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1. INTRODUGXO

1.1 - BASOFILIA NUCLEAR E CONCENTRACXO ELETROL(TICA CRITICA
(CEC) DA CROMATINA: CONCEITOS BKS!CDS.

A-utllizadﬁo do corante azul dé'toluldlna tem possi-
bilitado demonstrar fenbmenos de basofilia e de metacromasié
en citoqufmica qualitativa e quantitativa para glicosaminogli-
canas &cidas, proteinas e écidos nucléicos (L1SON & MUTSAARS,
1950; LISON, 19360; VIDAL, 1987).

| A basofilia ¢é devida & ligaqﬁo eletrostética de nolé-
cﬁlas de um corante catibnico a moléculas anidnicas de um
substrato. Admite-se que a basofilia nuclear quando da utili-
zag¥o do azul de toluidina em pH 3,0-4,0, seja devida 2 pre-
genga de dcidos nucléicos (LISON & MUTSAARS, 1950; LI1SON,
1960) e se d& pela liga¢3o eletrostiatica dos grupos catibnicos

do corante s grupos ani8nicos do substrato, ou seja, a grupos

fosfatos de DHA e RNA (LISON, 1560; VIDAL, 1879).




A basofilia é definida‘comb-metacromética, péra o ca-
- -so-do azul de toluidina,.quando ocorré uﬁ deslocamento do pico
prlhclpal da curva de absor¢%o eépectral do,cdmprimentq de on-
da »=630 nm para éomprfmentés‘de onda mals cur£os (hipsocro-
mismo) énde ac redor de x=550 nm tem-se a metaéromasia P,e ao
redor de »=590. nm, metacromasia g, éom.umé diminuigdo simul-

ténea dos dos valores de absorﬁéncla em *=630 nm (hipsocro-

mismo) fBERGEROH & SIRGER, 1958; MIURA & OHBA, 1967; TOEPFER,
1970; VIDAL,l1987);

0 fenémeno de metacromasia acha-se intimamente 1igado
ao grau de empilhaménto das moléculas do corante e proximidade
entre elas. Quanto mais préé!mas as moléculas do corante es-
" tiverem entre si;.é malor for seu empilhamento, malor serd a
interacgfo de seus elétrons mﬁ, conséggentemente sendo malor o
deslocaménto - de seu méximo de absorg¥o paba compriﬁentos de
ondak"mals curtogs {(efeito hipsocrﬁmico)'(MELLD, 1976; VIDAL,
1987). H ' |

Se a uma solugfo de corante catjaniﬁo forem adiciona-
dos microcdtionsk (por ex. Mg%*), ocorrerd competicio entre
‘estés dltimos e o dipolé do corante de.carga,semefhante pelas
caféas. negativas do substrato poli-anidnico. Dependendo do
tipoe e forca de carga dos cétiong envolvidos na competic¥o e
nas afinldades iénicas do peli&nion, a colorag3o do éubstrato
poderd sef abolida numa certa concentragio do microcation,
conSEquéntemente os sftios de ligag¥o disponfvels do substratd

dever¥o ligar os mlcrocdtions. Esta concentrag®o do  micro-

cdtion fol chamada por SCOTT (1980, 1973) de coﬁcentraqﬁo ele-



trolftica crftica (CEC), sendo expressé em termos de molarida-
- de do sal utilizado.
0 principio desta reagZo e sua éplicécﬁo,

desenvolvidos por. SCOTT (1960) se destinaram ao estudo de

,_ glicosamihoglicanas 4cidas (CAGA), sendo necte caso utilizado
principalmente o azul de alctan como corante cétiﬁnico. Vértos
" poli&nions presentes na matriz extracelulaf puderam assim
serem estudados e car;cterjzados bioqurmlca'e citoquimicamente
através da determinagZo da QE_C nesta matrii, .tanto em
” condi¢Bes norméis (5COTT, 1966, 1961, 1962, 1966, 1967, 1968,
i97d, 1972, 1973; SCOTT &¢ af/i, 1964; SCOTT & DORLING, 1965;
QCOTT & STOCKRVELL, 1967; STOCKVELL & SCOTT, 1967; ndnxs; 1974;
ViDAL; 1979), como também na mairiz'do .carcinoma de colo
uterino (10ZZ0 e¢ alii, 1982). Ao tratar a matriz de colo
uierino com o azul de alcian; 10ZZ0 e- colaboradores (i982)
observaram que em determinada conceﬁtracﬁo de MgCls fO,4H) a
colorac@o era inibida na matriz de colo normal, éntretanto a
matrié que circunda a célula tumoral exibia =ainda .intepsa
alcianofilia. Na concentrag3o de 0,05M de ﬁgClz. por exemplo,
s8o coradas tanto GAGAs sulfatadas como carboxlladas, mas na
concentrag®o de 0,4M apenas GAGAs sulfatadas s%o coradag. Tais
'_resultados, apolados por andlises bioquifmicas, revelaram um

aumento de polifnions sulfatados na matriz que circunda o

carcinoma uterino,-com relac¥%o 2 matriz de colo normal.



Segundo  proposi¢¥o de SCOTT (1960) a CEC ests

repreéentada pela equacio:

P®" zR* , ZM* == P*~ zM* , zR* onde:

P = poli3nion com cargas negativas (z7).
R"-
= cation orgfnico (corante). .
" M*= cd&tion inorg3nico (K*, Na*, Ca2*, Mg%*, etc.).

'z = grupos ionizados.

Se o numero de\targas'do poli&nion for grande e R*
for mantido éonstante; pafa que a reagdo se inicie_da eéquerda
péra direita, é requerida uma determinada concentrac%o.de L
Sob estas coﬁdicﬁes, ) cofante geria deslocado do complexo co-
rante-substrato. . o

A par destes conhecimentos, SCOTT (1873), déterminou
a CEC para grupos anldnicos -CO0~ (alginato, poliglutamato),
ﬂPO4“.(DNA, RNA) e -505" {(queratansulfato, dextransulfato),
_.utiliZando o azul de alclan como corante e Na® e Mg®* como
microcdtions.

‘VIDAL & MELLO (13987) propuseram que os princfplos da

CEC pudessem ser utilizados para o estudo da cromatina, mas
'empregando—se neste casgo o corante azul de téluidina. D uso
ektenéivo do azul de toluidina em ﬁesqﬁisaé de natureza topo-
qufmica e anisotrdpica de DNA Justif!ceﬁ sua escolha . ‘Heste

casae, a CEC fol considerada o valor de concentrac3o de Mg2*




na qual a metacromasia aparecia completamente abolida (VIDAL &
. MELLQO, 1987), ou seja, o materiai aparecia corado em verde.
Esta colora¢¥o serla também proporcionada por outro 'mecaﬂismo

de interac%o de moléculas do azul de toluldina com o DHA, ou

seja, intercalac¥o de moldculas do corante no interior da
.mblécula deste dcido nucléico (MIURA & OHBA, 1867)

Deve-se lembrar que, se R* e HN* forem . mantlidos
constantes e a natureéé dos grupos ionizadoé do polifnion mu-
dar, ént%o mudard também 2 afinidade relativa desteé dltimos
h pelos. fons goﬁpetidores (¥* e R*) (NSDIS, 19745. Isto s=em
dﬁvida possibilitaria estudos da CEC em DNA diferentemente
éompiexados 4s protefnas ou com parte de seus grﬁpos fosfatos
variavelmente bloqueados por“outros microcdétions, o que de
fato pbdde ser demonstrado experimentalmente (VIDAL, 1979;
 MELLO & VIDAL, 1987: RANDI & MELLO, 1987; VIDAL & HﬁLLU,
1987) . | o

A primeira evidéncia da possib¥11dade da aplicac¢¥o do
conceito de CEC para a cromatina com o corante azul de_tokutdi
na aparece em trabalho de VIDAL (19793, qu;ndo estudava cro-
ﬁﬁssomos peliténicos .de gla3ndulas sallvares de Trichkosia
pubescens, © observou a abolig3o da metacromasia em cromosso-—
.moé tratadog com uma goluclio deste corante contendo altas coﬁf

" centracBes de HgClz. A coloracgido exibida era do tipo obtida

por LISON (1960) e MELLO (1976), em ndcleos, quando c#tions
U022* eram adi;lonados 2 solug¥o de zazul de toluldina {(ni-

cleog verdeg).




Posteriormente, em experihento in wvitro VIDAL & MELLD
- 1987) demonstraram que a CEC de complexos DNA/H; era mais bai-
xa do que a CEC de. DNA puroc, porém mais alta do que a de com -
plexos‘DNA/protamlna, © que estaria de acordo com a organiza-

¢80 destes complexos nuclieoproteicos e com sua varlag¥o em

grupos fosfatos disponfveis 3 ligag¥o, seja com o corante, se-

- Ja com os microcdtions. Por outro lado, em experimentos /g
sifu, MELLO & VIDAL f1987) encontraram‘diferengas nd valor de
CEC entre heterocromatina e eucromatina de células de Triatoma
fnfesftans . Estas diferencas wvariam qﬁaﬁdo.ﬁ'mesmo matertal

é prteamente tratado com fons cudpricos (RANDI & MELLO, 1987).



1.2 - HETEROCRONATINA E EUCROMATINA

Az diferengas‘eh CEC entre heterocromatina e eucroma-
~tina de Triatoma infestans reforqém outros achados = nivel ci-
toQufmlco e fédlo*autogréfico para os tipoé.delcfomatlna neste
material. |
Estés achados jd permitiram salientar para tal hete-
rocromatina: baixa atividade de transcrig3o (MﬁLLD, 1971); no-
tavel resgisténcia 3 hidrélise scida {MELLO, 1979), metacroma-
' sla mesmo apés tratamento com RNase (MELLO, 1980b), alto con-
teldo de.DNA em dupla-hélice (VIDAL & PIMENTEL, 1980) e rico
em AT (MELLO, 1978a; MELLO & RECCO-PIMENTEL, 1987, afinidade
por drogas intercalantes ao DNA, como a hfcahtoﬁa (SIHGNI &
MELLO, 1986), alta afinidade pela clupefna, um tipo de prota-
mina (MELLO, 1985) e falta de atividade ATP4dsica-dependente de
¥é * (AZEREDO-OLIVEIRA & MELLO, 1986).
Estes dados em conjunto vieram a colaborar para uma
" melhor definic¥o e caracterizagfo geral de eucromatina e hete-
rocromatina, tipos de cromatina que a vérias décadas vém sendo

objeto de estudo em diversos materials, em termos bioqufﬁicos,

bloffslcos, citoqufmicos, ultra-estruturais e outros (ARRIGH!



et atii, 1970; LEE & YUNIS, 1870; 1971; PALLOTA et alii, 1970;
HELLO, 1971, 1976, 1977, 1978b, 1979, 1980a, 1980b._ 1383,
1985; MITTERMAYER eﬁ affi,'1971;'YUNIS__& YASMINEH, 1971;

VIDAL, 1972; BURKOLDER & WEAVER, 1974; QUDET et alii, A1975:

CMELLO & RAYNUNDQ, 1978, 1980; MELLO & VIDAL, 1980b; VIDAL &

PIMENTEL, 1980: RECCO-PIMENTEL & MELLD,15874; MELLO & VRECCO—
PIMENTEL, 1987). |

~Tais estudos ganharam impulso a partir de. HEITZ;
(1928, 1934 ~ apud MELLQO, 1878a e 1883) quando denominou he-
terocromatina a cromatina que em certos cromossoﬁos permanecia
condensada durante a intérfase, retendo as p;opriedades de se.
corar intensamente, tfpiéa de cromosgsomos metafasicos. A  cro-
matlna'que se apreseﬁtava‘difusa, n¥o compactada durante esta
mésma fase do ciclo celular foi denominada por ele de.eucroma"
tina,. w | .
| A partir daf, vérios ;utores se empenharam em desco-
brir outras propriedades que diferentemente caracterizassen

eucromatina e heterocromatina e que no caso de Triatoma

infestans, acham-se bem definidas como mencionado acima.

Muito embora, em védrios sistemas celulares, a hetero-
cromatina tenha sido caracterizada, sua func%o esta longe de
ser bem compreendida. Mesmo em termos morfoldglcos e 'qufmicos

parece n¥o haver uma uniformidade de caracterfsticas, quando

s¥o considerados diversos organtsmos (Comings, 1972: MELLD,

1878b, 1983).




Embora se admita para a heterocromatina: (1) relativa

- ou total inab}lidade para codificagiio (heterocromatina consti-

tutiva) ou (2) Inativagdo génica (heterocrohatina facultattival

(MELLO, 1978b), h& relatos de que seus gehes gilentes, em con-

dig8es de ”stresé" fisioldéglco, possam estar em funcionamento

(DIAS et alii, . 1969; SANDRITTER et  alii, 1974;

| SIMBES ef aliéi,;, 1975; SIMBES & CESTARI, 1982; MELLO, 1983,

19873.
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1.3 - O JEJUM COMO FATOR DE "STRESS": ACXO A NfVEL CELULAR

Formag#o de pufes ou afrouxamento de heterocromatina

- aparecem relatados  para cromossomos politénices de

Rhynchosciara americana, em resposta ao choque térmico, benm

 como apds InfecgHdo por virus e microsporfdeos e também por
_ac¥o de anttbidticos (DIAS et alii, 1969, SIMSES eof alii,

1975; SIMSES 8 CESTARI, 1982). Em células tumorais h& também

descrigﬁo de uma descompactag8o pearcial’ da heterocromatina .
(SANDRITTER g#& alsisi, 1974).

Da mesma forma, na heterocromatina de Triatoma

infestans e de Panstrongylus megistus pode ocorrer descompac-

tagdo parciaf dos fllamentos cromatfnicos sob a ag¥%o de fons

cdpricos (kUBRUSLY, 1984; RAND! & MELLO, 1387) e também sob a
ag¥o do Jjejum (MELLO & RAYMURDO, 1980, MELLO, 1983, 1987;
ANDRADE & MELLO, 1987). Alguns micleos, no entanto, sofrem de-

generag#o e lise em ambas sltuacBes (KUBRUSLY, 1984; ANDRADE &

'MELLO, 1987; MELLO, 1987).

0 jejum pasrece se encontrar entre as virias condigles

de ”stresé”.que induzem descompactacdo cromatfnica (2o menos

-

em [riatoma infestans}, possivelmente por ativagBo do mesmo

sistema génico que responde a choques de temperatura (ATKINSON
& WALDEN, 1885).

Nog insetos triatomfneos n3o &6 a descompactag¥o da

hetercocromatina e degenerac¢3o de alguns micleos aparece como
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resposta ao estfmulo do jejum em células somaticas. Nestas enm
paftlcular, se instalam processos de fustes nucleares
(UIGGLESUDRTH,‘ 196?a, 1967b, 1982: HELLD‘& - RAYHUNDO, 1978,
1980; HMELLO, 1983, 1987: ANDRADE & HELLD,_198?). sendo que o

nimero de nucleos envolvidos & muito variado e deve represen -
tar um mecanismo de sobrevivéncia celular em condig¥es metabd-

licas egtremamente baixas (WIGGLESWORTH, 1967a: MELLO & VIDAL,
1979).

d "stress” causado pelo jejum vem sendo estudado tam-
bém em muitos oﬁtros organismos, desde protozodrios aos  mamfl -
feroe. A nfvel celular tem sido demonstrado que o "stress”
causa . uma lnlbicﬁb parcial na formag3o final dos' ribossomos,
bem como uma alterag¥@o no conteﬁdo de mRNA nos protozosrios
ﬁatr&hgméﬁa pyriforais e T. thérmapﬁf!a (CALZONE "ot alid,
1983;: GALEGO, 1984). |

Na plandria Pafy&efis nfgra,VHOFf-JDRGENSEN e colabo-
radores (1953) demonstraram que apds 36 dias de JgJum, havia

um decréscimo no conteddo de DNA, ocorrendo uma dispersZo da

cromatina nuclear e parada da mitose. 0 mesmo acontece quando
o microplasmddio Physarum polycephalum ¢ submetido a jejum,

porém de 12 horas (CZUPRYM ef aléé, 1985).

Ja se detectou que, com o Jjejum, se instala uma dimi?'
nui¢%o do tamanho nuclear em células dos insetos Leucophasa

maderas, 8Iaber&5 craniifer (SCHARRER, 1965), WNasonia

vitripennis (RATCLIFFE & KING, 1970) e Athets fung/ (CARSTENS

& 5TORCH, 13880). No caso do micro-himendptero AMasonia

vitripeaniéis, constatou-se reduclo de BNA no nuclédolo e conden-
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gagdo cromatfnica, porém o conteiddo de DHNA nuclear permaneceu
inalterado (RATCLIFFE & KING, 1970). O mesmo foi comprovado
nas célu]as A e B do hepatopfncreas do crustdceo {igia

geeanica submetido a um jejum de 15 semanas, a organizagﬁb da

~sua cromatina concensada variou, no entanto, conforme o tipo

~celular ( células A, grumos: células B, rede)} (CLIFFCRD &

C WITTRUS, 1971).

WINICK e colaboradores (1978) verificaram que no rato

o Jejum ou a mi nutri¢¥o interrompem ou diminuem a gfntese de

- DNA, pelo fato da DNA-polimerase nZo ser sintetizada. Estas

altera¢Bes em eonteﬁdo total de DNA s%o perménentes no cérebro

é noé ring, porém no frgado s%o reversfveis. Con relag3o aos
achados referentes " ao ffgado, 0 mesmo se enqontfau em -
cémundongos (CONDE & SCORNICK, 1876; CONDE-& FRANZE—FERNANDEZ,
1980; MITEVA & DIMOVSKA, 1987). ROSSO & WINICK (1975)
levantaram também a hipétesé de que .em condigBes de. m&
nutric3o em ratos, o conteiddo de histonas possa ser iéualmente
afetado, sendo impedido o processo de divis¥o celular normal.

A nivel ultra-estrutural e molecular comprovou-se que

a ma hutric%o pode afetar a estrutura cromatfnica de

_hepatdécitos de ratos, levando a modificagBes em protefnas his-

. ténicas Hy e mesmo do "core" nucleossbmico, bem como a }'ii.]:u:une:a—w

tilag¥o do DNA (CASTRO ef al//, 1986). Induz também alteracBes

‘em atividade de enzimas do Lipo topoisomerases e desesta-

" bilizadoras da hélice do DHNA, afetando a configuraco estru-

tural da cromatina (CASTRO ¢ alié, 1985).



13

Da mesma forma, carpas (Lypriaus carpfol submetidas a

Jejum por um perfodo de 8 meses, apresentaram sinals
. i . i

gradativos de plicnose nuclear, sendo que a cromatins

perinuclear dos hepatdécitos tornou-se acentuadamente

¢

condensada, destacando-se do envelope nuclear, ac mesmo tempo

_em que o nu¢léolo perde sua individualidade (GAS & NOAILLIAC-
' DEPEYRE, 1976).

Também em timo e pulmZo de ra£o, o conteudo total de
DNA por -orgdo decbeéce com o jejum, restébelecendo_se apds
al{mehﬁac%o ( Tiamic ?u#ctian in malauberition, 1974;' SAHEBJAHMI]
© 8 MACGEE, 1985) .
‘ ’ "Da mesma forma, o conteiddo de DNA do cérebro de ratos
é de coelhos recém-nascidos decresce em condi¢Bes de 'Jéjum,
sendo que nestas condigBes hd simaltaneamente um .compromeblﬂ
mento no desenvolvimento do cérebro dos animals (ZEMAN, 1967;
ZAMENHOF - et alis, 1972; SCHAIN et aliéii, 1973;
SRIVASTAVA & TANG, 1979; SRIVASTAVA & GHDLDKG, 1881;
~ SRIVASTAVA, 1985).
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1.4 - OBJETIVOS DO TRABALHO

n] prgsente trabalho visa a determlnac%o da CEC em he-
terocromatina e eucromatina de animaié submetidos =20  jejum,
considerando~se ser ésperado que seus valores variem, - desde -
que ocorram alterag8es esiruturais e/ourde composi¢§o neétes
" tipos cromatinlicos, sob a aglo de jejum.

A e#colha do material para tal estudo, células de tu-
bulos de Malpighi de Triatoms infestans e de ffgado de ‘camun-

dongo, baseou-se nos seguintes fatos:

1. as células dos tuybulos de Malpight de 7Ir/iafoma
{nfestans oferecem um bon modelo de siétema heterocromatina/
eucromatina, pelo que se conhece do seu tipo de heterocromati-
na,. conforme descrito no ftem 1.2, bem comé .pelas_ dlgenSSes

dos nicleos e de seus constitufntes;

- 2. em condigBes normais de nutric¢Zo a CEC da hetero-
cromatina de células dos tiubulos de Malplghti de Triatoma

infestans Jj& fol detefminada, mosirando diferir daquela da

eucromatina (MELLO & VIDAL, 1887);
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3. em tibulos de Malpighi de Friatoma infestans ‘os_

fenétipos nucleares definidos em termos de nuimero de cromocen-

tros (corpos de heterocromatina constitutiva) variam em condi-
¢8es normais ‘e em condic¢Bes de jejum ( MELLO, 1971, 1980b,

1983, 1987; ANDRADE & MELLO, 1987);

4. nos hepatécitos de camundongos a heterocromatina
constitutiva centromérica aparece bem indlividualizada sob a
forma de cromocentros conspfcuos conhecidos pela presenca de
um DNA rico em sequéncias.AT (PARDUE & GALL, 1970);

_....D. ha diversos dados sobre efeitos de.JeJum em hepa-

tdcttos;'inclusive a nfvel de estrutura cromatfnica, conforme

descrito no ftem 1.3;

Sendo eﬁcontrédas'diferencas em CEC, os dados servi-
rdc como indicagdo na disponibilidade de fosfatos livres no
DNA e/ou de mudangas na estrutura dos tipos cromatinicos con-
élderadog, servindo de subs{dio para estudos futuros da aglo

de outros agentes indutoresz de "stress” a nfvel nuclear e mes-

mo da ag¥3o do jejum ou md nutri¢¥o em outros tipos celulares.
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11- MATERIAL

- 11.1- Camundongos:

Ho presente trabalho foram utilizados camundongés
isogénicos da linhagem €BA, machos, com 3 meses de idade, e

igentos de patdgenos, que foram fornecidos pelo Biotério Cen-

tral da UNICAWMP.

Destes animals, 4 foram utilizados como controle.r
12 submetidos a jejum alimentar por cerca de 52, 72, e 9 ho-

ras (4 animais para cada condig%o) e 4 animais foram realimen-

tados apSs permanecerem 72 horas em jejum. Os animats reall -

mentados permaneceram 24 horas na presenga do alimento, apds o
que, foram sacrificados.
Os animais tiveram fornecimento de 4gua " ad

1ibitun”, e como alimentag%o, racg3o para ratos e camundongos

Labina (Purina).

Durante os perfodos de jejum acima citados, os

animals permaneceram isolados em galolas individuails.
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. 11.2= Triatoma fafestans:

Foram utilizados 20 exemplares de [riatoma

infestans Klug (ninfas de quartd e quinto estadiol), machos,

bem  alimentados, dos qualis 4 foram utilizados como controle, 8

submetidos a jejum por 6 meses e 8B realimentados com sangue de

galo apds o jejum. Os insetos realimentados permaneceram 8 ho-

ras na presenga do alimento e foram sacrificados 15 horas de-

pcis- o . ) _ | .
| Durante o. perfodo de Jejum, os éxemplares de
Triatosa fnfesfans permaneceram i{solados em reciplentes de vi-
dro (6 cm de altura/b cm de dl&metro), os quails foram forrados
com papel absorvente e vedados com gase.

| Estes insetos foram criados em laboratdrio e forne-
cidos pela SUCEN de Mogi-Guagu (SP) e pélo Instituto de Pes-

quisas Reneé Rachou de Belo Horlzonte (HG}, através do Sr. An-

; tenor Ferraz Filho e da Dra. Ellzabeth Bronfen, respectivamen-

“te.
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111- MeTODOS

111.1- Obtenc¥o dos preparados:

Os camundongoé foranm sacrtf!cédos por decaptaéﬁp
e éeus f{gados dissecados e colocados em solucfo salina . (NaCl
a 0,9%). A seguir foram ﬁreparados decalques dos‘orgﬁoé.

Das ninfas dos triatomfneos foram dissecados os

tubulos de Halpighi, com auxflio de uma lupa estereoscédpica

Zelss. T¥3o logo os org¥os eram removidos, procedia-se o seu

estiramento sobre l@minas histoldgicas,

Os decalques e os tubulos de Malpight estirados

foram fixados em etanol-4cido acético 3:1 durante 1. minuto,

_banhados em dlcool etflico a 70%, por 1 minuto, e ent¥o geca-

‘dos ao ar & temperatura ambiente.
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111.2- Citogquimlea:

Os preparados foram tratados durante 15 minutos
com golucdBes a 0;025% de azul de toluidina em tamp3o Mcllwaine
a pH 4,0 contendo HgCl, iVIDAL & MELLO, 13887),

8 ‘Lampﬁo Mcllvaine fol preparado seéundo LISOR
(1960) : o |

| a; 0,11 de 4cido cftrico fCEHBG} . Ho()

.. b- 0,2M de fosfato de sddio bibdsico (Na,HPO, .12H,0).

Para o pH 4,0 se utllizaram fproporcﬁb): 12,3 ml
de a ¢ 7,7 nl de b.i
.. Foram utitizadas concentrac8es crescentes de
5 HgClzz O0,1%, 0,24, O,3M, 0,4M, O,5H, O,BH, 1,0M para os tiudbu-
los de Halpighi e 0,02M, ©,04M, O,06M, 0,084, O;IH; 0,124,
0,14M, O,16H4, 0,184, O,2H, O,3M, 0,4M, O,5M, O0,8M, e |,OH pafa
os décalques-de f fgado.

A solu¢do controle n3o foi adicionado HgClE.

Dispensou-se o uso de RNase previamenter 4 colora-

clo por se saber de antem3o que, com o jejum drésticc como o
aplicado nos materiais em estudo , a produ¢Bo de mRNA e rRHA

usuals nos nucleos é severamente reduzida ou mesmo interrompi-
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da (ROSSO & WINICK, 1975; CONDE & SCORNICK, 1986; WINICK ef
" aliéi, 1978; CONDE & FRANZE-FERNANDEZ, 1980; MELLO g¢ alsfi,
1981; MITEVA & DIMOVSKA, 1987)

Quanto as f ages de realimentac¥o, se a

- participacio de RNA recém-gintetizado afetasse os resultados

referentes & eucromatina, isto serla facilmente detectdvel,
" pelo fato do RNA apresentar valores mnuitos altos de CEC
fSCDTT, 19733, embora o mecanismo deste 'comportamento n3o
“tenha éido ainda esclareﬁldo.

Apés a colorac¥o, os preparados foram lavados ra-
pldamente em-égua destllada e secados ao ar, segundo método de
VIDAL (MELLO & VIDAL, .1980a). A montagem fol efetuada em bal-
samo do Canadsd apds diafanizagdo em xilol. |

| As observagﬁes‘?orém efetuadas em‘,Fotomicroscépio
- Zeiss.

Prescindiu-se de uma determinag3o do eépéctro de
absor¢¥o para os tipos cromatinicos de Triafoma infestans, por
ter eido j& demonstrado que as observagles visuals permitiam
discriminar as varlacBes de cores prevlamenie encontradas por
Qicroespectrofotometria (HELLO & VIDAL, 1887). Quanto aos
nidcleos de hepatdclitos n%o fol possivel efetuarem-se medldas
- absorciométricas dentro das exigéncias metodoldgicas, dado o

"tamanho reduzido das dreas heterocromidticas
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1V~ RESULTADQS

‘ZV!,l- Hepatdcitos de camundongos:

Os dados de CEC expressos em molaridade do MgCl,
acham-se apresentados nas Tabelas ! a 1.

As Figuras 1 a 7 documentam os aspectos nucleares
da colorag3o pelo azuf de toluidina em diferentes condi¢Bes de
nutrico.

Conforme observado na Tabela 111, osg valorés de
CEC para a eucromatina e para heterocromatina da matoria da
populag¢3o nuclear dos animaie controle n¥o diferiram entre si.

Com o jejum de até 72 horas a CEC, tanto da hete-
rocromatina como da eucromatina, mostrou deslocamento para va-
lores superiores de molarfdade, ndo diferindo entdo os valores
da heterocromatina com relagso aos da eucromatina.

No Jjejum preolongado de 96 hotas, no entanto,l os

valores de CEC, embora superiores aos do controle, foram mals

~baixos que os do jejum de 52 horas.
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J4& nos antmais realimentados, embora n3o seJam.
étingidos os valores de CEC do controle, h4 uma tend&ncia a6
retorne a tal condicﬁoj Neste caso, os valores ‘apresentados
pefa heterocromatina s%o superiores =zos apresentados pela eu-
cromatina (Tabela II1),

A par das modificagBes da CEC, com o Jejum foram

t ambem observadas alteragBes nos préprios fendtipos nucleares

'.doé hepatécitos. A cromatina condensada apreseﬁtou—se _mals
densamente distribufda ao redor de éreas.supostamente nucleo-
lares (Figs. 1 a 3).
“ | Nos animais realimentados o agpecto, morfoldgico
) nucfear voltou a se assemelhar aos dos.animais controle, c¢om
exceg¥o da regi¥o nucleolar, a gual apareée razoavelmente ex-
pandida e se destaca por sua basofilia 24 horas apés a reall-
mentagHo. |
| No matertal controle e no expefimental observou~ge
'qpe © citoplasma dos hepatdcitos exibe metacromasia mesno

quando a CEC da cromatina j% foi atingida (Figs. 4 & &).
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TABELA III -~ Valores de CEC de eucromatina e heterocromatina de hepatdcitos
de cumundongos da 1inhzgem CBA, varimndo-se as condigdes de nutrigio.
(a = jejum de 52 hi b = Jedum de 72 h; ¢ = jedum de 26 k).

it . e o i A B4 PSS P A S AR SR FERF TR SETE My fom ek i b b e A SUAL LS MLl P o S8 WSS FRAT S e AL LSk SN UM SR LA N S S V. S e M B M S ST PR g A SEL SR PO WOt S ST M el TR T LS A S e e e e

Tipos de Condigmes de CEC (mol=zaridade
cromat ina nutrigio : de MgCln)
controle @,046
Jejum {(a) B,10
EUCROMATINA
Jejum (b)) ' 2,14
- jejum (¢ ¥ A e,08
realimentacSo apds (b) 9,08 — 0,1@
cotrole 9,06 — 0,08
7 dejum (a) 9,10
HETERDCROMATINA
Jejum (b} @,14
Jejum (c? ¢,08
realimenta¢gio apds (b) 0,12




26

‘Flg.1 - Hepatécltoé de camundongo alimentado (contro-
le), corados com azul de toluidina a PH 4,0.
Os pontos mals corados correspondem aos cro-

mocentros (heterocromatina constitutiva). Au-

mento: X 950,
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Fig.2 - Hepatdcitos de camundongo submetido a uh Jejum
de 52 horas, corados com azul de toluidina a
pH 4,0. Notar que o fendtipo nuclear apresenta-
se alterado, conm aparénte condensag®o cromatf-
nica, mais densamente distriburda .ao redor de

dreas supostamente nucleolares. Aumento: X 950.
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Fig.3 - Hepatdcitos de camundongo submetidos a jejum de
72 horas, corados com azul de toluidina a pH
4,0. MNotar que as 3reas aa, cromatina condensa-
da s¥o mails congpfcuas do que no controle, apa-
rentemente circundando dreas supostamente nu

cleolares. Aumento: ¥ 9350,
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?19.4 - Hepatdécitos de camundongo al itmentado (controle),

corados com azul de toluidina a pH 4,0 + MgCl,

0,06M. Notar que a populag¥o nuclear j4 atinglu

a CEC (nicleo corado en verde), porém o
citoplasma {seta) continua corado em

violeta (metacromasia). Aumento: X 600.
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‘?tg.s - Hepaﬂdcltos de camundongo submetido a Jejum

por 52 horas, corados com azul de toluidina Va
pH 4,0 + HgClz 0,10M. Tanto heterocromatina
como eucromatiﬁa Ja atingiram a CEC. Observar

metacromasia do clitoplasma (asetad.

Aumento: X 950,
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Fig.6 - Hepatdcitos de camundongo submet ido 2 Jejum por
72 horas, corados ~com azul de toluidina a pH

'4,0 + H9012 0,12M. Hetero~ e eucromatina

estSo coradas em azul-esverdeado. A CEC sersa
alcangada em ~molaridade prdéxima a esta, ou

seja, O0,14M. BAumento: X 950.
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V1.2- Célulag epitellats de tubuloe de Malpight

de 7Triafoma fnfestans

bs resultados de CEC, expressos em termos de mola-
ridade do sal;, encontram-se¢ nas tabelas IV a VI. Os vaiores
de CEC para os insetog'bem alimentados j4 hqv;am sido determ1- 
nados previamente (MELLO & VIDAL, 1987) elpor apresentaren al-
ta repetitividade para espécimens de mesmo estadio ninfal e
mesma condi¢Ho de nutrig3o, foram aqui reprodﬁzidos diretamen-
te para efeito de comparagZo.

As figuras 7 a.IS saltentam alguns aspectos da co-
lorabilidade dos micleos de lnsetﬁs controle e submetidos ao
Jejum. .
A basofilia citoplasmitica exibida pelos tiubulos
de Malptighi se deve 3 presenca de RNA (HELLO ¢f alisé, 1973).
As cores varldvels dessa basofilia az vezes em tiubulos corades
em mesmas condig¢gBes, como mostrade nas Figs. 10 a 16, refletem
uma concentraglo individual varisvel de ribossomos, j& com-
provada ao microscdpio eletrdnico (MELLO =¢ afis, 1981)

| Da mesma forma que para insetos bem alimentados,

os espécimens submetidos ao jejum geralmente mostram que a CEC

- da heterocromatina difere da CEC da eucromatina, seja em nu-
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cleos com 1 cromocentro, seja naqueles com vérios cromocentros
'(Tabela viy., Todavia, em nicleos em degenerac¥o dos insetos
submetidos ao jejum fol encontrado © mesmo valor de CEC para

heterocromatina e eucromatina. Em ndcleos gigantes dos espé-

~cimes sob jejum a mesma sftuacHo fo!'veriflcada.

Quanto aos insetos realimentados, os valores de

CEC foram os mesmos para heterocromatina € eucromatina (Tabela

Vi),

Com o Jejum 63 valores de CEC para a eucromatina
nfo se modificaram, mas os da hetero&romatlna decresceram sig—
nifléativamente (Tabela VI). A CEC da heterocromatina que
era atiﬁglda em valores mals elevados do que a'eucromatlné nos
insetosg controle, passé a ser menor que a da eucromatina apos

o Jejum (Tabela VI).

Nos espécimes alimentados apés o jejum, os valores

‘da CEC para a eucrcomatina foram fguais acs verificados hog es-

pécimens submetidos ac jejum e controle, sendo O mesmo verifi-

cado em nucleos com um e virios cromocentros e fendtipos nor-

- mais.

J4& os valores de CEC para heterocromatina de nu-

cleos  com um ou vérios cromocentros e fendtipos constderados

normals , em tnsetos real imentados apds o Jejum, mostraram-se

superliores aos dos espécimens submetidos ao Jejum, porém infe-

riores ao controle.
Como nos iInsetos bem alimentados (MELLO & VIDAL,

19873, wverificou-se nos insetos submetidos ac Jejum e realti-

mentados, que usando-se molaridades de MgCls que ultrapassam
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aquela .da CEC, hd uma tendéncia % recuperac¢io da metacromasia,
especialmente na eucromatina {Tabelas IV e V).
A semelhang¢a 2o que oéorre nos hepatdécitos, fo!

verificado que o citoplasma continua a ‘exibir metacromasia

mesmo quando- og nicleos dos tiubulos de Maipight exibem a CEC

(Figs. 10-15).

A par destes resultados de CEC e suas modifica-
¢8es, fol verificado que com a realimentaqﬁo, .és.fendtipos nu-
cleares resultantes do jejum (nmicleos gigantes e degenerados)
sﬁo_enéontrados em menor frequénclé, chegando mesmo.a desapa=

recer.
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Nicleos de <células epitelials de tubulos

de Malpighi de TFriaftoma infesfans ali-
mentado (controle), corados com azul de
toluidina a pH 4,0. Na figura 7 vé&em-se
nidcleos com 1 cromocentro (c) e na

figura 8 micleos com varios‘ cromocen-

Lros. Aumento: X 950,
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Fig. 9 - Nicleos de células epitelials de tibulos de

Malpighl de [Iriatomsa infestans soubmetido a
Jejum por & meses, corados com azul de tolui-
dina a pH 4,0. Notar necsta figura que os  nu-
cleos encontram-se degenerados (setas), mas

altamente metacromsticos. Aumento: X 950.
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an.'ao - Nucleos de células eéitellais de tubulos de
Halpighi de TrfafamalinfESEaﬂs submet.ido a
Jejum por & meses, corados com azul de Ito~
luidina a pH 4,0. Nesta flgura, véem-se ni-
cleos com um cromocentro normal (c) ao lado
de ndcleo c¢om cromocentro descompactado

(seta). A metacromasia do citoplasma talvez

‘seja devida ao RNA. Aumento: X 950
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~ Fig. 11 = Detalhe de nucleos de células eptteliala de

tidbulos de Malpighi de TFriaftoma fnfesfans
submetido a Jjejum por b meses, corados com
azul de toluidina a pH'4,0. Kesta figura

é possfivel observar nicleos degeneradosz (NN}

a0 lado de nucleos aparentemente normais

(N ). A metacromasia do citoplasma talvez

seja devida ao RNA. Aumento: X 950.
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Flg., 12 - NMicleos de células epitelias de tubulos de
| Halpighi de TFriafoma infesfans submetido a
Jejﬁm por 6 nmesesg, corados con aéul de to-

luidina a leq,O + MgCl, O,1H. Notar que a
heterocromatina jé'atingfu_a CEC (seta) e a
eucromatina aparece corada em violeta. A

metacromasia do citoplasma talvez seja devi~

da ao RNA. Aumento: X 950.
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Fig. 13 - Nicleos de células epitelials de tdbulos de

Malpight de friatoms infestans submetido a
Jejum por & meses, corados com azul de
to]u.idina a pH 4,0 4 HgClz 0,2M. . MNotar
a CEC de eucromatina e het,erocrofnatlna de
ndcleos aparentemente nor'maisl (seta), de
micleos degenerados (W e métacromasla de

nicleos dipldéides (o), Aumento: X 950.
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Fig; 14 - Ndcleo giganﬁe em tdibulo de Malpight de

Friatomaa infegtaﬂs( submetido a. Jedum
por 6 meses, corade com azul de tolui-
dina a pH 4,0 + MgCl, O,28. Nesta mola-
ridade foi atingida a CEC da heterocro-
matina, mas a eucromatina mostra retor-
no 2a metacromasta (seta), possivelmente
por extracg3o de histonas..A metacromasia do
citoplasma talvez seja devida ao .. RNA.

Aumento:X 950.
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Fig. 1% - Nicleos de células epiteliais de tdbulos de

Malpighi de Friafoma infestans submetido a -
Jejum por 6 meses, 'corados com azul de to-
qudina a pH. 4,0 + MgCl, 0,4H.'He£erocro-
matina em verde e eucromatina em violeta
(fase de extracio de histonas?).

Aumento: X 950.
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V- DISCUSSXO

Os presenteé resultados indicam ﬁue,. em condlgles
normaig de alimentagio, osg valorés de CEC~(Concentra¢§o Ele-
trolftica Critica) diferem quando se éonsidéram heterocromati-
" na wvs. eucromatina de diferentes materiais. Com o Jjejum, o=
valores de CEC se alteraram, tanto para hetero- como para eu-
cromatina, nas células dos materials analisados, exceto em eu-
cromatina de nmnicleos com um e com viérios cromocentros, em
Triatoma fn?ggtaﬁsa A resposta ao jejum, em termos de CEC se-
gulu diferentes padr8es, conforme o tipo de material.

Os vaiofes de CEC de hetero~ e eucromatina de hepaté-
‘citos de camundongo nﬁo diferiram entre gi. sob condli¢Bes de
Jejum, uma situac¥o diferente da verificada nas células de
Triatoma infestans. N3o foram iguals, no entanto, apds reall-
mentac%o, uma situag%o que de nove difere daquela constatada
em células de Triafoma infestans. Estes dados sugerem diferen-
cas estruturals entre os tipos de heterocromatina e eucromat i -

na considerados (hemfptero ve. camundongo) bem como do compor-

tamento destas cromatinas frente ao jejum.
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Tanto a CEC da hetero- como‘da eucromatina em hepatd-—
citos s%o0 atingidas em concentragBes de HgClz inferiores as de
DNA puro e complexos DNA/H, determinadas fn.vftra (VIDAL &
MELLDO, 1987). |Isto se deve possivelmente ao menor nimero de
érupamentos fosfatos livres disponfveis seja para o corante

catlénicqiseja para os microcitions nas condig@es de cromatina

in sify e/ou a seu grau de empacotamento.

J& em Triatoma fﬁﬁesfans a CEC de eucromatina em con-
di¢Bes normals de nutri¢¥o ou sob céndicﬁes de jejum corres-
pond;m 4 do DHA pufo fn witrg (VIDAL & MELLO, 1987), com exce-—
¢3o daAeucromatiné dos nicleos gigantes. A CEC da heterocroma-
tina, que em insetos bem nutridos era atingtida em valores al=-
tos (MELLOD & VIDAL, 1987), passa a ser a]caﬁqadé'em concentra-

¢Bes de MgCl, menores do que aquelas detectadas para a eucro-

matina. Esta alterag¥o possivelmente seja promovida pela des-

compactagio da heterocromatina que se observa heste materiai
com o jejum (MELLO, 1983, 1987; ANDRADE & MELLO, 1987).

Ao afrouxamento da heterocromatina de 7riatoma
infestans Eom o jejum provavelmente se relacione uma =ativacXo
de genes normalmente n¥o expressos at presentes, com§ J& suge-
ride por HELLO‘(1983; 1§a7) e para outros materials e situa-
¢Bes, por DIAS e co;aboradores (1963), SANDRITTER e colabora-

dores (1974), SINBES e colaboradores (1975) e SIMNBES e

- CESTARI (1982). Possivelmente estejam envolvidos os genes hsp

(heat shock protein) ativados por choque de temperatura e ou-

tros agentes indutores de "stress” (ATKINSON & WALDEN, 1985).
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Para o discreto afrouxamento da eucromatina dos ni-

éleos'gigantes.de friatoma fnfestans, sugere-se uma alterac¥o
na composigio de protefnas histénicas e também algumas protef-
nas n%o histénicas, observada em outros sistemas sob condlgaeé
de Jedum (CASTRD af alii, 1986), o que possivelmente modifica-
ria seu arranjo conformacional.

0 achado de altos valores de CEC na heterocromatina

dos insetos bem nutridos parece estar relactionado ao alto grau

de empacotamento da heterocromatina nos cromocentros, fazendo

com que- nestes haja uma concentraco muito elevada de DHA ocu-

pando uma pequena 4rea. Assim, haveria necessidade de uma con-

 centra¢§o maior de fons Wg#*~ nesta heterocromatina, para que

fosse bloqueado o seu grande numero de.-foéfaﬂoé disgponfveis

_ (MELLO & VIDAL, 1887).

A recuperag#o da metacromasia exibida principalmente

por eucromatinas de Triatoma finfestans quando se utilizam mo-

laridades salinas que ultrapassam aquela da CEC se deve 4 re-
moc%o de protefnas histdnicas causada pela alta concentragdo
de sal (PIMENTEL, 1983; MELLO & ViDaL, 1887).

Observou-se também que os micleos dipléidés.de tra=-
quétas e muscul atura contfguas aos tdbulos de Malpighi, exibem
metacromasia mesmo em concentracBes de Mg?* nas quafs a cro-
matina dos nmicleos polipldides se cora em verde. Uma vez que ©
conteldo de componentes nucleoprotelcos das células dipldides
& muito menor do que o dos nicleos das célulag epliteliats de
tubulos de Malpight, da mesma forma que sua srea heterocroma-

tica, & de se supor que os tipos cromat {nicos de nicleos di-
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pléides atinjam o valor de CEC muito antes que os nicleos po-

lipldides. A metacromasia destes nucleos dipléides se deveria,

- ent3o, & citada remoclo de protefnas histdnicas, expondo os

radicais fosfatos do DNA, gragas a uma concenirag3do de HNgCl,

':;elativamente alta para eles, & semelhanca do encontrado por

‘PIHENTEL (1983), utilizandoe no entanto NaCl como szl, em . pes-

quisa de complexos'nucleoproteicos de eritrdécitos de frangos.
0 aumento do ‘tempo de Jjejum fez com que a CEC em cro- °

matina de hepatdcltos de infclo (52 e 72 horas) auméntasse e

. ent8o (36 horas) decrescesse. D'éumento de CEC nos tempos de

52 e 72 horas parece correlacionado a um aumento generalizado
de compactag¥o cromatfnica, o que fol confirmado pela prdpria
observac¥%o do aspecto morfoldglce nuclear. Aumentando-se o©

tempo de jejum para 96 horas a CEC retorna para valores mais

baixos, o que indicaréd um certo afrouxamento cromatinice, o

gqual poderta contribﬁir para o infcfo da ativagZo de alguns
genes, e que talvez se manifestassem apenas em atividades me-
tébélicas extremamente balxas, como resgposta ao fstress”, a
semelhanga com o que ocorre em [riafoma infiastans.

Como os valores de CEC tanto da heterocromatina como
da eucromatina se alteraram, conforme variava-se o tempo de

Jejum, supBem-se que os genes ativados como resposta a0

."stress” estejam presentes nos dois tipos cromatfnicos, no
" caso dos hepatdcitos. Ao se realimentarem os animais, os valo-

res de  CEC se modificaram, mostrando um retorno & condigo

exibida pelos animais controle, pols a realimentag¥o propicia

um retorno as condig¢g8es normals de metabolismo, pelo menos no
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figado (DERENZINI] gf alié, 1980), influenciando inclusive o
seu fendtipo nuclear, que se assemelha ao normal.
Nos insetos real imentados apds Jjejum, diferindo do

que ocorre na eucromatina, os valores de CEC para a heterocro-

mat.ina, tanto em ndicleos com um cromocentro como em nidcleos
" com vérios cromocentros e fendtipo normal, mostraram-se - supe-
riores quanda comparados aos dos 1nsetdsléubmetidos ao Jejum.
Isto Indicaria que a heterocromatina éomeca'a se compactar no-
vamente, uma vez que s%o rétomadas as condig¢les normals de me-
. tabolismo do nicleo. Possivelmenté ndo méis ocorra a transcrl-—-
¢¥o de geneslpresentes na heterocromatina; Tals dados est¥o de
acordo com aqueles de WIGGLESUWORTH (18672).

Também na condicg¢fo de real imentaciic n¥o foram obser-—
vados nﬁcleos'glgantes, encontrados nos insetos submétidos ao
Jejum. Uma vez que tais nudcleos s%o o reflexo da baixa ativi-
dade metabdlica e reﬁresentam um meéanismo de sobrevivéncia
para o Iinseto em condigBes de "stress” (WIGGLESWORTH, 1967a;
lﬂELLD‘& VIDAL, 197%; MELLO, 1987), com a atfvldade normal ce-
lular, ‘tal recurso n%¥o seria neceésério e'possivelmenie tats
tipos de micleos degenerem.

Nos hepatdcitos de camuﬁdongo constatou-se metacroma-
gla na regl3o do nucléolo (animais controle e realimentados)
. até ajconcentracﬁo de 0,08M de Mg?*, e no citoplasma destas
células e em células de tubulos de Malpighi a metacromasia &
bbservada mesmo em concentragdes eievadas de s=al. Esta
metacromasia ¢ devida ao RNA e & deﬂectéve] mésmo em

concentra¢Bes salinas que aboliriam a metacromasia do DNA, o
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que estaria de acordo com relatos de‘que a CEC de RNA se

verifica em concentracgdes salinas elevadas {Scott, 1973) o que

‘indica diferente resposta & competig¢d¥o azul de

toluidina-Mg2* em complexos RNA-protefnas, comparados aos

éomplexos DNA-protefnas.
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11~ CONCLUSBES

Em condic¢Bes normals de alimentag¥o os valores de CEC di
ferem quando se comparam hetero- e eucromatina, e se con-

sideram diferentes matertals (camundongos'e T. infestans)

‘usando-se azul de toluidina como corante catibnico e

Mg?* como microcétion conpet tdor.

0 jejum {induz diferenéas nos valores de CEC de hetéro~ e

~eucromatina, em hepatdcitos de camundongo, porém apenas

03-

nos valores da heterocromatina, em células epitelials de

tdbulos de Malpighi de Triafoma infestans

Os valores da CEC de hetero- e eucromatina de hepatéciios
de camundongo n¥%o diferem entre si, apgs Jejum, diferindo
da situaco verificada nas células de Friatoma fafestans.
Portanto, a resposta ao jejum, em termos de CEC, seguiu
diferentes padrdes conforme o tipo de material, o que su-

gere diferengas estruturals entre og tipos de cromatina

considerados.
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Tanto a CEC da heterocromatina como da eucromatina em he-
patdcitos éﬁo atingidas em concentrag¢fes inferiores 2z de
DNA® puro ou complexado com histona Hy in wvitro, devido
possivelmente ao menor numero de grupamentos fosfatos 11-

vres disponfveis ao corante ou aos microcdtions e/ou ao

grau de distens¥o destes tipos cromatfnicos por 4rea ocu-

pada pelos mesmos.

A CEC da eucromatina de células epltelials de TFriatoma

“infestans, em insetos ben alimentados ou em condigio de

Jejum, corresponde a do DNA puro in wifrg, com exceglo a
dos ndcleos gigantes, que mostraram um descréscimo nos

valoresrde CEC.

Na heterocromatina dos insetos, em condic%o de jejﬁm, ha
decréscimo da CEC quando comparada 3 dos tnsetos bem nu-
tridos, e tsso se deve a uma degcompactaciio do tipo .croma-
tinicoe considerado, possivelmente relacionade 2 ativagio

de genes que respondem a "stress”.

A CEC dos hepatdcitos aumentou com o jejum de S2 e 72 ho-

ras,possivelnente devido a um aumento generalizado da com
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pactac¢¥o cromatfnica (confirmado pelo préprioco aspecto
morfoldégico de distribuigio cromatinica). Ao se aumentar

o tempo de jejum para 96 horas, a CEC decresceu o que

eugere um afrouxamento cromatinico que talvez contribua

paera 2 ativag3o de genes que apenas se manifectem em ati-

vidades metabdlicas ektremamente batxas.

Nos hepatdcitos, a CEC de hetero- e cucromatina variando

conforme variou o tempo détJeJum, leva a supor que os ge-

"nes ativados como resposta ao "stress”, estejam presentes

nos dols tipos cromatfnicos , o que diferiria de [Iriatoma
tnfestans, onde se supﬁé que apenas a heterocromatina

contenha tals genes.

Com a realimentacdo, a CEC dos hepatdcitos e o prépric fe-
nétipo nuclear mostram um retorno aocs valores exibidos por
animnie controle, confirmando outros dados de que a réali—
heﬁtécﬁo.proptcla um reiorno as condfgﬁea normals de meta-
bolismo. = Nos ingetos, h4 indicacﬁo~ de que a
realimentag¥o tambdém de alguma forma proplcie o rctorno a

ativldades metabdlicas normaie.

Nos hepatdcltoé de camundongondos, fol verificada metacro-

morin na regifio do nucléolo (animals controle e realimen-
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t ados), e no citoplasma, mesmo quando a cromatina ja havia

* atingido =2 CEC, o que indlca diferente resposta a compe~

ticd¥o azul de toluidina-¥g?* em complexos RNA-protefnas,

comparados 308 compIexosIDNA-protefnas.

11~ H& uma recuperacﬁo da metacromasia, principalmente na eu~

cromatina de }‘p-(qtgnm rn-}'gg_,tdng, quando se utilizam mola-

ridades sallnas que ultrapassam aquela da CEC, o que Ppro-

vavelmente se deva 2 remog3o de protefnas hist&nicas cau-

sadas pela alta concentracﬁo'do sal.

musculaturas cont fguas

12- 0Os micleos dipléides de traquélias €

extbem_metécromasia mesmo em con-T

aos tubulos de Malpighi,

centragBes de Ng?* para as qualis 2 cromatina dos micleos

Como ©O conteddo nu-

polipldides aparece corada em verde.-

cleoproteico dos nudcleos dip\éides & muito menor que dos

nuicleos pollpldldes, da mesma forma dque Ssud drea hetero-
primet-—

cromitica, supBem-se que os tipos cromatfnicos dos

ros atinjam muito antes a CEC, e se mostram metacrométlcos 

devido & remoc¥o de protefnas hisgtbnicas causadas pela al-

ta concenﬁracﬁo do sal (MgClo).
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V11-RESUNO

A concentragfo eletrolftica crftica (CEC) da cro-
matina corresponde & concentrac¥o salina na qual se constata

total abolic%o do fendmeno de metacromasia, quandoe se usan

-azu!  de toluidina como corante catifnico e fons Mg?2* como
microcitions. Neste trabalho a CEC fol determinada em hete-
ro- e eucromatina de hepatdcitos de camundongo e de

células
infestans submg—
tidos a jejum. 1] objetivq fol determinar variacBes de ICEC
que pudessem ser correlaclonadas a alteragBes estruturals e/ou
de composicio desses tipos cromat.fnicos, induzidas pele
"gtress” do Jejum.

Constataram-se alteracg8es dé CEC na hetero- e na
eucromatina de hepatdcitos de camundongos e na heterqcrématlna
de células de Triatoma infgstans, nas condicBes de Jejum. | Q

padr¥o de resposta ao Jejum, no entanto, variou conforme o ma-

sugerindo diferencas estruturais entre os tipos croma-

tinicos considerados.
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0 sensfvel decréscimo no valor da CEC na hetero-

cromatina de Friatoma infestans apés o jejum certamente se re-

laciona 3 sua nftida descompactag¥o nesta situag¥o fisioldgli—
ca. J& nos hepatdcitos, com o jejum, had de infcio uma com-
pactacﬁo de hetero—- e eucromatina, evidenciada através do au-

mento dos valores de CEC e meemo visualmente, e sé entio, apds

tempo mats elevado, decréscimo no valor de CEC e também en

compactag¢Zo cromatinica.
A realimentag¥o propiciou a que og valores de CEC
se aproximassem aos do controle, sugerinde retomada da com-

pactac®o cromatinica ngrmal e possivelmente de suas fun¢Bes.
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V111~ SUMMARY

The critical electrolyte concentration (CEC) -of
. chromatin corresponds to the salt coﬁcentration at which the
ph;nomenon of metachroﬁasy ie completély abol { shed when
3:toluidine blue is used as the cationic dye and Mg®* ions as
m!érocations; In this work the éEC | lvalues wvere
. determined in the hetero- and euchromatin 6? mouse
hepatocytes, and in the epithélial cells of the Malpighian
tﬁﬁules of Triafoma infesfans all after beiﬁg submitted to
starvation.'}Tﬁe obJectivé was to determine variations in CEC
which could be correlated to structural alterations and/or to
the composition of these tyﬁes of chromatins induced by the
stress of starvation.
Under starvation conditions, éltérations éf- the
CEC were shown in the hetero~ and euchromatin of the
_hepatocytes and in the heterochromatin of the 7riatoma
infestans cells. The pattern of response to
starvat{on, however, wvaried according to the material,
..suggesting structural differences between the types of

chromatin considered.




P U e POV OOV VPVIFPFOVYVFPVVFFVF VP FP W PP PP T VWV W VTV W ™™™

. 59

The noticeable decrease in the CEC value - of the

heterochromatin of TFriatona intestans after starvation |Is

certainly related to the clearly defined unravelling wich

. occurs under this physiological situation. In the case of

starved hepatécytes, there is initially a condensation of
hetero—~ and euchromatin as measured both by an increase in the
CEC wvalues and visually, which ls followed after a certain

time by a decrease in the CEC value and also unpackage of the

“chromat.in.

With the resumption of Feediﬁg the CEC values

approximate those of the control, suggesting a return to

normal packing state of the chromatin and possibly a

normallzation of its functions.
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