uma vol-
ta na estrutura de DNA de dupla hélice (Vinograd et al.,

1968) .

Evidéncias que sugerem a existéncia de uma
estrutura repetitiva badsica na cromatina de eucariotos fo-

ram obtidas também a partir de padrdes de difragao de
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raios X em cromatinas nativas e reconstituidas, por varios
investigadoxres (Pardon & Wilkins, 1972; Bradbury et al.,
1972; Baldwin et al., 1975), os quais detectaram arran-
jos lineares de estruturas de 7 nm interligadas por seg-
mentos de DNA de 1,5 nm de comprimente. Estes arranjos fo
ram detectados unicamente em cromatinas e nao em DNA ou
em histonas totais. Empregando técnicas de espalhamento

de neutrons em angulos pequenos, Baldwin et al. (1975)con-
firmaram as observagoes j& comentadas sobre_a estrutu-
ra do nucleossomo. Estes ahto;es sugerem que parte do
DNA estaria envolvido em ligacdes dentro da subunidade e
que do tamanho dessas ligagoes dependeria o didmetro  da
super hélice. No interior dessa superhélice estariam agru
padas as histonas LAK, KAS, ARE e GRK interagindo entre si
através de suas regioces hidrdfobas e com o DNA por suas
regides polares. A histona KAP nao faria parte da estrutu
ra da subunidade e poderia ter o papel de interligar nu-
Eleossbmos dentro da mesma cadeia ou entre cadeias diferen

tes.

0 que foi comentado at@ aqui mostra que o
intenso trabalho de investigagao que & levado a cabo  com
vistas & resolugao total da estrutura da cromatina, esta
longe de ser concluido. O nimero de dados disponiveis na
literatura tem crescido progressivamente, embora boa parte
deles nao possa no momento contribuir para a elucidagdo de

guestdes de importancia neste assunto. Alguns destes da-

dos permafiocem sem ligagao aparente, sao contraditdrios e

4
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por vezes ndo interpretdveis. Ao mesmo tempo, parte da

metodologia disponivel exauriu suas possibilidades.

A introdugao de técnicas novas, notadamen
te instrumentais, bem como o desenvolvimento das j& exis-
tentes, produziu nos Gltimos cinco anos mais resultados

consistentes, do que os que se obtiveram até entao des-
de a época de Miescher e Kossel. O objetivo final, ou
seja o entendimento da expressao génica em termos de es-

trutura de cromatina, pode ser atingido, embora muito res

te a ser feito para consegui-lo.

PARTE B

1. O SISTEMA POLITENICO

Progressos em biologia tem sido muito faci'
litados pela escolha de sistemas modelos em que O proces-
so que se deseja estudar apresenta alguma peculiarida~
de, que torna possivel certos ataques experimentais; o co
nhecimento assim ganho pode entao ser aplicado nos casos

mais gerais. Neste sentido os cromossomos politénicos tém
atraldo a atengdo como sistemas apropriados para o estu

do da agao génica em organismos superiores.

Cromossomos politénicoé ocorrem em inse-
tos, plantas e protozoarios (ver Berendes (1973), para re

visdo). Aqueles existentes nas glandulas salivares de
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Diptera tem sido contudo os mais intensamente estudados,
A caracteristica notidvel dos Cromossomos

politénicos & seu aspecto bandeado. Isto & devido ao fato
de que regides ricas em DNA se alternam ao longo do cro-
mOSSOmoO com regides pobres em DNA (as interbandas). £ am-
plamente aceito que este aspecto & devido ao pareamento
das regides eénoveladas (os cromdmeros) e esticadas (re
giags intercromoméricas) que existem ao nivel das cromati

des (ver revisdes de Swift, 1962 e Beermann, 1972).

Ha& um nimero consideravel de evidéncias ge-
néticas indicando que em Drosophila, o nimero de bandas &
aproximadamente igual ao niimero’'de genes que pode ser cal-

culado para este organismo (Judd & Young, 1973).

Uma fase importante no estqdo dos cromosso
mos politénicos de‘dipteros foi iniciada na década de 50
gragasg aos estudos de Beermann (1952) e de Breuer e Pavan

(1955), que trabalharam respectivamente com glandulas sali
vares de Chironomus na Alemanha, e com glangulas saliva-

res de Rhynchosciara no Brasil.

As principais observagbes destes dois gru-
pos de investigagdo foram as seguintes: 1. o padrio de
bandas é essencialmente o mesmo para os diferentes teci-
dos; 2. certas bandas, em periodos bem determinados da vi
da larval, podem expandir-se dando origem aos chamadus
"puffs" e 3) cada tecido apresenta um padrdo de puffs ca-

racter{stico. Baseados em tais observagdes eles chegaram a

&,
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conclusao de que o padrdao de puffs de um determinado teci-

do consistia na manifestag3o morfoldgica da agado génica.

As observagoes acima tornaram CromossOmos

politénicos especialmente atrativos como objetos para o es
tudo da agao génica. O tamanho destes cromossomos ofere -
cia a possibilidade de estudar a natureza do RNA ou DNA
dire -

de uma banda e assim obter evidéncias quimicas

tas sobre sua fungao. Os anéis de Balbiani que existem no

cromossomo IV de Chironomus sao especialmente adequados pa

ra este tipo de estudo. Tais anéis sao "puffs” gigantes
que foram correlacionados por Beermann (1961) e Grossbach
{(1969) com a sintese de proteinas componentes da secre-

gdo salivar das larvas desse diptero. Edstrdm e colabora-
dores (vide revisdes de Edstrdm, 1974 e Daneholt, 1974 e
1975) concentraram entdo sua aten¢gao no anel de Balbiani

II, cujo RNA acha-se hoje relativamente bem caracterizado.

As pesquisas brasileiras sobre cromossomos
politénicos tém sido feitas principalmente com moscas do
género Rhynchosciara. O grande atrativo da glandula des-

te organismo consiste no fato de que além dela apresen-
tar os puffs de RNA, que sao os gue ocorrem em Chironomus
e Drosophila, existem também aqui os'puffs“de DNA. Tais
puffs sao peculiares ads glandulas salivares de Sciaridae.
Um nimero apreciavel de investigagdes indica gque ha am-

plificagao génica nos"puffs"de DNA. E importante salien

tar que este & o {inico caso bem documentado de amplifi~

cagao génica em tecidos somdticos.
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Este sistema tem sido explorado com a fina-
lidade principal de caracterizar o fendmeno da amplifica
¢ao, determinar seu papel bioldgico no caso especifico de
Rhynchosciara e seu possivel significado bioldgico geral.
No momento as investigagGes estdo sendo conduzidas princi
palmeﬁté com o objetivo de caracterizar o DNA e RNA produ-

zido nos puffs de DNA.

Este sistema estd também sendo explorado
com relagao aos fendmenos que conduzem 3 abertura e fe -
chamento dos "puffs" de DNA. Para o desenvolvimento ade-
quado das etapas futuras desta investigagdo, serd necessa-
rio adquirir conhecimentos sobre a cromatina dos cromosso-
mos politénicos, principalmente no que se refere as suas
proteinas. Neste sentido as histonas, assumem grande im -
portdncla devido a varios fatores que foram discutidos an-
teriormente. Além disto os "puffs” devem ser peculiaresal
terag§es estruturais da cromatina que ocorrem em certos"lo
ci" cromossdmicos para que o genoma seja corretamente ex-
presso, e nao é improvdvel que histonas estejam relacio-
nas com esta alteragdo, de vez que em outros organismos

se acharam evidéncias de que a modificagdo quimica de his-—
tonas pode alterar sua interagdo com o DNA e induzir con-
sequentemente variagOes estruturais na cromatina que te-
riam fungdo na divisdo celular e na transcrigido (Bradbury

et al., 1974b; Allfrey, 1971). Acrescente-se ainda o fato
de que as histonas do sistema politénico em particular e

de insetos em geral sdo pouco estudadas.
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Em células politénicas de dipteros as difi-
culdades experimentais na obtengao de quantidades suficien
tes de material, aliadas i atragao indiscutivel que exer-
cem as técnicas de autorradiografia, provavelmente contri-
buiram para Que o estudo das histonas deste sistema nao
atingisse a profundidade que atingiu por exemplo em mami
feros. Para dar idéia do estado atual do problema, bas-
ta dizer que até o presente, estas proteinas foram segura-
mente caracterizadas somente em dois dipteros que possuem
células politénicas, Drosophila (Cohen & Cotchel, 1971;
Oliver & Chalkley, 1972a) e em Ceratitis (Franco et al.,
1974), sendo estudadas com menores detalhes em Callipho-
ra erythrocephala (Lindh & Brantmark, 1965) e em Callipho-
ra stygia (Sin, 1973).

Nestas condigces, os dados sobre a sintese
de histonas nestes e emoutros dipteros, dados esses que fo
ram obtidos antes de uma caracterizagao adequada dessas pro
teinas, podem n3o ser totalmente conclusivos. O mesmo po-
de ser dito com relagdo a resultados autorradiogrdficos ob
tidos de preparagOes cromossomicas fixadas com um dos me-

lhores solventes de histonas, o dcido acético.

Se estas criticas forem consideradas vali-
das, pode perceber-se que o estudo das histonas de siste-
mas politénicos & no presente momento um tanto incomple-
to, o que nao deixa de ser surpreendente, dadas as caracte

risticas favoridveis deste sistema para alguns aspectos im-

- portantes desse estudo. Assim por exemplo, chama a atengao
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em gldndulas salivares de Rhynchosciara, a enorme dura
Qéo do Gltimo ciclo de replicaqgo, o gqual se estende des-
de a 8poca em que os animais comegam a confeccionar o ca-
sulo coletivo até pouco antes da histdlise da glandula,

num total de seis dias (Cordeiro & Meneghini, 1973; Ma -
chado-Santelli & Basile, 1975). Este ciclo, & inclusi-
ve altamente sincronizado com relagao & sintese de DNA(Ma
chado-Santelli & Basile, 1975). Pode-se notar melhor a
longa duragao dessa “"fase S" ao compard-la ¢om as de célu
las Hela e de embriGes de ourigo do mar, as quais sao com
pletadas em 7-9 horas (Defendi & Manson, 1963) e 15 minu
tos a 15°C (Hinegardiner et al., 1964) respectivamente. A
crescente-se a isto o fato de que a velocidade de sinte
se de DNA na glandula salivar (0,025 V/min.; Cordeiro &
Meneghini, 1973) é de 20 a 100 vezes menor que a de mami-
feros (0,52~2,0 uDNA/min.; Cairns, 1966; Huberman & Riggs
1968). Admitindo que em Rhynchosciara a sintese de his-
tonas‘e a de DNA sejam sincronizadas como ocorre em célu-
las Hela (Borun & Robbins, 1967) conclui-se que a sinte-
se de histonas na gldndula salivar deverd ser de 20 a
100 vezes mais lenta que naquelas células. Entao, desde
que se consiga um adequado processo de analise e de marca
¢do isotdpica de histonas, serd possivel seguir sua sinte
se durante a de DNA de forma bem mais acurada do que a
que seria possivel em sistemas de fase S radpida. Neste ca
so as experiéncias poderiam fornecer dados mais confia-
veis a respeito de uma possivel sintese diferencial de

histonas durante a replicagao, fato que em ltima andlise
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poderia indicar que as histonas assim sintetizadas teriam
além da fungao estrutural ji vista, outras fungdes de ti-
po regulador no qual elas seriam especificamente

requeri

das.

Além de dipteros, outros insetos foram tam-
bém estudados com vistas & caracterizagdo de histonas: A-
cheta domestica (Pallota & Berlowitz, 1970; McMaster-Kays

& Kaye, 1973), Planococcus citri (Pallota & Berlowitz,

1970), Oncopeltus fasclatus (Harris & Forrest, 1970) e

Ephestia kfthniella (Imberski & Gertson, 1974). 1Infelizmen

te porém, em alguns dos insetos estudados a identifica-
¢3do de histonas se torna dificil devido a complexidade dos
padroes eletroforéticos obtidos, de forma que dados segu
ros a respeito do complemento de histonas desta classe de
animais se reduzem a 2 ou 3 deles, entre os gquais se in-
cluem os obtidos em Drosophila. Assim sendo, o -presen-
te trabalho teve como objetivos a caracterizagao de histo-
nas e o estabelecimento de uma metodologia adequada para

o estudo de sua sintese durante a replicagdo de DNA, em

glandulas salivares de Rhynchosciara americana. Se al-

cangados, estes objetivos podem fornecer as bases para o
estudo da cromatina das reéiaes amplificadas no cromosso-~
mo politénico. Além disto, 08 resultados obtidos poderiam
contribuir para o conhecimento das pouco estudadas histo
nas deste sistema, e verificar se em insetos os dados se
adaptam ao que ocorre com as histonas de vertebrados, orga
nismos estes que forneceram maior parte do que se sabe so-

bre as proteinas basicas da cromatina de eucariotos.
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II. MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Larvas do diptero Rhynchosciara americana fé“

ram obtidas no laboratdrio nas condigbes previamente descri-
tas por Lara et al. (1965). Nas ocasides em que ndo fol
possivel utilizar os animais de cultura, estes foram coleta
dos na natureza quase sempre em regides do litoral do Esta-

do de Sao Paulo.

Todas as experiéncias descritas no presente

estudo foram levadas a cabo usando larvas do 49 estiadio. Eg“

te estaddio & extremamente longo e compreende a maior parte

da vida larval. Nele se verificam importantes eventos com
relagao & fisiologia bem como a morfologia e comportamento

dos animais. Estes eventos foram usados como critérios pa-

ra a subdivisao do quarto estadio em periodos, primeiramen
te por Guaraciaba & Toledo (1967) e mais recentemente por
Terra et al. (1973). A subdivisao sugerida por estes {lti-
mos autores & a utilizada neste trabalho ao datar os ani-¥:

mais estudados, e & apresentada na Tabela II.

Nas experiéncias que serdo descritas na pre-~
sente tese foram usadas sempre larvas feémeas, nao somente
com o intuito de minimizar as varidveis experimentais, mas

porque sendo elas malores que os machos, possibilitam maio

res rendimentos nos processos extrativos.

-65=-

TABELA II

Subdivisdes do 49 estadio larval de R. americana

segundo Terra et al. (1973)

Idade cronold-
gica aproxima-

Eventos fisioldgicos ou
aparencia da larva

Corresponde ao
inicio do periodo

da (dias)

21 32 ecdise larval. Larvas 19
claras

32 Larvas comegam a se tor- 2Q
nar avermelhadas

49 Larvas iniciam a confec- 39
¢ao do casulo

54 Inicio da formagao do 49
"puff" B2 na glandula sa
livar. Casulo consisten
te

57 Maximo do "puff" B2. Lar 59
vas quietas em posigao
curva

58 Maximo desenvolvimento do 69
"puff" C3. Larvas curvas,
mas ja envolvidas por cé-
lulas individuais do ca-
sulo

59 - Oltima apdlise larval. Ta Prépupal
bulos de Malpighi 1livres (pupa farata)
de CaCO3

61-64 Ecdise pupal
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2. ADMINISTRAGRO DE PRECURSORES RADIOATIVOS

A administragao de precursores marcados com

3H e 14C foi executada de duas for-

emissores beta fracos
mas distintas.

a) "In vivo" - os animais, levemente aneste
siados com éter sulfiirico, foram injetados diretamente na
hemocele com a ajuda de agulhas feitas a partir de microca
pilares de 15 ou 25 A (Drummond Scientific Co. Broomal Pa.
U.S.A.) previamente calibradas. As larvas em uma injegao
receberam sempre 2 ul da solugao de precursor radiocativo.
Nao & aconselhdvel a injegao de volumes maiores dévido prin
cipalmente aos efeitos que a sibita variagdo da pressdo os
mética pode causar na absorgao do marcador usado. Decorri
do o tempo de incorporagao desejado, esta era interrompi
da ao colocar as larvas sobre gelo moido. Imediatamente
os animais tinham suas glandulas salivares dissecadas em
uma sqlugéo fisioldgica gelada para Rhynchosciara (Armelin

et al., 1969), na qual eram mantidas até o ulterior pro-

cessamento.

b) "In vitro" - para este propésito usou-se
o meio de manutengéo TBGPL (Terra.et al., 1976) cuja compo
sigao se baseia na da hemolinfa de larvas de 59 periodo.Nas
experiéncias em que seriam incorporados aminodcidos radio-
ativos, teve-se o cuidado de omitir no momento de prepa -
rar o meio os correspondentes aminodcidos nao radioativos,
corrigindo-se as osmolaridades respectivas com sacarose.ls

to foi feito para anular os efeitos de diluigao isotdpica

L3S
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na incorporagao dos precursores. As glidndulas eram coloca-
das em volumes apropriados de meio TBPGL previamente suple-
mentado com os marcadores, permitindo-se sua incorporagao
pelos tempos convenientes e sempre a temperatura de 18%%¢.
Apds a incubagdo, as glandulas eram retiradas do meio e la-

vadas com a solugdo gelada na qual seriam em seguida proces

sadas.

3. ADMINISTRAGAO DE DROGAS

a) Hidroxiuréia: larvas do 59 periodo fo-
ram injetadas diretamente na hemocele com 2 ul de uma solu-
¢3o de hidroxiuréia 0,5 M e entao mantidas durante 12 ho-
ras a iBOC para inibigdo de sintese de DNA nas glandulas sa
livares (Machado-Satelli & Basile, 1973). Apds esse tempo
as glandulas salivares foram dissecadas e colocadas em
meio suplementado com lisina—l4c e triptofano—3H para o es-~

tudo da sintese de histonas em polirribossomos.

b) Ecdisterona: larvas do 29 periodo foram
injetadas diretamente na hemocele com 2 ul de uma solugao
de ecdisterona 2 mg/ml feita em solugao fisioldgica para
Rhynchosciara, contendo etanol a 2% para facilitar a disso-
lugdo do horménio. As larvas foram entdoc mantidas em  am-
biente a 18°C durante 34 ou 44 horas, apés.as guais suas
glandulas salivares foram dessecadas e incubadas em meios

suplementados com timidina—3H ou lisina—3H, para o estudo

da sintese de DNA ou histonas.
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4. PREPARAGAO DE NOCLEOS DE GLANDULAS SALIVARES E EXTRAGAO

DE HISTONAS

O processo utilizado para a obtengao de na-
cleos de gléndulas salivares de R. americana foi objeto de

publicagd@o anterior (Santelli et al., 1976).

Aproximadamente 200 glandulas foram obtidas

por dissecgao de larvas mergulhadas em solugao fisioldgi
ca de Rhynchosciara (Armelin et al., 1969). Imediatamente,
apos, foram transferidas para um tampao feito em Tris 10
mM, CacCl, 1 mM, MgCl, 4 mM, DTT 2 mM, sacarose 0,25 M pH
7,4 contendo Nonidet P~-40 0,4%, e mantidas nele durante 15
minutos. Apds este tempo, as glandulas foram transferi-
das para um homogeneizador de Dounce onde foram brandamen
te homogeneizadas. Na realidade o propdsito desta opera -
¢do & o de agitar as gldndulas N0 tamp3o contendo deter -
gente, para que com o auxilio deste os niicleos sejam libera
dos, cbm um minimo de rompimento celular. Em seguida a
esta etapa, a suspensao foi filtrada em uma rede de nylon
com malhas de 180 u2 e refiltrada em outra de 90 u2 a fim
de eliminar debris. Os nilcleos foram entdo recuperados por
decantagao durante uns 20 minutos, lavados uma vez com [}
tampao de homogeneizag@o e outra com o mesmo tamp3o sem de-
tergente, sendo sempre recuperados por decantagao. Termina
das as lavagens o sedimento de nilicleos foi seco de tampao,

ressuspenso em uma solugdo de H 0, 0,4 N contendo NaHSO4 50

2
mM e transferido para um Dounce, onde os nicleos foram vigo

rosamente homogeneizados e em seguida agitados durante 1 hora

¥)
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a 0-4°C para extragao de histonas. Terminada a extragdo, a
suspensao foi centrifugada a 12000 rpm durante 20 minutos

em um rotor Sorvall SS 34. O sobrenadante foi entao preci-
pitado com 4 volumes de etanol 90% durante 24 horas a
-10°%. as protelnas_que sedimentam apds este tempo foram
recuperadas por centrifugagao a 10000 rpm durante 15 minu-
tos em rotor Sorvall SS 34, lavadas uma vez com etanol 90%
e secas a vacuo para anidlise posterior em géis de poliacri-

lamida.

5. PREPARAGAO DE CROMATINA DE GLANDULAS SALIVARES

O processo usado & em esséncia aquele des~
crito por Elgin & Hood (1973) para purificagao de cromati-
na de ovos de Drosophila, que foi adaptado para purifi -
car cromatina de glandulas salivares de Rhynchosciara da
qual seriam extrafdas histonas. 40 glindulas salivares de
larvas em diversos estigios do desenvolvimento, foram ho-
mogeneizadas em um mini—Dounce (capacidade para 2 ml) em
1 ml de Tris—-HCl 10 mM; NaCl 100 mM; MgCl2 10 mM; sacaro-
se 250 mM, pH 7,6. O homogeneizado foi entdo centrifuga
do a 3000 xg e o material que sedimenta no fundo do tubo con
siderado cromatina bruta. Este sedimento fol lavado duas
vezes com O mesmo tampao e em seguida duas vezes com Trig-
~HCl 5 mM pH 8,0 e uma vez com Tris-HCl 1 mM pH 8,0. Nes -
tas lavagens recuperou-se a cromatina por centrifugacao a
12000 xg; Em seguida d Gltima lavagem a cromatina foi res-

suspendida em 1 ml de Tris-HCl 5 mM contendo alfa-amilase
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cristalina de B. subtilis a 100 ug/ml e incubada a 37°C du
rante 20-30 minutos. Este tratamento enzimatico se reve
lou conveniente porque conseguiu melhorar a pureza das pre
paragoes de histonas, provavelmente ao digerir parte da

secregao glandular que se agrega a cromatina durante o

processo de preparagao.

Apds o tratamento enzimitico a cromatina foi
diluida em grande volume de Tris-HCl 5 mM pH 8,0, recupera
da por centrifugagdo a 12000 xg e imediatamente ressuspen-—
dida em 1,5 ml do mesmo tampao sendo entdao colocada no to-
po de uma solugao de sacarose 1,7 M em Tris-HCl 5 mM pH
4°

8m0 e centrifugada a 35000 rpm em um rotor SW 65K a ¢

durante 105 minutos. A cromatina sedimentada no fundo do
tubo foi ressuspendida em Tris-HC1 10 mM pH 8,0 e lavada
trés vezes com esse tampao. O material obtido por este
processc foi imediatamente usado para a ext;agéo de histo

nas.

6. EXTRAGAO DE HISTONAS DE CROMATINA PURIFICADA

Preparagoes de cromatina de glandulas sali-
vares, obtida pelo processo descrito, foram imediatamente
transferidas para um mini-Dounce com o aux{lio de 0,5 ml
de HZSO4 3

ra 1 ml e o material homogeneizado durante 1 hora a 4°¢

0,4 N + NaHSO, 50 mM. O volume foi completado pa
para extragao das protelnas basicas da cromatina. Apds a
extragao a suspensao foi tranferida para pequeno tubo de

centrifuga com a ajuda de 1 ml da solugao de extragao e

LIS
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centrifugada 12000 xg durante 10 minutos. O sobrenadante

fol recuperado e a ele se adicionou como carregador 100

ul de uma solugao de sulfato de protamina 1 mg/ml em
sto4 0,4 N. Em algumas ocasides usou-se como carrega
dor 50 ul de uma solugao de alfa-amilase cristalina 1

mg/ml em CH3COOH 0,9 N. As protelnas foram entao precipi
*
tadas pela adigéo de 0,2 volumes de TCA 1 g/ml durante 20

minutos a 0—4°C, sendo recuperadas por centrifugagao a

12000 xg durante 10 minutos. O precipitado foi entao la-

vado duas vezes com CH3COCH3 : HC1 99:1 e uma vez com

CH,COCH., e em seguida seco a vacuo e assim mantido a -10°¢

3 3
até seu uso.

Alfa-amilase e sulfato de protamina fo-
ram empregadas como carregadores somente quando o name—
ro de glandulas de que se preparou cromatina, nao era
suficiente para fornecer massa de histonas precipitaveis
poxr TCA nas condigdes mencionadas. Isto ocorreu duran-
te a preparagao de histonas marcadas com lisina—3H, a par
tir de 40 glandulas. Em outras preparagdes porém ao ob-

ter cromatina de 200 glandulas o uso de carregador foi

omitido.

* Convem mencionar que a recuperagao de histonas por pre-
cipitagao com TCA 18% foi efetuada por Franco et al.
(1974) ao estudar essas proteInas na mosca Ceratitis ca-
pitata. A anilise eletrofor&tica e de aminoacidos des-
sas histonas nao revelou diferengas com relagao a obti
da por precipitagao com acetona a baixas temperaturas,
procedimento comumente usado para o isolamento de histo
nas de varias fontes.
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7. ELETROFORESE DE HISTONAS EM GEIS DE POLIACRILAMIDA

Géis de poliacrilamida a 15% foram prepara-
dos segundo Panyim & Chalkley (1969). Antes de carrega-
-los com as proteinas em estudo, os géis foram percorri- .
dos até ser alcangada voltagem constante para eliminar rese,
tos de polimerizagao. Usualmente esta etapa dura de 5 a
6 horas. Em segulida a ela os géis foram carxrxegados com
amostras de histonas de glandulas salivares previamente dis
solvidas em CH3COOH a 0,9 N + sacarose contendo ou nao,
sulfato de protamina ou alfé—amilase como carregadores. As
eletroforeses foram feitas em CH3C00H 0,9 N a 2,5 mA/gel,
160 volts durante 5 horas em refrigerador. Terminada a
eletroforese os géis foram retirados dos tubos com o auxi-y)
lio de agua gelada injetada com uma seringa entre o gel e
a parede do tubo e corados durante 2 horas em uma solu -
qSo aguosa contendo amido black 0,1%, CH3CH20H 20% e
CH,COOH 7%. Os géis eram entdo descorados em dcido acéti
co 7% durante 30 a 40 horas e a densidade optica das ban-
das reveladas pelo corante ao longo dos géis, determina
da a 600 nm.

4

8. ELETROFORESE DE HISTONAS EM GEIS DE POLIACRILAMIDA-SDS

Protelnas de peso molecular conhecido e
histonas extraldas de cromatina purificada segundo o pro-
cedimento descrito, foram inicialmente tratadas segundo
Papermaster e Dreyer (1974), o que consiste enm dissolvé

-las em uma solugao de Tris-HC1l 10 mM; EDTA 0,5 M;SDS 2,5%,
¥
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beta-mercaptoetanol 2,5%; sacarose 5% pH 8,0 e em segui-
da denatura-las por aguecimento a 50°C durante 1 hora. Nes
tas coni:goes se assegura a andlise de mondmeros nos géis

de poliacrilamida-SDS.

A eletroforese da solugado de histonas conco
mitantemente com proteinas de peso molecular conhecido, em
géls descontinuos de poliacrilamida-SDS, foi realizada se
gundo Laemmli (1970 e Studier (1973). Apds a eletrofore
se, os géls foram coradog por 3 horas em solugao de Cooma-
sie Blue B 0,1%, etanol 95% e acido acético 10%, fixa-
dos em acido sulfosalicilico 20% durante 16 horas e em
TCA 10% durante 15 minutos, e em seguida descorados em so-

lugdo de etanol 25% e acido acético 10%.

9. MICRODISSECCAO DE NOCLEOS E CITOPLASMAS DE GLANDULAS

SALIVARES

Terminado o periodo de incubagao "in vitro",
glidndulas foram retiradas do meio e fixadas em etanol:clo-~
rofdrmio 3:1 durante 20 minutos. A fixagdo usual com eta-
nol: acido acético 3:1 nao & recomendavel em nosso caso,
j3 que remove quantidades enormes de proteinas basicas (a-
proximadamente 60% delas). Entretanto, o fixador usado,
além de evitar esse problema, deixa as gladndulas com ex—
celente consisténcia para fins de microdissecgao. Fixa -
das as glandulas estas foram processadas essenclalmente de
acordo com o método de Daneholt (1972), que consiste em

lava-las 4 vezes com etanol 70% contendo excesso dos mesmos
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precursores incorporados n3o marcados, para remover radio-
atividade inespecifica e entao manté-las durante 1 hora
em solugao de etanol:glicerol 1l:1. Terminado este trata-
mento, a microdissecgao foi executada segundo Edstrdm
(1964). Unicamente 25 células da regido proximal das glan
dulas foram microdissecadas. Os niicleos e citoplasmas fo-
ram cuidadosamente coletados em gotas separadas, na cima-
ra de Oleo mineral e transferidos para frascos de cintila

¢do para determinagdo de radioatividade.

10. PREPARAGAO DE POLIRRIBOSSOMOS DE GLANDULAS SALIVARES

A técnica de preparagdo de polirribossomos

de glandulas salivares de Rhynchosciara americana ja foi

objeto de publicagao (Aliaga et al., 1975). Entretanto,

ela serd descrita aqui nos seus aspectos essenciais. Glin
dulas salivares de larvas no estagio de desenvolvimen
to apropriado, foram dessecadas e incubadas "in vitro" du
rante 10 minutos a 18°C e 750 ul de meio TBGPL previamen-

te suplementado com 5 uCi de 14C—lisina e 50 uCi de 3

H-
~triptofano. Finda a incorporagao, as glandulas sdo reti
radas do meio de incubagdao e lavadas com um tampao gela-
do feito em Tris-HC1l 10 mM; KCl 50 mM; Mg(CH3C02)2 10 mM
e DTT 5 mM a pH 7,4 (Tampao TKM) e imediatamente transfe

ridas para uma rede de nylon de malhas de 180 ul

mergulha
da em aproximadamente 0,8 ml de tampao anterior conten-
do sacarose 250 mM para tornar o meio isotdnico e o deteEv
gente Nonidet P-40 a 0,5% (v/v) (Tampao TKD). Nesta solu

¢ao as glindulas s3o deixadas de 10 a 15 minutos tempo
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suficiente para que os nlicleos se despreendam integros(San
telli et al., 1976) e as proprias glandulas adquiram con-
sisténcia apropriada para a etapa seguinte do processo,que
consiste em esmagid-las cuidadosamente com a extremidade a-
chatada de um bastao de vidro, contra a rede de nylon sem
pre mergulhada no tampao com detergente. Desta forma, o
envelope glandular bem como tragquéias quitinosas e alguns
debris mais volumosos sao retidos pela rede, enquanto nii-
cleos e o material citoplasmitico a atravessam e sao recolhi
dos no tampao. A suspensao assim obtida & entao centrifu
gada a 10000 xg em rotor Sorvall HS 229 a 0-4°¢ durante
10 minutos. O sedimento obtido € rico em niicleos e mito-
condrias principalmente. O sobrenadante pos mitocondrial
(SPM) resultante, contém polirribossomos soliveis bem co-
mo os ligados as membranas removidos por agdo do detergen
te. O SPM assim preparado deve ser imediatamente -analisa

do em gradientes de sacarose.

11. SEDIMENTAGCAO DE POLIRRIBOSSOMOS EM GRADIENTES DE SACA

ROSE

0,3 ml do SPM obtido como foi descrito an-
tes sao colocados no topo de um gradiente de 4,5 ml de sa-
carose 15-3bi feito no tampao TKM. O gradiente & entao
coletado por pungao do fundo do tubo em aproximadamente 30
fragoes contendo 8 gotas cada uma. As fragoes sao diluil -

das com 1 ml de Agua destilada e sua densidade Sptica de-

terminada a 260 nm.
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12. DETERMINAGAO DE RADIOATIVIDADE EM EXPERIENCIAS DE DU

PLA MARCAGCAO COM i g 3y

O problema basico da contagem simultinea de

14C e 3H em um sistema de cintilaqéo liquida, reside no

- deslocamento, aparente do espectro de emissao beta de 14C
para regiGes energéticas mais baixas, correspondentes ao
espectro de emissao beta de 3H(spillover). Esse deslocamen

to & fungdo de "quenching" no sistema de cintilagio que

contém c.

O espectrdmetro de cintilagdo liquida Beck
man LS-250 empregado nestas determinagdes de radioativi-
dade permite contornar este problema de forma satisfatdria.

Este instrumento vem provido de um sistema que permite com

parar automaticamente o ganho de calibragdo para amos-
tras de "quanching" alto e variavel, de forma que o
"spillover"” se torne aproximadamente constante em fun -
¢do desse "quenching”. Nestas condig¢des, conhecidas as

eficiéncias de contagens para os dois isdtopos é
14

possivel
determinar o "spillover" de C na janela de tritio e cor-

rigir convenientemente as duas medidas.

Para exemplificar, & mostrada a Figura 1A,
transcrita do manual de instrugdes que acompanha o ins -

trumento. Nela & dada a variagao de eficiéncia de conta-

l4c 3

gem de e "H em fungdo do "quenching" (dado pela razao

do padrao externo), quando esses isdtopos sdo medidos nas
respectivas janelas, bem como a fragao das contagens de

14¢ que sado detectados na janela de tritio.Para situagdes

e,
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FIGURA 1 - (A) Curvas que mostram a separagao de 3H—“C em
fungao do aumento do "quenching" sem o uso do circuito
"automatic quench compensation”". Em eficiéncia de 40% pa

ra tritio (pouco_"quenching”) a quantidade de ¢ que pen§
tra a janela de “H & praticamente a mesma detectada em sua
propria janela._ A medida que o "quenching' aumenta, cres-
ce a fragao de 1%C detectada na jangla de 3H. (B) Curvas
que mostram o aumento de separagao “H--%C com o emprego
do circuito "automatic quench compensation”. Note-se que
em situagdes de “%uenching" crescsnte, consegue-se manter
a penetragao de 14c na janela de °H em valores relativamen
te mais baixos e aproximadamente constantes com o aumento do
"quenching”.
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de "quenching" elevado, praticamente toda a radiagao beta

de\14

C & contada no canal de 3H (curva de "spillover"),en
quanto as eficiéncias de contagem dos dois isdtopos nos
respectivos canais diminuem de forma aproximadamente 1li-
near com a queda da razao do padrao externo (ou aumento
do "quenching"). Esta situagdo pode ser remediada quan-

do se utiliza o circuito de "automatic quenching control"”

{AQC), com que vem provido este instrumento.

A Figura 1B & idéntica a que foi construi-
da a partir de dados obtidos com duas séries "quenched"de
14C e 3H adquiridas da Beckman Instruments. Nestas 8é-
ries o primeiro termo & essencialmente "unquenched" e
consiste do solvente tolueno marcado com 14C ou 3H, do
cintilador primario 2,5 difeniloxazol a 4,0 g/l e do cin-
tilador secundario dimetil POPOP a 0,2 g/l. Os tubos sao
saturados com argonio e fechados hermeticamente para eli-
minar o "quenching” produzido pelo oxigénio. Com estes
sistemas de cintilagdo foi calibrado o instrumento para
a determinagao desses dois isdtopos admitindo-se, que as
eficiéncias de contagens obtidas com eles sao maximas. Os
restantes termos das duas séries contém 0s mesmos compo -
nentes do primeiro além de quantidades crescentes de clo-
rofdrmio para simular os virios tipos de "quenching" qui-

mico.

Como se depreende da Figura 1B, o uso de
circuito de AQC minimiza o"spillover" de 14C no canal de

tritio e este se mantém aproximadamente constante durante
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apreciadvel intervalo de "quenching”. Além das curvas cons
truidas a partir das séries padroes de 14C e 3H forneci-
das pelo fabricante, foram construidas outras a partir de
proteinas de glindulas salivares de Rhynchosciara, marca-
das com leucina-14c e leucina—3H e que foram preparadas
exatamente da mesma forma em que se trabalhou usualmente
para contagem de radioatividade em polirribossomos ou em
proteinas analisadas em géis de poliacrilamida. As cur -
vas obtidas ao simular as condigdes experimentais sao bas
tante semelhantes, dentro das condigGes de "quenching” em
que comumente se trabalhou, as obtidas com padroes de fa-
brica. Desta forma foi possivel montar um sistema de equa
goes:

14

CPM ~°C =(C;-Bkg,). 1,31

1

cem H = (C,-Bkg,) - CPM e 0,27

14
onde: Cl contagens por minuto observadas no canal de C

3
C, contagens por minuto observadas no canal de "H
- 1
Bkg, e Bkg, = radiagao de fundo dos canais de 4C e
3H respectivamente.

- 14 3
Estas relagoes permitem corrigir as contagens de C e "H

" 1
de forma conveniente tendo em vista o"spillover” de 4C sO

bre tritio.

Informagdés detalhadas sobre a aplicagao do
processo de cintilagdo liquida a amostras bioldgicas  po-

dem ser obtidas no artigo de Kobayashi & Mandsley (1969).
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13. PREPARAGAO DE AMOSTRAS PARA DETERMINAGAO DE RADIOATI-

VIDADE POR CINTILAGERO LIQUIDA

a) Radioatividade incorporada em histonas a
nalisadas em géls de poliacrilamida - géls de poliacrila
mida apds seu descoramento em dcido acético 10%, foram con
gelados em CO, sSlido e cortados em 90-100 fatias de 1 mm
de espessura. Cada uma delas fol transferida para o res-
pectivo frasco de cintilagEo ao qual se adicionou 0,5 ml
de H,0, 308. Os frascos foram mantidos a 50°C até a despo

1imerizaqéo completa das fatias. Em seguida, nos resi-
duos de oxidagdo foram dissolvidos em 0,2 ml de acido acé-
tico 5% e entao se adicionaram a cada frasco, 5 ml de. uma
solugao de cintilagao contendo 5 mg de PPO, 0,5 mg de

POPOP e 100 mg de naftaleno por ml de dioxano 1,4.

b) Radioatividade incorporada em nlcleos e

citoplasmas microdissecados - nicleos e cltoplasmas micro
dissecados foram colocados separadamente em frascos de
cintilagdo e tratados a 50°C até sua total solubiliza -

gao com 0,5 ml de NCS ou Protosol. Em seguida a cada frag
co se adiclonaram 5 ml de solugéo contendo 5 mg de PPO;0,5

mg de POPOP por ml de tolueno.

c) Radioatividade incorporada em polirri -
bossomos - As fragoes de gradientes nos quals foram centri
fugados polissomos de glandulas salivares se adicionou 1
ou 2 gotas de solugao de RNA de levedura 1 mg/ml e igual
volume de TCA 10%. Apds manté-las a 0-4°C durante meia ho

ra, cada fraqao foi filtrada em filtros de nitrocelulose e

L

"
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extensivamente lavadas com TCA 5%. Os filltros foram se-
cos e entdo colocados em frascos de cintilagao contendo 5
ml de PPO 5 mg de PPO; 0,5 mg de POPOP por ml de

tolue-

no e a radioatividade retida determinada com os culda-

dos requeridos para marcagao simultanea com 14C e 3H.

d) Radioatividade incorporada ¢em DA de
glandulas salivares =~ Terminada a hidrdlise a 75°C duran-
te 20 minutos, tomaram-se 20 u1l do hidrolisado em fras-
cos de cintilagéo. A estes se adicionou entdo 0,2 ml de
dgua destilada e em seguida 10 ml de solugdo de cintila
¢ao composta de 5 g de PPO; 0,5 g de POPOP; 100 g de naf-

taleno e 5 ml de protosol por litro de dioxano 1,4.

14. DETERMINAGCAO DE DNA EM GLANDULAS SALIVARES

Apds a lncorporagao de timidina—3H, aproxi
madamente 40 glandulas salivares foram homogeneizados em
2 ml de NaOH 0,1 N, adicionando-se ao homogenato 1 ml de
Hclo4 1,2 N contendo timidina fria a 1 mg/ml. O precipi-
tado formado é recuperado por centrifugagao a 10000 xg

durante 10 minutos, ressuspenso em 2,5 ml de HClO, 0,2 N

4
+ 0,5 ml de HClO, 0,2 N contendo timidina fria 1 mg/ml,la
vado com 3 ml de HClO4 0,2 N e recuperado por centrifu-
gagao nas condigdes anterjores. Ressuspenso em 1 ml de
KOH 0,3 N, o material fol mantido.a 37°C durante 1 hora pa
ra hidrdlise de RNA. Ao fim desta etapa, adicionou-se 0,5

ml de HClO4 1,5 N, permitindo-se formagdo de precipitado
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durante 10 minutos. Este foi recuperado por centrifuga -
950 como antes, novamente lavado com 2,5 ml de HClO4 0,2
N e finalmente ressuspenso em 0,7 ml de HClO4 1,2 N e hi-
drazida a 75°C durante 20 minutos. O hidrolisado & nova-
mente centrifugado a 10000 xg durante 10 minutos. Do so-
brenadante retiraram-se 0,5 ml para leituras de densida-
de OSptica a 260 nm apds as quais, essa fragdo do sobrena
dante foli tratado com difenilamina segundo o método de
Burton (1956) modificado por Giles & Myers (1965) para de
terminagdo de DNA. - Paralelamente o mesmo método foi a-
plicadp a quantidades oonhecidas de DNA de timo de bezer-
ro hidrolisado nas condiqSeé anteriores, para a constru

¢ao de uma curva padrao.

15. REAGENTES

A preparagao de solugoes comuns e de tam—
pBes,‘foi feita com reagentes de grau analitico forneci

dos por diversos fabricantes.

Foram usados principalmente produtos"Britsh
Drug Houses" (BDH) de Poole, Inglaterra, da "E. Merck" de
parmstadt, Alemanha bem como da "J.T. Baker Chemical Co."
reembalados pela subsidiaria brasileira em sao Paulo. SDS,
Triton X-100 (grau de cintilagdo) e Nonidet P-40 foram ob

tidos da BDH sem ulterior purificagdo.

Para o preparo de gradientes usou-se saca-
rose especial para este fim, obtida da BDH. Suas solu -

¢oes foram sempre tratadas com DEP durante 1 hora a 80°¢
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com o fim de inibir ribonucleases eventualmente contaminan
tes (Solymosy et al., 1968).
DTT, outxo inibidor de RNase (Boshes, 1970)

foi adquirido da Sigma Chemical Co. ou da Calbiochem.

Pronase foi adquirida da Calbiochem. Suas
solugdes foram sempre incubadas antes de seu uso, a 37°% du
rante 30 minutos para eliminar possiveis nucleases cgntami—
nantes. -

a-Amilase cristalina de B. subtilis provinha
também da Calbiochem.

Os reagentes para eletroforese em acrilami
da, N,N,-metilenbisacrilamida, N,N,N’',N'-tetrametilenetilen
diamina foram adquiridos da Eastman Kodak Co. de Rochester
N.Y. E.U.A.

Ecdisterona, (22-R)-2, 3, 14, 20, 22, 25-pen
tahidroxi-5, 1l4~colest-7-en-6-ona, foi adquirida doa Rhoto
Pharmaceutical Co. Ltd. de Osaka, Japao.

Filtros de nitrocelulose dos tipos HAWP (45
micra de diametro de poro) e GSWP (22 micra de didmetro de
poro) foram fornecidos pela Millipore Corporation de Bedford,
Massachussets E.U.A.

Cintiladores primario e secundario, PPO e
POPOP respectivamente fabricados pela Pilot Chemicals, fo-
ram adquiridos da New England Nuclear de Boston, Mass.,EUA.

BAs solugOes solubilizadoras de tecidos apro-~
priadas para cintilagao liquida foram obtidas da New
England Nuclear (Protosol) ou da Amersham/Searle (NCS).1,4-

-dioxano {(grau de cintilagado) provinha da BDH e o tolueno,
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fornecido pela Reagen (R.J.) fol sempre destilado antes de
881 uso em misturas de cincilagao 1liquida.

Precursores radioativos: liaina—l4c (312
mCi/mMol, 100 uCi/ml), triptofano-3H (5,3 ci/mMol, 1 mCi/ml)
e timidina-3H (50 Ci/mMol, 5 Ci/5 ml) foram adquiridos da
New England Nuclear; lisina- H (8,7 Ci/mMol, 5 ci/5 ml) foi

fornecida pela Amersham/Searle.

Todas as solggSes foram preparadas em agua
destilada e a seguir filtradas em filtros de' nitrocelulose.
Todo o material de vidro fol esterilizado a seco antes de
Beu uso e quando o experimento o requeria, esse material foi

previamente tratado com DEP para inibir RNases eventualmente

contaminantes.

16. INSTRUMENTOS

As ultracentrifugagGes em gradientes de saca-
rose bem como de preparagdes de cromatina foram feitas em
ultracentrifugas Beckman modelos L ou L3-50 usando-se tubos
de nitrocelulose e rotores apropriados fornecidos por subsi-

didrias da mesma companhia, enquanto as centrifugagces a bai

xa rotagdo foram efetuadas em centrifuga Sorvall RC2-B.

Para medidas de densidade Sptica usou-se um
espectrofotdmetro modelo PMQ II da Carl Zeiss, de Jena, Ale-
manha. A distribuigao de densidade Sptica ao longo de géis
de acrilamida corados com amido black foi determinada em wum
espectrofotometro Beckman modelo Acta III provido de acesso-

rios convenientes.
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Os géls de acrilamida foram cortados em fa-
tias com o emprego de um dispositivo de corte fabricadopor
The Mickle Laboratory Engeneering Co. de Survey, Inglater-

ra para a Joyce-Loebl.

Eletroforeses foram feitas em uma cuba de
plastico construida no laboratdrio usando eletrodos de Pt
e de Ni-Cr ligados a uma fonte operando a corrente constan

te, fabricada pela Canalco, de Roksville, Maryland, EUA.

A microdissecgdo de glandulas salivares foi
efetuada em um micromanipulador fabricado pela casa Leitz
de Wetzlar, Alemanha.

As fotografias que reproduzem alguns eletro
ferogramas foram feitas com uma Asahi Pentax Spotmatic SP

II, utilizando~se filme Copex Pan, 16 ASA da Agfa.

As medidas de radiocatividade foram sempre e
fetuadas em um espectrdmetro de cintilagao ligquida da

Beckman Instruments, modelo LS~250, operando com eficién -

3 14

cias aproximadas de 40% para “H e 94% para "~ C.
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III. RESULTADOS

1. LOCAL E EPOCA DA SINTESE DE HISTONAS EM GLANDULAS SALI

VARES DE R. AMERICANA

Na Tabela III sao mostrados os resultados de
um experimento de pulso e caga no qual as glandulas de lar
vas no 59 periodo foram marcadas simultaneamente com lisi
na-14C e triptofano—3H. Como pode ser visto, tanto o nia-
cleo como o citoplasma incorporam mais eficientemente lisji
na que triptofano. A quantidade de lisina que se acumu-—
la no nicleo durante o periodo de caga, & maior que a de
triptofano, o que sugere passagem preferencial de protei-

nas basicas sintetizadas no citoplasma, para o nicleo du-

rante o periodo de caga.

Com o objetivo de determinar a classe de po
lirribossomos responsdveis pela sintese de proteinas com
alta relagdo lisina/triptofano, bem como a época em que
esta sintese tem lugar, glandulas de larvas no 39 e 5¢ pe-
rfodos foram marcadas simultaneamente com 1isina-14C e
triptofano—3H, seus polissomos extraidos e analisados em
gradientes de sacarose como descrito por Aliaga et al.
(1975). Os resultados estao sumarizados na Figura 2 A e B.
As radioatividades devidas a 14C e 3H na regiao de polis -

somos foram normalizadas com relagdao ao pico de mixima ra-

dicatividade nessa regido a fim de detectar divergéncias na

| I8
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TABELA III
Incorporagao de triptofano—3H e de lisina-l4c em proteinas
nucleares e citoplasmdticas de glanculas salivares sob con
digoes de pulso e caga

Tri-3u (ceM) Lis-~"C (CPM)

Pulso Pulso Pulso Pulso
(15 min.) (45 min.) (15 min.) (45 min.)

14

Nicleo 119 152 136 251
citopl.! 1822 1671 3199 3115
Cél. total? 1931 1823 3335 3366

Quatro glandulas de larvas do 59 periodo foram 1incubadas
em 50 yl de meio TBGPL deficiente em lisina e triptofano,
mas suplementado previamente com § uCi de lisina-lic e 50
uCi de triptofano-3H. Apds a incorporagao durante 15 minu
tos a 18°C, duas gléndulas foram removidas e processadas pa
ra a microdissecgao como fol descrito em Métodos; as ou-
tras duas glandulas foram transferidas para outros 50 ul
de meio TBGPL novo contendo excesso de triptofano e lisi-
na frios, onde fol feita caga durante 45 minutos, a 180cC.
Depois deste tempo as glandulas foram removidas e trata-—
das com as outras duas para microdissecgao. Os resulta-
dos foram obtidos com 25 células microdissecadas da regiao
proximal das glandulas. A radiocatividade incorporada em
niicleps e citoplasmas fol determinada como se descreveu em
M%todos e corrigiga de forma a descontar o "spillover" de
1l4¢ na janela de °H.

1- Considerou-se citoplasma o material restante apds a mi-~
crodissecgao dos nicleos. Este material conpreende en-
velope glandular, membranas celulares, etc.

2- Estes dados correspondem a soma de radioatividade de
nicleo e citoplasma na mesma experiéncia.
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FIGURA 2 - Marcagdo simultd@nea de polipeptidios nascentes
com triptofano-3H e lisina-ldc, em glandulas salivares de
Rhynchosciara em dois diferentes estigios do desenvolvi -
mento. 50 larvas do 39 e 59 periodos do 49 estaddios fo -
ram dissecadas e suas glandulas salivares incubadas separa
damente em 750 ul de meio TBGPL isento de lisina e tripto-
fano, mas suplementado com 5 uCi de lisina-l4c e com 50
uCi de triptofano-JH. Permitiu-se a incorporacao dos pre-
cursores radioativos durante 10 minutcs a 189C. Apds este
periodo, as gldndulas foram processadas de forma a obter
o sobrenadante pds-mitocondrial (SPM). 0,3 ml de SPM fo-
ram colocados no topo de gradientes lineares de sacaro-
se 15-30% feitos em Tris-HC1l 10 mM; KC1l 50 mM; Mg(CH C02)2
10 mM e DIT 5 mM em pH 7,4. Os gradientes foram centrigu=
gados a 65000 xg no rotor SW 50L de uma ultracentrifuga
Spinco, durante 2 horas a 4°C. Os gradientes foram coleta
dos por pungao do fundo do tubo e sua densidade Optica bem
como a radioatividade, determinadas como se descreveu em
Métodos. Os dados de radioatividade foram corrigidos de
forma a descontar o "spillover" de 14C no canal de 3H e fi
nalmente normalizados com relagao a pico maximo na regiao
de polirribossomos de cada gradiente, com o objetivo de po
der comparar diferengas de incorporagao de lisina e tripto
fano ao longo de perfis de polissomos de glandulas de lar-
vas de-39 (A) e 59 (B) periodos. Em 3¢ periodo,os Yicos
miximos na Segiéo de polissomos dos perfis de lisina-l4c e
triptofano-“H sao respectivamente 940 e 425 CM.E4 em 59 pe
riodo_esses valores, para os perfis de lisina-+%C e tripto
fano-3H s3o 3560 e 2110 CPM respectivamente. M = posiqSodB
pido de monossomos; &—=@ = densidade dptica a 260 nm;
@---8 = CPM de triptofano~3H normalizados; @=—m = CPM de
lisina-14C normalizados. A area sombreada indica a regiao
do perfil em que a incorporagdo de lisina & maior que a de
triptofano.
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relagao lisina/triptofano ao longo do perfil. Em 3¢ perio
do, a curva de lisina coincide com a de triptofano, prati-
camente ao longo de todo o perfil (Figura 2A). Entretan -
-to, em 59 periodo a curva de lisina permanece levemente a-
baixo da de triptofano, exceto na regiao do gradiente gque
corresponde a polirribossomos contendo 3-4 ribossomos; a-
qui a situagao se inverte, como & indicado pela drea som
breada da Figura 2B. Esta divergéncia mostra que os pepti
dios nascentes ligados a esses polissomos, sao marcados pre
ferencialmente com lisina em glandulas de larvas de 59 pe-

riodo.

£ importante notar que em 59 periodo, a sin
tese de DNA & midxima, como se observa na Figura 3, a qual
foi construida a partir das atividades especificas(CPM/ ug
DNA) de DNA de glandulas salivares de um mesmo grupo de
larvas durante a parte final do seu desenvolvimento. Este
resultado mostra que a época de maxima sintese de DNA ocor-
re por ocasiao da abertura maxima do “"puff" 2B no cromos-
somo B e estd de acordo com dados obtidos anteriormente
em R. americana por Lara & Hollander (1967), Meneghini &
Cordeiro (1972) e Machado-Santelli & Basile (1975). A ob-
servagao importante obtida das experiéncias resumidas nas
Figuras 2 e 3, & que a época de maxima sintese de DNA na
glandula coincide justamente com a que permite detectar mar
cagao preferencial com lisina—14c em polirribossomos de
pequeno coeficlente de sedimentagao (110-130S).

Portanto, se a marcagdo preferencial com 1i

sina equivale a sIntese de histonas, isto pode indicar
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FIGURA 3 - Variagdo da atividade especifica (CPM/ug) de
DNA de glandulas salivares ao longo do  desenvolvimento
larval dado em dias. Para cada ponto da curva, 40 glan-
dulas salivares foram incubadas em 50 ul de meio TBGPL
(Terra _et al. 1976), suplementado com 50 uCi de ti-
midina~3H (New England Nuclear, 51,5 Ci/mMol) durante
duas horas a 18°C. Apds a incubagdo, as glandulas foram
fixadas durante 30 minutos em solugao de etanol e acido
acético 3:1. Em seguida o material foi lavado quatro
vezes com etanol 70% contendo excesso de timidina e en-
t3o estocado até seu uso em solugdo de  etanol-glicerol
1:1. Os processos para determinagdo da massa de DNA nas
glandulas, bem como a radioatividade de timidina-3H in-
corporada nela, estdo descritos em detalhe na secgédo _de
Métodoe. IR = infcio de rede; B = &poca de abertura maxi
ma do "puff" B no cromossomo B; C = época de abertura
do "puff" C no cromossomo C; P = época da pupa larval.
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FIGURA 4 - Efeito de hidroxiuréia na incorporagdo simulta-

nea de triptofano-3H e lisina-14c em polipeptidios nascen

tes de glandulas salivares de larvas de 5¢ periodo. 50 lar

vas de 59 periodo foram injetadas com agua destilada (gru-

po controle) enquanto outras 50 larvas do mesmo estagio fo

ram injetadas com 2 pl de uma solugdo 0,5 M de hidroxiuréia
com g objetivo de inibir a sintese de DNA. Os dois grupos

de animais foram mantidos durante 12 horas a 189C. Apds es

te tempo, suas gladndulas salivares foram dissecadas e sepa
radamente incubadas durante 10 minutos em 750 pl de meio

TBGPL isento de lisina e triptofano mas suplementado com

5 uCi de lisina-14C e 50 uCi de triptofano-3H. Apds a in-

corporagac dos precursores, as glandulas foram processa-

das como se descreveu antes com o objetivo de obter os

SPM. Os polirribossomos tanto do grupo controle (A) como
do tratado com hidroxiuréia {(B) foram analisados em gra-

dientes de sacarose da forma descrita na Figura 2 e os da-

dos de radioatividade corrigidos e normalizados da mesma
maneira. Na figura A (controle) os picos mdximos na re-
giao de polissomos dos perfis de lisina-14%C e triptofano -
-3n sdo respectivamente 2685 e 1297 CPM. Na figura_ B (hi-

droxiuréia) esses valores para os perfis de lisina-lé4c e
trigtofano—3ﬂ sdao 3600 e 1430 CPM respectivamente. M = po-
sig¢ao do pico de monossomos; ®—=8 = densidade Soptica a
260 nm; @-.-@ = CPM de triptofano normalizados; m—8 =CPM
de lisina normalizadas. A 4rea sombreada indica a  regiao
do perfil em que a incorporagdoc de lisina & malor qgue a de
triptofano.
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correlagdo entre sintese de histonas e DNA em glandulas sa-
livares de Rhynchosciara, da mesma forma como ocorre em
outros sistemas nao politénicos(Robbins & Borun, 1967; Ke-

des et al., 1969).

Com o objetivo de corroborar a conclusao ob

tidas das experiéncias acima descritas, efetuou-se uma no-

va experiéncla em que a sintese de DNA foi inibida com hi-
droxiuréia (Machado-Santelli, 1973). Os resultados obti
dos sao mostrados na Figura 4 A e B. Nela pode ser visto

que as curvas de lisina e triptofano de larvas tratadas com
a droga, correm paralelamente ao longo do perfil de polis-

somos, e que a divergéncia na regido de polissomos leves
diminui guando comparada com a existente no perfil contro
le, obtido de larvas do 59 periodo injetadas com dgua des-
tilada.

Este fato indica um acoplamento entre a sintese

de DNA e a de proteinas basicas de polirribossomos conten

do de 3-4 ribossomos. Além disto, estes resultados suge-

rem fortemente que essas proteinas sao histonas.

2. CARACTERIZACAO DE HISTONAS DE GLANDULAS SALIVARES DE

R. AMERICANA POR METODOS ELETROFORETICOS

Idealmente, a identificagao de histonas en-
volve seu isolamento e a determinagao de virias de suas
propriedades, entre as quals agsume especial importancia a
anilise de aminoacidos. Esta Ultima entretanto, nd3o pode
ser facilmente executada em glandulas salivares de  Rhyn-

chosciara devido & pequena quantidade de material disponi-

9,
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vel. Este problema poderia ter sido contornado ao prepa-
rar histonas da larva inteira. Contudo, tentativas neste
sentido n3o foram bem sucedidas: as proteinas eram ampla -
mente degradas durante as preparagoes, provavelmente por

*
proteases existentes em outros tecidos larvais. Assim sen-

do, as histonas de glandulas foram identificadas com base
em outros critérios que sao amplamente empregados para este
fim na literatura corrente. Estes sao: origem, comportamen

to eletroforético, propriedades tintoriais e peso molecular.

a) Origem - em todas as experiéncias as pro-

teinas foram extraidas com H,80, 0,4 N a partir de nicleos
preparados pelo procedimento de Santelli et al. (1976) ou
de cromatina purificada pelo método de Elgin & Hood (1973).

Assim, desde que as preparagoes de partida nao estejam con-
taminadas por material citoplasmitico, deve esperar-se due
as proteinas extraidas sejam principalmente histonas. A
pureza das preparagoes pode ser testada ao comparar a mobi-
lidade eletroforética das bandas principais com as das his-
tonas correspondentes de um padrao (timo por exemplo), como

serd feito a sequir.

b) Comportamento eletroforético - a técnica

empregada para a anidlise das protelnas basicas extraidas da

¥ Proteases extremamente ativas em pH bdsico foram recente
mente detectadas no tubo digestivo de larvas de R. ame-
ricana (Dr. W.R. Terra, comunicaqao pessoal}. Estas po-
deriam ser responsaveis pela extensiva degradagao obser-
vada nas preparagoes de histonas de animals inteiros, ja
que a cromatina de onde se extrairam histonas havia si-~

do preparada a pH 8.
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cromatina ou de nicleos de glandulas salivares, & a de Pa-
nyim & Chalkley (1969), que permite de maneira simples e
com alta reprodutibilidade, a resolugao do complemento de
histonas de varios organismos em cinco bandas principais
(Panyim et al., 1971). O resultado obtido ao aplicar esta
técnica a histonas de timo e a proteinas basicas extrafdas
de cromatina ou niicleos de glindulas salivares de R. ggg_:‘,
ricana estid ilustrado nas Figuras 5 e 6, onde respectivamen
te sao éomparados os eletroferogramas e densitogramas obti
dos para os dois tipos de preparagao. O eletroferograma da
Pigura 5A se refere a histonas de timo de bezerro, e é com-
paravel aos existentes na literatura para histonas desse
tecido (Panyim & Chalkley, 1970; Panyim & Chalkley, 1971).A
banda G assinalada nessa figura nao foi identificada. Ela
pode corresponder a uma impureza da preparagado comercial eE‘J
pregada como padrao, ou a protedlise de uma das histonas de
menor mobilidade eletroforética. As varias bandas assina-
ladas na Figura 5A, correspondem em ordem crescente de mobi
lidade as histonas AREoxl, AREox2, KAP, ARE, KAS, LAK, G e
GR?. As bandas AREoxl e AREox2 equivalem aos dois diImeros
obtidos por oxidagao (parcial nestas experiéncias) da histo
na ARE, que em timo possui dois residuos de cisteina (Fam—
brough & Bonner, 1969). A mobilidade destas bandas & apro¥

ximadamente igual i metade daquela do mondmero (Panyim &

Chalkley, 1970), fato que se observa na Figura 5A.

Na Figura 5B sao apresentados os resulta -
dos obtidos com a andlise das proteinas basicas extraidas

de cromatina de glindulas salivares de R. americana. Neste

i
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FIGURA 5 - Eletroferograma de histonas de timo de bezerro
e de proteinas basicas da cromatina de glindulas saliva

®res de larvas de R. americana. (A) 30 ug de histonas to-

tais de timo de bezerro, dissolvidas em acido acético 0,9
N contendo sacarose 20%, foram colocados no topo de um
gel de 7,5x0,6 cm2, de poliacrilamida a 15% e conten
do uréia 6,5 M e preparado segundo Panyim & Chalkley(1969)
CondigGes de elétroforese - solugdo de eletroforese: aci
do acético 0,9 N; voltagem entre eletrodos: 160 volt; am-
peragem por gel: 2,5 mA; duragao da eletroforese: 5 horas;
temperatura (solugao de eletroforese): 6-10°C; sentido de
migragdo: do anodo (+) para o catodo 1-); coloragao do
gel: 2 horas a temperatura ambiente em solugao aquosa con
tendo 20% de etanol, 7% de 3cido acético e 0,1% de negro
de amido; descoramento de gel: de 30 a 40 horas em aci-
do acético 10% 3 temperatura ambiente e sob agitagao cons
tante. (B) Dissecaram-se 200 glandulas de larvas do 69

8periodo e preparou-se cromatina pelo procedimento de

Elgin & Hood (1973). As proteinas basicas foram extrai
das dessa cromatina com o emprego de H2SO4 0,4 N contendo
NaHSO3 50 mM, durante 1 hora a 0°-4°C. Em seguida as
proteinas basicas foram recuperadas por precipitagao com
0,2 volumes de uma solugdo de TCA mg/ml, durante 20 minu-
tos a 0°-4°C. 0 material precipitado foi recuperado por
centrifugagdo, lavado duas vezes com acetona:HC1 99:1,uma
vez com acetona e seco a vacuo. A analise eletroforética
destas protelnas foi efetuada como se descreveu em (n).
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A ARE KAS LAK
a3t
0.2}
KAP GRK
o1} AREgx ‘
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g | .
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B ARE*LAK+KAS
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- Exatamente como na figura 5. (A) Histonas de
EiﬁgRgesbezerro, (B) histonas de glandulas salivares de
R. americana (69 periodo). Varredura de densidade Opti-
ca a 600 nm em um espectrofotometro Beckman Acta . III.
As abscissas dos graficos desta figura se referem a di-
mensces da carta registradora do espectrofotdmetro.
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eletroferograma se distinguem seis bandas principais enume~
radas de 1 a 6 que podem ser identificadas comparando suas
mobilidades com aquelas das histonas de timo apresentadas na

Figura 5A, como se fari a seguir.

Bandas 1, 3 e 6 - as mobilidades eletoforéti
cas das histonas ARE e GRK independem de sua origem devido
3 extrema conservagdo das estruturas primirias no decorrer
da evolugao (Panyim et al., 1971). Este critério permite
identificar as bandas 3 e 6 de Rhynchosciara como sendo
respectivamente as histonas ARE e GRK. A histona ARE quan-
do oxidada, deve fornecer dimeros cuja mobilidade sera apro
ximadamente igual 3 metade da do mondmero, independentemen-
te da origem dessa proteina (Panyim et al., 1970). Esta his
tona em Drosophila, ao ser oxidada fornece uma Gnica banda
de mobilidade aproximadamente igual @ dos dimeros da histo-
na ARE de timo, o que deve refletir a presenca de um {nico
residuo de cisteina no mondémero dessa histona no diptero (011
ver & Chalkley, 1972a). 1Isto & o que parece ocorrer tam-
bém com a banda 1 na Figura 5B. Portanto, esta banda foi
identificada como sendo o dimero da histona ARE de R. ame -

ricana.

Banda 2 - esta banda, na Figura 5B, & identi
ficada como a histona KAP de Rhynchosciara, porque excluida
a banda correspondente ao dimero da histona ARE, & ela a de
menor mobilidade entre as demais bandas do eletroferograma.
Esta identificagdo se justifica, porque a histona KAP & a
de menor mobilidade em todos os organismos estudados até o

momento.
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O fato de que a histona KAP tenha mobilida-
de menor que a correspondente de timo, como se observa na
Figura 5B, & aesperado, pois esta caracteristica ja havia si
do observada antes para a histona KAP de outros insetos

(Cohen & Gotchel, 1971; Oliver & Chalkley, 1972a; McMaster-

-Kaye & Kaye, 1973; Franco et al., 1974). Além disto, veri

ficou-se (resultados n3o apresentados) que o tratamento pr%
vio da preparagao de proteinas com DTT, ndo altera a posi- |
¢ao da banda 2, o que exclui a possibilidade de que essa

banda seja o dimero da histona ARE.

Bandas 4 e 5 - estas bandas na Figura 5B,sao
tentativamente identificadas como as histonas LAK e KAS res
pectivamente, em vista da regido onde migram. Esta identi-
ficagao que corresponde a uma inversio das posigdes dessas
bandas com relagao as observadas no caso de histonas de ti¥®
mo (Figura 5A), se deve a observagao de Panyim et al.{(1971)
de que.o afastamento na escala evolutiva do filo mami fero
conduz a uma inversao da ordem KAS, LAK observada em timo,
de forma que em Drosophila, a ordem crescente de mobilida-
de em géis de poliacrilamida passa a ser KAP, ARE, LAK,KAS,

GRK (Cohen & Gotchel, 1971). A comparagao de mobilidades

eletroforéticas das proteinas bdsicas de Rhynchosciara, com
\J
as das histonas de outros insetos, permite da mesma forma oé

ter elementos de identificagdo,como & mostrado na Tabela IV.

c) Propriedades tintoriais - outro criteério
que ajuda a identificar as histonas de R. americana, se

baseia no fato de que histonas diferentes se coram diferen-

temente com negro de amido. Assim, as histonas KAP e KAS

N mnn

TABELA IV

Mobilidades eletroforéticas relativas de histonas de varias fontes

KAP ARE LAK KAS GRK Referéncia

Fonte

Oliver & Chalkley (1972)

81 86 92 100

62

Drosophila (gl. sal)

McMaster-Kaye & Kaye (1973)

100

88

83

78

62

Grilo {(ceco)

capitata
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Franco et al. (1974)

82 89 93 100

67

C.

86i6 100 Esta tese

sole

0
+1

61%2

americana

R.

Esta tese

100

802

8s¥2

7932

66¥2

L 3]

Timo

Barker (1971)

88 85 100

82

65

Otero de rato

4 géis

* - Medidas tomadas em 12 géis

** -~ Medidas tomadas em

Todas as mobilidades sdo dadas como porcentagem da mobilidade da histona GRK que se considera

igual a 100%.
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se coram em plrpura, enquanto as outras bandas se coram em
azul. Esta propriedade pode ser estudada obtendo-se as
densidades Spticas das respectivas bandas a 450 e 700 nm,
da mesma forma como fizeram Cohen & Gotchel (1971) para i~
dentificar histonas de glandulas salivares de Drosophila.

Segundo estes autores, as bandas correspondentes as histo
nas KAP e KAS devem exibir absorbancia, menor em comprimen
éos de onda préximos do vermelho (700 nm) do que em com -
primentos de onda prdximos do azul {450 nm). O inverso
deve ocorrer com as histonas ARE e LAK. A Figura 7 mos-—
tra que estas caracteristicas variagdes de absorbancia o-
correm justamente com as bandas identificadas como sendo
as histonas KAP e KAS e ARE e LAK de R. americana. Nesta
figura é mostrado também o eletroferograma de histonas ex-
traidas de niicleos preparados pelo método de Santelli et

al. (1976), do gqual se obtiveram os densitogramas comenta-

dos.

d) Peso molecular - para a determinagio do
peso molecular de histonas de R. americana, estas foram
analisadas juntamente com cinco proteina de peso molecu

lares conhecidos, em géis de acrilamida~SDS preparados se-
gundo Laemmli (1970). O eletroferograma resultante esta
mostrado na Figura BA. Neste sistema as histonas de Rhyn-
chosciara sao resolvidas em somente quatro bandas. Este
padrao, no entanto, estd de acordo com os obtidos para as
histonas de outros organismos em sistemas de eletrofore-

se semelhantes (Panyim & Chalkley, 1971; Panyim et al.,
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FIGURA 8 - (A) Eletroferograma de proteinas analisadas em
gel descontinuo de acrilamida-SDS. Proteinas de peso mole-
cular conhecido foram tratadas separadamente durante 1 hora
a 50°C em um tampao feito em Tris-HCl 62 mM; EDTA 5 mM; pH
6,8 contendo SDS 2,5%; beta-mercaptoetanol 2,5% e  sacaro-
se 5% (Papermaster & Preyer, 1974), até sua dissolugao to-
tal. Proteinas basicas de Rhynchosciara foram extrdaidas
da cromatina de 200 glindulas salivares de larvas do 59 pe-
riodo, da forma descrita na flgura 5 e dissolvidas como as
proteinas padraes. Tomaram~se aliguotas de 5 ug de cada so
lugao de proteinas padrdes que foram colocadas no topo de
uma placa de gel de acrilamida-SDS preparada segundo Laexmli
(1970) e Studier (1973). O mesmo foi feito com a totalida
de das proteInas basicas de Rhynchosciara. A eletroforese
destas proteinas foi efetuada nas seguintes condigdes: tam
pSo de eletrodos: Tris 0,025 M; glicina 0,192 M; SDS 0,1%,
pH 8,3 (Laermli, 1970). Voltagem entre eletrodos: 90 volt
ou 6,6 volt/cm; duraqéo da eletroforese: 4 horas d tempera-
tura ambiente. Apds a eletroforese, a placa foi corada du-
rante 3 horas em uma solugao composta de Coomasie Blue B
0,1%; etanol 45% e acido acético 10%. Em seguida o gel foi
fixado em solugoes de acido sulfosalicilico 20% (durante 16
horas) e de TCA 10% (durante 15 minutos). Apds a flxagao,
o gel foi descorado em uma solugao composta de etanol 25%
e acido acético 8% e fotografado com maquina Asahi Pentax
(Spotmatic II) usando filme Copex~pan (Agfa, 16ASA). Os
pesos moleculares das proteinas, usadas como padrdes sao
d dos de Weber et al. (1972); 1 : 68000 (soroalbumina),

:57000 (plruvatoquinase), 3*:43000 (ovoalbumina),4%:25700
(quimotrlpsinogenlo) e 5Y:14300 (lisozima). As proteInasba
sicas de Rhynchosciara estdo assinaladas do polo - ao po-
lo + como 1, 2, 3, 4. (B) Grafico de Weber & Osborn(1969),
peso molecular contra mobilidade relativa, construldo a
partir dos pesos moleculares e das mobilidades eletroforéti
cas das proteinas padrdes consideradas no eletroferograma a
cima.
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1971; Hayashi et al., 1974). Para interpretar este pa-
drao, assume-se que todas as proteinas devem estar sob a
forma de monGmeros, ja que a amostra de proteinas & pre -
tratada com merca;)toetanol e SDS a 2,5 e 2,0% respectiva—

mente durante 1 hora a 50°C.

Com as mobilidades observadas para as pro -
teinas padroes na Figura 8A, foi construido um grafico,se
gundo Weber & Osborn (1969) (logPM versus R,) que @ apre-
sentado na Figura 8B. Este foi usado para a estimativa
dos pesos moleculares das bandas de proteinas de R. ame -
ricana-, a partir de seus respectivos R, na Figura 8A. Os
valores encontrados para as bandas 1, 2, 3, 4, dessa figu
ra, sao respectivamente, 33000, 15000, 14000 e 12000 dal-
tons (ver Tabela V). Alguns destes valores contudo, sao
levemente maiores que os descritos para histonas de ou
tros organismos, as quais tém pesos moleculares varid -
veis entre 12000 (histona GRK; Delange et al., 1969a) e
21000 daltons (histona KAP; Bustin et al., 1969). A ban-
da 1, que segundo o critério de mobilidade neste tipo de
géis deve corresponder a histona KAP, tem peso molecular
menor que o encontrado para a mesma histona de Droso—

phila por Cohen & Gotchel (1971).

Estes iltimos autores determinaram em
géis preparados segundo Weber & Osborn (1969), um peso mo
lecular de 37000 daltoms para a histona KAP de glindulas
salivares de larvas de D. hidey, valor que seria 75% maior

que o da histona correspondente de timo de bezerro.

4)

-107-

TABELA V

Determinagdo de pesos moleculares de histonas glindulas sa
livares em géis de acrilamida-SDS, empregando graficos de
Weber & Osborn (1969)

R

Proteina ) (acrilamida 10%) PM (daldon)x10™3
Soroalbumina 0 ,216a 68,0b
Piruvatoquinase 0, 2702 57, 0b
Ovalbumina 0,3802 43,00
Quimotripsinogénio 0,5802 " 25,0
Lisozima 0,9102 14,3°
Proteina 1 O,SIOa 33,0c
Protefna 2 0,850 15,0€
Proteina 3 0,890 14,0°
Proteina 4 0,9402 12,0°

a- Mobilidades relativas. (com relagao ao corante azul de
bromofenol) em géis de acrilamida 10% tomadas do ele
troferograma da figura 8-

b- Dados de Weber & Osborn (1969)

¢~ Pesos moleculares de histonas de Rhynchosciara calcula
dos graficamente a partir da figura 8. i
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Entretanto, este resultado & criticado por Oliver & Chal-
kley (1972a), os quals determinaram para a histona KAP
do mesmo diptero um valor que & somente 500 a 100 daltons
maior que o da mesma protelna em timo. E provavel que o
peso molecular da histona KAP de Drosophila tenha sido
superestimado por Cohen & Gotchel (1971) j3& que histo-
nas possuem comportamento andmalo em géis de  acrilami -
da-SDS (Panyim & Chalkley, 1971; Hayashi et al., 1974) .Es
tes Ultimos autores sugerem inclusive que graficos de
Weber & Orborn como o da Figura 8B, nao sdo adequados pa-
ra o cidlculo de peso molecular de histonas, porque os
R, obtidos em acrilamida-SDS sd0 anormais e levam conse
quentemente & superestimagao de seus pesos moleculares.Des
ta forma os valores antes mencionados para as bandas 1,

2, 3, 4, da Figura 8A devem estar superestimados.

Havashi et al. (1974), propuseram a intro-
ducao -de corregoes no calculo de peso molecular de histo
nas que levariam a valores mais proximos dos reais. Basi
camente estas consistem em empregar valores de RMO (mobi-

lidade relativa em solugao) e de K'y (constante de retar-

R
damento da proteina no gel) para o cidlculo de peso mole-
cular. Os valores do primeiro parametro para histonas se
riam obtidos a partir de graficos de Ferguson (1964) (ci-
tado em Neville, 1971) (mobilidade relativa em fungao da
concentragdo de acrilamida nos géis), usando protel -

nas padroes de comportamento normal em acrilamida-SDS e

extrapolando para concentragao nula.
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O valor de RMo encontrado para proteinas nor
mais no sistema de eletroforese empregado seria igual aos
RMo de histonas neste sistema. Isto ocorreria, porque em
solugdo contendo concentragao suficiente de SDS, protel
nas monoméricas se ligariam ao detergente em altas e cons-
tantes relagdes de peso, sempre gque pontes -S~-S~ tivessem
sido convenientemente reduzidas (Pitt-Rivers & Impiomba-
to, 1968; Reynolds & Tanford, 1970a). Como consequéncia
desta interagao, seriam induzidas sensiveis variagdes de
conformaqéo e resultariam moléculas em forma de bastao,nas
quais ovdiémetro seria sempre constante e o comprimen-
to proporcional ao peso molecular da proteina (Reynolds &
Tanford, 1970b). Consequentemente, a densidade de carga
de superficie seria constante, ja que as cargas presen-
tes na proteina original seriam amplamente excedidas pe-
las cargas somadas das moléculas do detergente ligadas a
ela. Este efeito do SDS permitiria predizer que.a mobili-
dade eletroforética de complexos protelna-SDS em solugao,
seriam constantes independentemente da natureza da protel
na complexada (Hayashi et al., 1974). A Figura 9 & um gra
fico de Ferguson construido a partir do comportaﬁento das
proteinas padrdes da Figura 8, em quatro concentrag¢des di-~
ferentes de acrilamida-SDS. Por extrapolagao, obtiveram-
-se valores dispersos de RMo no eixo de ordenad;s. Esta
dispersdc de mobilidades relativas em solugao, em vista
das consideragdes feitas antes, deve.ser causada por arte-
fatos de eletroforese,de forma que para o propééito de

reavaliar os PM de histonas em Rhynchosciara, tomou-se um
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FIGURA 9 - Grafico de Ferguson (1969) (citado em Ngville,
1971), mobilidade eletroforética contra concentragao per-
centual de acrilamida. O grafico foi cgnstruido a par-
tir do comportamento das protegnas padroes mencionadas na
figura 8 em géis de concentragao crescente de acrilami-
da: 6%, 10%, 12% e 14%. Soluqaes, preparo de gel e condi
¢oes de eletroforese como na figura 8A.
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RMo médio calculado a partir da Figura 9 que foi conside-

rado constante para as bandas 1, 2, 3, 4.

O segundo parametro, ou seja a constante de
retardamento K'R para as proteinas padroes e para as his-
tonas 1, 2, 3, 4, fol calculado a partir da relagao
1ogRMo - logRM = -Ké . T(l) (Hayashi et al., 1974), em
que R, & a mobilidade relativa da proteina considerada em
um gel de concentragao percentual T de acrilamida. Segun
do Hayashi et al. (1974) histonas se comportam como pro-
teinas normais em graficos de Kp versus PM, de forma que
construindo curvas que incluam o peso molecular de histo
nas e conhecendo seu Ry, DO sistema eletroforético consi-
derado sera possivel obter valores mais proximos dos reais
para seus pesos moleculares. A Figura 10 foi construl
da com este proposito, a partir dos pesos moleculares das
proteinas padrdes, do RMo médio calculado para elas a par
tir da Figura 9 e dos valores de R, na Figura 8A. Para
o cadlculo dos pesos moleculares de histonas nao se empre
gou entretanto, a Figura 10 mas sim a equaqao de regres-

sdao linear entre os dois parametros, P, e K', tendo sido

M R

as constantes de retardamento das bandas 1, 2, 3, 4 cal-
culadas pela relagao (1) com Ryo médio obtido da  Figu-
ra 9 e Ry obtidos do eletroferograma da Figura 9B. Os
valores de pesos moleculéres corrigidos para essas ban-
das estao apresentados na Tabela VI. Segundo estes cil-
culos, as bandas 2, 3 e 4 passam a ter PM respectivos de

10200, 12300 e 14100 daltons, valores bastante prdximos
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FIGURA 10 - Grafico de Hayashi et al. (1974), constante de

retardamento versus peso molecular para as proteinas
figura 4. Para maiores detalhes vide texto.
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TABELA VI
Determinagdo de pesos moleculares de histonas de gldndulas -

salivares a partir de grificos de Hayashi et al. (1974)

Prote. = Ry R,, K'gx10’ PM(dalton)l0 >
(acrilamida 10%)
Soroalbumina 0,2102 2,84° 118,8° 682
Piruvatoquinase 0,270% 2,842 102,2° 574
oOvalbumina 0,380 %80 -&r.3° 43
Quinotripsinogénio 0,5802 2,85 69,57 25,79
Lisozima 0,9102 2,84 49,0° 4, 39
Proteina 1 0,5102 3,84%  74,30° W
Proteina 2 0,850 2,842 52,40° 14,1%
Proteina 3 0,8902 3,84°  50,40% 1%,3°
Proteina 4 0,940 2,84P 48,02 10,2¢

a- Mobilidades relativas (com relagao ao corante azul de bromo
fenol) em géis de acrilamida 10% tomadas do eletroferogra-
ma da figura 8

b- Mobilidades relativas em solugao obtidas por
¢ao na figura 9

c- Constantes de retardamento em géis de acrilamida 10% calcu-
lados pela relagao logRy,-1oRy = -KAT

d- Dados de Weber & Osborn {1969

c- Pesos moleculares de histonas de Rhynchosciara calculados a
partir da equagao de correlagdo linear K{ = 1,14 x PM+36,25
cujo r = 0,993.

extrapola -
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dos encontrados por Panyim & Chalkley (1971) para as his-
tonas GRK (11000), LAK (12500) e ARE + KAS (14000). Es-
tas consideragoes permitem identificar no eletroferogra
ma da Figura 8A, as bandas 2, 3 e 4 como sendo histonas
ARE + KAS, LAK e GRK respectivamente em Rhynchosciara. En
tretanté, ao introduzir a corregado de Hayashi et al.
(1974), nao se observa variaqéo no peso molecular calcula-
do para a histona KAP de Rhynchosciara. Como pode ser
observado na Tabela VI, este & novamente avgliado em
33000 daltons, valor maior que o descrito para a mesma his

tona de outros organismos, inclusive Drosbghila.

£ interessante observar que os valores evi-
dentemente superestimados por Cohen & Gotchel (1971) pa-
ra histona KAP de timo e ourigo do mar e provavelmente pa
ra a mesma histona de Drosophila, podem ser corrigidos a
partir de graficos de Hayashi et al. (1974). Como os
dois grupos de autores empregaram o sistema de eletrofo-
rese de Weber & Osborn (1969) para a determinagao de pe-
sos moleculares pode admitir-se que os RMo das histonas
de Cohen & Gotchel (1971) sejam iguais aos das de Hayashi
et al. (1974). Entao, a partir dos RM dados pelos primel
ros autores para a histona KAP de timo, ourigo do mar e
Drosophila, calcularam-se os respectivos K'R e com eles
estimou-se o peso molecular das tres proteinas diretamen-
te no grafico de PM versus Ké do artigo de Hayashi et al.
(1974). Desta forma, o peso molecular de 34000 para a
histona KAP de timo determinado por Cohen & Gotchel(1971),

passa a ser de aproximadamente 25000 apds a corregado men

+)
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clonada;o da histona KAP de ourigo (31000) a aproximadamen
te 21000 e o da de Drosophila (37000) a aproximadamente

27000.

Os dois primeiros valores corrigidos, sdo
perfeitamente compativeis com alguns dados da literatura
(Butler et al., 1968; Teller et al., 1965), sendo aguele
recalculado para a histona de Drosophila, levemente maior.
Na realidade o maior peso molecular da histona KAP de
Drosophila foi também confirmado por Oliver & Chalkley
(1972a) sem a distorgao encontrada por Cohen & Gotchel
(1971). Presentemente, o consenso geral & que a histo-

na KAP de dipteros tem realmente peso molecular maior que

a correspondente de vertebrados.

Estes comentdrios se justificam, porque como
ja foi dito, a corregado de Hayashi et al. (1974}, ndo alte
rou o peso molecular encontrado para a histona KAP de
Rhynchosciara, inicialmente estimado em 33000 por grafi-
cos comuns de logPM versus Ry- Este fato pode indicar, se
a corregao fol corretamente empregada aqui, gque o peso mo-
lecular de 33000 daltons encontradé para a histona KAP de

R. americana pelos dois tipos de tratamento, & real.

O comportamento anormal de histonas em géis
de acrilamida-SDS, sobretudo a histona KAP, pode ser provo
cado pelo seu alto conteido de lisina e de prolina (a his-
tona KAP de timo possul 25,7 moles de lisina e 9,7 moles
de prolina por 100 moles de aminoacidos; (Kinkade & Cole,

1966). O excesso do primeilro aminodcido pode retardar a
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mobilidade eletroforética, pois devido ao excesso de resi
duos basicos o SDS do gel poderia ndo cobri-los comwpleta-
mente; quantidade excessiva do segundo poderia reduzir a
flexibilidade da molécula reduzindo a .sua mobilidade and-
dica (Phillips & Clarke, 1970). Como consequéncia o peso
molecular calculado pelos processos aplicaveis a proteg
nas comuns, seriam superestimado, como ocorreu no caso de

Cohen & Gotchel (1971).

Assim sendo, a coincidéncia de peso molecu
lar da histona KAP de thnchosciara quando calculado por
dois processos, um dos quais & aplicdvel a proteinas ' co-
muns, pode indicar que esta histona se comporte como uma
proteina de composigdo de aminoécidos proxima da comum,ou
seja, que seu conteiido de lisina e de prolina seja menor
gue o da histona correspondente de vertebrados. Isto es-—
taria de acordo com as observagoes de Coheﬁ & Gotchel
(1971{ e de Oliver & Chalkley (1972a) obtidas a partir de

andlise de aminoicidos na histona KAP de Drosophila.

] Para resumir o que foi dito nesta secgao:as
histonas ARE e GRK de Rhynchosciara possuem em géis de
acrilamida as mesmas mobilidades das correspondentes de
timo; as histonas KAP, LAK e KAS tém mobilidades diferen
tes, fato ja observado entre histonas de diversas fontes

por Panyim et al. (1971) .

A histona KAP de thnchosciara, como ocorre
com a de outros insetos, tem mobilidade menor que a de

timo (Cohen & Gotchel, 1971; Oliver & Chalkley, 1972a;

)
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McMaster-Kaye & Kaye, 1973); além disto & provavel que
seu peso molecular seja maior que o da de timo e o da de
Drosophila. E possivel também que seu contelido de lisi-
na e de prolina seja menor que o da histona KAP de timo,

como ocorre com a histona KAP de Drosophila.

3, SINTESE DE HISTONAS EM GLANDULAS SALIVARES DURANTE O

DESENVOLVIMENTO LARVAL
3a, MEDIDAS DENSITOMETRICAS

A Figura 1l mostra densitogramas a 600 nm ob
tidos de géis nos quais foram analisadas histonas extrai
das de cromatina de glandulas salivares, provenientes de
animais em diferentes épocas do desenvolvimento larval,ou
seja, de 29 (Figura 11a), 49 (Figura 11B), 5¢ (Figura 11C)
e 69 (Figura 11D) periodos. As duas primeiras figuras se
referem a histonas extraldas da cromatina de 200 glandu
las e as duas ultimas a histonas extraldas da cromati-
na de 40 glandulas. Nas preparagoes a que se referem es-
tas duas Gltimas figuras usaram-se sulfato de protami~
na (Figura 1l1C) e alfa—;milase de B. subtilis (Figura
11D) como carregadores, com o objetivo de recuperar a pe-
quena quantidade de histonas que & possivel extrair des-

sas 40 glidndulas.

Comparando-se as areas sob os picos assina-
lados como sendo as histonas KAP, ARE + LAK + KAS e GRK
nos diferentes densitogramas da Figura 11 observou-se que

as relagoes entre eles ndo se alteraram em fungao dos
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FIGURA 11 - Densitogramas a 600 nm de histonas extraidas de
glandulas salivares de larvas de R. americana. Condig¢oes de
eletroforese e extragdao de histonas exatamente como na figu
ra 5. (A) histonas extraidas de cromatina purificada de 200
glandulas de larvas de 29 periodo; (B) como em A, mas de
larvas de 49 periodo; (C) histonas extraldas da cromatina
purificada de 40 glandulas de larvas de 59 perfodo e recupe
radas por precipitagao com TCA 20% usando sulfato de prota-
mina como carregador; (D) histonas extraidas da cromati-
na purificada de 40 glandulas de larvas de 69 periodo e re-
cuperadas por precipitagao com TCA 20% usando alfa-amilase
como carregador. A abscissa se refere a dimensoes da car-
ta registradora do espectrofotdmetro.

L]
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carregadores usados nos processos de precipitagao. O uso
destes tornou-se necessidrio nas experiéncias de incorpo-
ragao de lisina—SH, que serao comentadas mais adiante. A
alfa-amilase devido ao seu alto peso molecular permane-
ce no topo do gel como uma banda discreta ndo associada a
radioatividade, e a protamina, cujo peso molecular &€ me-
nor que o de qualguer histona, sai do gel apds as cinco ho
ras de eletroforese em que as histonas sdo separadas. Em
nenhum dos casos (Figura 11C e D) se percebe alteracgao de
mobilidade eletroforética nas bandas de histonas assinala

das.

Com o objetivo de confirmar o que foi obser
vado nos perfis de histonas de 29 e 49 periodos (Figu-
ra 11A e 11B), analisaram-se preparagoes de histonas ex -
traidas de cromatina ou de preparagoes de nicleos de glan
dulas salivares de larvas em varios estdgios de desenvol-
vimento. Nos respectivos densitogramas mediram~se as a-
reas sob os picos correspondentes as histonas KAP, ARE
+ LAK + KAS, GRK e em cada caso, estas areas foram coloca
das em grifico como porcentagem da area total de  histo-
nas em cada gel. Os resultados obtidos sao apresenta-
dos na Figura 12. Estes resultados indicam, que dentro
dos limites de resolugdao da técnica empregada, nado se ob-
servam variagoes aprecié&eis nas propor¢oes relativas das

diferentes histonas ao longo do desenvolvimento larval.



% do total de DO,,,na regiao de histonas

-120-

ARE+LAK+KAS
. °®
sof 3 e o
0 4. N SN bl .
KAP
50}
A
A A A
A 4 ‘A:
0 ). [ 4y \
GRK
50}
i,
o 4., I S I ,
30 2Pp40 IR P 50 BCP .. 60
dias

FIGURA 12 - Variagdo da quantidade relativa das bandas de
densidade Optica a 600 nm das histonas ARE + LAK + KAS
(6—=»), KAP (A—A) e GRK ( m=—m } ao longo do desenvol
vimento larval dado em dias. Nos densitogramas coxrespon
dentes a cada ponto da figura, tomou-se a &drea total na
regiao de histonas e expressaram-se as areas dos picos in
dividuails como porcentagem da drea total. As histonas fo
ram extraidas de cromatina ou de nicleos e analisadas por
eletroforese em géis de acrilamida como na figura 5.
2QP = 29 periodo; 49P = 49 periodo; IR = inicic de rede;
B = época de abertura maxima do "puff" 2B no cromossomo
C = 8poca de abertura do "puff" 3C no cromossomo C; P =
poca da pupa larval.
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3b. INCORPORAGEO DE LISINA—aH DURANTE O DESENVOLVIMENTO

LARVAL

Experiéncias preliminares mostraram que a
quantidade de lisina-3H necessiria para marcar "in vitro"
as histonas de 200 glandulas (o que dispensa o uso de
carregador), & invidvel. Entretanto, empregando alfa-ami
lase ou sulfato de protamina no momento de precipitar his-
tonas com TCA 20%, & possivel recuperd-las da cromatina de
um nimero bem menor de glandulas (aproximadamente 40 glan
dulas), como se demonstrou na Figura 11C e D. Além dis-
to, trabalhando com volumes de incubagéo de 100 ul e com
quantidades de lisina~3H de 200 uCi conseguem-se .-oncen
tragdes do isotopo suficientemente altas (2 mCi/ml) para

marcar convenientemente as proteinas em estudo.

Os resultados das experiéncias de incorpora
gao de lisina->H em histonas de proteinas basicas extrai
das de cromatina de glandulas salivares, s3o mostrados na
Figura 13. Glandulas de larvas em estagios de desenvolvi
mento compreendido entre 29 periodo e pupa, foram incuba
das em meio suplementado com lisina—3ﬂ. Paralelamente,ca
da incorporagado do aminodcido foi acompanhada de incuba-
gdo de igual nimero de glandulas do mesmo grupo de lar-
vas, em meio suplementado com timidina-3H, com o objeti-
vo de investigar a sintese de DNA durante a parte do de -
senvolvimento estudado. Os perfis de radioatividade obti
dos nos géis'de acrilamida em que foram analisadas as

proteinas basicas da cromatina, foram normalizados com
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FIGURA 13 - Incorporagao de lisina-3H em histonas de glandu
las salivares durante o desenvolvimento larval. Na época
apropriada de desenvolvimento, glandulas de 20 larvas foram

dissecadas em Ringer de Rhynchosciara e transferidas para TRET 30 20 35

100 ul de meio de incubagao TBGPL (Terra et al., 1975) sem 60 70 80 90 w00
lisina, e previamente suplementado com 200 uCi de lisi-
na-3H (New England Nuclear, 8,7 Ci/iiMol) onde foram manti- 3

das durante 4 horas a 18°C. Terminada a incorporagdo, as
glandulas foram transferidas para 10 ml de tampdo Tris B
10 mM; NaCl 100 mM; Mg(CH3COp), 1 mM; sacarose 250 mM pH
7,4 onde foram vigorosamente homogeneizadas para a obten-
gao de cromatina e subsequente recuperagao de histonas em-
pregando sulfato de protamina como carregqgador, ¢ os proces-
sos descritos na secgao de Métodos. As condigoes de
eletroforese sao exatamente as descritas na figura 5. Os Ly [
géis foram cortados em 90-100 fatias de 1 mm, as quais fo-
ram transferidas para frascos de cintilagao e tratadas como
se descreve em Métodos para determinagao de radicativida-
de por cintilagao liguida. Os graficos desta figura estdo
normalizados com relagao ao total de radioatividade no res-
pectivo gel. As setas, da esquerda para a direita, assina-
lam em todas as figuras, a posigdo das bandas KAP, ARE
+ LAK + KAS e GRK. (A) histonas de 29 periodo; (B) histo-

% Radioatividade total

nas de inicio de rede; (C) histonas de 49 periodo (dois
dias antes da abertura maxima do “"puff" 2B no Cromosso-
mo B); (D) histonas de 59 periodo (mdxima abertura do"puff"
2B): (E) histonas de um dia apds a abertura méxima do"puff"
2B; (F) histonas de "puff" C (abertura do "puff" 3C no cro-
mossomo C); (G) histonas da pupa larval (um ou dois dias 3
antes da histdlise da glandula). 4 L]
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relagdo ao total de radioatividade no respectivo gel, de
forma que esses perfis sao comparaveis em todos os esta-
gios estudados. Na Figura 13 se observam picos de radio
atividade que correspondem a picos de densidade Optica

previamente identificados como histonas; além destes se
destacaﬁ dois outros picos de radioatividade, assinala
dos como I e II que ndao migram em regides corresponden
tes a histonas. Serao analisados primeiramente os pi-

cos de radioatividade que correspondem a histonas.

Os dados da Figqura 13 indicam que a incox-

34 em proteinas basicas de 29 periodo

poragao de lisina-
(Figura 13A, seis dias antes do inicio de rede), & dis -
persa. Seis dias apds, quando as larvas iniciaram a con
fecgao do casulo coletivo e comega o Ultimo ciclo de re-
plicagao de DNA na gldndula (Figura 13B, inicio de rede),
a radioatividade se concentra na regido onde migra a his
tona KAP. Em um estdgio posterior, dois antes da abertu
ra do "puff" 2B no cromossomo B (Figura 13C, 49 periodo),
prossegue a incorporagao na regiao da histona KAP e se
observa um aumento de incorporagdo nas regides onde mi-
gram as histonas ARE + LAK + KAS e GRK. Uma situagao

semelhante se observa pouco depois, quando a abertura do
"puff" 2B e a sintese de DNA sao maximas (Figura 13D, é-

poca de abertura maxima do "puff" 2B no cromossomo B).Um
dia apbs o "puff" B (Figura 13E, época imediatamente pos
terior a da abertura mdxima do "puff" 2B) a radioativi-
dade nas regides correspondentes as histonas KAP e

ARE + LAK + KAS decresce, enguanto se observa um incremento

L
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de incorporagao do aminodcido na regiao onde migra a his-
tona GRK. No estdgio posterior, quando se abre o "puff”
3C no cromossomo C (Figura 13F, é&poca da abertura do
"puff” 3C no cromossomo C), todas as bandas passam a mar—
car-se menos com o isbtopo. Finalmente, no estagio de
pupa, pouco antes da histdlise de gldndula (Figura 13G, &
poca da pupa larval, pouco antes da histdlise da glandu
la salivar) existe uma sensivel regressio de incorpora -
gao em todas as bandas, embora a correspondente & histo-

na KAP continue ainda com aprecidvel marcagao.

A Figura 13 mostra que a banda onde ha in-
corporagao mais eficiente de 1isina—3H durante o desenvol
vimento, & a que corresponde i histona KAP. A  incorpo-
ragao do isGtopo na regi3o desta histona aumenta progres-
sivamente até a época de mixima abertura do “puff” 2B,
quando atinge um miximo (Figura 13D) para depois decair
até a época de pupa. O mesmo comportamento se observa
com relagao a radicatividade na regiao onde migram as
histonas ARE, LAK, KAS. O fato de que nesta experién -
cia nao se tenha detectado incorporagao na regiao dessas
trés histonas no inicio de rede (Figura 13B), ndo indica
necessariamente que exista defasagem de sintese entre a
histona KAP e as histonas ARE, LAK, KAS. E possivel que
a histona KAP tenha sido detectada antes das outras nes-
sa experiéncia, devido ao seu maior conteldo de lisina, e
consequentemente maior atividade especifica ao ser marca
da com lisina-3H. Neste sentido o mesmo argqumento se

aplica também 3 histona GRK. Esta por sua vez, segue
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aproximadamente o mesmo comportamento das outras com rela
gao & incorporagao de lisina->H, com um maximo de incorpo
ragao pouco depois da época de abertura mixima do "puff"B

(Figura 13E).

Em resumo, os resultados expressos na Figu-
ra 13, sugerem que as bandas que migram nas posigoes cor-
respondentes 3s histonas KAP, ARE + LAK + KAS e GRK, se
comportam de forma semelhante quanto d incorporagao de
lisina-3H durante o periodo do desenvolvimehto larval es-
tudado. Além disto, este comportamento sugere que © au-
mento Ae incorporagao de lisina-3H nessas trés bandas a-

companha o aumento de sintese de DNA que ocorre na glandu

la durante essa parte do desenvolvimento larval (Figura 3).

Estas impressoes parecem ser confirmadas pelo tratamen-
to dos dados de incorporagdo de lisina-3H (Figura 13),que
sao apresentados na Figura 14A e 14B, na Figura 15 e na
Tabela VII. A Figura 14 e 14B, mostra respectivamente o
acimulo de histonas (&rea dos picos individuais de densi-
dade Sptica a 600 nm) e a deposigao de histonas recém sin
tetizadas (radioatividade dos picos 1individuais) sobre a
cromatina das glandulas durante o periodo estudado; a Fi-
gura 15 mostra a variagao durante esse perlodo, da ativi-
dade especifica (CPM/drea do pico de densidade optica a
600 nm) das bandas KAP e ARE + LAK + KAS. Na Tabela VII

é dada a radioatividade de 1isina—3

H (CPM) incorporada em
histonas em cada estiglo do desenvolvimento. Ao lado é

mostrada a atividade especifica de DNA (CPM/ug DNA) das

)
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FIGURA 14 - (A) variagdo da irea (cm?) sob os picos

de densidade Sptica a 600 nm das bandas corresponden a
histonas KAP (A——A) e ARE + LAK + KAS (0———0)pge ;l;remcsluis
las salivares,ao longo do desenvolvimento larval dado em
dias. (38) Variagdo de radioatividade (CPM) sobre os pi-
cos de densidade dptica a 600 nm correspondentes as histo
nas KAP (A——A), ARE + LAK + KAS (6—@) e GRK ( m— m )
IR = inicio da confecgdo do casulo coletivo; B = époc;
de abertura maxima do "puff" 2B no cromossomo B; C = épo-

ca de abertura do "puff” 3C no cromossomo C; P = &
pupa larval. 4 época da
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TABELA VII
Correlagao entre radioatividade (CPM) detectada na regido
onde migram histonas em géis de acrilamida, e a atividade
especifica de DNA (CPM/ug DNA)
10k Ao—a KAP
) Estigio do desenvolvimento Radioatividade Atividade
oo ARE+LAK+KAS LR - larval na regido de especifica de
v histonas (CPM) DNA {CPM/ug)
Q
x
hé 29 Periodo 389 12413
o Inicio de rede (IR) 372 22753
g_. 49 periodo 7059 41967
Q
5t Puff B 35886 52725
Apds puff B 29903 31883
Puff C . 29272 21855
. [ Y Pupa 13347 4054
Larvas de 29 Periodo
0 . , n . L il injetadas com Ecdisona
30 40 IR 50 BCPyias 99
Controle 1 4805 38306
| Ecdisona 34 horas 3488 105000
Controle 2 4092 37700
Ecdisona 44 horas 4895 117687
FIGURA 15 - variagao de atividade especifica (CPM/area do ) »

respectivo pico de densidade Optica a 600 nm) das histo-

nas KAP (4——aA) e ARE + LAK + KAS (6——@) ao lonao do de-
senvolv1mento, larval dado em dias. As condiq&es de incu
bagdo, extragao de histonas, bem como sua eletroforese em
poliacrilamida e a determinaqao de densidade optica e de
radiocatividade ao longo dos géis, sao as descritas na fi-
gura 13, da qual foram obtidas estas curvas. IR = inicio
de rede: B = época de abertura maxima do "puff” 2B no cro
mossomo B; C = época de abertura do “"puff" 3C no cromosso
mo C; P = época da pupa larval.
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glandulas no estdgio correspondente.

Como se observou anteriormente, nao foram
identificados os picos de radioatividade assinalados por
I e II na Figura 13 (D, E, F e G). Estes podem ser re-
sultantes de contaminagdo por proteinas  citoplasmati -
cas ou mesmo por outras protelnas nd3o histonas de ori-
gem nuclear, ou sao produtos de modificagdo quimica de
histonas. Estas modificagOes tendem a produzir molécu
las de menor mobilidade eletroforética no sistema empre-~
gado, seja por aumento do nimero de residuos acidos (fos
forilagdo), ou por redugao do nimero de residuos bisi -
cos (metilagao, acetilagdo). Se este fosse o caso, o pi
co I corresponderia possivelmente a uma dessas altera-
gOes na histona KAP e o pico II a alteragao de uma das

histonas que migram na posigao da banda ARE + LAK + KAS.

Para discernir entre modificagao quimica e
contaminagao, determinou-se na experiéncia ilustrada na
Figura 13, a variagao de atividade especifica desses dois
picos durante o desenvolvimento, da mesma forma como foi
feito para histonas normais na Figura 15. O resultado
obtido estd ilustrado na Figura 16. Nesta se observa
que a variagao de atividade especifica que ocorre no ca-
so do pico I, difere da encontrada para histonas normais
(Figura 15); com o pico II, entretanto essa variagao &
muito semelhante aquela observada com histonas normais.
Esta Gltima observagao sugere que o pico II da Figura 16
seja uma das histonas da banda ARE + LAK + KAS modifica

da guimicamente.
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FIGURA 16 - Variagao de atividade especIfica (CPM/area do
respectivo pico de densidade Sptica a 600 nm) dos picos
I e IT da figura 13.(A—A) pico I e (6—@ pico II. IR
= inlcio de rede; B = &poca de abertura maxima do "puff"
2B no cromossomo B; C = época de abertura do "puff”" 3C
no cromossomo C; P = &poca da pupa larval.
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A possibilidade de que o pico I seja a histo
na KAP modificada, nd3o deve ser descartada completamente;a
fosforilagao, principalmente da histona KAP, ocorre em
outros organismos na época de ativa sintese de DNA que pre
cede a mitose (Bradbury et al., 1973; Bradbury et al.,
1974a; Gurley et al., 1973b). Contudo, em vista do resul-
tado da Figura 16, deve aceitar-se como mais provavel que
esse pico corresponda a contaminagao.

4. EFEITO DE ECDISTERONA NA INCORPORACEO DE LISINA-3H E

TIMIDINA-3H EM HISTONAS E DNA DE GLANDULAS SALIVARES

DE LARVAS DE 29 PERIODO

Dois lotes de larvas de 29 periodo foram in-
jetados diretamente na hemocele com ecdisterona e sacrifi-
cados apds 34 a 44 horas respectivamente. Ao mesmo tempo,
grupos controles foram injetados com solugdo de Ringer de
Rhynchosciara e etanol a 2% (solugdo empregada para dissol
ver o hormdnio) e sacrificados apds 34 e 44 horas. Apds
estes tempos, dissecaram-se as glandulas salivares dos
animéis injetados. Em cada caso, as glandulas foram divi-
didas em dois lotes, dos quais um foi colocado em meio de
incubagao suplementado com lisina-3H e o outro em meio con
tendo timidina-3H, para controle da sintese de DNA. O efei
to do hormonio foi controlado ao microscdpio ao comparar
a abertura do "puff"” 2B no cromossomo B em animais trata -
dos em animais controles do mesmo grupo. Nas experiéncias

efetuadas, a abertura midxima desse "puff" foi observada
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apds 44 horas de tratamento hormonal. Os efeitos de ecdis
terona sobre a incorporagao de lisina—3H em histonas ex-
traidas da cromatina, estdo mostrados nas Figuras 17 e 18.
Estes perfis estado também normalizados com relagdo ao to-
tal de radioatividade no gel, de forma que possam ser com-
parados entre si e com os perfis do desenvolvimento nor-

mal.

A Tabela VII mostra a radioatividade de lisi
na-3H (CPM) incorporada em histonas de gldndulas dos lo-
tes experimentais e controles, bem como as atividades espe
cificas de DNA (CPM/ug DNA) correspondentes. A compara-
¢ao entre os dois perfis da figura 17, mostra que o trata
mento com ecdisona por 34 horas, aumentou a proporgao de
1isina—3H incorporada na regiao da histona KAP, embora nao
se notem alteragdes aprecifveis nas outras bandas. Este
perfil (Figura 17B) & inclusive semelhante ao obtido na
época de maxima abertura do "puff" 2B no desenvolvimento
normal (Figura 13D). Por outro lado, o perfil da Figu-~-
ra 18B (tratamento com ecdisona por 44 horas), nao possui
equivalente no desenvolvimento normal. E notdvel neste
perfil o actmulo de radioatividade que se observa na re-
gidao do pico er, o qual néste caso ultrapassa a altura
do pico da histona KAP, a mais marcada nos perfis do de-

senvolvimento normal. A queda concomitante da radioativi-

dade em uma parte da banda que engloba as histonas ARE,
LAK e KAS, sugere que em vista do que foil comentado na
secgao anterior sobre o pico II, que o pico IIe, resul-

te de modificagdo quimica de uma dessas proteinas, prova -
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FIGURA 17 - Incorporagao de llslna—3H em histonas de glan-
dulas salivares de larvas de 29 periodo injetadas com ec -
disterona durante 34 horas. Dois lotes de 20 larvas de
29 periodo (seis dias antes do inicio de rede) foram sepa-
radamente injetados, um com 2 ul de solugao fisioldgica
de Rhynchosciara contendo etanol 2% (A) e o outro com 2 ul
da mesma solugao contendo ecdisterona (Rhoto Pharmaceuti -
cal Co. Ltd., Osaka, Japao) 1 mg/ml (B). Ambos os grupos
de larvas foram mantidos apds as injegdes, durante 34 a
18°C. Em seguida as glandulas de cada lote foram disseca-
das e separadamente transferidas para 100 ul de meios de
incubagao previamente suplementados com 20C uCi de lisi-
na-3H (New England Nuclear, 8,7 Ci/mMol) permltlndo—se a
incorporaqao do precursor durante 4 horas a 18°C. Rpdés a
incubagdo procedeu-se para extraqao de histonas, bem como
sua eletroforese e determinacao de radioatividade nos géis
da forma descrita na figura 13. Os graficos estdo normali-
zados com relagao ao total de radioatividade no respecti-
vo gel.
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FIGURA 18 - Incorporagao de 1isina—3H em histonas de gléndg
las salivares de larvas de 29 periodo injetadas com ecdiste
rona durante 44 horas. Exatamente como na figura 13, exce-
to que em (A) larvas injetadas com a solugao fisioldgica
contendo etanol 2% e em (B) as larvas injetadas com a mesma
solugao contendo ecdisterona 1 mg/ml, sendo ambos os gru-
pos mantidos durante 44 horas a 18°C antes da incorpora -

Ly
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velmente da histona ARE, a qual tem mobilidade eletroforé-
tica coincidente com a banda cuja radiocatividade diminuiu
no perfil B da Figura 18. A observagao dos dados referen
tes a ecdisterona na Tabela VII mostra que a sintese de
DNA foi enormemente estimulada nas glandulas, nos dois tem-
pos de tratamento com o hormdnio. A atividade especifica
de DNA apds a injegao do hormdnio & da ordem de 3-4  vezes
maior do que nos controles e ultrapassa inclusive a ativida
de especifica maxima no desenvolvimento normal. Apesar dis
to, a radioatividade de lisina->H que & detectada nos géis
de histonas extraidas de animais tratados com ecdisterona
nao difere sensivelmente daquela dos controles, e & muito
menor que a detectada no desenvolvimento normal na época
em que a sintese de LNA & maxima. Este resultado sugere que
o tratamento hormonal, apesar de ter estimulado a sinte-
se de DNA, nao induziu sintese de histonas. Assim, estas
duas sinteses ndo estariam sincronizadas apds .tratamento
com ecdisterona nas condigbOes em que foram realizadas as
experiéncias, ao contrario do que parece ocorrer durante o
desenvolvimento normal das larvas. Esta hipGtese sera con-
tudo discutida mais adiante junto com outras que poderiam

também explicar os resultados comentados acima.
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IV. DISCUSSAO

1. LOCAL E EPOCA DE SINTESE DE HISTONAS EM GLANDULAS SALI

VARES

Estd firmemente estabelecido que em célu-~
las HeLa (Robbins & Borun, 1967) e nos estagios iniciais do
: deseﬁvolvimento do embriao de ourigo do mar, a sintese de
histonas ocorre no citoplasma durante o ciclo de replica-
gdo celular. Em contraste com estes dados, existem evidén
cias de que a sintese de histonas & nuclear em células de
timo de bezerro (Reid & Cole, 1984; Reid et al., 1968).Quan
do se toma em consideragao as peculiaridades de estrutu-
ra e replicagao de niicleos politénicos, quando compara -
dos com nicleos dipldides normais, & razoévél esperar dife
rengas entre as caracteristicas de sintese de histonas nos
dois sistemas. De fato, incorporaqﬁo de aminoacidos radio
ativos por niicleos politénicos foi detectada por uma série
de investigadores (Sirlin & Schor, 1962a; Sirlin & Schor,
1962b; Ristow & Arends, 1968; Helmsing, 1970; Cestari &
Pavan, 1970). Este achado pode significar que tais ni-
cleos sdo ativos na sintese de protelnas a qual pode in-
cluir histonas, embora seu significado ndo tenha ainda
sido elucidado. Helmsing (1971), entretanto, inferiu de
seus dados que a sintese de histonas em células politéni-
cas de glandulas salivares de larvas de D. hydei deve ser

citoplasmatica.

3,
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Os resultados resumidos na Tabela III bem
como nas Figuras 2, 3 e 4 indicam que similarmente com o
que ocorre em células normais, a sintese de histonas em cé&
lulas politénicas, ocorre no citoplasma, e que pelo menos
na sua maior parte, essa sintese deve estar acoplada & de
DNA. 1Isto é demonstrado tanto no caso do desenvolvimento
normal bem como quando do tratamento com hidroxiuréia a
qual bloqueia ambas as sinteses. Foi determinado aqui que’

em células de glandulas salivares de Rhynchosciara ameri-

cana, histonas sdo sintetizadas em polissomos contendo
3-4 ribossomos (110-130S). Tals polissomos sao levemen-—
te menores quz os descritos como sendo ativos na sintese
de histonas em células dipldides normais (Nemer & Lindsay,

1969). Entretanto, os experimentos mostrados aqui nao

oferecem nenhuma indicagao sobre a natureza dessa d&iferen

ga.

Por outro lado, experimentos nao mostrados
nesta tese, permitiram isolar destes polirribossomos um
RNA de coeficiente de sedimentaqéo em sacarose, compgeendi
do entre 8 e 10S, que nao & detectado em polissomos maio-
res. A determinagio de sequéncias de &dcido poliadenili-
co (poli(n)}, pelo procediménto de Lara & Okretic (1975),
em RNAs de baixo peso molecular, rapidamente marcados e ex
traidos da fragao microssomal de glandulas de larvas de
59 periodo, indica que nos géis de agarose, a regidio de pe
so molecular correspondente a coeficientes de sedimenta-

gdo 8-10S em sacarose, & particularmente deficiente em
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poli(A), o que coincide com o achado de Adesnik & Darnell
(1972) para mRNA de histonas. Estes dados adicionais con-
firmam a fungao em 59 periodo dos polirribossomos leves

de glandulas salivares.

2. CARACTERIZAGAO DE HISTONAS DE GLANDULAS SALIVARES DE

RHYNCHOSCIARA

As mobilidades relativas das cinco bandas
principais de proteinas basicas extraidas de nicleos ou
de cromatina de glandulas salivares de Rhynchosciara sao
semelhantes ds de histonas de timo de bezerro, bem como
3s de outros insetos (vide Tabela 1V). A origem dessas brg
teinas, seu comportamento eletroforético e propriedades tin
toriais dos respectivos complexos com negro de amido, bem
como seus pesos moleculares, permitiram identificar es-—

tas proteinas como sendo histonas.

As proteinas basicas de Rhynchosciara cuja
mobilidade eletroforética & igual & das histonas ARE e GRK
de timo, foram identificadas como as correspondentes do
diptero em vista da conhecida estabilidade de estrutura pri
maria que essas proteinas apresentam ao longo da evolu -
cao (DeLange et al., 1969b; Hooper et al., 1973); as  ou-
tras proteinas de Rhynchosciara foram identificadas por

comparagac com oOs padroes eletroforéticos obtidos por ou-

tros autores em dipteros e outros insetos (Cohen & Gotchel,

1971; Oliver & Chalkley, 1972a; McMaster-Kaye, 1973; Fran-

co et al., 1974) bem como por suas propriedades tintoriais
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com negro de amido & 450 e 700 nm. A impossibilidade. de
fracionar quimicamente as histonas de Rhynchosciaira por
processos baseados nas diferengas de solubilidade de va-
rias fragoes em solventes diferentes (Johns, 1964; Oliver
et al., 1972), impediram a analise de aminodcidos destas

proteinas.

As pequenas diferenqas,observadas entre as
mobilidades eletroforéticas das histonas KAP, LAK e KAS e
as correspondentes de outros organismos inclusive insetos,
sao esperadas em vista do que se conhece sobre a varia-
¢ao de mobilidades destas proteinas ao longo da escala evé

lutiva (Panyim et al., 1971).

A histona KAP de Rhynchosciara possui mobi-
lidade eletroforética menor que a de timo de bezerro, como
ocorre com essa histona em outros insetos (vide T;bela V),
apoiando a idéia de que esta seria uma caracteristica da
histona KAP dessa classe de animais. A razao deste retar-
damento parece ser devida tanto a um peso molecular leve-
mente maior, como também a um menor conteudo de residuos
bisicos, caracteristicas estas que também foram observa-
das na mesma histona de Drosophila (Cohen & Gotchel,1971;
Oliver & Chalkley, 1972a). Provavelmente estas caracteris
ticas da histona KAP de insetos, ndo estao relacionadas oam
peculiaridades da estrutura cromossdmica, ja que nao fo~
ram notadas diferengas entre a histona KAP obtida de célu-
las politénicas ou de células dipldides normais de Droso -

phila (Cohen & Gotchel, 1971).
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3. SINTESE DE HISTONAS DURANTE O OLTIMO CICLO DE REPLICA-

' CA0 EM GLANDULAS SALIVARES

Os resultados obtidos do estudo de incorpo-
ragao de lisina-H durante o dltimo ciclo de replicagao
em gldndulas salivares de R. americana estd sumarizado nas
Figuras 12 a 16. Chama a atengao nestas figuras o aspec
to mondtono da relagao entre sintese de DNA e a de histo-
nas. A variagao de histonas na cromatina das gléndulas du
rante o desenvolvimento (Figuras 14 e 15) ocorre de forma
a que a relagao entre as vadrias histonas se mantenha cons-

tante (Figura 12).

0 acimulo de massa (Figura 14A) e de radio-
atividade (Figura 14B) (histonas recém sintetizadas) das
bandas de histonas estudadas parece ocorrer de forma a que
as proporgoes relativas nao se alterem durante o desenvol-
vimento (Figura 12). As curvas obtidas para a variagao de
atividéde especifica (Figura 15) indicam que seu maximo
de sintese coincide com a de DNA, e com a época de abertu
ra maxima do "puff" 2B no cromossomo B, concordando com
os resultados obtidos em polirribossomos (Figuras 2, 3 e
4). De maneira geral as curvas de atividade especifica de
histonas segquem a de DNA (Figura 3), apesar de que podem
estar afetadas de erros guantitativos; nao foram feitas me
didas da variagao do "pool" de lisina no intervalo em que
se reallzou a experiéncla, bem como nao foram feitas cor-
regGes que levassem em conta a variagdo do conteldo de 1li-

sina das bandas estudadas. De qualquer forma, como a

4,
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experiéncia foi realizada sem a intengao de medir velocida
des absolutas de sintese, mas sim para observar o comporta
mento relativo da sintese de algumas bandas durante o de-
senvolvimento, as curvas da Figura 15 podem ser aceitas co
mo indicadoras de gue a sintese das histonas estudadas va-

ria da mesma forma.

As experiéncias descritas foram efetuadas
jd que a potencial fungao regulatdria de histonas poderia
ser revelada por variagbes na relagao entre atividades es-
pecificas, bem como nas proporgOes relativas das bandas de
histonas estudadas. Este estudo pode ser realizado em con
digdes muito favoradveis dada a extensao do Gltimo ciclo
de replicagdo de DNA nas glandulas salivares de R. ameri-
cana. Dados bioquimicos (Cordeiro & Meneghini, 1973) e
citoldgicos (Machado-Santelli & Basile, 1975), mostram que
a sintese de DNA durante esse ciclo dura seis dias e & ex-—
tremamente lenta. Tendo em vista a duragao da fase S em
outros sistemas, como por exemplo células HeLa (7 a 9 ho-
ras; Defendi & Manson, 1963) e ourigo do mar (15 minutos a
15°¢; Hinegardiner et al., 1964), percebe-se que o sistema
empregado permite acompanhar com mais detalhes as possi-
veis alteragles nos padrdes de histonas a medida que ocor-
re a sintese de DNA. Os resultados obtidos nesta experién
cias indicam que todas as fragoes de histonas estudadas se
comportam de forma aproximadamente igual durante as nota-
vels varilagdes fisioldgicas que ocorrem na glandula sali -

var no dltimo ciclo de replicagao.
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Estes resultados aparentemente coincidem com
virios dados obtidos em outros sistemas. Assim por exem—
plo, sabe-se que na maior parte dos organismos superio -
res, o DNA se complexa com uma quantidade aproximadamente i
gual de histonas, embora as.proporgoes dos outros componen-
tes cromossdmicos possam variar de organismo para orgahismo
(Zubay, 1964). Além disto, as proporgodes relativas de his-
tonas ndo se alteram durante o ciclo celular de mamiferos
(Gurley & Hardin, 1968) nem durante o desenvolvimento do em
brido de Xenopus (Destrés et al., 1973). Re;ultados seme
lhantes foram obtidos em Drosophila por Cohen & Gotchel
(1971) que nao encontraram difereﬁqas entre os padroes de
histonas de células dipldéides normais (discos imaginais) e
de células politénicas (glandulas salivares). Oliver &
Chalkley (1972b) tampouco detectaram alteragdes nas propor
¢oes relativas entre as histonas de larvas e de animais a-
dultos do mesmo diptero. Além disto, o estudo da sintese
de histonas de figado em regeneragado, mostra que a maior par
te das fragdes varia suas velocidades de sintese aproximada
mente ao mesmo tempo. Durante o desenvolvimento de glan-~
dula mamaria ao final da gravidez e inicio da lactagao,
existem somente pequenas diferengas nos padroes de sinte-
se de uma histona para outra. Também apds a infecg¢ao viral
de células Hela, tanto as histonas ricas em lisina, como as
ricas em arginina, exibem aumento similares em suas veloci-

dades de sintese (res. citados em Stellwagen & Cole,1969).

Este comportamento mondtono das fragdes de

histonas observado ao longo do ciclo celular de varios

L Vg
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organismos, bem como a extrema conservagao das suas sequén-—
cias de aminoacidos ao longo da evolugao, sugerem que o pa-
pel dessas proteinas possa estar relacionado com uma fun-
g¢ao primaria, tal como a de manter a estrutura cromossdmica.
Entretanto, nao pode ser descartada a hipdtese, cada vez
mais apoiada por dados experimentais, de que a modifica -
gao quimica de histonas ao alterar sua interagao com o DNA
na cromatina, exerga papel regulatdrio mais sofisticado na

expressao do genoma de eucariotos.

A observagao de que parte do aumento geral
de sintese de DNA que ocorre na época do aparecimento dos
"puffs" nos cromossomos das glidndulas salivares de R. ame-
ricana, se deve a amplificagao de regioes determinadas do
genoma* (Rudkin & Corlette, 1957; Fick & Pavan, 1957; Mene-
ghini et al., 1971), permite supor gue se alguma das histo
nas identificadas pelos critérios expostos na secgio ante-
rior tivesse fungao especial na formagao de "puffs” de DNA,
ter-se-ia detectado alguma diferenga em seus padrdes de acu
mulo ou sintese quando comparados com os das outras histo-
nas. Isto entretanto, nao ocorreu nos experimentos realiza
dos e pode significar que o complemento de histonas, bem
como as proporgoes relativas dessas protelnas nas regides
amplificadas, s3o iguais 3 daguelas que se replicam normal-
mente. Além disto, a igualdade de comportamento das fra -
¢oes de histonas estudadas durante o Gltimo ciclo de re-

plicagdo @ glandulas salivares, sugere que O mecanismo

* Amplificagao ndo implica necessariamente em formagdo de
"puffs" (Berendes & Lara, 1975).
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que controla sua sintese seja igual para todas elas. Pro-
vavelmente esse processo de controle seria exercido ao ni-
vel transcripcional, ja que evidéncias recentes mostram que
em células de cultura nas quais foi inibida a sintese de
DNA, existe no citoplasma a maquindria necessdria para per
mitir gue mRNA exSgeno de histonas seja traduzido com a
eficiéncia da mesma c&lula na fase S normal (Jacobs-Lorena

et al., 1973); Breindl & Gallwitz, 1974).

A observagao de Birnstiel et al. (1973) de
que o mRNA total de histonas de“ouriqo do mar hibridi-
za em uﬁa regido restrita do cromossomo 2 de glandula sali
var de D. melanogaster (regido 2L 39 D-E), aliada & de
Pardue (citado em Elgin & Weintraub, 1975) de que fra -
¢oes individuais de mRNA de histonas hibridizam nessa mes-
ma regiao, sugere que os clstrons para as varias histo-
nas estariam distribuidos em regicdes contigﬁas do genoma,
de forma anidloga com o0 que ocorre com 0s cistrons de rRNA
(Elgin & Weintraub, 1975). Recentemente esta idéia foi
confirmada através de técnicas que empregam enzimas de

restrigdo, por Weinberg et al. (1975). Estes autores mos-

traram que no genoma do ourigo do mar Stronguocentrotus

purpuratus, os cinco genes que codificam para histonas es
t3o sequencialmente distribuldos em um segmento repetitivo
de 3,95 x 10° daltons. Esta disposigao topoldgica dos ge-
nes de histonas poderia explicar o comportamento uniforme

das bandas de histonas estudadas em Rhynchosciara.

\ ¥
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4. PROVAVEL MODIFICAGCRO QUIMICA EM HISTONAS DE GLANDULAS

SALIVARES

As bandas I e II assinaladas nos géis da
Figura 13 foram analisadas separadamente. Essas bandas po
dem corresponder ou a uma contamina¢do por proteinas basi
cas nao histonas, ou bem podem ser produtos de modificagao
quimica de histonas que ocorram na glandula durante o pe-
riodo em que as larvas foram estudadas. Para discernir en
tre uma ou outra possibilidade, determinou-se a varia -
950 de atividades especificas ao longo do desenvolvimento.
Se alguma dessas bandas & produto de modificagao quimica da
histona original, espera-se que a {inica consequéncia des-
ta alteragdo seja uma correspondente alteragdo de mobilida
de eletroforética, ja que essas modificagdes quimicas sao
eventos pds-sintéticos (Allfrey, 1966). As variagoes de
velocidade de sintese ao longo do periodo estudado devem
ser portanto as mesmas da histona (ou histonas) original
{ou originais). A Figura 16 mostra a variagao de ativi-
dades especificas das bandas I (as suas duas sub bandas de
I e II foram analisadas juntas porque nao se resolveram os
respectivos picos de densidade Optica) e II. A figura mos
tra claramente gue enquanto ‘a variagdo de atividade especi
fica da proteiIna I difere da das histonas, a da banda II
varia de forma extremamente parecida 3 das histonas ARE+
LAK + KAS (ver Figura 15). Este fato sugere gue a protei-
na II seia uma histona cuja mobilidade eletroforética te-

nha sido alterada por alguma das modificagoes quimicasque
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foram descritas para histonas: fosforilagao, acetilagdo ou
metilagdo. Eseas modificag¢des quimicas tendem a reduzir
a mobilidade eletroforética de histonas em sistemas de ele-
troforese como o empregado nestas experiénclas. Assim, a
fosforilagao ocorre por esterificagiao de residuos de seri-
na (Langan, 1968a; Langan, 1968b), de treonina (Oord &
Stocken, 1966) e de histidina (Smith et al., 1973). Perce
be-se que a introdugao de grupos de carater acido como fos
fato, deve diminuir a carga positiva resultante da molécu
la modificada, reduzindo su mobilidade catédica. Por outro
lado, a metilaqéo (Allfrey et al., 1964; Murray, 1964; De-
Lange et al., 1969b) e acetilagao (Vidali et al., 1968;

Gershey et al., 1968; DelLange et-al., 1969a; DeLange et al.,
1969b), que ocorrem em —NH2 de residuos de lisina, tendem
a destruir o carater basico deste residuo (Delange et al:,
1969a). Nos dols casos, o grupo substituinte impede a ioni
zagao do nitrogéniola nitrogénio quaternario no baixo pH
dos sistemas de eletroforese em que sao analisadas histo-
nas; como consequéncia disto, a carga positiva total da his
tona modificada bem como sua mobilidade catddica decrescem.
Estas consideraqaes, aliadas ao fato de que a fosforila -~
¢ao ocorre quase que exclusivamente na histona KAP (Ord &
Stocken, 1968; Stevely & Stocken, 1968), permitem concluir
que se o plco II detectado em glandulas salivares durante
a parte final do desenvolvimento de larvas de R. americana

(Figura 13) for uma histona modificada, esta deve correspon
der a uma das histonas que migram na banda ARE + LAK + KAS
modificada por metilagdo ou acetilagdo. Nao foram realiza

dos experimentos para detexminar a natureza da histona

)
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modificada ou a classe de modificagao nela efetuada. Entre
tanto, a correlagao encontrada entre o pico II (Figura l3)e
o aumento de sintese de DNA que ocorre nas gldndulas saliva
res, ao final da vida larval, permitem sugerir que esse pi-
co possa corresponder a uma das histonas da banda ARE +
LAK + KAS modificada por acetilagao. Esta sugestao se a-
poia na observagao de que formas acetiladas da histona ARE
aumentam a medida que aumenta a sintese de novos niicleos em
embrides de Xenopus (Adamson & Woodland, 1974), em embrides
de ourigo do mar (H111 et al., 1971) e em tecidos de verte
brados (Panyim et al., 1971; Noland et al., 1971; Shepherd,
1973), assim como nos resultados de Allfrey (1971), os
quails associam a acetilagao de histonﬁs ricas em arginina
com a ativagao génica e mudanga na capacidade de "template”

na cromatina.

Contrastando com os resultados de ° Allfrey
(1971) que associa a acetilagao de histonas ricas em argini
na com a ativagao génica e mudanga na capacidade de "tem-
plate™ da cromatina, Clever & Ellgaard (1970), trabalhan
do com células politénicas nao detectaram incorporagao de
acetato-3H em "puffs" de RNA normals ou 1ndﬁzidos por calor
ou ecdisona nem Chironomus Hem em Drosophila. Esses auto -
res concluem em vista desses resultados, que o estimulo de

loci previamente reprimidos nao envolve acetilagao ante-

rior de histonas.

0Os resultados mostrados aqui indicam que a

banda II pode ser correlacionada principalmente com a é&poca
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dos grandes "puffs" da glandula salivar e com a pupa lar -
val de Rhynchosciara. Se a banda II for uma histona aceti
lada, este resultado pode indicar, em vista daquele de
Clever & Ellgaard {(1970), que os processos que levaria a

abertura dos "puffs” de DNA e RNA seriam diferentes.

5. EFEITO DE ECDISTERONA NA INCORPORAGAO DE LISINA—BH EM
HISTONAS EXTRAIDAS DE CROMATINA DE GLANDULAS SALIVARES

DE LARVAS DE 29 PERIODO

Ecdisona e seu derivado hidroxilado, a 20-
-hidroxiecdisona ou ecdisterona, sdo substdncias ativas co
mo hormdnios na muda larval de insetos. Em Diptera, as'og
tras respostas observadas por efeito desses compostos sao
a formacao de pupadrio e a indugdo de "puffs". A indugdo

de "puffs” em Drosophila e Chironomus vem acompanhada de

um aumento na sintese de RNA e estes efeitos sdo detectd-
vels 15 minutos apos o tratamento hormonal (Clever, 1966;

Berendes, 1967; Ashburner, 1973). Em Sciara coprophila

(Crouse, 1968), Rhynchosciara hollanderi (Stocker & Pavan,

1974) e em Rhynchosciara americana (Berendes & Lara 1975)0

tratamento de larvas na metade do 49 estddio com o hormd
nio da muda, € seguido de um aumento do nimero de niicleos
em replicagao muitos dos quais mostram amplificagdo de DNA
em alguns "loci” cromossdmicos ("puffs"de DNA). Este fei-
to & relativamente tardio, j3 que se ele se torna
evidente aproximadamente 24 horas apds a injegao do hormd

nio. As modificagdes cromossdmicas que se observam por

¢,
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tratamento com ecdisona e anadlogos, sao similares as que
ocorrem durante o Ultimo ciclo de replicagao durante o de-
senvolvimento normal das larvas, embora existam diferen -
gas aparentes na quantidade de DNA sintetizado nas regices
amplificadas bem como na relagao temporal entre os "puffs "

que se desenvolvem nas diferentes regices dos cromossomos

(Stocker & Pavan, 1974; Berendes & Lara, 1975).

A amplificagdo induzida por ecdisona, parece
ser dependente de sintese "de novo" de RNA e ser precedi-
da de um aclimulo de proteinas ndo histonas nos "loci" de
amplificagao nos cromossomos de glandulas salivares de R.
americana (Berendes & Lara, 1975). Swift (citado em Rud-
kin, 1964) mostrou evidéncias de que existe também  aclmu-
lo de histonas em "puffs” de DNA em um sciarideo relacio-
nado com R. americana, durante o.desenvolvimento normal. Es
te acimulo se deve provavelmente ao real aumento da sinte-
se de histonas que se verifica na época em que ocorre am-

plificagao nas gladndulas salivarés desse diptero.

As consideragbes feitas a respeito do papel
de ecdisona na indugao de replicagao e amplificagao, bem
como a respeito da correlagdo entre estes dois fendmenos
e o aumento da sintese de histonas no desenvolvimento nor-
mal, sugerem que o tratamento hoxrmonal de larvas na meta-
de do 49 estddio provoque da mesma forma aumento da  sinte
se de histonas. Para testar esta idéia, foram efetuadas as
experiéncias preliminares que estao resumidas nas Figuras

17, 18 e na Tabela VII. Os resultados obtidos mostram que
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o hormonio ecdisterona provocou enorme aumento na sinte-
se de DNA tal como esperado (Tabela VII). Apesar disto, a
radicatividade de lisina-°H incorporada em histonas nao di
fere significativamente daquela dos controles dessas expe-
riéncias e & muito menor que a incorporada em histonas de
5¢ periodo no desenvolvimento normal, época em que a ativi
dade especifica do DNA das gldndulas & da ordem de duas ve
zes menor que a observada apds tratamentos prolongados com
ecdisterona. Como estes experimentos sdo preliminares nao
é possivel discernir no momento as causas do'efeito hormo
nal observado. Tentativamente contudb, podem se imagina

das algumas explicagoes:

a) A sintese de DNA foi induzida sem que hou
vesse indugao concomitante da sintese de histonas, ou se
ja, o hormonio provocou defasagem de duas sinteses que
eram acopladas na Ultima fase de replicaqao do desenvolvi-
mento normal. Os efeitos de ecdisonas e andlogos na sinte
se de proteinas em tecidos de insetos, consistem em esti-
mulo dessa sintese, efeito este que entretanto, & de curta
duragao (Neufeld et al., 1968), ja que o nivel de sinte-
se retorna ao dos animais controles antes de que a produ-
¢ao de protelnas especificas, tais como DOPA descarboxila-
se (7 a 10 horas apds a administragdao de ecdisona; Karl -

son & Sekeris, 1966), seja significativa.

Por ocasiao da indugdo de "puffs" com ecdi-
sona em glandulas salivares de dipteros, o aumento da liga

¢ao de corantes tais como "fast green” Acido, amarelo naf-
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tol S e azul de toluidina nos "loci" de presumiveis"puffs",
nao se deve a um aumento de sintese de proteinas acidas,mas
provavelmente a uma redistribuigao dessas proteinas para re
gioes ativadas (Berendes, 1973). Em glandulas salivares de
larvas de 29 periodo de Rhynchosciara , a sintese geral de
proteinas 48 horas apds a injecdo de ecdisterona nao dife-
re significativamente da observada nos controles, embora
algumas proteinas ndo identificadas tenham sido induzidas
{(Winter, C.E., resultados nao publicados). Em resumo, o
hormdonio da muda larval, deve ter duas fases distintas de

influéncia na sintese de proteinas. Um efeito envolve em
certos estdgios suscetiveis do desenvolvimento, o estimu
lo geral, nao seletivo e transitdrio da sintese de  protei
nas. Provavelmente este efeito n3o requer participagao gé-
nica. O outro efeito & especifico para determinados teci-
dos e estagios do desenvolvimento e envolve a sintese de
proteinas especificas por tempos prolongados

(Thomson,

1974).

A julgar por estas consideragdes, &  prova-
vel gue a sintese de histonas em glandulas salivares de
Rhynchosciara, possa nao ter sido alterada por efeito hormo
nal, provocando desacoplamento entre sua sintese e a de

DNA.

b) A ecdisterona teria induzido sintese de
histonas concomitantemente com a de DNA, mas além deste e-

feito, o hormdnio teria também alterado a interagdo dessas
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proteinas com DNA, de forma a gue elas fossem mais facilmen
te removiveis durante os processos de isolamento e purifi
cagao da cromatina. Esta idéia pode apoiar-se na observa-
¢80 de que durante o ciclo celular normal, a retengao de
histonas pela cromatina & varidvel em células de cultura
(Gurley & Hardin, 1970; Krause et al., 1974) e que esta re-
tengao & menor durante a fase S do que durante a mitose
(Stein et al., 1975). Se isto tiver ocorrido em Rhynchos =
ciara por agao de ecdisterona, provavelmente este efeito
ndo se deve i interagdo direta entre o hormdnio e histonas,
j& que as evidéncias recentes obtidas em outros sistemas su
gerem que histonas nao sao as candidatas mais indicadas pa-
ra a interagao (especifica de tecidos) entre hormdnios este
réides e cromatina (Hnlica et al., 1974), sendo possivel que

a remogao de histonas durante a fase S fosse mediada por

protelnas ndo histonas fosforiladas (Stein et al., 1975).

c) O transporte de histonas recem sinteti-
zadas para o nlicleo tivesse sido alterado por um provavel
efelto de ecdisterona sobre a permeabilidade de membranas
(Kroeger & Lezzi, 1966). Além destas hipdteses para expli-
car a relativamente baixa recuperagdo de radioatividade da
cromatina de animais tratados com o horménio, seria possi-
vel argumentar que este resultado poderia ter sido provoca
do pela indugdo de proteases por efeito de ecdisterona. Ou
seja, a sintese de histonas e sua deposigdo sobre a cromati
na teria acompanhado a sintese induzida de DNA, mas este

efelto ndo seria perceptivel devido & agado de proteases

4 &
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também induzidas que teriam agido durante a preparagao da
cromatina. Esta idéia porém, n3o parece ser a mals prova-
vel. Resultados obtidos neste Laboratdrio (Winter, C.B.
resultados ndo publicados) ao estudar a sintese de protel-
nas de glindulas salivares de larvas de 29 periodo apds
tratamentos prolongados com ecdisterona, mostram que embo-
ra tenha havido indug@o de algumas proteinas nao identifi-
cadas, os eletroferogramas obtidos de animals controles e
dos tratados com o hormonio, nao mostram diferengas quali-
tativas ou quantitativas significantes. Assim, se os re-
sultados obtidos na incorporagao de lisina-3g apds trata-
mento com ecdisterona podem ser explicados por alguma das
trés hipoteses discutidas acima, & possivel sugerir entao
que a cromatina produzida por efeito hormonal em glandu-
las salivares de larvas de 29 periodo seja deficlente em
histonas recém sintetizadas, analogamente ao que ocorre em
glandulas salivares de Chironomus (Darrow & Clevef, 1970)

em Chlorella (Wanka et al., 1972) e em células HeLa (Wein-
traub, 1972 e 1973; Seale & Simpson, 1975) quando se inibe
a sintese de histonas com cicloheximida. Se a interpreta
¢do dos dados obtidos em Rhynchosciara for correta, entao
ter-se-a encontrado um 6timq sistema para o estudo da sin-
tese de DNA na auséncia de histonas. Experiéncias com tal
sistema poderiam fornecer dados bastante valiosos a respei
to do papel destas proteinas nos processos de replicagdo e

amplificacao de DNA em células politénicas.

Outro efelto verificado ao induzir a sinte-

se de DNA com ecdisterona em glandulas salivares de larvas
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do 29 periodo, pode ser observado nos perfis de radioativi-
dade das Figuras 17 e 18. Estas se referem a incorpora -
¢30 de lisina-3H em histonas extraidas d$ cromatina de glan
dulas salivares, apds tratamento com o hormdénio durante 34
e 44 horas respectivamente. Na Figura 17B nota-se um acilimu
lo prerencial de radiocatividade na regiao correspondente a
histona KAP e desaparecimento de um pico na regiao onde mi-
gram as histonas ARE, LAK e KAS. O perfil resultante do
tratamento com ecdisterona, se assemelha contudo, a um dos
obtidos durante o desenvolvimento normal (Figura 13D), onde
o pico de radioatividade mais proeminente & o que correspon
de a histona KAP. O fato de que a radioatividade sobre o
pico dessa histona na Figura 17B, seja aproximadamente i-
gual a da regiao correspondente no perfil controle (Figura
17A) e que a radioatividade total na regido de histonas dos
perfis, também seja semelhante (vide Tabela VII), dificul
tam a interpretagao deste resultado. Com relagao a Figu-
ra 18, observa-se que no perfil resultante de tratamento hor
monal durante 44 horas, a radioatividade da regido corres -
pondente as histonas ARE + LAK + KAS diminui apreciavelmen-
te no gel de histonas obtidas de animais tratados com ecdis
terona, mas cresce consideravelmente na regido do pico asesi
nalado como IIe, cuja mobilidade & coincidente com a do pi-
co II do desenvolvimento normal (Figura 13E}. O perfil de
radicatividade observado na Figura 18B, nao possuil equiva
lente no desenvolvimento normal das larvas. Este tipo de
experiéncia n3o oferece nenhuma indicagao a respeito da na-

tureza desta banda de radioatividade. Entretanto,a cbservagao
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de que o pico IIe possui a mesma mobilidade eletroforéti-
ca que o pico II (Figura 13) o qual foi tentativamente iden
tificado como uma das histonas da banda ARE + LAK + KAS mo-
dificada, e o fato que a radioatividade desse pico (IIe)au—
mente ao mesmo tempo em que ocorre queda de radioatividade

na regido em que migram as histonas ARE, LAK e KAS (Figura
18B) parecem reforgar a idéia de que a ecdisterona induziu
modificagdo quimica de uma das histonas ricas em argini-
na dando lugar ao pico IIe; a modificagao mais provavel, em
vista do que foi comentado para o pico II, seria a acetila-

gao.

A discussao de um resultado deste tipo em
fungao dos resultados disponiveis na literatura recente, se
torna complicada em vista da escassez de informagdes sobre
o assunto. O problema se complica no que se refere a siste
mas politénicos, quando as poucas informagdes sobre o efei-
to do hormdnio da muda larval em histonas, ou sao contradi-
térias ou devem ser encaradas com cautela. Assim, por exem
plo, Cohen & Gotchel (1969) obtiveram ao estudar a incorpo-

3H em histonas de gldandulas salivares de

ragao de leucina-
Drosophila apds incubagac com ecdisona, um resultado anadlo-
go ao obtido em Rhynchosciara, ou seja, désaparecimento de
radioatividade numa banda principal e concomitante aumen-—
to de incorporagao em outéa banda nao correspondente a his-
tonas. Este resultado porém, nao foi confirmado por Helm~
sing & van Eupen (citado emlBerendes, 1972) os quails estuda

ram também o efeito do mesmo hormdnio em histonas de glindulas
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salivares de Drosophila hydei. Da mesma forma, Elgin &
Boyd (1975) ao estudar os perfis de densidade dptica de

proteinas da cromatina em glandulas salivares de Drosophi-
la tratadas com ecdisona durante 30 minutos, relatam que
ndo ocorrem variag¢oes de nenhum tipo nos perfis correspon-
dentes a histonas. Este resultado além de dbvio ndo con-
tribui para aclarar o problema, de vez gue seria extrema -
mente dificil detectar qualquer variagao de massa apds es-

se curto tempo de tratamento hormonal.

Outros resultados obtidos em Chironomus nao
conseguem relacionar o fendmeno da formagado de "puffs” em
glandulas salivares, com a acetilagao de histonas apds tra
tamento com o hormdnio da muda larval (Clever & Ellgaard,
1970). Estas observagdes provém de dados autorradiogri-
ficos e o fato de que nao se tenha detectado aclimulo pre-

ferencial de graos de acetato—3H sobre os "puffs" de RNA
induzi@os por ecdisona, nao significa necessariamente gque
o mecanismo de abertura desses "puffs" seja independente

da acetilagao de histonas ou de qualquer outra proteinacro

mossdOmica.

Os processos de fixagao inicialmente empre-
gados nas preparagdes de cromossomos politénicos, para ten
tar correlacionar acetilagao e formagao de "puffs” por
técnicas autorradiograficas, se baseavam no uso de solu -
goes fixadoras compostas de &cido acético e etanol (Cle-
ver, 1967; Ellgaard, 1967). Certamente, o0s resultados as-

sim obtidos nao sao inteiramente confiiveis devido a
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extrema sclubilidade de histonas em Acido acético (Allfrey
et al., 1968). Pror outro lado, a substituigido do fixador
mencionado, por outros que empregam acido picrico ou for-
maldeido no estudo da provavel correlacao entre acetila-
¢ao de histonas e formagao de "puffs" induzidos ou ndo em

Drosophila e Chironomus (Clever & Ellgaard, 1970), pode i-

gualmente conduzir a interpretagoes nao de todo corretas.
Embora o uso de acido picrico ou formaldeido minimize as
perdas de radioatividade de acetato—3H nas preparagoes de
cromossomos, Clever & Ellgaard (1970) nao efetuaram contro
les sobre uma possivel redistribuigao de histonas ao longo
dcs “"loci” cromossdmicos por efeito desses fixadores. Sa-
be-se por exemplo, que essa redistribuiqéo ocorre em for-
¢as idnicas relativamente baixas de NaCl (Clark & Felsen -
feld, 1971, citado em Clark & Felsenfeld, 1972). Este e-
feito introduziu certas ambiquidades qguando se tratou de
determinar a histona ou histonas responsaveis pela confor
maqéé caracteristica do DNA na cromatina (vide INTRODUGAO),
e nao é improvavel que os resultados autorradiogrificos dis
cutidos antes, possam estar afe;ados por ele. Em Rhyn-
chosciara entretanto, os dados obtidos por tratamento com
ecdisterona, parecem concordar com O que se conhece so-
bre acetilagdo de histonas e sintese de RNA em sistemas nao
politénicos. O tratamentec com este hormdnio durante 44 ho
ras, além de induzir "puffs" de DNA, aumenta apreciavel -
mente a incorporagao de uridina-3H em todas as cliasses de
RNA extraido da regiao proximal das glandulas salivares de

larvas em inidio de rede (Alvarenga, C.A.S. resultados nao
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publicados), o que sugere um aumento geral da sintese de
RNR induzida por ecdisterona. Assim, se o pico IIe da Figu
ra 18B corresponder 3 acetilagao de uma das histonas de
banda ARE + LAK + KAS, entao ter-se-a encontrado em Rhyn -
chosciara a mesma relagao determinada em outros sistemas pa
ra essa ﬁodificagéo quimica de histonas e a sintese de RNA
(Allfrey & Mirsky, 1963; Allfrey et al., 1964; Allfrey,

1968), relagao esta provocada inclusive por estimulos tais
como hepatectomia parcial (Pogo et al., 1968) e tratamento

com fitohemaglutinina (Pogo et al., 1%67).

0 fato de que a provavel relagao entre aceti
lagdo de histonas e formagao de "puffs” sugerida em R. ame-

ricana, nao tenha sido observada em Drosophila ou Chirono —

mus, poderia por outro lado ser atribuida a proviveis dife
rengas nos mecanismos de formagao de "puffs de DNA e RNA.Se
ecdisterona induz realmente a acetilagao de histonas ricas
em arginina em R. americana, seria interessante obter in-
formagdes a respeito da influéncia deste hormdnio na ativi-

dade das respectivas acetiltransferases.

O aumento do grau de acetilagao de  histo -
nas em células de cultura, nao se deve a um aumento na ati-
vidade dessas enzimas (Noland et al., 1971), mas provavel -
mente & maior disponibilidade de substrato (histonas re-
cém sintetizadas)durante a fase S (Shepherd, 1973). Entao
na hipotese ja comentada, de que ecdisterona nao induzisse
sintese de histonas em Rhynchosciara, o possivel aumento

de acetilagao verificado sob influéncia hormonal poderia ser

$ »
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atribuido a varjagao de atividade de acetiltransferase, de
forma andloga ao que ocorre com as fosforilases da histo~
na KAP em células de cultura (Langan, 1971) e em P. polyce-

phalum antes da divisao celular.

O conjunto dos dados apresentados nas Figu-
ras 17 e 18 mostram um efeito diferencial apds 34 e 44 ho-~
ras de tratamento com ecdisterona. Este se traduz eﬁ um
actmulo preférencial da histona KAP e no aparecimento pos-
terior de uma banda de radioatividade que foi tentativamen-
te identificada como uma histona modificada por acetila -
¢ao. Estes resultados obtidos apds os prolongados tempos
de exposigao ao horménio, sugerem uma sequéncia de even -
tos que podem ser correlacionados com o aparecimento dos
"puffs” de DNA. Na realidade os dois eventos mencionados a
parentemente também foram observados durante o desenvolvi-

mento normal, o que confere aos resultados obtidos com ec-

disterona uma malor credibilidade.

Para finalizar, deve afirmar-se que 0s re-
sultados obtidos com ecdisterona merecem no futuro um enfo
que experimental mais detalhado. A metodologia empre-
gada aqui, bem como as caracteristicas favoraveis do

sistema permitem prever a obtengao de

Rhynchosciara,
resultados conclusivos que poderdao contribulr para o
esclarecimento dos'mécanismos de acdo do hormdnio da muda lar
val ao nivel de histonas, bem como a relaqéo destes proces-

808 na form;qﬁo dos"puffs" de DNA em cromossomos politénicos.
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V. RESUMO

Histonas de glandulas salivares de larvas

de Rhynchosciara americana foram extraidas de preparagoes

de niicleos e de cromatina purificada e analisadas por
eletroforese em géis de acrilamida. As mobilidades ele -
troforéticas das histonas ARE e GRK sao idénticase as das
histonas KAP, LAK e KAS sd3o levemente diferentes das his-
tonas ¢orrespondentes encontradas em vertebrados. & par-
ticularmente interessante o bomportamento da histona KAP
de R. americana, que possul em géls de poliacrilamida mo-
bilidade menor que a histona correspondente do timo de be
zerro. Verificou-se, por andlise em géis de poliacrila-
mida-SDS que o peso molecular desta histona é igual a
33.000 daltons, valor maior que o da histona corresponden
te de timo de bezerro e de outros vertebrados (21.000 a
25.000 daltons). Este resultado coincide com dados obti

dos por outros investigadores em Drosophila e Acheta. Is-

to sugere que o maior peso molecular da histona KAP possa

sexr uma caracteristica geral dos insetos.

Verificou-se, por experimentos da dupla maxr
cagao com lisina—l4C e triptofano—BH, que a sintese de his
tonas em glandulas salivares de larvas de R. americana, o
corre no cltoplasma em pequenos polirribossomos conten-
do 3-4 ribossomos. Estes polirribissomos sdo particular-

mente ativos na sintese de histonas por ocasido da abertura

+;
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maxima do puff B-2 na extremidade proximal da glandula,quan
do & maxima a sintese de DNA. O estudo da sintese das va-
rias fragoes de histonas durante os 6-~7 dias finais do pe-
riodo larval mostra um estreito acoplamento entre a sinte-
se dessas fragdes e a do DNA. Nao foram detectadas varia-
gdes relativas na sintese de nenhuma das fragoes de histo-
nas durante este periodo. Os resultados deste estudo suge
rem também que algumas das fragdes de histonas sao modifi-
cadas durante o desenvolvimento. Estas modificagoes podem
ser correlacionadas com o aparecimento dos "puffs de DNA"
nos cromossomos das células glandulares. Fol também estuda
da a sintese de histonas em larvas jovens (fim do segundopg
riodo do 49 estadio) injetadas com ecdisterona. Observou-se,
conforme esperado de resultados anteriores, que a injegao
do hormdénio causou grande estimulo na sintese de DNA. Con-
tudo, nao houve estimulo apreciivel na sintese de histonas.
Estes resultados sugerem que a cromatina formada nestas con
digoes & deficiente em histonas.

Nestas experiéencias notou-se também, que a-
pds tratamentos com hormonio durante 44 horas ocorre uma
profunda modificagao nos perfis de radioatividade de histo
nas recém sintetizadas anal}sadas em géis de poliacrila-
mida. Sugere-se que a alteragao desses perfis se deva a
modificag@o quimica de alguma histona induzida pelo hormd-

nio.
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SUMMARY

The histones of the salivary gland of

Rhynchosciara americana larvae were extracted from both

nuclear and purified chromatin preparations and then
analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis.The electro
phoretic mobilities of the ARE and GRK histones are
identical and those from the KAP, LAK and KAS histones are

slightly different from the corresponding calf thymus histones.

The behavior of the Rhynchosciara KAP
histone is particularly interesting. In normal poly-

acrylamide gels it has a smaller mobility than that ob-

served for the same protein from calf thymus.It was found
by analysis in SDS-polyacrylamide gels that the molecular
weight for this histone is approximately 33000 dalton, a

value which is higher than that found for the same histone
obtained from calf thymus and other vertebrates (21-25000
dalton). This result is in agreement with those observed

in Drosophila and Acheta, and suggests that the molecular

weight of the KAP histone could be a characteristic feature

for insects.

Double label experiments with 14C—lysine
and 3H-tryptophan show that histone synthesis in Rhynchos-
chiara salivary glands occurs in the cytoplasm in small

polyribosomes containing 3-4 ribosomes. These polysomes

41
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are particularly active in the synthesis of these pro-
teins at the time when the degree of opening of the 2B
puff is maximal in the proximal cells of the gland, 1i.e.

when the DNA synthesis in the gland reach a maximum.

The study of the synthesis of the different
histone fractions during the last 6-7 days of the larval
period shows a tight coupling between the synthesis of
these fractions and that of DNA. However, variations in
the relative proportions of those proteins during this

period of larval development was not detected.

The results of this study also suggest that
a histone or histones are chemically modified during the
development. These modifications can be correlated with

the appearance of DNA puffs in the salivary gland.

The study of histone synthesis was also
carried out with younger larvae (end of the an period of
the 4th instar) treated with ecdysterone. It was found,
as expected from previous results, that the hormone caused
a great increase in the rate of DNA synthesis in the gland.
Despite this, there was not an appreciable increase in the
amount of newly synthesized histones which can be extracted
from gland chromatin. These results indicate that the
chromatin formed in the éland under these conditions might

be deficient in histones.

In these experiments it was observed a great

modification in the radiocactivity profile of newly
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synthesized histones as analyzed by polyacrylamide gel
electrophoresis. This change occurs 44 hours after ecdy-
sterone treatment. Tentatively it is suggested that this VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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