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Heterochromatin is somewhat like
human society -it is a complex
subject and simple slogans are
inadequate to characterize it,
For every apparent rule it is
possible to cite an exception .
The only solution is to become
acquainted with its many and
varied facets. The unsolved mysg-
teries it presents remain the
scurce of its fascination.
(David Comings)
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Desde a primeira vez que o termo heterocromatina
foi introduzido em Citogenética e Biologia Celular,sentiu-se a
importdncia de seu significado e ao mesmo tempo a dificuldade em
se lhe atribuir uma definicdo totalmente ndo ambigua (Schultz ,
1%48;Comings, 1972b),

A conotagdo de heterccromatina, como a conhecemos
atualmente, ganhou impulsc a partir de uma série de estudos ini-
ciados por Heitz, entre 1928 e 1935, Tais estudos demonstraram
que a cromatina de partes especificas de certos cromossomos per-
manecia condensada durante a interfase, retendo as propriedades
de colorabilidade intensa caracteristicas de cromossomos meta-
fésicos, A cromatina que apresentava esse comportamento foi en-
tdo denominada heterocromatina, em contraposigdo & cromatina que
se apresentava difusa, ndac compactada, durante a mesma intepw
fase (eucromatina) (Heitz, 1928, 1931, 1933 e 1934), Segundo
Comings (1972b ), € importante salientar que a heterocromati-
na, apresentando heteropicnose (pyknosis (gr.) = condensagao )
durante toda a interfase, pode ser distinta da condensagao
ndo especifica que quaisquer cromossomos de um niicleo venham
eventualmente a sofrer no periodo 8y (ou Go) de alguns ciclos
celulares.

Equivocamente, e contrariando o critdrio de Heitz
alguns pesquisadores (Frenster, 1965, 1969;Davies, 1968) tem

considerade heterocromatina como termo equivalente a heteropic-
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nose, gerando muita confusdo no sentido de atribuir unicamente
a heterocromatina propriedades que seriam validas também & eu-
eromatina (Comings, 1972b). Tal € o caso de se considerar como
heterocromatina a cromatina heteropicndtica de 1inflecites ma-
turos (Frenster , 1965, 1969) ou de eritrdcitos nucleados de
aves (Davies, 1968). Estas células s3o especiais, relativamente
dormentes e com 80% ou mais de cromatina heteropicndtica, o que
representa um grande excesso em relagdo ao seu real conteldo de
heterocromatina. Quando expostas a agdo de fitohemaglutinina ou
por hibridagdaoc com celulas Hela (Harris, 1970), muita dessa he
teropicnose desaparece, a medida que as células vio atravessan-
do os periodos S e @, do ciclo celular.

Logc apbs os primeiros trabalhos de Heitz,provou
-se que a heterocromatizacdo era de larga ocorréncia tanto  em
plantas comc em animais.Observou-se ser ela muito frequente em
Cromossomos sexuals e nos cromossomos supernumerarios de algu -
mas espécies (Brown, 1966), Em alguns casos, uma heterocromati=
zagao progressiva poderd estar aliada a um processo patoldgico
geral, como acontece em certas células +tumorais (Harbers, 1969),

Estruturas heterocromiticas individuais podem ge
combinar entre si, formando outras, maiores, geralmente denomi
nadas cromocentros; estas combinagtes algumas vezes aparecsm co
mo aglomerados amorfos, nos quais os componentes individuais
nao mais se distinguem.

A heterocromatina pode ocupar praticamente toda

a extensio de um Cromossomo,como € o caso clidssico do cromossome Y




de Drosophila (Heitz, 1933) ou de um dos X dos mamiferos XX

(Chno et al.,, 1859; Lyon, 1981 a 1968). Em outros casos, pode

se restringir a proximidade do centrdomero (heterocromatina cen
tromérica) e/ou ds extremidades de um ou mais cromossomos (he-
terocromatina telomérica) e/ou a vizinhanca do organizador do

nucléolo.

Num mesmo individuo pode-se observar a hetero-.
cromatina ocupando regides cromossomicas que diferem conforme
o drgao considerado.Isto foi comprovado nos cromossomos politd

nicog de larvas do diptero Rhynchosciara,através dos estudos

de Pavan e Breuer(1952), quando ficou demonstrado que a dispo-
sigao da heterccromatina de cromossomos de glindulas salivares
diferia daquela verificada nos tubos de Malpighi.Por outro lado,
comparando-se os padroes de heterccromatizacdc ao longo do de=-
senvolvimento larval das glandulas salivares, tubos de Malpighi
e intestino de sciarideos, observou-se que, enquanto em Rhyncho-

- + . - .
sciara milleri a presenga de um cromocentro tipico, formado por

um aglomerado de partes heterocromiticas dos vdrios cromessomos,
era constatada nas larvas jovens e nas bem desenvolvidas, tal

ndo se verificava em Rhynchosciara americana. Nesta Gltima s O

cromocentro era detectado somente nas jovens (Pavan e Breuer,
19543 Pavan, 1966).

Trabalhos de Muller e colaboradores (1937), Hin=
ton(1942) e Pavan(1l946) demonstraram nio existir equivaléncia
entre o volume relative da heterccromatina nos cromossomos mité
ticos e nos politénicos de um mesmo diptero.Assim, Hinton(1942)

verificou que certa regifdo heterocromitica do cromossomo II de



Drosophila melanogaster, que no cromossomo mitdtico equivale a

1/5 de seu comprimento, se reduz a uma simples faixa de menos
de 1/100 do comprimento do cromossomo politénico {(Pavan,1966).

Coisa semelhante foi verificada em Drosophila nebulosa , onde

grande parte heterocromdtica do cromossomo X e tode o Cromosso
mo ¥ se reduzem a apenas alguns granulos heterocromdticos nas
células das glandulas salivares (Pavan, 1946} ,.Situacdc inver-
sa, em determinado loco cromossomico, foi verificada por Breuer

e Pavan (1955) em cromossomos politénicos de Rhynchosciara ame-

ricana (Pavan, 1986).

Quando os primeiros conceitos de Heitz sobre he
terocromatina foram publicados, j& se tinha uma informacio con-
siderdvel sobre a distribuigao dos genes nos cromossomos de Dro-
sophila.0 cromossome Y, apontado como heterocromatico por Heiltsz
(1938) j& havia sido considerado relativamente inerte por Brid-
ges (1916) e Muller (1918). Em 1932, Muller e Painter  notaram

que o cromossomo X de Drosophila continha um segmento compara =

vel ao Y, heterocromatico e geneticamente inativo. Este fato
veio fortalecer a idéia entdc defendida por Heitz de que a
heterocromatina estaria ligada a uma "passividade genica®, ina-
tividade ou mesmo auséncia de genes. Outros autores considera-
vam que a heterocromatina teria menos genes por unidade de com=
primento do que a eucromatina (Hannah, 1951). Contude, num esty

do intensivo do problema, Cooper (1949, 1952 e 1959) encontrou

que, nos cromossomos politénicos cuja porcentagem em heterocro

matina & muito reduzida, a propor¢dc de genmes por unidade de

comprimento € a mesma da encontrada na eucromatina. Segundo eg-




te autor, os elementos heterocromdticos dos cromossomos polité-

nicos de Drosophila n2c s3o geneticamente inativos nem depaupe-

radcs em genes e podem mesmo ser encarados como um sistema gen§
tico especializado ou um caso especial de diferenciac3o cromos-

somica . O cromossomo Y de Droscphila melanogaster, apesar de

bastante degenerado, retém ainda algumas funcdes importantes. A
presenca nesse cromossomo de genes para fertilidade, rveportada
por Stern (1929), foi confirmada por Brosseau (1960), o qual de

. - -
terminou ser o seu numerc de pelo menos sete. A fungio desses

genes estaria relacionada com a maturacdo e motilidade dos es-
permatozdides (Saphir,1930; Shen, 1932).Cooper (1349 , 1952) ve-
rificou que ha um certo nimero de locais em que 0S cromossomos
X e Y podem parear. Além disso, e provavelmente como consequén-
cla desse comportamento, demonstrou-se que 20% dos letais indu~-
zidos no cromossomo X por meio de irradiacdo com 3000r a u000r
sobrevivem na presenca do Y e nZo sobrevivem em combinagbes X0
(Lindsley et al., 1860),

Nos mesmos termos acima, embora se considere ina
tivo um dos cromossomos X de mamiferos XX, que se apresenta he-
terocromatico e constitui a cromatina sexual (Lyon,1961,1962,
1963 e 1968),essa inatividade n3o deve ser total,pois se o fos-
se, 05 individuos com aneuploidias do X seriam normais.

Também na heterocromatina centromérica de um dos

cromossomos do tomate foi relatada a localizacdo de um determi-
nado gene funcionante, por Khush e colaboradores (1965),
Ainda no que se refere a exemplos de possiveis a

tividades génicas em heterocromatinas,deve também ser mencicnado
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aqui o caso da heterocromatizagdo em pulgbes coccldeos machos

("mealy bugs")principalmente do género Planococcus. Nestes,

o lote cromossomico paterno (Brown e Nelson-Rees, 1961) se tor
na heterocromidtico relativamente cedo no desenvolvimento em-
brionédrioc,ou seja, no estigio de bldstula(Hughes-Schrader,1948).
Em alguns tecidos, porém, esses Cromossomos podem retornar a
condigdo eucromatica e presumivelmente 3 atividade génica(Nur,
1867). Na linhagem germinativa, o lote cromcssomico patefno ,
heterccromidtico, continua como um componente geneticamente ina
tivo e &€ finalmente eliminado quando da formacdo da célula se-
xual (Hughes~Schrader, 1935; Brown e Nur, 1964). A seguéncia
meidtica & invertida (Schrader, 1921; Chandra, 1962), ou seja,
na la. divis&o todos os cromossomos se dividem equacionalmente
e na 2a. divisdc 08 Cromossomos homdlogos se segregam, oS eu-
cromidticos movendo-se para um polo e os heterocromdticos para
outro. 0s derivados meidticos contendo 08 cromossomos eucroma-
ticos se desenvolvem em espermatozdides. Os que contém os cro-
mossomos heterocromaticos degeneram. Portanto, apenas o lote
eucromdtico materno & transmitido pelos pais a seus filhos e
filhas. Nas filhas o lote paternc permanece eucromdtico, mas
nos filhos se torna hetercoromatico.,

0 comportamento das cromatinas desse pulgio le-
vou Brown (1966) a considerar as heterocromatinas mais como um
estado fisioldgico cromossdmico do que come substdncias que di
ferissem em relagdoc as eucromatinas.

0 desenvolvimento das técnicas que fazem uso dos

radio~isdtopos em Biologia Celular contribuiu em muito para que
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o "dogma" da inatividade genica da heterocromatina se tornasse
abalado. Foi comprovada a incorporacdo de precursores radicati-
vos, como a uridina tritiada, em algumas heterocromatinas, sa-
lientando para estas, em particular, o fendomeno de transcricgao,
ou seja, a atividade génica manifestada através da cOpia do DNA
por um RNA a ele complementar. No "DNA-body" da profase meidti-

ca de feémeas do grilo Acheta domesticus, que, segundo o autor

que o descreveu, nada mais & do que uma heterocromatina (Lima-
~de-Faria,1969; Lima-de-Faria et al., 1969) e onde ocorre am=-
plificacdo genica para cistrons ribossOmicos, comprovou-se fe-
nomeno de transcricdoc no inicio do diplonema (Lima-de-Faria et
al., 1988; Lima=-de-Faria, 1969).

G que parecia evidente, apds andlise de hetevro -
cromatinas de diferentes proveniéncias era de que,em alguns ca-
s0s, elas poderiam ser mesmo consideradas nao codificadoras(Sie
ger et al.,1970,1971 ;Walker, 1971bjLyon, 1974). Se ndo o fossem
totalmente, pelo menos o seriam quase totalmente, Em outros ca-
sos, porém, seriam total ou parcialmente inativas, podendo,por
tanto, expressar sua atividade em algum momento do desenvolvi =
mento,schb determinadas condigoes fisioldgicas celulares.

A classificacgao das heterocromatinas em constitu
tivas e facultativas (Brown,1966) reflete uma das primeiras ten
tativas de se separar e definir esses dois grandes grupos. A he
terocromatina constitutiva foi considerada como aquela que esta
ria ocorrendo em porgbes homdlogas de ambos cromossomos homdloe-
gos e viria a ser mais tarde catalogada como nio codificadora

(Walker,1971b;Lyon,1974). A facultativa estaria presente em




apenas um dos cromossomos do par e seria inativa, ou seja, ndo
responderia a estimulos de transcrigdo por causa de alteracdes
na estrutura "super-coiling" da desoxirribonucleoproteina

(Lyon, 1974), Poderia, contudo, apresentar expressdc genica em
alguma ocasiao do desenvolvimento, como no caso da heterocroma
tizacao de um dos cromossomos X dos mamiferos XX. Em termos do
conceito de Brown (1866) de que as heterocromatinas representa
riam um estado fisioldgico mais do que uma substincia, a hete-
rocromatina facultativa forneceria uma oportunidade Impar para
gse estudar os mesmos genes em dois diferentes estados. Ainda
segundo Brown (1966), a heterocromatina facultativa, embora in
tegrada com o desenvolvimento, sofreria alguma influénecia ex-
tracromossomica que iria estabelecer qual o cromossomoc a sep
heterocromatizado., Nos mamifercs, em que o X ativo & escolhido
no embrido, chegou-se mesmo a sugerir que uma particula ou e-
pissomoc se ligaria ac acaso ao Cromossomo que permaneceria ati
vo (Grumbach et al.,1963). Segundo Brown (1966) e Brown e Nur

(1964), no caso do pulgac Planococcus citri, o comportamento

dos cromossomos paternos estaria provavelmente condicionado an
tes que estes se combinassem com os do Ovulo. Mais recentemen
te, Chandra e Brown (1975) consideram que nos pulgdes "mealy
bugs" e nos mamiferos placentdrios XX occorreria um processo de

" eromossomico, ou seja, um dos dols cromossomos ho

"imprinting'
mologos seria geneticamente predeterminado a funcionar diferen
temente do outro num estagio subsequente do desenvolvimento,Se

gundo Sager e Kitchin (1875), no fendmenc de determinacdo  do

sexo dos pulgbes "mealy bugs" estaria implicada a atuacdo de en
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zimas dos sistemas M-R do Svulo (M-R = sistemas de modificacdo
e restrigdo do DNA)*, E levantaram a seguinte hipdtese : os cro
mossomos do Gvulo seriam modificados e os do espermatozéide nao
modificados; se os cromossomos de origem paterna encontrassen a
enzima de modificacdo antes da enzima de restrigdo, no citoplas
ma do Gvulo, eles seriam tambdm modificados e o embrifio se de-
senvolveria numa fémea. Se oS cromossomos do espermatozdide

encontrassem primelro a enzima de restricdo, o embriioc se de -
senvolveria num macho e a partir da 5a. a 8a. divisio de cliva-
gem, o lote cromossdmico restrito se tornaria heterocromi+ico .
Nas femeas, as enzimas de modificagdo seriam ativas jd na linha
gem germinativa e consequentemente og cromossomos do nicleo  do
Svulo seriam sempre modificados., A seguir também as enzimas de
restrigdo se tornariam ativas.Sager e Kitchin(1975) consideran

que a heterocromatizagdo do lote paternc desses pulgoes (mealybugs)

f':A base molecular deste fenomenoc, pele mencs em sistemas bac
teriancs, € a presenca de sequdnecias nucleotidicas especificas
no DNA, com % a 8 nucleotideos de comprimento, que sio reconhe-
cidas pelas enzimas de modificagdo e restricio. Se a enzima de
modificagao agir primeiro, através de metilagdo do DNA, ird DYO
teger o sitic de reconhecimento do ataque da enzima de restpri -
gdo, uma endonuclease. Se o DNA nioc for modificado, ambos seus
fios poderac ser clivados endonucleoliticamente pela enzima de
restrigao no sitio de reconhecimento ou perto dele., Assim, 0
sistema M-R & um meic poderoso de eliminac¢do de DNAs particula-

res (Arber e Linn, 1969; Meselson et al., 1972;Boyer, 1974},
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seia induzida e mantida por genes ativos do lote eucromdtico e
seja um estado reversivel sob controle do desenvolvimento, De
fato, em alguns tecidos desse inseto ocorre reversio da hetero-
cromatizacdo (Nur, 1967). Segundo Sager e Kitchin(1%75) tal e-
vento resultaria de alteracles reversiveis na seguéncia nucleo-
tidica dos sitios de reconhecimento do gistema M-R , conforme
proposto por Scaranco (1967) e Holliday e Pugh (1875), ou de nmu-
dancas programadas nas atividades dos genes controladores da he
terocromatizagdo, localizados no lote cromossomico eucromdtico,
durante ¢ desenvolvimento. Para o caso da heterocromatizacgao fa
cultativa de um dos cromossomos X dos mamiferos placentérios XX
Brown e Chandra (1973) propoem um modelo que envolve o seguinte
gistema de controle: um sitic sensitivo localizado em um autos~
somo de origem materna ativaria um sitic receptor (no cromosso=-
mo X), fendOmenc que por sua vez regularia o processo da hetero=-
cromatizacao. A ativacido de um sitio sensitive produziria uma

"entidade informacional" (Brown e Chandra, 1973), que ativaria

o sitio receptor em um dos dois cromossomos X ao acaso, impedin
do-o de se tornar heterccromdticc (ou inative), protegendo-o ,

portanto, da heterocromatizacidc., Do fato de que apenas um cro =
mossomo X permanece ativo num individuo dipléide, nioc importa

se o numero de cromossomos X for maior do que 2, parece haver g
vidéncia de que a "entidade informacional' seria uma Unica ma -
cromolécula especifica (Brown e Chandra, 1973). Segundo Chan-
dra e Brown (1978), o sItio sensitivo do autossomo paterno es-
taria sujeito a um processo de "imprinting", provavelmente ja
quando penetrasse no 6vulo. Sager e Kitchin (1975) levantaram

a hipltese de que enzimas do sistema M~R~ estariam  envolvidas
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nesse processo, resultando na disponibilidade de um e nao de
outro loco homGlogo para ativacgac num tempo programado do dew-
senvolvimento,

Se fOssemos compelidos a classificar todas hete
rocromatinas ,com precisao, em facultativas ou constitutivas pe
lo conceito de Brown (1966), haveria dificulade em assim se pro
ceder em muitos casos (Comings, 1972b). Como exemplo pode ser
citado o caso do cromossomo X de gafanhotos e grilos, bem como
do cromossomo X da maioria dos mamiferos durante a espermatogg
nese (na ovogénese os dois X sao eucromaticos (Ohno et al.,
1961, 1962)), Em ambos os casos o cromossomo X ndo representa
heterocromatina constitutiva nc sentido de gque a heterocromati
zagao nao lhe & permanente.N3o € também heterocromatina facul-
tativa no sentido estrito de que, sendo um cromossomo hemizigo
to, ndo ha oportunidade de que apenas um dos homGlogos se tor-
ne represso. Contudo, como se aproxima mais deste tipo em ter-
mos funcionais, Comings (1972b) propoe classificar essa hetero
cromatina como gemi~facultativa. Também com referéncia ac cro-
mossomo Y humanc e de alguns outros mamiferos, cuja heterocro-
matizacdo permanente faz com que seja classificado como hetero
cromatina constitutiva, apesar de seu estado hemizigoto, o mes
mo auter discorda de tal nomenclatura. Segundo ele haveriércaw
racteristicas diferenciais entre o tipo de heterocromatizacdo
do Y e o das heterocromatinas constitutivas. Durante o paquine
ma o cromossome Y se apresenta intimamente associado ac X, for
mando uma vesicula sexual e apresentando ambog um tipo de con

~ - ) * . ]
densagac cromatinica 'mais frouxa" , diferindo da natureza

altamente compactada das Theterocromatinas constitutivas
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(Comings e Okada, 1972)., Em vista dessa situacao, Comings
(1972b) propde que se venha a classificar também como semifa-
cultativa a heterocromatizacZo do Y nas células da linhagem
germinativa.

Uma das caracteristicas das heterocromatinas a
ser acrescentada as até agora mencionadas, foi conhecida so-
mente a partir do fim dos anog 50.Lima~de-Faria (195%a,b), u=-
sando procedimentos radiocautogrificos, relatou que o DHA do

cromossomo sexual X heterocromitico do gafanhoto Melanoplus

differentialis replicava fora de fase em relacio ao DN dos

cromossonos restantes, ou seja, relativamente tarde no periow
do S5.Posteriormente, o mesmo autor iria frisar que na realida
de & mais saliente o fato da replicacdo da heterocromatina se
estender por mals tempo do que a da eucromatina, terminando |,
portanto, mais tarde do que esta, do que dizer simplesmente
que a heterocromatina inicia a vé&plica mais tarde, pois no ini
cio de tal fendmeno as diferengas com a eucromatina ndo sdo as
gim tde drasticas (Lima-de-Faria,196%; Lima-de-Faria e Jawoprs-
ka, 1968). As regides eucromiticas aparecem marcadas antes, po
rem sdo logo seguidas pelas heterocromaticas.(De certa forma o
material genético dos segmentos heterocromiticos,replicando-se
nais tarde ou demoradamente do que o das regides eucromaticas,
se tornaria disponivel para a liberacio de um informacio gené-
tica ocasional (heterocromatina facultativa) num tempo diferen
te daquele da cucromatina (Lima-de-Faria,1959).,)

A fim de investigar se o mesmo fendmenc ocorria
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cercale a timidina tritiada. Neste vegetal, todog cromossomos
apregsentam heterccromatina em ambos os lados do cinetocore e
na maioria das extremidades cromossomicas ("knobs") (Lima-de-Fa
ria,1952).Também nesta esplcie ficou provado que a heterocroma
tina replicava seu DNA num tempo diferente daguele verificado
para a eucromatina(lima-de-~Faria,l959a).Desde entdc o mesmo fe
nomeno foi detectado em diversos organismos. Os Gnicos relatos
de que a replicacao do DNA poderia ocorrer primeiro na hetero-
cromatina e a seguir na eucromatina sao os de Tanaka(l965,1969)

para a orquidea Spiranthes sinensis e o de Tatuno e colaborado

res (1970) para uma bridfita, Pellia neesiana. No primeiro ca-

so, inclusive, a heterocromatina sofre descondensacao durante
a replicagao do DNA, o que ndo se¢ observou ainda visualmente
em outras heterocromatinas(Comings,1967b; Klinger et al.,1867).
Numa revisao efetuada em 196¢,Lima-de-Faria re-
lata que os mamiferos, incluinde o homem, fornecem o maior nil-

mero de exemplos que confirmam a regra de replicacdo "tardia"

na heterocromatina.No caso do Microtus agrestis, em que se dis

tingue heterccromatina constitutiva e facultativa, demonstrou-
-se que a Gltima replica mais cedo do que a primeira (Schmid e
Leppert, 1969),

A semelhanga de Brown (1966) e Nur (1967),Lima-
~de-Taria(l969) considera as heterocromatinas estados cromossd
micos especiais e ndo substincias diferentes, citande como e-

xemple o caso do cromossomo X do Melanoplus macho,que ndo & he

terocromatico na espermatogdnia,porém se torna assim nos esper

matocitos.Nao se deve,contudo, esquecer gque a heterocromatina
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desse cromossomo sexual se aproxima daquela do tipo facultati-
va (Comings, 1972b).
Em 1987, Berendes e Kevl encontraram que em Dro=-

sophila hydei a replicagac da heterocromatina ndo acontecia sem

pre gue ocorria a da eucromatina, havendo certa independéncia

entre os dois processos. Usualmente a heterccromatizacZo em nil-
cleos ganglionares polipléides desse inseto progride através de
menos passos de replicacdo do que os da eucromatina. Também no

hemiptero Triatoma infestans, vetor da doenca de Chagas, e gue

apresenta nucleos somiticos altamente polipléides (Mello, 1969,
1970, 1971 e 1975), a replicacao da heterocromatina em tubos de
Malpighi ndo acompanha a da eucromatina em mesma pProporgac, nos
Gltimos instares do desenvolvimento ninfal (Mello, 1969,1970 e
1971,

Por sua vez, a heterocromatina facultativa do

pulgdo do género Planococcus geralmente replica seu DNA em leve

assincronia com o do lote eucromdtico (Baer, 1965;Huang,1971).
Porém, nos nicleos polipldides da cdpsula celular que envolve
os testiculos, Nur (1966) descobriu haver um nimerc polipldide
de cromossomos eucromdticos, mas um nimero hapldide de Cromosso
mos heterocromdticos. Como o nimero de Cromossomos eucromiticos
formava uma série geométrica baseada no seu nimero hapldide,foi
proposto que os cromessomos cucromaticos estariam sofrendo di-
versos ciclos de replicagdo e endomitose, enquanto os heterocro

mdticos permaneceriam nio replicados. Essas observagtes de Nup

(1968) foram confirmadas por ecxperimentos com rddio-isdtopos e

medidas citofotométricas Feulgen-DNA ( Lorick, 1870). Este pare
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ce se tratar de um exemplo Unico de controle de sintese de DNA
em que um lote inteiro de cromossomos (no casc, heterocrométi
cos) permanece nao replicado, enquanto o outro sofre repstidos
ciclos de replicagidc (Lorick, 1970).

Com o avango das técnicas bioguimicas e radioau
tograficas e sua aplicacd3c ao estudo das heterccromatinas, de-
terminou~se,primeiramente em mamiferos, que a heterocromatina
constitutiva € um tipo cromatinico especial (Lee e Yunis, 1870

e 1971la,b), que apresenta em sua composicao um DNA altamente

repetitivo (Yasmineh e Yunis, 1969, 1970;1971a,b; Arrighi et
al,, 19703 Yunis e Yasmineh, 1970; Yunis et al., 1971) ndo
transcrito em RNA(Hsu, 1962; Flamm et al.,1969; Sieger et al.,
1870,1971) e que poderia nido estar diretamente implicado na e-
laboracdo de produtos génicos Uteis em termos pos-transcriti -
vos(Walker,1971la; Yunis e Yasmineh, 1971;Comings, 1872b;Zucker
kandl, 1974). O DNA da heterocromatina constitutiva do camun -
dongo em particular & composto primariamente por um DNA satéli
te (Pardue e Gall, 1970) que representa acima de 70% do DNA sa
télite total do genoma (Lee ¢ Yunis, 1971a,b).

Numa sériec de experimentos muito bem conduzidos,
Sieger e colaboradores (1971) demonstraram que a heterocromati
na constitutiva, em contraste com a facultativa, contém um DNA
transcritivamente nao codificador e nio representa um estado
represso ou inativo de cromatina. Tais afirmacdes se basearam
nos achadecs de que a heterocromatina constitutiva do Microtus a-
grestis ndo incorpora uridina tritiada (Sieger et al., 1970,

1971), porém incorpora actinomicina D tritiada com uma velocida-
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de igual ou mesmo maior do que a da eucromatina (Sieger et al.,
1871). De antemi3o, sabia-se também que a heterccromatina facule
tativa do tipo encontrade nos pulgdes machos do género Planococs
cus incorporava muito menos actinomicina do que a cucromatina
(Berlowitz et al., 1969). Ficou demonstrado, portanto, que a 1i
gagio da actinomicina D 3 heterocromatina constitutiva refletia
a propriedade de ndo codificacio desta Gltima e nic estava ne-
cessariamente conectada com uma funcdo repressora das proteinas
histonicas ou com condensacio cromatinica (Sieger et al., 1971).
Com relagdo a cste Ultimo aspecto deve-se mesmo ressaltar que

em células em cultura do Microtus agrestis a heterocromatina

constitutiva € relativamente descondensada e pouco visivel; con
tudo, com experimentos de radioautografia, & possivel detectar-
-se blocos dessa cromatina, que ndoc incorporam Sﬁwuridina,reprg
sentando os locais ocupados pela heterocromatina gencticamente
ndo codificadora, porém n3c visivelmente condensada (Sieger et
al,, 1870).

Portanto, nos dias atuais, nao sec pode considerar
que a heterocromatina constitutiva seja um "estado” cromossomico
como Brown (1966) ,Nur(1967) ¢ Lima~de=-Faria(l96%) o admitiram in
discriminadamente para todas as heterocromatinas . Classifica=
~se atualmente a heterocromatina constitutiva como aquela geral
mente ndo codificadora, com fungdes outras que transcricio, e a
heterocromatina facultativa como cromatina codificadora inatie-
va, nao respondendo a estimulos para transcrigdo por alteragdes
talvez em sua estrutura quaterniria, o gque, no entanto, pode ser

reversivel , como no caso do pulgfo "mealybug" ( Walker ,1971b;
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Berlowitz,1974; Lyon, 1974}, A heterocromatina facultativa pos
sui a razio de bascs do DNA nio significantemente diferente da-
quela da eucromatina (Berlowitz, 1974%) e pode ser considerada
como um estado cromossomico (Lyon, 1874),

Estudos de hibridizagdo "in situ" mostraram loca
lizagdo de DNA satélite repetitivo na heterccromatina constitu-
tiva centromérica, bem como em outras regides heterocromiticas

dos cromossomos de Drosophila (Hennig et al.,1970;Jones € Rob-

ertson,l1870; Rae, 1870;Gall et al.,1971),Rhynchosciara ( Eck =

hardt e Gall, 1971), do Microtus agrestis (Arrighi et al.,1970)

do camundongo comum (Jones, 1970), da salamandra (MacGregor e
Kezer, 1971) e¢ do homem (Arrighi e Hsu, 1971 ; Hsu ¢ Arrighi,
1971). Porém nem todo DNA da heterocromatina constitutiva e
satélite ou altamente repetitivo (Comings ¢ Mattoceia, 19722 ).
Com base em experimentos de ultracentrifugacldo , demonstrou-se

na heterccromatina constitutiva altamente purificada do ca-
mundongo a ocorréncia de DNA da banda principal, com uma den=-
sidade de flutuagfo (" buoyant density" ) significantemente di
minuida, sugerindo riqueza em AT; esse DNA, porém, nio & repe-
titivo (Mattoccia e Comings, 1871), Tem sido também observado ,
apds ultracentrifugacio analiticaa que em algumas heterocroma-
tinas ocorre significante concentracfo dc um DNA que ocupa um
ombro da curva obtida ("heavy shoulder DNA"), rico em GC , nio
repetitivo (Comings, 1971; Comings e Mattoccia, 1972b). Por ou-
tro lado, também, nem todo DNA repetitive se localiza na hete-
rocromatina, Estudos de cinética de renaturagio do DNA de ecu-

cromatina de replicagZo rdpida do hamster chinés indicam que
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nesse DNA hi tantas sequéncias repetitivas quanto as do DNA de
replicagdo tardia (Comings & Mattoceia, 1870).Estudos semelhan-
tes com DNA isolado de eucromatina mostram a mesma cinética de
renaturagao do DNA isolado de heterocromatina (Comings e Mattoc
cia, 1972a).

Assim, apesar deo fato de que DNA satélite esteja
geralmente localizado na heterocromatina constitutiva, a obser=-
vagio de que outros tipos de DNA nRo vepetitivo também consti -
tuzm o DNA da heterocromatina ¢ de que nem todo DNA repetitivo
estaria localizado na fracio heterocromitica indica que os ter-
mos DNA repetitivo e heterocromatina constitutiva ndo devem ser
considerados como equivalentes (Comings, 1972a,b).

Em adicio ao conhecimento bioquimico dos tipos
de DNA encontrados na heterocromatina constitutiva, admite-se
que os tipos de proteinas histdnicas presentes na heterocromatl
na nio difirem sensivelmente dos da eucrematina (Comings, 196723
Pallotta et al., 1970), Como lnica excecio, deve-se menciocnar
que 3s vezes, cm histonas da heterocromatina, a razio grupos
SS/SH poderd aparecer aumentada em relagio i da cucromatina
(Harbers, 1969; Gorovsky e Eckhardt, 1970). Por outro lado,
considera-se existirem diferengas com relagio &s proteinas nfo
histdnicas presentes nos complexos nucleoproteicos (Comings
1972b). Tais conclusdes baseadas em ensaios bicquimicos, 74 ha-
viam sido mesmo aventadas por Frenster (1965, 1969). Contudo es

te autor utilizara em seus cstudes o linfdécito maturo, conside-

rando  heterocromatina todo o conjunto de uma cromatina heteroc-

picndtica que na realidade contém em seu interior grande porcen
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tagem de uma eucromatina répressa. 0 acerto de seu relate, con=-
tﬁdo, no que se refere as proteinas histonicas, com certeza se
deve as diferencas enm conteido e tipos desses componentes Ob=
servados quando se compara eucromatina geneticamente ativa com
heterccromatina ou mesmo con eucromatina repressa(Alfert, 1958,
Frenster, 1965; Xaye e McMaster-Kaye, 19686; Dolbeare e Koenig ,
1968 Burdick e Himes, 1969; Himes et al., 1969; Zirkin, 1970).

) - L g . Ll [ond - -~ .
Existe tambem evidencia de que as proteinas naoc histonicas pre-

sentes na eucromatina difiram daquelas presentes na heterocroma

tina em termos alostéricos (Comings e Riggs, 1971).

Também em termos citoquimicos, ultra-estruturais
e morfométricos (e deixando de lado o relato de publicacdes que
se referem exclusivamente A deteccdo de contelldo de DNA e seus
graus de replicagdo, incorporagdao de uridina e timidina tritia-
da, bandeamento cromossomico e experiéncias de hibridizacdo "in
situ”) tem-se buscado caracterizar as heterocromatinas e detec-
tar suas diferengas com relagdoc as eucromatinas, seja "in situ"
ou apds isolamento das mesmas {Sandpritter et al.,, 1965;Sandprite
ter, 189€6; Harbers e Sandritter, 1968; Ruch e Rosselet, 1970 5
Mittermayer et al., 1971; Vidal, 1972d; Kiefer et al., 1972;7ip
kin e Kim, 1972; Mello et al., 19$73a, Zirkin, 1973, Burkholder
e Weaver, 19743 Mello, 1976), Alguns desses estudos, contudo,se
fizeram em cromatinas definidas apenas em termos descritivos de
condensacao, sem nenhuma distinc3o implicada em diferencas de
atividade de transcrigdo ou propriedades de replicagac (Mitter-
mayer et al., 19713 Zirkin e Kim, 1972:; Burkholder & Weaver s

187473,
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Com base em resultados citoquimicos &s vezes aliados
a ensaios bioquimicos, aventou-se a possibilidade de que hete-
rocromatinas ou mesmo "cromatinas simplesmente condensadasg"
comportar-se~iam diferentemente das eucromatinas ou “cromati =
nag ndo condensadas'" frente a reacdo de Feulgen (Sandritter et
al., 196563 Sandritter, 1966; Harbers e Sandritter, 1968; Mit-
termayer et al., 1971). Esta rcacdoc citoguimica, descrita em
1924 por Feulgen ¢ Rosscnbeck como especifica para DNA, &, no
geral, considerada de cardter cstequiométrico para a quantifi-
cagdo desse componente quimico., Até recentemente vinha sendo
utilizada praticamente com esse Unico propdsito. Atualmente no
vas perspectivas foram decerradas para a rcacdo de Feulgen
(Bachmann, 1968), conforme serd relatado mais abaixo.

A reagdo de Feulgen envolve duas etapas : uma hidpro-
lise dcida e a seguir tratamento do material com o reativo de
Schiff (1866). A hidrdlise Acida remove do DNA preferencial -
mente purinas, "desmascarando® a funcdo aldeidica dos aclicares
desoxirribofuranose aos quais se acham ligadas (Fculgen e Rog=
cnbeck, 19243 DiStephano, 1%48:; Overend e Stacey, 1949), Os
aldzIdos assim "desmascarados™ reagem com o reativo de Schiff
leucoderivado da fucsina bisica. A reacgioc entre os radicais al
deidos ¢ o reativo de Schiff restaura o grupo cromofdrico  na
molécula do leucoderivado (Feulgen e Voit, 19243 Lessler, 1951
Longley, 1852;Tamm e Cahrgaff, 1953; Kasten, 1959)., Porém quan
do a hidrdlise & estendida além de scu tempo Stimo, para o
qual se obtém valores miaximos de absorcfo, haverd liberacdo de

pirimidinas ¢ simultaneamente despolimerizacdo do Acido apuri-
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nico (Tamm et al,, 19523 Andersson e Kjellstrand, 1975). Dimi-
nui, portanto, o nimero de grupamentos aldeldos disponiveis
para responderem positivamente a reacao de Feulgen e, consequen
temente, os valores de absorgao, 0 avance do procedimento hi-
droilitico pode ser estudado "in situ" computando-se fotometri-
camentc os valores Feulgen-DNA para diferentes tempos de hi-
drdlise ¢ construindo-se "curvas de hidrdiise". Com o estudo
de tais curvas & possivel se aquilatar a maior ou menor resige
téncia de uma cromatina ao processo hidrolitico.

Tem~se verificade que a porgdo da curva de hidrd
lise menos suscetivel de variacdes & sua parte ascendente
(Bachmann, 1968; B&hm,1968; James, 1972). A porgdo descendente,
porém, pode apresentar modificagoes em funcio de diferentes es
tados de diferenciagdo celular e desenvolvimento (Agrell e Berg
qvist, 1962;8andritter ¢ B8hm,1964; Sandritter ot al.,,l865;Bra-
chet ¢ Preumont,1966; Eberhard e Mazia,19663Bachmann,1968 ;Bra=
chet et al., 1968; Harbers ¢ Sandritter,1968; Sprenger et al .3
19715 Mittermayer et al., 1971),

Sandritter,em 1966, sugeriu guc as atipias das
curvas de hidrdlise encontradas em cflulas tumorais estaria re-
lacionada com modificagdes da razio eucromatina/heterccromatina
nessas células, a partir de suposigdes anteriores (Sandritter
et al., 1965) do que tais cromatinas reagirism diferentemente 3
hidrdlisc dcida. Segundo Sandritter e colabcradores (1965), du-
rantc a hidrdlise deida os grupos aldefdos da heterocromatina

seriam  "desmascarados" mais lentamente do que os da  cucro -



Y

matina; nlcleos com @ mesma quantidade de DHA, mas diferentes
proporgdes de hetero~ e cucromatina captariam diferentes quan=
tidades de covante apbs tempos de hidrdlise semelhantes . Por
outro lado, as pesquisas afetuadas em diversos tipos de cé&lu-
las por Agrell ¢ Berggvist (1962), Eberhard e Mazia (1966)
Bachmann (1968), Brachet ¢ colaboradores (1968) e Sonncnbichler
¢ Nobis (1970) sugeriram que as proteinas nucleares poderiam g
xercer alguma influZncia na producgdo de atipias nas curvas de
hidrolise, "protegendo" difcrentemente o DNA a elas associado
¢ rpvetardando a agfo hidrolitica sobre ele. L, portanto, pa-
ra se supor que, se diferentes nroteinas associadas ao DNA ou
ao complexo DNA~histonas estivessem ocorrende nas diferentes
cromatinas e fossem diferentemente extraiveis pela hidrdlise &
cida, poderiam vir a ser detectadas variacOes nas curvas de
hidrdiise,

Em 1971, Mittermayer e colaboradores isclaram
de células do timo de vitelo cromatinas diferentemente condensa
das (em termos puramente morfoldgicos) e relataram para estas

S
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diferente estabilidade frente hidrolise acida. Segundo eles

a hidrdlise da "eucromatina" se efetuou mais rapidamente do
que a da "heterccromatina”. Tal resultado foi detectado ndoc so
através da andlise citofotom@trica das cromatinas isoladas,mas

tambem bioquimicamente, pelc achado de diferentes guantida-

des de desoxirribose nos sobrenadantes das fragdes cromati-
nicas hidrolisadas. Estes autores admitiram que o grau de con
densagac do DNA na cromatina poderia estar implicado na hidré

lise Acida diferencial e ser influenciado por proteinas prin -
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cipalmente "residuais".
Contudo, segundo Kiefer e colaboradores {(1972),
que estudaram a heterocromatina constitutiva e a eucromatina

de c€lulas ganglionares do Microtus agrestis, "in situ"”, a ci-

nética de hidrdlise seria idéntica para ambas cromatinas. Tal

conclusdo se baseou no estudo de uma razao de valores Feulgen-
-DNA (heterocromatina/eucromatina + heterocromatina) x 100,que
niac mostrou diferir 3 medida em que se prolongava a hidrdlise,

Estes autores generalizam a conclusdo de que a cinética de hi-

drolise nio variaria em funcdo do tipo cromatinico. Porém ndo
explicam a causa das atipias de curvas de hidrdlise detectadas
em outros sistemas celulares nem admitem que o comportamento
frente a reagao de Feulgen, por eles encontrado, possa nac ser
universal e variar de acordo com o tipo de heterocromatizacao
envolvida e com as proteinas associadas ao DNA. Aparentemente
esse trabalho teve um efeito desestimulante no sentido de se
continuarem as buscas sobre as diferencas em curvas de hidrd-
lise de heterocromatina e eucromatina e seu significado, pois
ndo surgiram novas publicagbes sobre o assunto. Deve-se consi-
derar que o achado de tais diferengas "in situ" teria importan
te significado geral no estabelecimento de mais uma cavacteris
tica diferencial entre tipos cromatinicos. Além disso, poderia

talvez trazer também alguma informacio que se somasse a outras
tentativas no sentido do estabelecimento de padrdoes dife -
renciais, que favorecessem identificacio de estados fisioldw
gicos celulares especiais e mesmo diagndstico precoce de

ProCessos celulares patoldgicos, comec & o caso de célu-~
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las cancerosas, que podem vir a desenvelver heterocromatizacac
progressiva (Harbers, 1969),

Ainda, com base em resultados citoquimicos,exigw
te também o relato de que o Indice histonas/DNA (concentragio
em lﬁmlgg/_umg), igual a 3,7 na heterocromatina (constitutiva)

e 2,2 na eucromatina de Rhoeo discolor, ndoc varia em cé&lulas

de diferentes regides de suas raizes secundarias, enquanto a
~ - ~ N -~ . . . ~ -
razao proteinas nac histonicas/DNA varia com o Tipo cromatini-

co ¢ com o grau de diferenciacac celular (Ruch ¢ Rosselet,1870),

Zirkin (1973), estudando a heterocromatina e a eucromatina de
figado de sapo, constatou na primeira muifo menos proteinas
nZo histoOnicas do que na sezunda.

Por outro lado, apds um elegante estudo citofi-
sico quantitative ao nivel da microscopia de polarizacio, Vi-
dal (1972d) pbdde demonstrar diferencas com relacdo a proteinas
em hetero~ ¢ eucromatinas isoladas de figado de camundongo.
Quando a heterocromatina fol corada com uma sclugic de azul de
toluidina a pH 3,6, apresentou-se mais birrefringente (retar -
dos Opticos mais elevados) do que a eucromatina. Em ambas croma
tinas submetidas a tratamento por tripsina foi detectado di-
croismo linear, dispersdo andmala da birrefringéncia e um efei-
to semelhante ao de Cotton (Vidal, 1972a) apds colorac3o. Con-
tudo, estes fendmenos Opticos se mostravam mais proeminentes na
heterocromatina,indicando que esta apresenta proteinas que res-
pondem diferentemente 4 digestio enzimitica, se comparada 3 eu-
cromatina, e que tornam o filamento cromatinico capaz de apre-

-” . 3 - = " % he
sentar caracteristicas anisotropicas diferentes. Estas proprie-
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dades poderdo também refletir diferente conformacdo molecular
do eomplexo nucleoproteico(Vidal, 1972d). O papel das protel -
nas em criar ou alterar propriedades anisotrdpicas particula -
res foi tamb&ém demonstrado pelo mesmo autor, fazendo uso de pa
drdes de DNA, poli-l-lisina ¢ complexos DNA~poli~l-lisina (Vi-
dal, 1872d).

A partir dos mesmos tipos de células para as
quais se conhece "in situ" os padrdes de ocorréncia de cromo=-
centros(Mliller,1966) e de certa forma em apoio aos achados de

vVidal(1972d), foram determinadas nas fracdes cromatInicas "

con
densadas" e "estendidas", isoladas por centrifugagdo e examina
das ao microscdpio eletrdnico, diferentes respostas a digestio

por DNAse I (Burckholder e Weaver,1974).Isto ji niZoc acontece

em amostras de DNA purificado das mesmas fracdes cromatinicas,
Tal comportamento fala em favor de uma diferente interacdo de
proteinas cromossdOmicas com o DNA, possibilitando-lhe maior re
sisténcia ao ataque pela DNAse I quando integrando cromatinas
"eondensadas" (Burckholder e Weaver, 1874},

Se as heterocromatinas e eucromatinas coradas
forem analisadas quanto a propriedades matemiticas cspeciais
de sua imagem digitalizada poderao ser encontradas diferencgas,
conforme relate de Mello (1976) e Mello e¢ colaboradores(1973a)
para algumas células somiticas e da linhagem germinativa do he

miptero Triatoma infestans, Neste inseto, & semelhanga de ou-

tros hemipteros (Geitler,1938:;193%a,b)tem sido relatado o feno

meno de intensa poliploidizacfo nas células epiteliais dos tu-

bos de Malpighi ao longo do desenvolvimento ninfal(Mello,1869,
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1970, 1871 e 1975). Desde o 19 instar ninfal & evidente nos ni-
cleos de tais c€lulas a presenca constante de massas de cromati
na condensada, as quais, apresentando réplica de DNA mais lenta
do que a do DNA da cromatina restante, ndao condensada, e aparen
te inatividade de transcrigao, foram consideradas heterocroma-
ticas (Mello, 1969, 197G, 1971, 1975 e 1976), Por outro lado ,
algumas modificagOes nos padrdes de heterocromatizagdo sdo ob-
gervadas em parte dos nlcleos dos tubos de Malpighi, & medida
que progride o desenvolvimento ninfal., Do 19 ao 39 instars, os
niicleos em quase sua total maioria apresentam um {nico  corpo
heterocromidtico aproximadamente esférico, como padrio geral e
uniforme ao longo dos tubos de Malpighi. A partir de entao 0s
nlcleos da porgido proximal dos tubos continuardo com © mesmo pa
drdo, porém os da porgdo distal passardo a exibir diversos cro-
mocentros com formas variadas (Mellc, 1969,1871,19768)., No 5¢
instar ambos tipos de nilcleos poderido atingir graus de ploidia
iguais a 37n e 64n (Mello, 1969 e 1976). Se se submeter os ni-

cleos dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans a reagao de

Feulgen, determinando-se a seguir seus valores de extingao pon-
to por ponto através de citofotometria de varredura automdtica
e as imagens digitalizadas das &reas heterocromiticas e eucromd
ticas, estas poderdo ser analisadas matematicamente. Tal andlise
revela que:

1. hd maior homogeneidade nos valores das médias das

S , - 2 .
extingoes por unidade de area ( u°) nas heterocromatinas;

2. os cromocentros podem mudar de localizagdo nos nl-

cleos dos tubos de Malpighi,d medida que se aproxima o fim do
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desenvolvimento ninfal;

3. nicleos do 59 instar, com virios cromocentros, a-
presentam os corpos heterocromiticos mais afastados do centro
da imagem nuclear do que nicleos com um Unico cromoeentro;

4, nicleos do 49 e 59 instars, com apenas um cromocen
tro, apresentam a razdo das extingbes médias (referentes & Aa-
rea condensada/area total) maior do que a de nllcleos com varios
cromocentros,

Considerando-se o aparente carater de heterocro=-
matina constitutiva dos cromocentros dos nticleos polipldides

dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans e as alteragdes em

seus padrdes de heterocromatizacic durante o desenvolvimento

ninfal, este se torna um material conveniente para a busca de
outros caracteres diferenciais entre heteroccromatina e eucroma=
tina (¢ mesmo entre heterocromatinas de nlcleos com um ou vVarios
cromocentros; idem entre eucromatinas), através de métodos citow
quimicos e citofisicos quantitativos. Com este objetive, portan-
to, no presente trabalho estudam~-se "in situ", nas diferentes

cromatinas dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans,

1. as curvas de hidrdlise apds fixac3o em 1liqui=-
dos que preservam diferentemente as proteinas associadas ao DNAj

2, as curvas de absorgac de Feulgen nas diferen-
tes condigCes de fixaclo e hidrdlise;

3. as caracteristicas da basofilia, que refletem

a acessibilidade e proximidade de grupos fosfatos do DNA nio 1i

gados a proteina (Lison, 1955; Davigon e Butler, 18563 Miura e

Ohba,1967; Itzhaki, 1971; Mello e Vidal,1972, 1973,1974 , 1975,
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1876; Vidal, 1972c¢,d);

4. a resposta acs métodos de denaturagéo~renatur§
¢do (Arrighi e Hsu,1971; Vidal,1972; Mello,1873);

5. a ocorréncia de fendmenos anisotrdpicos tais
como a dispersdo da birrefringéneia, apds coloracio por solugSes
de azul de toluidina. Estes fendmenos, associados a padroes espe
cificos de basofilia "in situ", informam as variagoes em disponi
bilidade e proximidade dos grupos fosfatos "livres" do DNA ¢ so=-
bre o estado de orientagao macromolecular do complexo DNAwprotei
na (Vidal, 1972¢c,d; Mello e Vidal, 1973, 1974, 1975 e 1976);

6. a resposta a rcagdes citoquimicas para protei-
nas nucleares, inclusive apds a hidrdlise pertinente & reacglo de

Feulgen.

Para facilidade de redagio, no texto seric utili-
zadas com frequéncia as abreviaturas Hl e Ei’ para designar,res-
pectivamente heterocromatina e eucromatina de niicleos com um cro
mocentro, e Hs & Rs, regpectivamente, para heterocromatina e eu-

cromatina de ntcleos com varios cromocentros.

.
ey
i
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Ninfas de 59 instar do Triatoma infestans Klug

(Hemiptera, Reduviidae), com ao redor de 15 dias nesse estadio,
foram dissecadas vivas e delas removeram-se rapidamente os ‘tu-
bos de Malpighi, sobre os quais & havia sido colocada unma gota
de fixador,

Para cada condigao experimental utilizaram-se Op-

gdos de pelo menos 3 individuos.
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METODOS

ks i A e nevw vwa —

1. Grau de estabilidade das heterc=— e eucromatinas frente a

hidrilise Acida ¢ espectros de absorcic avaliados no ma-

terial submetidc é reacio de TFeulgen,

1.1, Preparc das laminas. Reagac citoquimica.

suponde-se que as hetero- e cucromatinas pudes=
sem apresentar diferentes curvas de hidrilise e que as diferen
cas implicadas pudessem ser salientadas em determinadas condi-
goes de fixacio, variocu-se a mesma. O material foi, assim, fi-
xado em um dos seguintes fixadores, que preservam diferentemen
te as protelnas nucleares:

1. Etancl absoluto - dcide acético glacial, 3:1 (v:v), du-
rante 5 ming |

2, Formel a 10% neutro, durante 1hy

3. MFA (metanol absoluto= formol- dcido acético glacial,l7:
2:13, durante 15min.

0 formol a 10% tamponado a pH 7,0 & um fixador
que sabidamente preserva as proteinas nucleares, embora possa
alterar-lhes o estado fisico conformacional (Swift, 1950, Mel-
lo, 1973) e € reccmendadc por alguns autores para a citoquimi-
ca quantitativa do DNA (Ruch, 1966; Swift, 1966). Por outro
lade, o etancl acético pode promover a dissoeiacio de parte
das histonas complexadas ac DNA (Dick e Johng, 1967 ¢ 1968
Sivak e Wolman, 1974), mas & o fixador de eleicdc dos citolo=

gistas e citogeneticistas, quando se deseja estudar a cromati-
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na ou Cromossomos aphs esmagamento. Quanto ac MFA, segundo
B¥hm e colaboradores (1968), & o fixador mais indicado na de=
terminagic do conteldo de DNA nuclear, seja através de abscr-
cio na gama do U.V., seja através da reacic de Feulgen,

Ap®s se completar o tempo de fixagdio,os tubos
de Malpighi foram lavados em etanol absoluto (quando o fixedor
havia sido de natureza alcodlica)(5min) e hidratados. Quando
a fixagdc fol realizada em formol,lavaram-se os orgacs direta-
mente em dgua destilada, durante 15 min. Logo apds, efetuou-se
a reagac de Feulgen,

Como primeira etapa da reaclo citequimica, foi
efetuada uma hidrSlise com HCL 0,1N (pH 1,2),3 temperatura de
379C, A escolha de wwa hidrflisc mais suave do que a conven-
cional residiu nc fato da primeira permitir melhor vreproduti-
bilidade da reagdao de coloracic e minimizar a scbreposicio do
processc de liberagdc de aldeides do DNA com o de sclubiliza-
gio da desoxirribose (Sandritter et al., 19653 R&hm, 1968
Vahs, 1973). Além disso, propicia curvas de hidrdlise com re-
gides de absorgdc mixima ¢ pds-mixima mais extensas. Utiliza-
ram-se 08 segulntes tempes de hidrdlise:

1. Material fixade em formol: 1lh, 2h, 3h, 6h, 7h, 9h, 1b5h ,
18h, 21h, 27h;

2. Material fixado em etancl-acético: 30min, 1h, 2h, 4h,6h,
13h40min, 18h, 21h, 24h, 31lh;

3, Material fixado em MFA: 2h, 3h, 6h, 7h30min, 12h, 15h
18h, 21lh, 24h, 27h.

Una vez realizada a hidrdlise, os tubos de Mal~
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pighi foram lavados em agua destilada,ligeiramente secos com
papel yes e deixados, entio, por lh, a temperatura ambiente
de 269C, no reagente de Schiff, cuja preparacic & descrita a
seguir (Lillie, 1954~ modificado):

1. Levar 100ml de Agua destilada 3 ebulicgdc.

2. Retirar do fogo e adicionar lg de fucsina biasica,

3. Resfriar até 609C. Filtrar,

4. Acrescentar ug de bissulfito de potiassio,Dissolver bem,

5, Juntar 10ml de HCL 1N,

6. Deixar Zuh cm repouso na obscuridade,

7. Adicionar 150 a 250mg de carvao ativeo (Norit). Agitar

¢ filtrar. Censervar em refrigerador a 09-59C,

Foi utilizada fucsina bdsica de fabricagic Car
lo Erba. Considerandc-se existir refer@necia de que apds o uso
de reagente de Schiff com pH supericr a 2,4 sic encontrados
valores Feulgen-DNA diferentes dos esperados em fungio dos
graus de ploidia e nUmerc de cromossomos, em nilcleos dipldi -
des e tetrapléides de figado (Walker ¢ Richards, 1959),no pre
sente trabalho empregou-se um reative de Schiff com pH nido su
perior a 1,92,

Apbs serem tratados pelo reativo de Schiff ,os
tubos de Malpighi foram submetidcs a trés banhos, de 3min ca=-
da, em dgua sulfurosa {(metabissulfito do potassio a 10%,1 par
te; HCL 1IN, 1 parte; dgua destilada, 18 partes), preparada no
momento do uso. Logo apds, foram eles lavados em dgua destilg

d

e colocados sobre laminas nas quais j3 havia sido posta u

]

ma gota de Acido acético a 45% ( em  alguns casos empregou-
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~ge etancl a 70%). Procedeu-se, entio, a um suave esmagamento
dos Srgdos cobertos com uma laminula, de maneira a nfo Provo-
car um espalhamento excessivo do material nuclear. As laminu-
las foram removidas por congelamento em CO2 1iguido. Mergulha-
ram=se, @ segulr, as laminas em etanol a 70%, desidratando~se o
material numa série alcodlica, diafanizando-o em xilol e mon-
tando-o em balsamo do Canadd, cujo indice de refragio (nz 1,5u4)
& adecguado para os estudos citofotomdtricos subsequentes,

A fim de se evitarcem crros provenientes da dimi-
nuigdo de intensidade de coloragio ("fading"), as liminas cora-
das foram guardadas ao abrigo da luz e utilizadas para as medi-
das citofotométricas dentro de um espaco de tempo nio superior

a 8 meses (Garcia e Iorio, 1966),

1.2. Micro-espectrofotometria,

A micro=espectrofotometria dos nlcleos corades
fol realizada num fotomicrosedpio Zeiss equipado com um  fotde-
metro 01 ¢ um fotomultiplicador EMI 6256.

Os diferentes comprimentes de onda em que se de=
terminaram os valores de extingio ou de *transmitincia foram ob-
tidos com o uso de uma régua monceromadora de fabricacgao Schott

Para a determinagdc das curvas de hidrdlise tor-
nou-se necessario obter, nos virios tempos de hidrdlise, os va-
lores relativos Feulgen-DNA em unidades arbitririas por A=
rea de cromatina considerada, Como no presente trabalhe as re-
gides hetercecromiticas e eucromiticas foram estudadas "in si-
tu", a determinacac fotométrica dos valores de transmitiancia

pelo método de duplo comprimento de onda , de conhecida preci-
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sdc ¢ reprodutibilidade e reduzido erro distribucional (1 a 29%)
(Ornstein, 19523 Patau, 1952; Mendelsohn, 1966), ndo pode ser

- - . s
efetuada em cada area em separado. Istc porque a prépria dise

tribuigic topogrdfica das cromatinas e as caracteristicas do
método citofotométrico impossibilitaram o seu uso. Portanto,

empregou-se um método fotométrico de "varredura manual” para
as diferentes regifes cromatinicas, computando-se valores de
extingio para diversos setores de cada area. O usoc de  mGltie
plos "plugs", segundo Mendelschn (1966) , introduz no maximo
10% de erro, Evitou-se determinar um Gnico "plug" por  Area
heterceremdtica ou eucromitica, pois tal procedimento poderia
acarretar uma avaliacdc errfnea dos valores Feulgen-DNA, devido
& nio homogeneidade da distribuigao do material corado, oca=-
sionando um erro distribucional elevado, de mais de 0%, con=
forme se constatou mesmo num teste preliminar,

Para se avaliar o acertc de +tal decisio, com-
pararam=se 0s valores Fesulgen=DNA do nlcleo total obtidos pela
soma dos valores calculados para as Areas heterccromiticas e eu
cromiticas em separado, apbs "varredura manual”™, com valcres ob

tidos diretamente para o nleleo total através do método citofo

e

s - . a
temetrico de duple comprimento de onda, de Ornstein (1952)
Patau (1952). Assim, estudou~se o grau de correlagio entre 08
dados fornecides pelos deoils procedimentos citofotométricos,

A. "Varredura menual®,

Para a medida das extingbes utilizou-se cbjeti-

va Pol=Neofluar 63/0,90, cptovar 2, diafragma de medida com dié
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metro igual a 0,16mm, diafragma de campe com difmetro igual a
0,4mm e ocular Kpl W MPM 12,5x. A Area de mensuracao foi, por-
tanto, igual a 1,26/u2.

Para que o objetc estivesse no plano focal do
condensador (Lison, 1960), fez-se uso de uma obietiva Zeiss
Plan 10x/0,22, comoc condensador, A abertura numérica dessa ob-
jetiva é a sugerida por Lison (1960) e que permite:

1. diminuicio da aberracio para as partes do objeto que nado
estejam no plano focal do condensader ( as aberragoes de esfe-
ricidade produzem "luz parasita);

2. aproximacdoc semelhante 3s condigfes de validade da lei
de absorcidc (em luz ni3o paralela a fragdo de energia absorvida
por um objetc absorvente varias segundo a dimensac do objeto)l;

3. a diminuigﬁé da "luz parasita" proveniente da difracio
ao nivel dos objetos vizinhos ao objetc estudado (Lison,1960).

As medidas de extingio foram efetuadas num com-
primento de onda igual a 550nm, Efetuaram-se 2 a 3 medidas em
cada um dos varios setores diferentes (4 a2 16) em que cada Area
cromatinica fol dividida. Cada nlcleo medido feoi fotografado e
o negativoe levade a um ampliader., A imagem nuclear foi assim
projetada e descnhada, apresentandc um aumento final de 4000x.
Com um planimetrc Polar determinapam-se a seguir as areas de
cada setor cromatinico considerado, Multiplicou-se a Zrea de
cada setor pelo respective valor de extingio (média de? ou 3
medidas}, obtendo~se dessc modo um valor Feulgen-DNA por setor.
A segulr, somaram-se cs valores dos setores que perfaziam a a-

rea heterceromitica, o mesmo scndo recalizado para a cucromitica,
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Quando se desejou obter o valor Feulgen-DNA por niclec, soma =
ram~se os resultados obtidos para as zonas heterccromdticas e
eucromiticas. A porcentagem de erro inerente ao processo de
planimetria, nc presente trabalho, com base na curva publicada
por Schiemer, em 1962, & ao redor de 1% para as eucromatinas e
5% para as heterccromatinas.

0s dados Feulgen-DNA foram distribuldes numa es
cala de valores segundo uma DProgressao geométrica, possuindo
10 classes intermedidrias entre os valores 25 e 50, 50 e 100,
100 ¢ 200 ete (Ferreira et al., 1967).

Com os valores Feulgen-DNA variando em fungao
do tempo de hidrdlise, construiram-se as curvas de hidrllise
para as hetero~ e eucromatinas, Procedeu-se a segulr ac ajuste
des curvas a fungdo de Bateman (B®hm e Seibert, 1966)., Os pro-
cedimentos matematicos envelvidos nessa etapa serdc descritos
mais para a frente e também no Apéndice 1.

B, MEtcde de duplo comprimento de onda.

Conforme jd mencicnado, este método foi utiliza
do para verificar em que extensdc o cd&lculo dos valcres Feul-
gen~DNA a partir de dades de absorgde obtidos por "varredura
manual™ foi valido.

0 métode de duple comprimente de onda, descrito
simultZnea e independentemente por Ornstein e Patau, em 1952,
apresenta comoe principails vantagens a compensagac  dos  erros
distribucionais devidos d nic homogeneidade cm compactagic e
distribuigac do material corado, a possibilidade de se  medir

objetes com forma irregular ¢ a nZo necessidade de um foco
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preciso de todos os pontos a serem medidos em conjunto. Segun-
do Mendelsohn (1966), no méximo 1 a 2% de erro nas medidas sao
introduzidos por este método citofotométrico,

Por outro lado, hd uma série de exigéncias opti
cas e operacionails a serem precnchidas para que o métode possa
ser considerade de real validade.

Por este método, os valores Feulgen-DNA por ni-
cleo, em unidades arbitrdrias, sdo calculados pela aplicacao

das formulas:

BL C
m, = = 3
t k_ 1n 10
1 1
c = In H
2 - Q Q -1
L 1o T,
Q - L{ = 9
& 1 - 7
a

gsendo:

B = 3rea do campo de medida,

LR

m,* quantidade total de cromdforo,

t
T = transmitancia,
k = absortividade (constante, utilizada nos cdlculos para ob-

tencdc de quantidades absolutas),

a e b = comprimentos de onda, tais que k

-

= 2k_.
b a
Determinando-se, portanto, para uma mesma area

de medida, os valores de transmitancia em dois comprimentos de

onda a e b (de tal forma que o valor de extincdo encontrado em
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b seja o dobro do de a ), obtém~se o valor de Q e consequente -
mente o de C,
Na pratica, em determinagoes quantitativas relaw-

tivasg,

No caso da reacgao de Feulgen, m, representa  os

+
valores Feulgen-DNA. Como a determinagdo desses valores pelo mé
todo de duplo comprimento de onda é muito laboriosa e o conjun-
to de tabelas para facilitar os calculos, publicado por Mendel-
sohn, em 1958, & incompleto, no presente trabalho todos os cale
culos foram efetuados em computador IBM-1130, partindo-se dos
dados de transmitincia e valor da &rea de mensuracao,

No caso especifico ainda da reacdo de Feulgen, a
escolha dos dois comprimentos de onda deve ser tal que o compri
mento de onda a esteja no lade verde do espectro (Garcia e Io-
rio, 1966), Além disso, na escolha dos dois ) costuma-se levar
em consideracdo o critério de Garcia e Iorio (1968), segundo

© qual, sendo E_ a extingdo no A mais curto e E a extincao

b
no A mais longo, a razio Ea/Bb deve ser levemente superior a
0,50, ou seja, ao redor de 0,51-0,53, Este pegueno excegso com=-
pensara , segundo o085 autores mencionados, o efeito promovido
pela presenga de espagos n3o absorventes em meioc ao mate-
rial corado.

Quando a escolha dos dois comprimentos de onda &

acertada, ou seja, quando os valores de extingao nos dois A

guardam entre si a relagao requerida, os valores Feulgen- DNA
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encontrados terdo um menor coeficiente de variagdo independente-
mente da area de mensuracac empregada e da relagdo dos meios abe
sorvente para nao absorvente, Isto obviamente dentro de um certo
limite, pois, quando a drea total de mensura¢do € muito maior do
que a area absorvente, o brilho introduzido pelos espacos ndo
absorventes tende a aumentar as transmit3ncias (de la Torre e
Salisbury, 1984;Garcia e Iorio, 1966; Mello e Zanardi, 1976},
Para a selegdo dos dois A a serem empregados a

fim de gse obter o valor das transmitancias, foram determinadas

curvas espectrais de absorgdo nas zonas heterocromiticas e euero
maticas de 15 nicleos por experimento. Uscu-se objetiva Pol-Neo=
fluar 63/0.90, optovar 2, diafragma de mensuragdo com didmetro i
gual a 0,]l6mm e diafragma de campo com didmetro igual a 0,2mm. A
drea de mensuracio correspondeu, portanto, a 1,28u2,

Uma vez determinado o pico principal da curva de
absorgdo, considerou-se o valor de extingdo no A desse pico co-
moc correspondendo a 100% e a partir deste calculou-se para os ou
tros A a porcentagem de extingdo relativa. Determinou~se, a se-
guir a média aritmética, desvio padrioc e coeficiente de variagao
desses novos valores para cada comprimento de onda.

As curvas espectrais de absor¢ao prestaram-se ndo
somente para a selegdo dos dois comprimentos de onda a serem uti
lizados na determinacido dos valoraos Feulgen~DNA, mas também para
a andlise de seu prdprio perfil nos virios experimentos..0 obje=-

tivo dessa investigacdo reside no fato de ja terem sido aponta-

das variacdes no perfil dessag curvas em funcdo de alteracdes na
G P G

associagdo DNA-proteina (revis3o em Deitch, 1966a).
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Foi também testado se as flutuagdes instrumentais
na presente investigacdo eram casuais, ou seja, se apds plotar-
-se as areas de mensuraciao como abeissas e as estimativas Feulgen
-DNA como ordenadas (as transmitancias sendo medidas para al-
guns pares de 3 escolhidos), a inclinacgac da vreta obtida se
aproximaria de zero. Segundo Garcia e Iorio (1968), a inclinacaoc
dessa reta pode ser representada pelo coeficiente de regressao B,
o qual pode ser calculado pelo método dos quadrades minimos (Di -

xon e Massey, 19573 Steel e Torrie, 1960), ou seja,

5 L X; V3
= , onde

ZI x.2

1
Xi = qualquer drea particular de mensuragdo usada,
Yi = valores Feulgen-DNA obtidos para sua area corresponden-
te Xi,

I = nGmero total de medidas,
Xl‘: Xj‘“ - X 4
yl = Yi - Y .

A homogeneidade da luz e a uniformidade da respos-
ta do fotocatodo do citofotometro foram testadas segundo Garcia e
Torio (1966), ou seja, variando-se a posicdc do nicleo dentro do
campo de medida e computando-se o valor da transmitincia apds caw=
da deslocamento.

1.3, Construgdo das curvas de hidrdlise.

Para a construgdo das curvas de hidrdlise ajusta -

das a chamada fungido de Bateman (B8hnm e Seibert, 1966), traba -
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lhou-se simultaneamente com todos os dados Feulgen-DNA obtidos
apds diferentes tempos de hidrdlise para cada tipo cromatini -
co. Esta fungdo & do tipo

vy k
o 1 Skt -kt

Seus pardmetros sdo estimados resolvendo-se uma equacio que
ndc € linear, através de um procedimento de regressdc complexo
e que deve ser necessariamente efetuado em computador.

A fungdo de Bateman (1810) foi primeiramente es
tabelecida para o decaimento radicativo em dtomos. Encontrou a
plicagdo também em Biologia, quando Teorell (1937- apud BBhm
e Seibert, 1966) e Dost (1953~ apud BBhm e Seibert, 1966) de-
ram indicagdo de que seria valiosa para representar, em fungdo
do tempo, as modificagbes de concentracdo de uma substincia di
fundida no sangue e que simultaneamente pudesse ser extravasa-
da ou eliminada do mesmo.

No caso de curvas de hidrdlise para material
submetido & reagdo de Feulgen, a fung3o de Bateman também pode
ser aplicada, considerando=se:

y = quantidade de grupos aldeldos "produzidos" no DNA, num
tempo t , apds comego da hidrdlise;
Vo© @ quantidade total, potencialmente presente, de grupa -

mentos aldeidos no DNA, no comego da hidrdlise (t)s

H

1= constante de "produgdo” de aldeidos livres no DNA;

~ oy
1t

o constante de destruigao dos aldeidos (por quebra de par

tes do dcido apurinico)(B8hm e Seibert, 1966).
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0 DNA decompde~se, sob a influéncia do HCl, em
purinas (P) ¢ dcido apurinico (A) com radicais aldefdos livres.
Com o auxilio da reacdoc de coloragioc, a concentracio de aldei-
dos livres serd estudada em funcfo do tempo e assim a concen-
tracac da substancia A poderd ser avaliada. A velocidade com
que a quantidade de A aumenta & proporcional & velocidade de
diminuigdo do substrato ainda disponivel.

A representacdo matemdtica das curvas de hidprd-
lise ganha um significado especial nos casos atipicos, isto &,
quando as curvas apresentam dois ou mais picos, como acontece

em células embriondrias de Rana temporaria {(Agrell e Bergqgvist,

1962) e em células tumorais (Sandritter e B8hm, 1964, B&hm
1965).

0 ajuste matemdtico dos dados reais & funcio de
Bateman no presente trabalho adaptou-se a um esquema geral pro
posto por Ballester (1975~manuscrito em preparagao) e transcri
to no Apéndice L.

Obtidas as curvas, foram elas comparadas entre
si. A partir destas, calcularam-se também curvas com valores
percentuais e Indices (Hy/(E; + Hy))100, (H_/(E + H))100 ,
(Hl/(Hs + H1)>1sa e (El/{ES + El))lOO.

2. Caracteristicas da basofilia das hetero- e eucromatinas

-apos diferentes procedimentos citoquimicos.

2.1. Preparc das laminas. ReacBes citoquimicas.

2.1.1, Solugdc corante em diversos pH.

0 material foi fixade em etanol acético, la=-
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vado em etanol absoluto, hidratado, parte deles tratade por uma
solugdo de RNAse Sigma (2mg/ml de fAgua destilada) a 37 eC,
por 40 min (Deitch, 1966a),lavado, a seguir, cm dgua destila-
da e esmagado em uma gota de dcido acético a 45%. As laminulas
foram, entao, mergulhadas em etancl a 70% (1 a 2 min) a depols
em agua destilada (10 min). O material foi corado numa solugio
de azul de toluidina )(Merck) a 0,025% em tampio Mellvaire
durante 15 min. Foram utilizadas solugles-tampio nos scguintes
pH: 2,55 3,45 4,0 e 5,0 (Lison, 1960). As laminas foram a sg-
guir lavadas rapidamente em dgua destilada, secadas ac ar, dia
fanizadas 5 min em xilol ¢ montadas em Fukitte,

2.1.2. A vasofilia apls tratamento com  solucdes
de corante adicionadas de Tons Ba'' e 302++.

Utilizou-se material fixado em ctanol acético ,
submetido 4 digestdo por RNAse e esmagado em dcide acdtice  a
45%. O material foi tratado por solucgdes de azul de toluidina
a 0,025% em tampdo McIlvaine, pH 3,4, adicionadas ou de
Ba(N03)2 (1 mequiv) ou de UOQ(N03)2+6H20 (1 mequiv)(Lison, 1960),

2.1.3. A basofilia apds processos de denaturacio =
reassociacgao,

Foi utilizade material fixado em etancl acdti -
co, tratado por RNAse e esmagado em acido acético a 40%. Apds
terem sido retiradas as laminulas, ags laminas foram imersas eom
etancl a 70% (1 a 2 min), dgua destilada (10 min) e entdo dei-

xadas secar. A denaturacio foi efetuada com NaOH 0,014 ( pH

12,15) por 30s (Vidal,1972- apud Mello, 19873) ou NaOH 0,07 N




por 1 a 2 min(Arrighi e Hsu, 1971). A seguir as laminas foranm
submetidas a 3 banhos rapidos de etanol a 70%, um banho de e-
tanol a 80% (lmin) e um de etancl a 95% (2 min) e deixadas se
car. A reassociacao feoi realizada em solucgdo 288C ( 2 (NaCl
0,15M + citrato de sbdio 0,015M)/1000ml de dgua destilada) a
65¢C por uma noite (12h)(Arrighi e Hsu, 1971). A seguir o ma-
terial foi lavado duas vezes cm etanol a 70%, passado por eta
nol a 95% e deixado secar.
Dois tipos de coloragdo foram realizados:

1. utilizando-se uma solucidoc de azul de toluidina a 0,025%

em tampido McIlvaine, pH 4,0, por 15min. A seguir o mate
rial foil lavado rapidamente em agua, secado, diafanizado
em xilol (5min) e montado em Eukitte (Vidal, 1972b).
2. usando-se uma solugdo de Giemsa, por 10min (Arrighi €
Hsu, 1971):
Preparo da solugio:
10ml de solucdo mae
iml de metanol
29ml de tampio Mcllvaine a pH 6,8
Completar a 100ml com &gua destilada,
As laminas foram entfo lavadas em 5gua3 sacadas
ao ar, diafanizadas em xilol e montadas em Eukitte.
Foram também preparadas algumas laminas nas
quais se efetuou tratamento em separadc ou por NaOH 0,01uM

(30s) ou por solugao 25SC a B659C por uma noite. Ambos tratamen

tos foram seguidos por coloragdc com azul de toluidina a 0,025%

(pH 4,0).
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2.1.4%, Agdo da metilaglo sobre as cromatinas dife -

rentemente fixadas.

A atuagdo da metilacio (metanol-100ml, HCl conw-
centrado~ 0,8ml; pH 0,08; 5h; 609C)(Fischer e Lillie, 19543Mel
Jo e Vidal, 1972) fol investigada em material fixado em etanol
acético a 45% e em material fixado em formol neutro a 10% e es
magado em etanol a 70%. Apds a metilac3o, as l3minas foram la-
vadas em etanol absoluto; ¢ material foi hidratade e corado
com uma solugdo a 0,025% de azul de toluidina a pH 4,0.

Algumas ldminas foram tratadas, apds metilac3o,
pelo reativo de Schiff durante lh, passadas por 3 banhos de a-
gua sulfurosa (5min cada) e a seguir lavadas em agua destilada
desidratadas, diafanizadas e tornadas permanentes em Eukitte .
Tal procedimento visou detectar a atuagio da metilac3o sobre a

denaturagdo do DNA e possivel formagdo de &cido apurinico.
2,2, Micro-espectrofotometria.

0 estudo dos padrdes de basofilia foi realiza-
do determinando~se o perfil das curvas espectrais de basofilia
e 08 seus maximos de absorcdo, em luz ndo polarizada, e esta -
belecendo~se Indices metacromiticos (valores de extingdo em: As
556nm/valores de extingdo em 625nm)(Mello et al.,1873) para ca
da condigao experimental descrita acima.

As mensuragoes foram efetuadas usando-se um fo-

tomicroscOpio Zeiss equipado com fotdmetro 01 e fotomultiplica

dor EMI 6256, Utilizou~se objetiva Pol 63/0.90 ou Plan L40/0.65

optovar 2, diafragmas de mensuracio com didmetros iguais a

s

3
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0,25mm e 0,16mm e diafragmas de campo com difmetros iguais a
o,lmm ocu U,2mm. Como condensader foi usada uma objetiva Zeiss
Plan 10/0,22.

Os diferentes comprimentos de onda foram obti-

dos com uma régua monocromadora Schott,

3. Propriedades anisotrdpicas das cromatinas submetidas as

reacoes de bascofilia,

Nos mesmos preparades utilizados para a invese
tigagdo dos padrdes de basofilia foram feitas observacCes de
anisotropia e medida dos retardos Opticos das cromatinas emn
diferentes comprimentos de onda. Essa investigacgdoc foi realli
zada com o mesmo fotomicroscopio Pol-Zeiss, usando-se luz UV
polarizada, objetiva Pol 63/0.90, optovar 2, compensadores de
Brédce-K8hler % /20 e A /10 e condensador Zeiss 1,3, Porcdes
cromatinicas filamentosas foram orientadas nas direcgoes NO=-SE
ou NE-S0 com respeito ao azimute do plano de polarizacio da
luz,

Com as medidas dos retardos Opticos nos dife =
rentes comprimentos de onda foram determinadas curvas de dige
persao da birrefringéncia das cromatinas e suas principais ca
racteristicas, tais como, sinal e valor dos retardos dpticos,
presenga de zona de transigdo e localizacdo do ponto de infle

XA0.

4, Citoquimica para proteinas nucleares bisicas e totais.

4.1. Reacgdes citoquimicas.

A investigacdo citoquimica de proteinas biAsicas
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nucleares foi realizada em tubos de Malpighi fixados em formocl
neutro a 10% durante 1 hora, lavados em agua destilada durante
15 min, incluidos em parafina e cortados com a espegsura de
7,u, ou levemente esmagados em etancl a 70%. Submeteu-se es=
te tipo de material ds seguintes reacdes:
A, Reagdo do fast green alcalino, segundo método de Alfert
e Geschwind (1953), modificado por Deitch (1966a), para
detecgdao de histonas:

1. Os dcidos nucleicos sdo removidos das prepa-
ragoes com TCA a 5% (preparado na hora do uso), durante 15 min
a 8G6ecC,

2. Mergulham~se, entdoc, as laminas em TCA a 5%
frio e a seguir em diversos banhos de dgua destilada.

| 3. Efetua~se a coloracdo d temperatura ambiente
e durante 30min, numa solugdo de fast green FCF preparada pe~

2]

la digsolugdo de 1ml de uma solugdo estoque aguosa a 1% do

corante em 9ml de NaH,PO, . H,0 0,005M, com adigdo de diver=~
sas gotas de Na,HPO, 0,005M, a fim de levarvo pH a 8,0~8,1.

4. Lavam-se os preparados vdrias vezes em A&gua
destilada, seguindo~se diretamente uma desidratacdo com etanol
a 95% (2 a 5 min), dois banhos em etanol absoluto (5 min cada),
diafanizagaoc e montagem permanente em balsamo do Canada.

B. Fast green alcalino (pH 8,0-8,1) apds desaminacdo (Bloch,

1966);

1. Os Adcidos nucleicos s3o removidos com TCA a

5%, durante 15min a 90¢C,

2. Mergulham~se as laminas em TCA a 5% frio e

varias vezes em égua destilada.
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3. Submete-se o material a 3 banhos (15 min cada)
com uma solucdo de dcido nitroso obtido pela adigdo de partes
iguais de nitrito de sddioc a 10% e &dcido acético a 10% (  wvan
Slyke, 1911; Bloch, 1966).

4, Lava-se o material em dgua destilada.

5. Efetua-se a seguir a coloragdo, de modo seme -

lhante ao relatado no procedimento A,

Este método permite diferenciar histonas ricas
em arginina das ricas em lisina; no geral o material se cora pe-
lo fast green somente quando a raz@o arginina/lisina for maior
do que 1 (Bloch, 1966).

C. Método de fast green-eosina, segundo Bloch (1966):

1. Hidrolisa~se o material durante 15 min em TCA
a 5% (809C).

2. Lavam-se os preparados 3 vezes (10min cada) em
etanol a 70% (os itens 2 a 7 devem ser efetuados em banho de ge-
1lo).

3. Deixa~se o material durante 30min em uma solu-
cdo de fast green FCF a 0,1% em tampao TRIS 0,07N, pH 8,3,

4, Transferem~se as laminas para uma solugdo que
consiste na mistura de fast green FCF a 0,05% e eosina Y a 0,05%
em tampac TRIS 0,07N, pH 8,3, onde deverdoc ficar durante 1h.

5. Lavam-se as laminas 10 min em solugdo tampdo e
em etancl a 70% e 95%.

6. Completa-se a desidratagdo, diafaniza~se o ma-

terial e finalmente monta~se o mesmo em balsamo do Canada,
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Segundo este método, as histonas ricas em lisina
se coram com eosina (Bloch, 1966),

Também, em esmagamentos fixados em etanol acético,
foi investigada a remogdo de proteinas totais e bdsicas ac lon-
go do processo hidrolitico pertinente I reagdo de Feulgen
(HC1 0,1IN a 379C), 0 conteldo relativo de histonas e o de pro-
tefnas totais, apls diferentes tempos da agdo hidrolitica pelo
HC1l, foram estudados apds a reagdo do fast green alcalino e
fast green a pH 2,7 (Deitch, 1966b), respectivamente. HNo caso
da investigacdo de proteinas totais fol utilizada solugao co-
rante a 0,1% em dcido acético a 1% durante 30min. A seguir o©
material foi lavado em dcido acético a 1% (1 minj, desidratado
em 3 banhos de alcool butilico tercifirio, diafanizado em 2  ba-
nhos de xilol e montado em balsamo do Canadd (Deitch, 1966a).

4.2, Micro-espectrofotometria,

Nas ldminas submetidas 3 coloracdc pelo Ffast green
em pH 8,1 e 2,7 foram determinadas curvas espectrals para as
heterocromatinas e cucromatinas, com o citofotdmetro Zelss, se-
gundo procedimentos semelhantes aos relatados para as laminas
submetidas 3 reacdo de Feulgen. Com base na anflise dessas cupe
vas {n = 10), escolheram-se os comprimentos de onda adequados
para se efetuar a citofotometria por duplo comprimento de onda
dos nlcleos totais ou para se realizar um "varredura manual®

das zonas heterccromiticas e eucromiticas em separado,

Para a determinagao das curvas espectrais  foram

utilizados: objetiva Pol-Neofluar £3/0.90, optovar 2, diafrag=
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ma de mensuragdo com difmetro igual a 0,16mm, diafragma de cam=
po com didmetro igual a 0,2mm. Para as medidas de transmitincia
segundo o método de duplo comprimento de onda, foram usados:ob-
jetiva Plan 40/0.65, optovar 1,25, diafragma de mensuragdo com
didmetro igual a 1,6mm, diafragma de campo com diametro ipual a
U,4mm. Para as medidas de extincdo, segundo a "varredura manu-
al', empregou~se objetiva Pol-Neofluar 63/0.90, optovar 2, dia-
fragma de mensuragac com didmetro igual a 0,16mm e diafragma de
campo com didmetro igual a 0, 3mm.
0 cdlculo dos valores fast green~histonas e a

distribuicdo dos mesmos numa escala em progressio geométrica fo
ram realizades segundc os procedimentos descritos para os valo=-

res Teulgen=~DNA,
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1. Grau de estabilidade frente é hidrSlise acida e gspectros

de absorgdo das cromatinas submetidas & reagdo de Feulgen

1.1, Dados Feulgen-DNA obtidos apds citofotometria segun=-

do "varredura manual'

0s tipos de nlcleos estudados no presente trabalho
podem ser observados nas figuras 1 e 2. Os nicleos com um dnico
cromocentro, presentes ac longo de todos os tubos de Malpighi
até o 39 instar ninfal, passam a ser encontrados , a partir do
4¢ instar, predominantemente na porgdoc proximal desses Orgaos.
Neste mesmo estadio de desenvolvimento das ninfas, nGcleos com
variocs cromocentros se tornam, com frequéncia, presentes na re-
giao distal dos tubos de Malpighi (Fig. 1). Ocasionalmente, po-
rém, uma ou duas células do tipo proximal (nlicleos com um Unico
Acorpo heterocromitico) poderao ser encontradas em meio a célu~
las do tipo distal (ntcleos com varios cromocentros),principal-
mente proxime 3 regifo mediana dos tubos de Malpighi (Fig. 2).

Alguns aspectos da resposta a reacgio de Feulgen nas
cromatinas submetidas a diferentes fixadores ¢ tempos de hidrs-
lise acham=se visualizados nas figuras 3, 4 e &,

0s nlicteos dos tubos de Malpighi ndo se¢ apresenta-
ram corados em algumas condicOes experimentais utilizadas, ou

seja, quando o tempo de hidrdlise foi muito curto:
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Fig. 1. Nucleos com um e varios cromocentros, localizados em di-

ferentes porgdes dos tubos de Malpighi de uma ninfa do
5¢ instar, apds reaglo de Feulgen. D = regific distal; P=
regidoc proximal,

NUcleos com um cromocentro (Nl) em meio aos nlGoleos com
vdrios corpos heterocromdticos (Ns)° numa porgac media
na de um dos tubos de Malpighi de ninfa do 59  instar
(reagdo de Feulgen),
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Fig. 3. NGcleos com um unlco cromocentro fixados em etanol-ace=

tico ¢ submetidos 3 reaclo de Feulgen. Tempos de hidrd-

1ise: Uh (A), 13hu40min (B), 18h (C), 21h (D), 24h (E) ,
31h (F).



Fig., 5. NGecleos com varios cromocentros, fixadeos em MFA. Tem-

pos de hidrdlise: 15h (A), 18h (B), 21h (C), 2u4h (D),
27h (E).



fixador tempos de hidrSlise
etanol-dcido acdtico 30min, 1h
formol a 10% 1h, 2h, 3h, &h, 7h
MFA ?h, 3h, 6h, 7h30min, 12h

0s valorcs Feulgen-DNA em unidades arbitririas, de -
terminados sepavadamente para as areas heterocromiticas e eu -
cromdticas através de um método citofotométrico de  "varredura
manual', num A = 550nm, e plotados em histogramas de frequén-
cia, acham~se apresentados nas figuras 6 a 8, Foram colocados
cm grafico apenas os conjuntos de dados para os quais n > 10,

Através da andlise dos conjuntos de histogramas de
frequéncia dos valores Feulgen-DNA pode-se inferir ques:

1. como regra, os valores Feulgen~DNA das eucromatinas sdao
sempre superiores acs das heterocromatinas vespectivas
nos diferentes tempos de hidrSlise , exceto em parte do
material fixado em otanol acltico ¢ hidrolisade além de
2uh (Fig. 6). As distribuicdes dos valores Feulgen - DNA
das eucromatinas de nlcleos submetidos a esse fixador e
hidrolisados até 18h em HC1 0,1N, apresentam=sc ocupando
intervalos superiores ¢ praticamente nio sobreponiveis
acs das distribuigOes das heterocromatinas. A medida que
avanga o tempo de hidrdlise, contudo, os histogramas vio
se¢ tornar sobreponiveis em larga proporgiao. Ao redor de
24h de hidrSlise, os valores rpelativos 8s eucromatinas
decrescem, enguanto o0s das heterocromatinas permanccen
ocupande praticamente os mesmos intervalos de classe. Is-

to s¢ verifica principalmente em nlclcos com um Unico crow
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Fig. 4. Nucleos com varics cromocentros fixados em formol a

L=

10% e submetidos & veagic de Feulgen. Tempos de hidedli

sc : 15h (A), 18h (B), 21h (C), 27h (D).

.
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Fig. 6. Histogramas de frequéncia dos valores Feulgen-DNA de na-

cleos fixados em etanol acético e hidrolisados _em  HCL
0,1N, C) = nlcleos com um cromocentro; = nucleos com
varlos ¢cromocentros; histogramas hachureados = hetero-

cromatinas; histogramas pontilhados = eucromatinas.,
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mocentro. Assim, os valores Feulgen-DNA  da eucromatina
de alguns nlicleos serio, portanto, atd menores do que oS
da heterocromatina respectiva (Fig. 6).

no material fixado em formol as sobreposigdes das distri
bui¢des de valores Feulgen-DNA referentes ds regides he=
tero- ¢ eucromiticas sdo raras (Fig. 7). No material fiw-
xado em MFA predominam sobreposigoes de pequenas partes
das distribuicles mencionadas (Fig. 8).

difercngas quanto 3 localizag3o das distribuigdes de
frequéncia na escala de valores 'eulgen~DNA, quando 8¢
comparam heterocromatinas (e ecucromatinas) d@‘ nlcleos
com um e com varios cromocentros (mesme tempo de hidrd-
lise) nao sdo muito marcantes no material fixado em e-
tanol acético (Fig, 6). Nos tubos de Malpighi fixados
em formol, considerando-se os tempos de hidrdlise empre=
gados, ha muita semelhancga nos perfis e localizacido das

distribuigbes dos valores Feulgen-DNA de H, comparada 3

1
H, @ de E; comparada & E, (Fig. 7). Por outro lado, no
material fixado em MFA, ¢ levando~se em conta o namero
variivel de observacdes por experimento, observa~se di-
ferenga na localizagao e perfil das distribuigdes de va-
lores Feulgen~-DNA principalmente das eucromatinas, nos
tempos de 21 ¢ 24h de hidrdlise (Fig. 8).

os valores méximos Feulgen-DNA nio sdo aparentemente a-
tingidos num mesmo tempo de hidrdlise, quando se varia
a fixacdo. S3o0 também cncontradas variacSes em funcho

dos tipos cromatinicos (Tabela I). Tais observacoes fo=
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Fig. 7. Histogramas de frequéncia dos valores Feulgen-DNA de
nicleos fixados em formol a 10% e hidrolisados em HCL
0,1N, C) = nicleos com um cromocentros C) = nlicleos
com varics cromocentros; his stogramas hachureados = he-

terocromatinas; histogramas pontilhados = cucromatinas,
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]

ram baseadas na posigaoc ocupada polos histogramas na esca

la de valores Feulgen-DNA, nas varias condigles experimen

tais,
TABELA I. Tempos de hidrdlise correspondendo aos valores
Feulgen~DNA midximos nas diferentes condicdes experimentais @

inferidos através da localizagio dos histogramas de frequéneia

na escala de valores Teulgen-DNA,

Tempos do  hidrdlise (h)

Fixadores
Hl El Hu LS
Etanol=acido acstico 18 18 24 (217 18
Formol 18 18 18 18
MFA 21 21 18 a 21 15 a 21

5. Os valores Feulgen-DNA mais clevados apresentados por Hl,

HS e El foram encentrados em nlcleos fixados em MFA  (21h
de hidrdlise) e os de E_ em nficleos fixados em formol
b ]

(18h de hidrdlise).

Em outras palavras, os principais pontos salientados
pelos resultados do presente sube-capitulo podem ser assim resu=
midos:

- h& alteracfo nas relagtes que os histogramas da  cromatina

condensada ¢ nao condensada guardam antre si, 32 medida que
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avanca a hidrdlise, em algumas condigdes experimentais. Po-
dem ocorrer, inclusive, gobreposigles parciails desses his-
togramas. £ salientado, portanto, um comportamcnto diferen -
te das hetero- ¢ cucromatinas frente 1 hidrdlise fcida, e
que varia em funglo da fixacio a que se¢ submete o material,
-05 valores Feulgen-DNA das heterccromatinas sao inferiores
aos das cucromatinas em todog os experimentos analisados,
exceto em parte dos nlcleos fixados em ctanol-acdtice ¢ hi=-
drolisados em HCl 0,1N om tempos além de 2kh.
-diferencas entre os perfis dos histogramas refcerentes a Hl
e H. ¢ também entre os dc Ey ¢ E, somente se verificam emn

b S

alguns poucos tempos de hidrdlise ¢ dependem da fixacio u-

gsada.
el - - L .
-ha variagao ncs valores Feulgen=-DNA maximos alcangados, em

funcdo da fixacgfo. Algumas poucas difercncgas sfo também en-
contradas em fungfo dos tipos cromatinicos. Os valores
Feulgen-DNA maximos sdc aprescntados poelos nicleos fixados

em MFA e oem segunde lugar pelos fixados om formol.

A validade do uso do mitodo citofotométrico na ob-
tengao dos dados relatados foi tostada, comparando=so o5 valo=
res Feulgen=-DNA do nlcleo total obtidos a partir dos métodos
citofotométriceos de "varredura manual"(valores avaliados na he-
terccromatina somados acs da cucromatina ) e de duplo comprimen-

to de onda.

1.2. Dados Feulgen~DNA obtidos apds citofotometria por du-

ple comprimento de onda,
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Como primeirc passo para a sclegfo dos dois compri-
mentos de onda operacionais para andlise citofotomitrica segun=
do o método de Patau (1952) ¢ Oprnstein (1952), foram determina=-
das as curvas espectrais do absorgio para as dreas hoeterocromi-
ticas e eucromiticas dos nicleos corados.

0s comprimentos dc ondn~ escolhidos através da andli=
se dos resultados referentes 5s curvas gspectrals foram 500 ¢
550nm, Dois dos conjuntos do dados percentuails de absorgio mais
expressivos, bem como o coeficiente de variagio das extingdes
relativas nos diferentes comprimentos de onda acham-se relata
dos nas tabelas II e IIT, como cxemplos da sequéncia de proca-
dimentos efetuados para a escolha dos dois comprimentos de on-
da operacionais.

0 perfil das curvas espectrais das cromatinas subme=-
tidas 3 reag@o de Feulgen nas difercntes condigles experimen
tais, bem como os dados levantados na comparagio dessas curvas
entre si acham-se relatados num sub-capitulo & parte,

Segundo Garcia ¢ Torio (1966), guande & escolha do
par de comprimentos de onda a ser utilizado na avaliacdo das
transmitancias & acertada, os valores Feulgen-DNA  determinados
nesses A deverao sor relativamente constantes para medidas
efetuadas em diferentes drcas de mensuragic (que nfo sejam mui-
to maiores do quec a &rea de absorcic), o que nioc acontece se

¢terminades em outros pares de A . Portanto, para o par ideal
de comprimentos de onda, o cocficiente de varizgio das medidas
deveré ser menor do que os do medidas efetuadas em ocutros A .,

Esse teste foi também realizado no presente trabalho. Dentre os
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TABELA II, M&dia aritmética, desvio padrioc ¢ cocficiente de va-
riacfo das extingdes relativas de nlcleos com um Gnico cromocen -
tro, fixados em etanol acético, hidrolisados por 13h40min em HCL

0,1IN e corados pelo reativo deo Schiff (n= 15 curvas).

A Heterceromatina Eucromatina

(nm)

X+ S CV(%) X £ 8 CV(%)
610 26,9 + 1,4 5,20 22,9 £ 1,5 6,55
600 ug,5 + 2,8 5,77 k5,2 £ 2,6 5,75
590 71,3 + 3,0 b,21 65,5 + 1,6 2,k
580 83,8 & 5,2 5,79 81,8 & 3,5 4,28
575 98,3 + 1,8 1,83 94,8 = 0,2 0,21
570 98,5 + 1,3 1,32 98,6 + 0,4 0,41
565 97,7 + 0,4 0,41 98,6 + 0,7 0,71
560 92,9 + 1,9 2,05 89,3 £ 1,0 1,172
555 89,1 %+ 1,9 2,13 78,7 + 1,5 1,91
550 85,4 + 3,0 3,51 6L.3 + 1.7 2,64
540 77,0 £ 3,1 4,03 61,2 + 8,6 14,065
530 71,7 £ 3,4 B, 74 51,2 % 8,8 17,19
520 61,5 + 3,0 4,58 47,1 %+ 9,5 20,17
510 53,6 + 1,3 2,42 40,5 +11,0 27,16
500 42,8 & 1,2 2,80 33,3 * 8,0 24,02
190 31,1 ¢+ 0,8 2,57 25,3 & 7,2 28,46
180 22,2 % 1,0 4,50 20,3 £ 2,3 11,33

Leng/Egsg = 0,501 Esgo/Esgg = 0,517
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TABELA III, Média aritmética, dasvic padrio ¢ cooficlente de

variacao das extingdes relativas de nlcleos com um dnico cromow
centro fixados em formol a 10%, hidrolisados por 18h em HCL0,1N

¢ corados pelo reative de Schiff (n= 15 curvas)

Heterocromatina Eucromatina

(n;)

X +5 CV(%) X t3 CV(%)
510 w7+ 3,1 21,09 4,6 + 7,0 47,30
600 28,1 = 3,7 13,16 32,1 £ 6,6 20,56
590 39,3 £+ 4,0 10,17 52,6 £ 5,3 10,08
580 61,1 + 10G,0 16,37 71,3 = 3,8 5,33
575 74,9 £ 13,0 17,36 39,6 = 3,3 3,68
570 90,1 + 4,2 4,66 91,2 + 4,1 4,50
565 98,8 £ 0,6 0,50 98,8 + 1,0 1,01
560 95,7 £ 0,8 0,83 99,0 = 0,5 0,51
555 87,8 £ 1,1 1,25 96,1 * 0,6 0,62
550 gl,4 = 1,8 1,87 80,9 + 0,6 0,686
540 69,9 * 7,4 10,59 80,4 = 1,7 2,11
530 65,7 + 8,2 12,48 75,4 = 4,2 5,57
520 60,9 = 6,8 11,16 64,2 + 3,3 5,1u
510 55,7 £ 5.8 10,05 58,3 = 5,0 8,58
500 41,8 £ 5,7 13,63 48,7 £ 3,3 6,77
490 3,3+ w7 12,24 38,3 = 7,8 7,12
480 21,2 + 2,3 10,85 24,9 + 2,5 10,04

Esop/Fss07 0,513 Ecgo/Egsg® 0,535
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varicas nlcleos analisados pode ser citado como exemplo o caso de
um nlecleo fixado em etanol acltico ¢ submetide A hidrdlise em

HC1l 0,IN por 18h, em que os comprimentos de onda selecionados a=
pos analise das curvas espectrais seriam 500 ¢ 550nm. ¥Na  tabela
IV sZo encontrados os valorcs Feulgen-DNA desse nleleo , obtidos
para diversos pares de A ¢ usando-se diversas razdes Aprea de
mensuragio/area de absorgdo. Quando a razio entre as areas foi i
gual a 5,09, os valores Feulgen-DNA afastaram~ge muito dos obti-
dos para razdes de dreas que variaram de 3,25 a 3,41, provavel =
mente devido a um aumento em transmitancia ocasionado pelo aue

mento excessivo em &rea nfo absorvente incluida no campo citofo-

.

{

tometrado (Garcia e Iorio, 1966}, Por esta razio, os dados le-

z":_]‘

vantados para tal relagio especifica de Arecas foram excluides do
caleulo do coeficiente de variacio para cada par de comprimentos
de onda. 0 exame da tabela V revela que o menor valor de coefi-
ciente de variagdo & aquele verificado para o par de comprimens
tos de onda 500-550nm. Allm disso, quande sc utiliza wste par de
comprimentos de onda, as flutuagoes instrumentais sfo casuais ,
uma vez que o valeor do coeficiente de regressﬁctﬁ e o da inclie
nagdo da reta obtida, considerandow-se as drceas de mensuragiao  co-
mo abcissas e as estimativas Teulgen-DHA como ordenadas (Fig. 9)
830 nesse caso 08 que mais se aproximam de zero (Tabela V) Gap -
cia e Iorio, 1966).

Com base na anflise de resultados como os das tabelas
IV e V ¢ nas consideracgdes feitas acima, resolveu-se escolher
uma area para mensuragic das transmitincians igual 2 803,84 yz, O

[ . . i B -~ ¢
gue pessibilita uma razoavel area nao absorvente circundando o}
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niicleos sem que interfira significantemente nos valores de trans
mitancia computados, Utilizou-se, portanto, para & citofotometria
por duple comprimento de onda, objetiva Plan W40/0,85 , optovar
1.25%, diafragma de medida com difmetro igual a 1,6mm, diafragma
de campo com difmetro igual a 0,4mm, condensador objetiva 10/0,20

¢ ocular Kpi W MPM 12,5x,

TABELA V. Média aritmitica, desvio padrdo, coeficiente de varia-
cao (CV¥), amplitude de variagio (AV) e cocficiente de¢  regressio
B(Garcia ¢ Iorio, 1966) dos valores Feoulgen~-DNA cm unidades A=
bitrarias do nlcleo analisado na tabele IV, censiderando -se  di-
ferentes pares de X ¢ usando-se as tris primeiras Areas de medida

relatadas na referida tabela, 0 par de X 500 ¢ 550nm & o que me-

lhor preenche os requisitos intrinsccos ac mitodo citofotométrico.

A (nm) Xz 8 CV(%) AV B

= £
b= 570 172,7 + 3,5 9 6,2 +0,171
a = 5H05

- 5 W
b = 520 108,0 + 6,1 5,6 12,1 ~0,050
a = 490
b = 540 153,3 + 8,0 5,2 16,0 -0,099
o= 500
b = 550

176,1 + 1,4 0,8 2,5 +0,008

a = 500
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Fig. 9. Retas de regressio obtidas apds determinacfio dos valores
de transmitineia em difcrentes pares de comprimentos de
onda (Tabelas IV ¢ V),
= 505-570nm
490-520nm
500«540nm
500~550nm

O
i

®
1"

ks
1

Variando-se a posigio de um nlcleo dentro de um campo
de medida e determinando~se o valor da transmitincia nas diferen-
tes posigles, pode-se constatar a homogeneidade da luz o da  pes-
posta do fotocatodo, uma vez que a diferenga mixima de transmi-
tdncias observada entre as posigdes 3 (ou 4) e 5 foi de apenas

0,44% (Tabela VI,
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TABELA VI, Teste de homogencidade da luz ¢ uniformidade da res=-
posta do fotocatodo em um nlclec fixado em etanol acético ( i =
570nm; area de mensuracio = 1962,50 uzg didmetro do diafragma de

campo = 0,8mm),

Transnitancia : leituras Médie aritmética
Posicio

em triplicata das transmitincias
por posicaoc
1 90,13 90,03 90,0 90,0
2 90,03 90,03 90,0 90,0
3 90,03 89,73 89,9 89,9
. 90,0; 89,8; 89,8 89,9
5 90,43 90,25 90,4 80,3

1.3. Correlagdo dos dados Feulgen-DNA obtidos pelos dois

métodos citofotomitricos.

Calculados os valores Feulgen-DNA dos nlGcleos totais,
através dos dois mtodos citofotomdtricos, foram a seguir detep-

minades os coeficientes de correlacfio r entre eles,

I X rY
L XY -
T = n
Xy ’
(n=1) Sy Sy
saendo: X , o8 valores Feulgen-DNA detcrminados peleo método de
"varredura manual® a

Y , os valores Feulgen-DNA obtidos através da citeofoto

metria por duplo comprimento de onda.
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Para todos o©s casos estudadeos, os valores de r foram
positives. A relag3o desses valores prara os diferentes experie
mentos, bem como o seu nivel de significinecia  (Sncdecor, 1940-
apud Graner, 1952) acham-se descritos nas tabelas VII, VIII e IX.
No geral, hi uma variagdo altamente correlacionada entre as
sérics de varidveis ¥ e Y, pois o valor de r encontrado & muito
maior do que o respectivo valor cm tabela (ao nivel de Po. 01 ).
Apenas no caso de ndcleos com um Unico cromocentro, fixades  em
MFA, hidrolisados durante 18h em HCl 0,1N ¢ esmagados, apds a
reagdo de Feulgen, em dcido acético a 45% (n= 6), hi indicagdo
de uma variagac correlacicnada das duas varidveils ao nivel de
Py os (Tabela IX).

Nas figuras 10 e 11 foram colocados em griafico conjun-
tos de valores Feulgen-DNA obtidos através do método citofotomd-
trico de "varredura manual" (abeissas) ¢ do método de duplo com-
primento de onda (ordenadas) e rospectivos valores de copprela-
gao r.

Nas presentes condigbes experimentais, portanto, infe-
re~se que seja valida a utilizacfo dos valores Feulgen-DNA ava =
liados apds o método citofotomtrico de "varredura manual, para

a determinagic das curvas de hidrdlise nas Areas heterocromiti-

cas ¢ eucromaticas separadamente.
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TABELA VII, Correlacgdo dos valores Feulgen-DNA determinados a-

pos métodos de "varredura manual” ¢ duplo comprimentc de  onda

em nlclecs dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans fixados

em etanol acético.

Tipos de tempos de valores de graus de li-
ndcleo hidrdlise berdade
UM Zh 0,981 » rG,Olz 0,62 IR
Uh 0,977 > rg,01° 0,39 38
cromocentro 6h 0,968 > ry 01 0,64 13
b
13h40min 0,872 > rﬂ,@lz 0,55 19
18h 0,971 » r0501= 0,39 36
21h 0,896 » rO,Ql: 0,61 15
2Uh 0,912 > vy (% 0,49 25
31h 0,850 » rO,Ul: 0,56 18
varios 4h 0,970 » g 517 0,76 8
13h40min 0,386 > g 91" 0,66 12
cromocentres ?
18h 0,338 » PO,Ol: 0,45 30
24h 0,855 » r0501: 0,56 18
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TABELA VIII. Correlagdac dos valores Feulgen-DNA determinados a-
pos metedos de "varredura manual" e de duplo comprimento de onda

em nucleos dos tubcs de Malpighi do Triatoma infestans

em formel a 10%,

fixados

tipos de nicleo tempos de

valorecs de r

graus de 1i

h%§§61ise berdade
9 0,898 > vy (g% 0,45 30
um Ccromocentro 15 0,866 > rg 01: 0,54 21
18 0,845 » Po:szz 0,39 38
21 0,734 > ry 1= 0,71 10
15 0,528 > Py, 017 0sHS 31
varios 18 0,786 > v 1= 0,39 38
cromocentros ‘ 0,703 > r0’01= 007 ’
' - 27 0,866 > ry g1= 0,73 9

IABELA  IX. Correlacdo dos valores Feulgen-DNA determinados apds
metodos de citefotometriz por "varredura manual’ ¢ duplo compris

mento de onda em nlcleos dos tubos do Malpighi do Triatoma  in-
festans fixados em MFA.
tipos de tempos de valeres de p graus de
nucleos  hidrdlise(h) liberdade
K -
um 15 0,935 > vy g1= 0,92 4
18 ro,0170592 > 0,843 > vy o= 0,81 4
cromocentro 21 0,880 » ry g1 0,56 18
4
24 0,708 > ry (1= 0,62 14
27 0,776 > rg gy= 0,586 18
varios 15 0,807 > v = 0,39 36
0,01
18 0,882 > ry g1= 0,55 19
cromocentreos 21 0,788 > Ty g1° 0,54 22
?
24 0,855 > 1y 9= 0,71 10
D> oM =
27 0,860 9,01 0,64 i3
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1.4, Curvas de hidrdlise

Se se¢ considerar a média aritmitica das amostras
de valores Feulgen~DNA das heterocromatinas e eucromatinas em
separado e seu respectivo intervalo de confiancga nos diferentcs
tempos de hidrdlise, serao obtidas curvas de hidrdlise como as
salientadas na figura 12. Nesta, pode-sc observar que apenas os
ndcleos fixados em ctancl acético apresentam curvas de hidrdli-
se com dois picos bem distintos.Nota-se também que as cromatinas

a se apresentarem primeiramente coradas sdo as fixadas em eta-

nol acético (apds 1lh de hidrdlise). As fixadas em formol somen=-
te irdo ixibir coloracic apds 7h de hidrdlise ¢ as fixadas  em
MFA, apds 12h de hidrdlise,

O0s valores Feulgen-DNA miximos atingidos irao
também variar para as diferentes cromatinas, conforme a fixagio
utilizada. Para as cromatinas fixadas em etanol acético ou for-
mol a 10%, os tempos de hidrdlise correspondentes aos valores
miximos apresentados nas curvas da figura 12 mostram-se em a=
cordo com aqueles inferidos através da localizacZo dos respec-
tivos histogramas de frequéncia na escala de valores Feulgen -
-DNA (Tabela I; Figs., 6 ¢ 7). Contudo, para o material fixado
em MFA, os pilicos das curvas de HS & Eg sdo encontrados num mesmo
tempo de hidrdlise que Hy e El(Fig. 12). Istc difere do que se
observa apds andlise dos conjuntos de histogramas de frequéncia
respectives (Fig. 8; Tabela I),

De modo geral, a observagdo das curvas de  hi=-
drdlise da figura 12 indica valores Feulgen-DNA médximos nas he

terocromatinas ¢ em E, de celulas fixadas em MFA, vinde a seguip
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Fig. 12, Curvas de hidrdlisc para as  heterccromatinas (H) & cu=-

cromatinas (E) fixadas em etanol acltico ( —— ), for =
mol(= = =) ou MPA (....), obtidas pela ligagic dos valo-
res correspondentes As médias aritméticas dos dados

Feulgen-DNA em diferentes tempos de hidrSlise., e =  ni-

clecs com um cromocentroy o = nlcleos com varios Cromo=
centros, Acha-se indicada apenas a parte superior do
intervalo de confianga das médias para evitap sobrepogi =
¢io do tregado das linhas.
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as crometinas fixadas em formol | ES de células fixadas em MFA
¢, por fim, as cromatinas fixadas em ctanol acético.

Quandce as curvas de hidrdlise sio ajustadas a
fungio de Bateman, obtém~se representacles comc as das  figuras
13 e 14, diretamente copiladas da impressic obtida apGs a ela-
boragdc matemitica realizada pelo computador. Na figura 13 s3o
apresentadas as curvas de El € Hl de nliclecs fixados em etanol
acético, bem como os pontos correspondentes a todos os  valores
Feulgen-DNA wutilizados para o seu processo de ajuste 1 funcio
matematica., Na figura 14 foram reunidas todas as curvas ajusta=
das correspondentes dquelas esquematizadas na figura 12.

Apds o ajuste, as curvas de hidrdlisc das cro=
matinas fixadas em etanol aecftico passam a apresentar um Unico
pice, correspondendo a diferentes tempos de hidrdlise , guando
atinge valores maximos

se comparam E,, E Hl o HS(Fig. 14y, E

g’ S

Foulgen=DNA maiores ¢ num tempe de hidrdlise anterior a k,.Con-
tudo, El apresenta a2 inclinagfo da parte descendente da  curva
menes abrupta do que Eg- Isto aparentemente estaria relacicnado
com uma maior resisténcia & despolimerizacio do Acido apurinico
em £y, s¢ comparada a ES. A curva de Hs também atinge valores
miximos Feulgen-DNA ¢ entra om declinic antes da curva de Hl.
Contudo, os valores miximos de Hy e Hy sao praticamente coinci-
dentes, Os valores miximos alcancados por Hl & HS ocorrem, se-
gundo as curvas ajustadas, num tempo de hidrdlise posterior aocs
de Ey ¢ ES ¢ s¢ estendem por um ¢spage de tompo mails longo do

que o destas Ultimas (Fig. 14).

As curvas do hidrSlisc das creomatinas fixadas
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em formol apresentam seus valores miximos mais clevados e num
"

tempo de hidrolise subscquente aos das curvas de material fixa-

do em etancl acétice. As curvas d

s

H, ¢ H, sac praticamente i=

S 1
denticas., 0 mesmc & vAlido para as porgoes ascendentes das cur-
vas de ES @ Elg quanto 1s regifes descendentes destas QUPVAS,
dentro do intervale de tempos de hidrdlise estudades, h3  muita
semelhanga nos perfis. Os miximos das curvas de Hs° H13 Es @ El
sa0 encontrados em tempos de hidrdlise muito proximeos, ©s quais
sio anteriores ao verificado nas curvas nao ajustadas (Figs, 12
e 14,

Por outro lado, as curvas de hidrdlise  ajusta
das, das cromatinas fixadas em MFA, apresentam os mails clevados
valores miximos. Estes se localizam num Unico tempo de hidrdlie
se, anterior ac observado nas curvas nio ajustadas (Figs., 12 e
14). Além disso, esse tempo de hidrdlise & posterior ao  das
curvas ajustadas correspondentes ac material fixado em formol
(Fig. 14)., As curvas de Hy e Hg s&c praticamente idénticas.
Contudo, a curva de E1 apresenta seu valor maxime mais elevado
do que o da curve de Es,

Para o intervalo de tempos: de hidrdlise utili-
zados, ha indicacioc de que as porgSos descendentes das  curvas
de hidrilise de matorial fixade em MFA ¢ de Hy e H_ fixadas em
formol possam chegar a valores inferiores aqueles apreseantados
por material fixado em ctanol acético.

A partir das curvas ajustadas da figura 14 fo=
ram obtidas curvas de hidrdlise com valores Feulgen-DNA percen-

tuais, para facilitar a comparacio entre clas (Figs. 15, 16 @
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Fig, 15, Curvas percentuais de hidrflise, obtidas a partir da-

quelas esquenatizadas na figura 14, para as cromatinas

fixadas em etanol acético.
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17. Considerando~se as curvas percentuais das cromatinas fixadas
em etanol acftico (Fig. 15), obscrvam-se diferencas em extensio
do intervalo de tempo ocupado por valores Feulgen-DNA maximos ,
quando se comparam as heterocromatinas com as cucromatinas,Notae
-se também que a velocidade com que 2 porgac descendente das
curvas das heterocromatinas tende a atingir o cixo das abeoissas

¢ mais lenta do que a das eucromatinas vespectivas., HA  tombdm

difercngas nesse sentido, quando se compara H com HS & b com

1 1
Ege Com relagio d porgic ascendente das curvas, entretanto, nio
s¢ encontram difercengas tio marcantes como  as da regilio descen=
dente. A cromatina a apresentar inclinacic mais abrupta da por -
¢ic descendente da curva de hidrdlise, com relagao ao eixc  das
abeissas, & Eg. Por outro lado, & H, que demonstra  inclinagio
mais suave dessa regllo com relaclio ao mesmo eixo.

Quanto s curvas percentuais das cromatinas fi=-
xadas em formol, observa-se muita semelhanga cntre elas (Fig.16)
Hy e HB 830 coincidentes. E, ¢ El também praticamente o sJo,ex -
ceto talvez na porgde final da parte descendente das curvas come
putadas, quande a de El mostra-se levemente mais abrupta do  que
a de L.

terial fixado em MFA, ha  tam-

H

Com relagdo  ao me

#

bém muita semclhanca nos perfis das curvas (Fig. 17). Estas siao
praticamentc coincidentes, com diferencas minimas das eucrona-
tinas El € ES quando comparadas As hetercocromatinas, na pPOrCan
descendente correspondendo acs tempos de hidrflise de 24=27 ho -

ras. Estas curvas apresentam porgtes ascendentes ¢ descendentes

a - R . o Lod -
com inclinagac muito aguda e regilo de valores miximos pouco exe
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tensa,

As observagdes pelativas As curvas de  hidrdlise
ajustadas & fungic de Bateman, bem como as curvas percentuais en
contram expressio equivalente através do ecidlculo  das razdes
(H /(E; + Hl)) x 100 ou (HS/(ES * H.)) x 100, bem como das ra=-
70eSs (Hl/(HS + Hy)) x 100 e (El/(ES * E{)) x 100 ( Tabela X).
Considerando~se principalmente os dados Feulgen-DNA percentuais,

toda vez que os valores da heterocrcmatina forem aproximadamen=

if}

te iguais aos da eucromatina, (H/(E + H)) x 100 0,50, quando
H> E, (H/(E + H)) x 1005 0,50 ¢ quando H < E, (H/(E + H))x 100
< 0,50. Analisando-se as razdes obtidas a partir dc dados Feul-
gen - DNA das curvas ajustadas e principalmente as das curvas
percentuals, nota=se maior variagio em seus valores, quando as
crematinas provém de células fixadas em etanol acdtico. As  vae
riagdes sdo minimas em material fixado em MFA. Um certo aumento
em variacao no valor de (Hy/(E; + H.)) x 100 das cromatinas fi-
xadas em formel se faz notar nos tempos de 21 a 27h de hidrdlise
(Tabela X ). As variagdes sfo minimas para a razio (Hy/(H  + Hy))
x 100, mesmo para material fixado em ctanol acético. Quanto a
razao (E,/(E_ + E;)) x 100, variagdo em seu valor & detectd
vel preponderantemente no material fixade em etanol acético,

HAa, portanto, sugestdc de n%o ocorrerem diferen-
¢as no comportamento das cromatinas frente a hidrdlise, quando
o material & fixado cm MFA & mesmo cn formol, Neste Ultimo caso,
pode~se¢ fazer algumas restri¢fes com relacioc ao tempc de hidrd-
lise de 27h. Nas cflulas fixadas em etanol acético, contudo, Hl

se comporta diferentemente de Hl; idem Es9 do Hs e El’ de ES.
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Hl, em ‘relacde a H , mostra uma resposta scemelhante, ao Procesg--
]
= ” o a v -
s0 hidrolitico, com alguma restricic feita para o tempo de  31h

de hidrilisc (Tabela X).

1.5, Analise do perfil das curvas cspectrais de Feulgen.

De um modo geral, as curvas espectrais de absorgac
des nlcleos dos  tubos de Malpighi submetidos 3 reagio de Feul=
gen  apresentaram  um pico localizade frequentemente em A =
565-575nm ¢ um ombrc na regific de 520~530nm. Poucas diferen
gas forem detectadas nas  curvas cspectrais em funedo do tipo
de cromatina considerada, da fixagdc e dos tempos de hidrdlise.
Estas diferengas residiram na variacfic em localizaclo do miximo
de absorgic ¢ no maicr ou menor pronunciamento de ombre da curva.

Muitas vezes Eg apresentou o pieo de absorgio Lo

u

calizado num comprimente de onda meis  curto do que E_, geral-

mente  apds  tempos longos de hidrdlise, em material fixado cm

Y,

tanol acético (E,, 565nm H,, 576nm) ou MFA (E_, 560nm Ho
570nm). Quanto ac ombro da curva, em geral este sc apresentou
mais pronunciado nas heterocromatinas do que nas eucromatinas,
especialmente quande o material era fixado em  etanol acético
cu formol e hidrelisado acima de 21h (Fig. 18). Esse pronuncia-
mentc na heterocromatina aumentou 3 medida em que se  prolongou
o tempo de hidrdlise. Simultancamente, o miximo de absorgio, As
vezes, se deslocou para comprimentos de onda mals longos.

Os tempos de hidrdlise para os quais as varia-
¢Oes no perfil das curvas espectrais foram detcctadas nAc coin-

cidiram, quando sc consideram as diferentes fixacles.
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2. A basofilia das cromatinas apés diferentcs procedimentos

- al .
crtoguimicos,

Tanto as hetcrocromatinas como as eucromatinasg

- N . + . +
dos nucleos dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans se co-

g

raram com sclugoes de azul de toluidina em diferentes pH (3,4

4,0 ¢ 5,0), Dada a intensidade da ccloragac a pH 5,0, a2 detec=

®

¢io citcfotométrica dos valores de extingdo se  tornou prejudi-

H

e

cada nas hetercocrcmatinas, mesmo apls digestic por RNAse, Plde-

~8C¢ apenas constatar gue nas eucrcomatinas BE. e ES o pico de ab-

1
sorgan da curva espectral sc localizava em A=z 570nm, apds di-
gestdo por RNAse,

J& no material corado a pH 4,0 puderam ser rea=-
lizadas mensuragoes dos valores de exting3o principalmente  em
ot I 5 * -
areas mencs densas dos cromocentros, Assim, fol pogssivel compa-
rar~gse as curvas espectrais de basofilia das cromatinas entre si.
Na tabela XI acham-se rclatades os comprimentos de onda cope

. » - +
respondentes acs maximos de absorgido para as curvas cspectrais
cbtidas em material submetide ou nic ac tratamento por RNAse.Ob
serva~sc que nas cromatinas nao submetidas A digestfio enzimdti-

~

ca hi uma tendéncia geral dos picos de absorcdo se localizarem

em X = 570nm. Apds o tratamentc pela RNAse, os picos para as cro
matinas Hego» ES e El eslocam-se para comprimentos de onda mais

Tongos (580 e 580nm). Verifica-se também um ombro nas curvas es-
pectrais, o que, anteriormente 3 digestio, somente se observava
emn Hl.

O0s perfis das curvas espectrais apds tratamento

pela RNAse e coloragdo pelo azul de toluidina a pH 4,0 podem ser
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Fig. 29. Esquemas de curvas de dispersdo normal (DB) e¢ andmala
(ADB) da birrefringéncia consideradas dentro de um cer
to intervalo de comprimentos de onda. No caso da ADB

observa=-se um ponte de inflexdoe (P,I.). I' = retardos

opticos,
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observados na figura 1%, 0 valor dos Indices metacromitices
(L /B ) acha~se indicado cem cada curva, De 10 ni=

A=555mm AzbZ25nm

cleos com um cromoccentro examinados, apenas um deles apresens
tow - a curva para Hl do tipo representado em tracejade nessa
figura e que, em termos de perfil ¢ valor do Indice metacromi-
tico, mais s¢ assemelha a HS.DCVC ser notado que o valor dos
indices metacromAticos para as cromatinas de nlcleos com  va-
rios cromocentros neste casc se aproxima de 1,00, Nos nlcleos
com um sC cromocentro foram encontrades Indices metacromiticos
com valores ao redor de 1,20-1,30, ¢ que se deve a um mailor
pronunciaments das absoretes da regifo de 3 = 555nm.

Em preparados submetidos 2 agidc da RNAse € sube
sequentemente corados com azul de toluidina a pH 3,4 foram fei
tas algumas obgervagtes em nlclecs com apenas um cromocentro,
Os picos de absorgac centinuaram sende encontrados nos mesmos
comprimentos de onda que os das cuprvas obtidas para pH 4,0 @
os indices metacromiticos de H, aumentaram (Fig. 20), Em mate=-

rial semelhantemente tratado por RNAse ¢ corado a pH 3,4, po-

wtt B 5 " o . -t o [ o~ -
rem adicicnando~se catlons baric a scolugac corante ( Lison 5
1960), os picos de absorgio se deslocaram para comprimentos

de onda mals longos, ocu seja,

AT pH 3,4 AT pH 3,4 + Ba **
H1 560=570nm 580nm
Hl 580nm 590nm

Por outre lado, os indices metacromdticos de =
cresceram sensivelmonte,sende menores do que 1,00(Fig. 20).

Em outra série de 1l3minas submetidas ao mesmo
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tratamente RNAse-azul de toluidina pH 3,4 + Ba++, fez-se ago-
ra comparagio dog padrdes de basofilia entre os diverscs tipos
cromatina, Conforme pode ser deduzide da anilise da figura
21, emboera os perfis das curvas Hl e Hs scjam diferentes ( a
curva de HS continua & salientar scu ombro ao redor de A =
§20nm), os scus Indices metacromiticos ndo diferem estatisti
camente. Por outre lado, a curve de El apresenta a regido de
seu maximo de absorgio deslocada para comprimentos de onda
mais longos do que os de ES ¢ eonsequentemente um menor indice
metacromidtico do que esta,

Na mesma figura 21 acham~se esquematizadas curvas
tracejadas Hi e El obtidos de material tratade por RNAse e a
segulr por uma solugdo de azul de toluidina a pH 3,4 + U02++.
Sabe-sc que a basofilia metacromitica devida a radicais Pog"
¢ anulada, quando & solugio de azul de toluidina em pH 3,U em

- - + 4+ ~ ‘o
pregada na coloragao se adlcilona UO , O aue nac se verifica

2 S
+ Tyan L el
. + ‘s . -~ .
guando se adicicna Ba para uma mesma mlliequivalenciap, des-
it o . -
gcs cations(Lison, 1960). No presente experimento observou=-se
que, de fato, os pleos de absorcidc das curvas espectrails se
. . ++
deslocaram para comprimentos de onda acima de 620nm (UO2 > 3
também os Indices metacromiticcs decresceram sensivelmente

(Fig. 21).

Denaturagio-renaturacac,No material denaturado-pe-

naturado pele processo de Arrighi c Hsu (1971), observa =-sge
forte c¢oloragdc dos cromocentros; mesmo as eucromatinas se co
pram, embora muito menos intensamente.Nestas Ultimas observame-

~5¢ aspectos de entumescimento e alteragtes estruturais nos
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"bastonetes™ cromatinicos (Fig, 22).

Fig. 22, Nlcleos dos tubos de Malpighi submetidos ac processo
de denaturagio=renaturagdo de Arrighi e Hsu  (1971).

5

*» 1096,

Quanto ao material denaturado-renaturade pelo

procedimento de Vidal(Melle, 1973) apds tratamento pela RiAse
tanto as heterceromatinas come as cucromatinas se coram inten
samente com Giemsa cu azul de toluidina a pH 4,0 em violeta =
résco, enquanto porceles citoplasmiticas do epitélic dos tubos
de Malpighi ¢ o tecido conjuntive que os reveste se copam  en
verde, ApSs os procedimentos de denaturagfo-reasscciagio  se-
gundo Vidal e coloragio por azul de toluidina a pH 4,0, os pi

cos das curvas espectrais se deslocam para comprimentos de on

>
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da mais curtos em relagéio ac controle ndc tratade (Tabela XI).0s

indices metacrcmiticos também se clavam ligeiramente.
Efetuande=-se tratamento dos preparados apenas com

solugde 255C, os maximos de abscrcgio de todas cromatinas se lo=-

560nm {(Tabela XI) e o Indice metacromitico om

i

calizaram em A
tedos os casos se aproximou de 1,50~1,50, Tratamento isolade do
material apenas com NaOH 0,014M motivou 2 localizacdo dos  picos
de HS em A =580nm e os das cucromatines e Hl em 570nm ( Tabela
XI). Os Indices metacromiticos neste caso sc apresentaram  meno-
res (a0 redor de 1,40) do que os cbtides apds denaturagio-vena -
turacas, ©0s quais, por sua vez, foram menores do que Os encon-

trados apés agde isolada da soluglc 288C.

Efeite da metilacdo. Se os tubos de Malpighi fi-

@
k¢

o

ide acético a &

SIRY
O

e

xados em etancl acltico e esmagndos em
rem submetidos o uma metilagio durante 5h, as heteroccromatinas
sc coram intensamente pelo azul de toluidina a pH 4,0 , enquan=
to as eucromatinas se coram muito palidamente. Ambas, entretan=-
to, apresentam picos de absorgio localizados em A = 570nm ¢ In=
dices motacromiticos variando de 1,19 a 1,26 (n = 5). Se apds a
metilegdo, ao invés de se corar o material com azul de toluidina
tratamo=leo pelo reativo de  Schiff, as heterocromatinas apam-
recerdo intensamente coradas, enguanto a coloragdo nas cucroma-
tinas sera poucc evidente,

Se o material submetideo I metilagdc tiver sido £i
xado em formol a  10%, contudo, somente os cromocentros apare-
cerdac corados pelo azul de toluidina, com um miaxime de absorgdo

em A = B610nm ¢ Indice metacromitico igual a 0,50-0,55 (n= 5), Es
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te mesmo material fixado em formol, gquandc tratado pelo reativo

de Schiff apds metilagdo, ndo se cora,

3. Propriedades anisctrdpicas das cromatinas submetidas as

reacoes de basofilia.

A andlise do material fixado em etanocl acético,
esmagado em dcido acético, corado com azul de toluidina a  pH
4,0 e 3,4 e examinado entre analisador e polarizador cruzados,
demonstra a ocorréncia de birrefringéncia nas regides heterocro
méticas e eucromidticas dos nlcleos dos tubos de Malpighi (Figs.
23 a 26).

Nas heterocromatinas a birrefringéncia apds co-
loracio com azul de toluidina a pH 4,0 & azul-violdcea nas re=-
gides apaventemente mails compactadas e aﬁ%ela nas porgoes me-
nos compactadas e periferia dos cromocentros. Nas eucromatinas,
que aparecem sob a forma de pequenos bastonetes, os quais, se-
gundo Geitler (1938 e 1939), corresponderiam aos CPOMOS SOMOS
individualizados (Fig. 23, 24, 27 e 28), a birrefringéncia é a-
marela, (Deve-se salientar que o numero de "bastonetes" indivi-
dualizados e possiveis de serem contados nos nicleos 32n dos tu
bos de Malpighi do 59 instar & aproximadamente o dobro daquele
de nicleos do 49 instar (16n). Tal fato, além de estar em acor-
do com as suposicbes de Geitler (1938 e 1939) e o conhecimento
da duplicacido do contelido Feulgen-DNA dessas cromatinas nesse
periodo ninfal (Mello, 1969,1971,1975 e 1976) & fortemente su=
gestivo de ndo estar al ocorrendo  fenOmeno de  politenizacio

{(Figs 27 e 28},
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23,

24,

25.

26.

Hy e Ej de nlicleo corado com azul de toluidina a pH 4,0

apds RNAse. x 970

0 mesmo ntecleo da fig., 23, agora observado entre anali-
sador e polarizador cruzados. Observar a birrefringen-

cr1a de Hl e El.

Detalhe de cromocentro Hl apls tratamento por Rnase e

tH

coloragdce com azul de toluidina a pH 4,0. x 1612 ( A
550nm}.

0 mesmo nilcleo da fig, 25, observado entre analisador e
polarizador cruzados, com polarizador levemente gis=
rado a fim de salientar a birrefringéncia dos filamen-
tos cromatinicos da regifio periférica ac cromocentro
(setas). x1024,

18LIOTECA

o
ENTRAL
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Figs. 27 e 28. Nicleos dos tubos de Malpighi do Triatoma infes-

tans corados com azul de toluidina a pH 4,0,
27. ninfa do 49 instar. x 1100

28, ninfa do 5¢ instar. x 1380

Tante para as heterocromatinas como para as eus
cromatinas, a medida dos retardos &pticos (R.O.) em diversos
comprimentos de onda permitiu que se estabelecesse ser a disper
sdo da birrefringéncia andmala, ou seja, hd mudanca do sinal de
seus R.0. a partir de um determinado comprimento de onda (Fig,
29). Considerando-se a amplitude de comprimentos de onda utili-
zados no presente estudco, encontraram~se valores de R.O. negati
vos em comprimentos de onda mais curtos e positivos em compri-
mentos de onda mais longos. (Em curvas de dispersdoc andmala da
birrefringéncia, a regifo que contém o ponto no qual os retarw
dos Opticos mudam de sinal (ponto de inflex3o) & chamada  zona
de transicdo (Fig. 29)).

Nos niicleos em estudo, devido & compactagio e so

breposigdo de material nos cromocentros, nio se pdde avaliar a
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dispersdo da birrefringéncia em alguns casos, pela dificuldade
em se orientar corretamente o material com relacio ao vy do
compensador. A medida dos R.0, nas heterocromatinas se fez
sempre em partes dos cromocentros ¢ n2o no cromocentro como  um
todo, uma vez que nifo se podia compensar simultaneamente toda
a birrefringéncia, principalmente gquando as estruturas tendiam
a uma forma esférica.

Também observagdes de dicrolsmo linear n3o fo-
ram reallzadas devido ao tamanho das estruturas e impossibili-
dade de orientagdo e medida dc absorcio das estruturas.

Muitas vezes foil obscrvado um conjunto de "bas-
tonetes" eucromiticos, na periferia dos cromocentros R alguns
dos quais se ligavam entre si por estruturas filamentosas. A
compensagio da birrefringéneia dos diferentes "bastonetes" 1i-
gados por esses filamentos & simultanea. Scus padrdes de disper
sao da birrefringéncia sdo também idénticos aos da ecucromatina
mals afastada dos cromocentros.

A comparacao das curvas de dispersio anomala da
birrefringeéncia, principalmente na zona de transigio permite
gue se considere serem os valores dos R,0., em nucleos coprados
a pH 3,4 sempre superiores aos do ntcleos corados a pH 4,0,

G tratamento pela RNAse antes da coloracio ou o
uso de citions Ba'' na solugdo corante a pH 3,4  praticamente
ndo alteram os valores e o sinal dos R.O..

Analisando-se 10 nlecleos com um e 10 com diver -
s08 cromecentros, corados a pH 4,0 ¢ 3,4 ¢ previamente tratados

por RNAsc¢, obtiveram-se os seguintes resultados:
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pH da solugio cromatinas soma dos R.O, de T e F (Fig.29)
corante em valor absoluto (¥ + 3)

by 0 Hy 48,0 1,
E, 39,8 + 1,
H 48,5 + 1,
E, b7,5 + 1,8

3,u H,y 53,2 + 0,8
E, 46,9 + 1,
H 50,7 % 1,
2 52,6 + 1,3

Comparando-se os valores dessas médias de retap-

dos 6pticos, infere-se que

H1> El pH 4,0 e 3,4
ES > El pH 4,0 e 3,4
Ha = H pH &,0
HS = ES pH 4,0
HZ > Hs pH 3,4
Es > HS pll 3,4

Tais afirmac¢des podem mesmo serem comprovadas a=-

través do cdleulo de simples testes t

pH 4,0 Hy x B, t= 15,07 » t09001: 5,08 (G.L.= 8)
Hy x B toﬁzozlﬂﬁG < t=1,83 < tO;lO: 1,86 (G.L.= 8)
E, x Ey t= 14,84 > tOSODl: s,o0 (G.L.= 8)
H, X Hl t055820,71 < t= 0,74 < t0340: 0,89(G.L.= 8)
pE 3,4 Hy x By t= 8,08 > ﬁoaﬂﬂl: 5,04 (G.L.= 8)
Hy x ES tG,OE: 3,36 < t=3,52 < tO,DOl: 5,04(G,L,= 8)
L, x By t = 10,98 > t5.001% 5s0% (G.L.= 8)
HS X Hl t= 5,81 » t0,0Ql: 5,04 (G,L.= 8)
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Quando a cromatina & corada a pil 3,4, © ponto de
inflex3o da curva de dispersfo geralmente se desloca para com-
primentos de onda mais curtos do que os verificados a pH 4,0

exceto no caso de le

A em nm
cromatinas pH 4,0 pH 3,4
El 525 515
ES 525 520
Hl 525 o925
HS 525 515

Observa-se também que, a pH 4,0, ha aparente
constancia na localizacfo do ponto de inflexdo.

Apds os procedimentos de denaturagﬁo=renaturag50
(coloragio com azul de toluidina = pH 4,0, método de Vidal), a
birrefringéneia & também nitida (Fig. 30). O perfil das cupvas
de dispersdo da birrefringéneia nio se altera. O ponto de in-
flexdo da curva continua sendo encontrado na mesma regifo  do
espectro (52b6nm) e o sinal dos R.O, também nio muda, Quantoc aos
valores dos retardos opticos, estes sd3o aproximadamente iguais
ou menores do gue os dos controles nac denaturados-~reasscciados.
A relagfo entre os valores dos R.O., H » E;,H >/ E e E_ > E

= 5 5 1

continua sendo mantida apds denaturagio~renaturacio.

H, = 49,4 + 3.3

1
By = 39,2 + 1,3
Ho = BU,6 # 1,9
E, = 42,4 & 2,2
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= 2,31 < t= 2,39 < t 2,90 (G.L.xz 8)

s s 0,05 0,02°
Hy x By £ 5 8,00 > g go0= 5,04 (G.L.= 8)
Eg x B} tg ggp 35,04 > £2 3,96 >ty (1= 3,36 (G.L.: 8)
Porém, €, > H_, a semelhanca dos resultados a
pH 3,lk:
Hy X By tg gop® 5,08 > 5 3,09 > ¢ 3,36 (G.L.= 8)

0,01

No material denaturado~renaturado segundo Arpiw
ghi e Hsu (1971) ou Vidal (Mello, 19873), coradec com Giemsa, a
birrefringéneia é pouce intensa e somente detectivel quando se
utiliza luz ultra-violeta,

Em alguns expcrimentos, os nilicleos foram trata-
dos com NaOH 0,014M ou solucio 28SC em separado e a seguir co=
rados com azul de toluidina a pH 4,0, Verificou-se, entdo, que
ap6s gualquer um desses tratamentos isoladamente, oS valores
dos R.0. se apresentaram mais elevados do que os dos controles

nac tratades ou das cromatinas denaturadas-renaturadas.

NaOH E; 59,6 + 4,6 (n= 10)
Hy 60,2 + 5,3 (n= 10)
2S5C. Ey 51,9 % 2,4 (n= 10)
Hy 72,9 £ 8,0 (nz 10)

Quanto ao sinal dos R.D. e & localizagdoc do pon
to de inflexdo da curva de dispersdo da birrefringéncia, em ge
ral ndo se notaram modificagdes.

Alguns nicleos, apSs tratamento pela NaOH ou so
lucao 283C passaram a apresentar a regido dos cromocentros en-
tumescida e com o material cromatinico disposto de tal forma

que, observados com analisador e polarizador cruzados, mostraw
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Fig. 30. Birrefringéncia de Hy e E) apbs o processo de denatura
gao~reassociagio segundo Vidal (Mello, 1873). Colora-
¢@o com azul de toluidina a pH 4,0, Nota-se também bip
refringéncia de porgdes do tecido conjuntivo {(tc) que
envolve os tubos de Malpighi. x 970

Fig. 31. Nicleo tratado com NaOH 0,014 e corado com azul de to
luidina a pH 4,0. A birrefringénecia da heterccromatina,
quando compensada, di origem a uma imagem em forma de
cruz (sata), x970

Fig., 32, Nicleos tratados por solugao 2SSC e corados com azul
de toluidina a pH 4,0, A, Aspecto da birrefringéncia
total, B. compensagdo da birrefringéncia, salientando
na heterocromatina uma imagem em forma de cruz (setas).

x 1060, H= heterocromatina; E:z eucromatina,
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vam uma imagem birrefringente em cruz (Figs., 31 e 32), Nestes
cromocentros. o sinal do¥ R.0; nos diferentes comprimentos  de
onda apresentou¥se o] invérss do comunmente encontrado, pdrém oS
valores dos R,0. permancceram os mesmos com relacdo aos dos ou-
tros nlcleos sem esta caracteristica de imagem.

Examinando~se os tubos de Malpighi submetidos &
metilagdo entre polarizador e analisador cruzados, constatou-se
que a birrefringéncia anteriormente detectada nas cromatinas

fixadas em etanol acético desaparece. Por outro lado, em mate-

rial fixado em formol a 10% nao se verificam fenomenos de ani-

sotropia nas cromatinas em estudo.

4, Alguns dados sobre as proteinas basicas e totais do

complexo nucleoproteico nuclear.

Analisando~se as curvas espectrais para El, ES,
Hy e Hg apds coloragio com fast green alcaline segunde o método
de Alfert e Geschwind (1953) modificado por Deitch (1966a),
em todos 08 cascs encontrou-sce um pico localizado em X = B40nm
(Fig., 33). Isto esta de acordo com dados da literatura (Melloc et
al.,, 1976) ou mesmo dados nao publicades referentes a solu~
goes (Vidal, 1971~ informacZo pessoal)., Com basé na andlise des
sas curvas ecscolheram-se os comprimentos de onda 580 ¢ 810nm pa
ra se determinar os valores de transmitancia segundo o método
de duplo comprimento de onda, Para a estimativa das extingdes
por "varredura manual" foi escolhido A = 600nm.

Os valores fast green-histonas em unidades ay-

bitrarias para as heterocromatinas e eucromatinas em separado e
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EXTINGAO
RELATIVA
MEDIA

FAST-GREEN pH 8]

520 $40 560 580 BOO 620 640 660G nem

Fig. 33, Curvas espectrais dos diferentes tipos cromatinicos

dos niicleos do epitélio dos tubos de Malpighi do Tria-

toma

infestans corados pelo fast green a pH 8,1 (n=5),
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para os nlcleos totais foram colocados em histogramas e podem
ser cobgervados na figura 34, Os valores referentes as eucroma-
tinas foram encontrados como scndo superiores aos das hetero

cromatinas, porém ndc se obscrvam diferencas significantes en-

_
b

tre os histogramas de H_ e Hl e também entre os de E_ ¢ EJ. Os

[ )|

dados obtidos para os nuclecs totais apds os deis métodos cito=-
fotométricos ("varrvedura manual” ¢ duplo comprimento de onda )
apresentaram~se também concordantes, considerando~se as disper-
soes das distribuigdes e a localizacfio dos dados na escala  de
valores (Fig. 34,

Se © método do fast green a pH 8,1 for utilizado
em preparagdes previamente desaminadas (Bloch, 1966), tanto as
heterocromatinas como as cucromatinas nfo aparecerdo coradas ,
indicando que a proporgic de amino~icidos arginina por lisina ,
de suas histonas, nlo & muito maior do que 1. Por outro lado,
a riqueza de lisina em todas as cromatinas analisadas pdde ser
evidenciada quando se submeteram os nlcleos em questido a reagdo
do fast green-eosina (Bloch, 1966): todas se coraram pela o~
gina ¢ ndc pelo fast green.

Para o estudo do conteldo relativo de histonas e
proteinas nucleares totais apds diferentes tempos da acgao hidro
1itica pelo HCL1 0,1N, efctuou-se uma "varredura manual®” nas cro
matinas, medindo-se as extincdes em A= 570nm., Iste porgue a
andlise das curvas espectrais evidenciou, a pH 2,7, extingdes
proximas do valor 2., nos comprimentos de onda de 580 a 660 nm,
para as heterocromatinas. Uma vez que se pretendia comparar og

valores fast green-histonas (pH 8,1} com os valores fast green-
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Fig. 34, Histogramas de frequéncia dos valores fast green~hisw
tonas dag cromatinas em separado (HS, Hy, ES e El) e
dos niicleos totais (Ty= ndcleos com um Unico cromocen -
tﬁo;-TS = nilcleos ~com virios cromocentros), estes Ulti-
mos determinados apds citofotometria segundo duplo com-

primento de onda (DC) ou "varredura manual" (VM).

proteinas totais (pH 2,7) de heterccromatinas e eucromatinas e
a estimativa das extingoes necessitava ser realizada num  mesmo
comprimento de onda, escolheu-se, portanto, A = 570nm.

NEc se observa coloragdo nos nicleos tratados pe-
lo  fast green alcalino, quando estes sdo hidrolisados por pe-~
riodos acima de ?h  em HCL 0,1IN (379C). Nos nlcleos submeti-
dos & reacio para proteinas totais, contudo, as diferentes cro-
matinas se coram mesmo apos 31h  de tratamento pelc HC1(Figs .

35 e 36).

UA. FAST-GREEN- HISTONAS
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Os wvalores fast green~histonas e fast green-
proteinas totais em unidades arbitririas acham=se  sumarizados

na tabela XITI. Os valores fast green-histonas para Hl e El em

t, (controle) sAio sensivelmente menores do que os que se refe-
. P . N v
rem 2s proteinas totais respectivas. 0Os  valorves referentes ds

histonas de H, representam aproximadamente 26.2% dos das protel
1 P ) =

%

nas totais; os de El equivalem a 15% dos das proteinas totais.

De modo geral, os dados relativos s proteinas totais de E, e

E_ n3o diferem significantemente, porém os de H, e Hs diferem

s 1
estatisticamente ac nivel de PD 01° conforme pode ser comprova-
3

do através de testes t:
B, x Eg t= og,U6 < tU,SG: 0,563 (G.,L.= 18)
+ = - = = =
Hs X Hl “0,0601 3,92 » t= 3,656 > tG,Ol 2,88 (G.L.= 18)

Fig. 35, Reatividade ac fast green a pH 2,7 nas cromatinas H
@ ES de um nicleo fixado em etancl acético ¢ hidroli-

sado 31h em HCL 0,1N (37¢C). x 820,
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ApOs tempos de hidrdlise tio longos como 31h
sdc ainda encontradas proteinas (nfeo histSnicas) nas diferentes
cromatinas (Tabela XII). A remoglc das proteinas reativas  ao
fast green a pH 2,7 pela hidrdlise com HC1 0,1N a 379C (protei-
nas nac histonicas) parece se verificar mais intensa=- ¢ rapida=-
mente nas euvcromatinas do que nas heterocromatinas. 0s valores
fast green-protcinas totais médios apds 31h de hidrdlise pelo
HCL em ng HS, El @ ES representam, respectivamente, 42,2 %
41,2%, 29,6% ¢ 26,9% dos valores obtidos em T Nas eucromati-
nas verifica-se um decréscimo mais sensivel nos valores fast
green~-proteinas totais j3 apds 2h de tratamento pelo HC1  0,1N,

do que nas heterocromatinas.

2
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DISCUSSED

Mas ninfas do Triatoma infestans os tubos de Mal

pighi, Srgios pertencentes ac seu sistema excretor, crescem por
peliploidizagio de suas célulasepiteliais e nio por divisdo
das mesmas (Melleo, 1869, 1870, 1871, 1875, 1976). Nos nlcleos
dessas células observa-se desde o 10 instar ninfal & presenga
de corpos heterceromdticos (cromccentros). Nos estadios mais
jovens praticamente apenas um padrio morfolidgico (e morfométri-
o) nuclear € encontrade com relacie & hoterocromatina : os nile
cleos contém um Unice cromocentro, aproximadamente esférico, e
localizado prdximo ac centro da imagem nuclear (Mello, 1969 ,
1875, 1976). J& no 39 instar um cutro padric comega a se fazer

notar: um cu dois nliclecs por tiibule passam a apresentar virios

48]

corpos heterocromiticos. No W9 instar, entfo, essa alteragic s
estende a muites nlGeleos (Mells,1869, 1971). Passa a scr predoe-
minante ¢ achade de nileleos com virios cromocentros na porgdo

distal dos tubos de Malpighi, enquanto nilcleos com um Unico cro
mocentro oCcorrerac quasc que exclusivamente na sua DOYGID  pro=-
ximal, Esta {ltima regific pode ser facilmente identificada meg-
me quando um tdbule se rompe de sua regidc de insergio no intes
tinc posterior, uma vesz que somente nela  se observam esférulas
de dcido Grico ne limen do Srglo, 3 semclhanca do que acontece

em outro triatomInco, Rhodnius prolixus (Wigglesworth, 1931a).

Uma ou duas células de um tipo podepie eventualmente, serem
Dy P >

encontradas em meio as do outro tipo, na vizinhanga da regiac
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limite entre o porgio distal e 2 proximal dos tubos de Malpighi,
Esses padries gerails seric mantidos nos  animals adultos  jovens
¢ velhos (Melleo, 1975~ dades ndc publicados). £ de se salientar
serem conhecidas diferengas em comportamento fisicligico e em
ultra-estrutura citoplasmitica, quande se comparam  as  células
distais com as proximais dos tubos de Malpighi de alguns tria-
tominecs (Wigglesworth, 1931a,b, 1965; Wigglesworth ¢ Salpeter ,

19623 Melle e Deolder, 1976~ manuscritc em preparacgdc), Lm  Rhod-

nius prolixus as principals diferencas descritas residem nos

contelGdos do 1imen de Srgic, conteddos citoplasmiticos das  cé-
lulas epiteliais e tipo de bordo estriado dessas células, Assim,
no lumen da regidc proximal, verifica-se a presenca de esféru~
las de acide Urico, engquanto na distal isso nio ccorre (Wiggleg=
worth, 1931a). Quantc ao citoplasma, cbservam~se granulos mine-
ralizados com laminacfic concéntrica nas células da regido dis-
tal, enquanto a zena proximal ¢ livre de tais granulos (Wiggles-
worth e Salpeter, 1962; Wigglesworth, 1965). Segunde Wiggles =
worth e Salpeter (1982), os grinulos do citoplasma das células
distais, quandc descarregados no lumen ¢ deslocadcs para o seg-
mento proximal, poderiam vir a fornecer nlclecs de cristaliza=-
cfo para o deide drico, Quanto ao bordo estriade, a microscopia
cletrdnica contribuiu para que se distinguissem diferencgas ne
sentido de serem os elementos do borde das células distals mui-
to empacotades e prdéximos entre si ("honeycomb border"), enguan
to os da porgdao proximal sac bem mals separados ¢ variados em
estrutura ("brush border'")(Wigglesworth e Salpeter, 1862;Wiggles

worth, 1965), Além dissc, sabe=se de experiéncias de fisioclogia
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que a regiaoc distal dos tubos de Malpighi dos triatomineos é

especializada na excregdo de potdssio, enquanto a proximal a-

cha~se empenhada em mecanismo de reabsorcdo de dgua e potassio
(Wigglesworth, 1931b), Porém nio existe relato, nos trabalhos
de Wigglesworth, quanto a diferencas significativas em estru-
turagdo nuclear, quando se comparam células das duas regides,

Isto provavelmente se deva ao fato do triatomineoc Rhodnius pro=

1ixus , estudado por esse autor, ndo apresentar cromocentros

como os do Triatoma infestans nas células mencionadas ( Mello,

1973- dados nao publicados) nem nas da linhagem germinativa
(Schreiber et al., 1$72), com relacgdc aos quais se pudegse es-
tabelecer diferentes padrdes nucleares. Ndo obstante, a ultra=-
~estrutura citoplasmitica das células epiteliais dos tubos de

Malpighi do Triatoma infestans &, no geral, semelhante a de

Rhodnius prolixus, no gue se refere 3s caracteristicas dife-

renciais entre células distais e proximais (Mello e Dolder ,

1976~ manuscrito em preparacdo). F semelhante também & de ou=-

tro triatomineo, Panstrongylus megistus (Dolder e Mello, 1976~

manuscrito em preparacdoc), em que também ndo sao observados

cromccentros conme os do Triatoma infestans nos niicleos das cé=

lulas dos tubos de Malpighi (Mello, 18785).
Pode~se levantar a hipOtese de que as diferen-
cas em "fenotipos" nucleares observadas nos tubos de Malpighi

do Triatoma infestans estejam ligadas a diferentes fungoes red.”

1izadas pelas células respectivas., Sendo isso verdadeiro,e lem
brando que a diversificagdo nuclear se manifesta em larga esca

la somente a partir do 4¢ estadio ninfal, € para se  imaginar



-117-

que modificagdes nas funcdes das células distais se estabelecam

nessa época. Embora o tipo de alimento ingerido pelo inseto se=-

ja o mesmo durante toda sua vida, provavelmente os produtos ex
cretados pela porgao distal dos tubos de Malpighi e/ou seu me -
canismo de eliminacdo de potadssic e/ou outras fungdes se alte-
rem ac longe do desenvolvimento do insetoc., Tal evento envolve-
ria, talvez, demanda de diferentes sistemas enzimiticos e de de
terminados genes funcionando para esse fim. Ndo existe, contu-
do, informacdo sobre uma provavel alteracdo fisioldgica nas cé-

lulas distais dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans em

nenhuma &poca de sua vida. Mesmo estudos em nivel de citoquimi=-
ca para glicosaminoglicanas &cidas e neutras, proteinas totais
¢ RNA ndo tém salientado diferencas para os citoplasmas das cé-
lulas distais e proximais, ao nivel dptico (Mello e Viana,1976-
trabalho em andamento).

Que os corpos de cromatina condensada encontrados
nos nucleos das células epiteliais dos tubos de Malpighi deo

Triatoma infestans representam heterocromatina & deduzido  dos

fatos expostos a seguir. H3a constancia em sua ocorréencia duran-
te toda & vida ninfal e adulta do inseto, num estado compactado
(Mello, 1969,1971,1975,1976;dados nao publicados,1875), A repli
cacdo de seu DNA & mails lenta ou mesmo, em alguns estadios, ine
xistente com relacdo a das regides eucromdticas (Mello, 1969,
1971,1975,1976). Ndo incorporam uridina tritiada (pelo menos em
nlcleos com um Unico cromocentro, estudados em diversos perio-
dos do 39 e 4% instars), enguanto existe marcacio na eucromati-

na respectiva (Mello, 1969,1971).Além disso, a resposta ao mé -
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todo de denaturagdo-renaturacio de Arrighi e Hsu (1871), confor

me observada no presente trabalho, e discutida mais para a fren

te, € sugestiva de que o0s cromocentros das células epiteliais
dos tubos de Malpighi contenham heterocromatina constitutiva. A
riqueza de seu DNA em bases AT (DNA satélitelrepetitivo?) pode
mesmo ser evidenciada quando se submete tal material a trata-
mento com quinacrina (Ellison e Barr, 1972; Pachmann e Rigler ,
19725 Weisblum e deHaseth, 1972,1973; Comings et al., 1%75): a
fluorescencia das heterocromatinas & muito intensa, ao contra-
rio do que se observa nas eucromatinas (Mello e Vidal, 1976 -
trabalho em andamento).

Também em células da linhagem germinativa mag-

culina do Triatoma infestans (fases anteriores a espermiogénese)

tem sido verificada a existéncia de heterocromatina, com re-
plicacédo de DNA mais lenta do que a eucromatina e identificada
como representando o5 Trés malores Cromossomos autossomicos
(A, B e C)(Schreiber e Pellegrino, 1950; Schreiber et al.,l968,
1972). Deve-se mencionar, por outro ladc, que em outros triato-

- - . —~
mineos, como por exemplo Rhodnius prolixus, em que ndo se de-

tectam cromocentros nos nlcleocs dos tubos de Malpighi ( Mello ,
1973= dados ndo publicados), também ndo se encontram cromosso=-
mos heterocromdticos ou cromocentros nas células da linhagem

germinativa (Schreiber e Pellegrinc, 1950;Schreiber et al,,1967,
1972), Tal fato parece ser sugestivo de que nos niclecs somiti-

cos do Triatoma infestans os mesmos cromossomos A, B e C, hete=

rocromaticos nas cflulas germinativas, estejam fazendo parte

dos cromocentros encontradoes.,
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Segundo Schreiber e colaboradores (1972), a he-

terocromatizagdo no Triatoma infestans representaria um mecanis

mo citoldgico de isolamento reprodutivo da espécie. Tal afirma-
tiva se baseila nos resultades obtidos quando se cruza Triatoma

infestans com Triatoma rubrovaria. Ambas espécies tém o mesmo

nlmero de cromossomos (20+XY), porém os tras pares de autosso -
ros A, B e C apresentam-se heterocromiticos apenas no Triatoma

infestans (Schreiber e Pellegrino, 1950), Estas espécies se cry
zam facilmente em ambas diregdes (Schreiber et al., 1967). Du -
rante a meiose do Fl’ DOrEmM, 08 CromMOSSOmOs A, B e C, heterccro

maticos, provenientes do Triatoma infestans, n8o se pareiam com

os homblogos, eucromdticos, do Triatoma rubrovaria, Com 1880 ,a8

c€lulas da linhagem germinativa do hibrido nio passam da metd-
fase I e a heterocromatizacdo assume significado no isolamento
reprodutive da espécie (Schreiber e Pellegrino, 19503 Schreiber
et al,, 1967).

Com relagao aos resultados do presente trabalho,

constatou-se que as heterocromatinas dos tubos de Malpighi  do

) * o b
Triatoma infestans mostram diferencas, se comparadas as respec-

tivas eucromatinas, no que concerne a algumas de suas proprieda
des citoquimicas e citofisicas, Estas propriedades se referem
ds respostas 3 reagdo de Feulgen,em algumas condigSes experimen
tais, padrdes de basofilia e anisotropila,comportamento frente

e —~ -#-“ -
aos processos de denaturagao-renaturagdao, conteldo em proteina
e respectiva cinética de remogdo por hidrdlise dcida.Em alguns
experimentos encontraram-se diferencas mesmo entre eucromatinas

(El— de nicleos com um Unico Cromocentro=-~ e ES - de nucleos
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com varics cromocentros) ou heterocromatinas(H,~de ntcleos com
um Gnico cromocentro- e H - de ntcleos com varios cromocentros),
quando as comparac¢oes foram feitas entre células distais e pro~
ximais.

Os dados velativos & cinética de hidrdlise perp=
tinente 4 reacdo de Feulgen mostranm diferengas, desde gque o ma=
terial tenha sido fixado em etanol acético. Essas diferencas se
referem principalmente & porcio descendente das curvas de hidrd
lise ajustadas & fungdoc de Bateman, a variacdo nos valores dos

indices preconizados por Kiefer e colaboradores (1972)ao longo

da hidrdlise, ou mesmo a prépria distribuicdo dos histogramas
de frequéncia dos valores Feulgen-DNA apds diferentes tempos de
hidrdlise., Também em material fixado em etanol acético  obser-

vam~se 0s mesmos tipos de diferencas quando se comparam El b e ES

Quando se computam valores Feulgen-DNA apds di-
ferentes tempos de hidrdlise dcida e se obtém curvas de hidrd-
lise, pode-se estudar as caracteristicas do avango do procedi -
mento hidrolitico numa cromatina em particular. A porgao ascen-
dente de uma curva de hidrdlise, anterior aoc seu tempo &timo s
para ¢ qual se cbtém valores Feulgen-DNA maximos, corresponde
a remocdo gradual de purinas do DNA (Feulgen e Rossenbeck,1924%;
DiStephano, 1948;0verend e Stacey, 1848; Tamm et al.,1952; San-
dritter et al., 1965; Bachmann, 1968; Andersson e Kjellstrand R
1975), A porcao descendente da curva de hidrdlise corresponde

d remogao de pirimidinas e desoxirribose s despolimeri-

zagdo e solubilizagdo do &cidc apurinico (Tamm et al., 1952:

Sandritter et al.,1965; Andersson e Kiellstrand, 1975). Lste
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Gltimo fendmeno, contudo, em pequena porcentagem {ndo mais que

fasad

12% nos casos 34 estudados) pode se sobrepor ac processo de de
purinacdo antes do tempo Stime de hidrdlise (Beaven et al.,1855
-apud Walker e Richards, 1%59%; Woods,1967; Savage e Plaut,1958;
Sandritter et al,, 1965; Taylor, 1958). Para minimizar tal
sobreposicdo, tem sido aconselhado o uso de uma hidrolise
dcida suave, com HCL 0,IN a 379C (Sandritter et al., 1865),co=-

mo a utilizada na presente investigacao.

Segundo os presentes resultados, a porcao da cur
va de hidrOlise a apresentar menos variacOes, quando se compa -
ra heterccromatina x eucromatina, ou Hl X H$ e El X ES, € a sua
regido ascendente , o que esti de acordo com os dados de Bach
mann (1968), BBhm (1968), James (1972) e Andersson e Kjellstrand
(1975). As poucas variagdes detectadas se referem ao fim da
parte ascendente ~ infcio do platd da curva, ou melhor dizendo,
ao tempo de hidrSlise para o qual os valores Teulgen-DNA passam
a ser maximos. Estes serdo atingidos primeiramente pelas eucro-
matinas (E_ e, a seguir, E]) e sé depois pelas heterocromatinas
(H$ e, a seguilr, Hl), em células fixadas em etanol acético.

Em material fixado em formol ou MFA no geral ndo
se observa uma cinética diferencial de hidrdlise para as hetero-
e eucromatinas. Nota-se,porém, que o tempo de hidrdlise corres-
pondente acs valores Feulgen-DNA méximos das cromatinas fixadas
em formol difere daquele do material fixado em MFA e também da-

queles das hetero- e eucromatinas fixadas em etanol acético. 0

- - . “ -
mesmo e valido quanto ac tempo a partir do gual se pode consta-

tar a depurinagaoc. A variagdo em tempos de hidrdlise correspon-
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dentes aos valores Feulgen-DNA méximos pode ser identificada,
inclusive, pela andlise dos conjuntos de histogramas de fre-
quéncia dos valores Feulgen-DNA o pelas curvas de hidrdlise nio
ajustadas & fungio matemitica.

Conforme j& mencionado, as diferencas mais map-
cantes detectadas quanto ao perfil das curvas de  hidrélise
(principalmente das curvas percentuais) se verificaram na sua
porgdo descendente. Trata-se de variagdo no tempo de hidrdlise
a partir do qual os valores Feulgen-DNA comecam a decrescer e

a velocidade com a qual esses valores tendem a atingir a linha

das abcissas (ordenadas: valores Feulgen-DWA; abcissas: tempos

de hidrdiise). Considerando-se a regifo respectiva da curva de
hidrdlise, tal evento corresponderia a variagdes quanto 4 des-
polimerizagdo e solubilizagdo do Acido apurinico frente 3  hi-
drdolise &cida, para as mencionadas cromatinas (Tamm et al.
18525 Sandritter et al., 1985; Andersson e Kjellstrand, 1975).
Apos fixacdo em etanol acético, as eucromatinas se comportariam
como menos resistentes d despolimerizacio do que as hetero~
cromatinas (e também ES menos resistente do que Elg Hs Mencs rew-
sistente do que Hy). Do fato dessas diferencas serem verifica
das apenas em material fixado em etanol acdtico, deduz-se que
este influencie de algum modo a cinética diferencial de hidpd-
lise, © que ndo aconteceria quando outros fixadores, como o for

mol a 10% e o MFA fossem utilizados. Segundo Dick & Johns

(1967 e 1968), o fixador etanol-dcido acético 3:1 remove 7 a 8

% das histonas totais de desoxirribonucleoproteinas iscladas,

predominantemente H4 (atual denominacdo de f2al) e algumas H2A



(atual denominacdo de £2a2) ¢ H3 (atual denominacio de £3)( as
histonas mais ricas em arginina). Apds seu uso,porém, permane-
cem ainda quantidades substanciais de histonas. 0 formol, por

outro lado, se prende ds proteinas nucleares, formando um gran-
de nlmero de ligagdbes covalentes, através de pontes metila, en-
tre grupos amino, guanino, indol, fenil e sulfidril dos amin0w§
cidos, na estrutura secundiria das proteinas (Mellon,1958; BBhm

et al,, 1968), Com o seu uso ha, por consceguinte, estabilizaclo

das estruturas proteicas, tornando-se dificil dissocid-las  do

DNA (Swift, 1955,1966)., A extragdo enzimitica de DNA de nicleos
nos moldes convencionais, & mesmo impedida (Swift, 1955 o 19686)
ou retardada (Greenwood e Berlyn, 1Y968) gquando as células 520
fixadas em formol 2 temperatura ambiente, Em adigio a esse co=
nhecimento sabe-sc que a hidrdlise Zcida com HCl, como a perti=
nente a reacgdo de Feulgen, dissocia grande parte das proteinas

complexadas ao DNA(Comings ¢ Avelino,1974), Retardando-se ou a=

celerando~se a dissociagdo (¢ remocfio) dessas proteinas, &  de

i

se esperar que haja consequentemente menor ou maior acessibili-
dade do DNA & agdo hidrolitica, seja em termos de depurinacio
ou despolimerizagao. Deve~se frisar que o efeitoc da hidrdlise
na porgéo pirimidica do &cido € rvemover base e aclucar juntos ,
quebrando as ligagdes no grupe fosfatoj;a proximidade dessas que
bras deve ser esperada como sendo afetada, portanto, pelc tipo
ou quantidade de proteina ai presente (Tamm et al., 1952),

Que as proteinas associadas ao DNA  desempenhanm
papel na sua resposta d reagdo de Feulgen in situ & amplamente

conhecido, A estequiometria da reacdo de Feulgen pode ser alte-



rada gracas ao tipo de complexo nucleoproteico formado e tipo
de proteina ligada ac DNA, o qual promoveria diferentes graus

de enovelamento e condensagao do filamento cromatinico ( Sibata
ni e Fukuda, 1953;Gledhill et al,,19668; Giledhill, 1966 & 1970,
Noeske, 1969; Garcia, 1370)., Em espermatozdides de touro , por
exemplo, had forte evidéncia da influéncia da composigdo e liga-
¢c3o do componente proteico ao DNA na resposta a reacdo de Feulw
gen. Durante o processo de espermicgenese, Gledhill e colabora-

dores (1966) encontraram valores Feulgen-DNA drasticamente re-

duzidos em espermatozdides, quando comparados com os de esper-
m&tides; contudo, o conteldo de DNA, determinado através de mi-
croespectrofotometria ao U.V. ndo apresentava modificacdes .
Considerando-se existir substituicZo no tipo de proteina biasi=-
ca associada ao DNA durante a diferenciacdc de espermatides em
esgermatozéides, esses autores se inclinaram a aceitar tal fa-
tor como influenciando a resposta diversa a reacdo de Feulgen
nessas cé€lulas. Em Touros com baixa fertilidade, por outro law
do, cujos espermatozbides ndo salientam diferengas morfoldgicas
visiveis com relacdo aos férteis, foi relatado um aumento de co
lorabilidade apds reagdo de Feulgen (Parez et al,, 1960 Gled-
hiil, 1966). Preliminarmente foi aventada a hipltese de altera-
gdes no conteldo de DNA dos espermatozdides nio férteis (Parez
et al,, 1960). Contudo, Gledhill (1956), através de estudos oi-
tofotométricos ao UV e dados microinterferométricos de massa
seca, também demonstrou ndo haver diferencas no conteiido de DNA
dos espermatozdides dos touros férteis e ndo férteis. Fsses a-

chados possibilitaram demonstrar alteragdes no complexo DNA-pro
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telna em algumas formas de infertilidade de espermatozdides e
ndac no conteiido de DNA, como os resultados quantitativos apSs
reagdo de Feulgen pareceriam indicar & primeira vista.

Tem sido também sugerido que as proteinas nuclea
res desempenhariam papel na promocdo de curvas de hidrdlise di-
ferentes, estimadas apds reagio de Feulgen. Mesmo utilizando a
hidrélise dcida convencional 3 quente, Agrell e Bergquist(1962)
puderam determinar que os niucleos de células em fases embriona-
rias jovens e os de células diferenciadas apresentam diferentes

curvas de hidrdlise, apds reacio de Feulgen. Estes autores pos~

tularam que os achados dependeriam de diferentes ligacdes do
DNA a outras macromoléculas nucleares, as quais o "protegeriam"
diferentemente. Segundo eles, os nlcleos rapidamente proliferan
tes seriam caracterizados pela presencga de alguns complexos
(dois ou trés) de DNA mais 1dbeis, os quais desapareceriam com
0 avango da embriogenese e aumento de diferenciagdo., Tal afirma
tiva se baseou no achado de que no primeiro caso as curvas de
hidrdlise sugerem dois ou trés picos, enquanto no Ultime s& um
pico &€ detectavel. Essas fragdes de DNA mais 1abil poderiam es-
tar ligadas a RNA e seriam mais 1dbeis 3 hidrolise dcida simples
mente por serem menos "protegidas" por proteina (Agrell e Berg-
qvist, 1962). 0 ponto de vista de que a labilidade do deido apu
rinico & hidrdlise dependeria das ligacSes entre este e protei-
nas bdsicas ou nfo histdnicas continuou a ser mantido por Agrell
e Bergqvist numa publicacdo posterior, de 1967,

Também nesse sentidq, .em 1§66, Eberhard e Mazia

descreveram em ourigo do mar que a liberacgdo de residuos de de-
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soxirribose pela hidrdlise dcida & mais lenta em embriles  jo=
vens do que nos mais velhos. Porém essa diferenga nd3o €& mais
constatada quando os estudos sdo efetuados em DNA isolado das
mesmas preparagdes e submetido acs mesmos tratamentos esperimeﬁ
tais.Concluem,portanto, gue a liberacdo de residuos de desoxip=
ribose seria uma fungdo da ligacdo do DNA a proteinas, mais do
que de uma propriedade intrinseca ao DNA. Também Bachmann , em
1968, considera preponderante o papel das proteinas que se com=-
plexam ao DNA na obtencgdc de curvas de hidrdlise dissImiles.

Em hepatdcitos dipldides e tetrapléides e em lin

fécitos de ratos velhos, as curvas de hidrSlise apresentam uma
porgdo ascendente abrupta e uma porgidc descendente que alcanga
a linha do zero de modc mais assintdtico do que as de animais
jovens. Também nesse caso foram as proteinas do complexo DNP
consideradas como desempenhandc papel na labilidade acentuada
do DNA a medida que os animais envelhecem(Sprenger et al.,,1971).

Também durante a espermatogénese do rato foram
detectadas diferentes curvas de hidrélise(Brachet et al.,1968),
Estas foram sugeridas como relacionadas aos processos de conden
sacao do ntcleo e transformagdes celulares que culminam na fope-
magdo do espermatozdide, com substituticdo das proteinas basi-
cas somdticas associadas ao DNA por outras proteinas, ricas em
arginina. Estas Ultimas se complexam mais intimamente e estavel
mente ao DNA do que as primeiras, alterando=-lhe a capacidade

de transcrigdo (Allfrey et al,, 1963), promovendo  modificacdo

- 0 o s . + . +
de uma serie de caracteristicas citoquimicas e citofisicas do

DNA(Lison,1955; Vidal e Mello,1976« manuscrito em preparacioc).
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J& em 1955, Lison havia reportado modificagdes na basofilia bem
como nos valores Feulgen~DNA durante a maturacdo do espermato-
zdide do rato, relacion%@o as primeiras com as alteracdes no
complexo DNA-proteina.

Brachet e colaboradores (1968) encontraram di-
ferengas em resisténcia & hidrdlise ao longo do desenvolvimento

embriondrio de Pleurodeles waltlii,através de métodes ecitoqui-

micos e também bioquimicos, e confirmaram os achados de Agrell

e Bergqvist (1962).
Sendo as proteinas complexadas ao DNA fator im-

portante na sua resposta 3 reacdo de Feulgen, & de se Supor gue
os métodos citoldgicos preparacicnais (fixacdo e hidrdlise )
possam afetar o grau de acessibilidade do DNA & hidrdlise, dis-
sociando-as em maior ou menor grau, removendo-as ou ndo, alte-
rando-lhes a conformagioc ° macromolecular e permitindo também
despolimerizagdo mais rdpida ou lenta do dcido apurinico. De
longa data se conhece que,em dependéncia da fixagdo a que os ni
cleos sdo submetidos, as intensidades mixima e pds-miaxima de co
loragdo pelo reativo de Schiff poderdo variar (Bauer, 1932;
Hillary, 1939; DiStephano, 1948; Swift, 19553 Deitch, 1966a;
B8hm, 1968; BBhm et al., 1968; Mittermayer et al,,1971; Mello e
Zanardi, 1976). Alguma variabilidade na forma das cupvas de
hidrdlise apds diferentes tipos de fixac3o foi também comprova=
da por Deitch e colaboradores (1968)., No geral os valores Feul-

gen-DNA miximos s3o mais elevados em nicleos fixados em formol

do que nos fixados em etanol-dcido acético (DiStephano, 1948

Swift, 1855; Deitch, 1966; Mello e Zanardi, 1976). A cromatina
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fixada em MFA apresenta, contudo, valores muito mais elevados
do que a fixada em formol (BBhm, 1968). Os achados do presente
trabalhe estdo,portanto, de acordo com esses dados.h tal come

portamento das cromatinas do Triatoma infestans em estudo,fren

te a esses fixadores, & sugestivo de maior grau de solubiliza
gdo do DNA, sobreponivel 3 depurinacio, em niicleos fixados em
etanol-icido acético. Este fendmeno seria facilitado pela dis-
sociagdo de alguns tipos de proteinas promovida pelo etanocl a-
cético e pela hidrdlise dcida(Comings e Avelino,1974).Conside-
rando-s¢ as propriedades do formol (Mellon, 1958; BShm et al.,
1868) ,pode-se concluir gque fixadores que o contenham, mantém o
complexo nucleoproteico mais estavel com relacdo i dissociacdo
de proteinas do DNA, durante um tempo de hidrdlise mais longo
do que o esperado em termos de fixag3o em etanol acético.No ca
so da fixagdo pelo MFA (metanol~-formol-dcido acético), tem si-
do ela particularmente aconselhada para material que serd sub-
metido a reacdo de Feulgen,pois nao favorece, no decorrer da
hidrdlise dcida, o aparecimento de erros de proporcionalidade
quant> aos valores Teulgen-DNA, em nicleos com graus diversos
de ploidia ou alguns diferentes complexos DNA-proteina ( BBhm
et al., 1968),

Admite-se, portanto, que o fateo da depurinacao

ser verificada primeiramente nas cromatinas do Triatoma infes-

tans fixadas em etanol-dcido acético, se deva 3 rapida disso-
clagdo de parte das proteinas associadas ao DNA,promovida numa
primeira etapa pelo fixador e a seguir pela hidrdlise acida.

A agao desta (Gltima provavelmente ficaria facilitada pela pro-
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pria atuagdc do fixador, Com isso o DNA seria mais  facilmente
exposto d agdo hidrolitica. Dos trds fixadores testados, o MFA
retardou mais o inicie da depurinacdo.

Quanto ds diferengas relacionadas ao fendmeno de
solubilizagdo do dcido apurinico, da porc3o descendente da cup-
va de hidrdlise, pode-se sugerir que proteinas dissociadas e/
ou removidas do DNA pelo fixador ou induzidas por este a assim
se comportarem ao longo da hidrdlise, possam influenciar tal fe
nomeno diferentemente, conforme se trate de heterocromatina oy
eucromatina. Com base nesse raciccinio, a remogao de proteinas
parece se verificar em maior escala nas eucromatinas ( e em Eg
com maior intensidade) ou por serem estes componentes de tipo
ou conformagdo difevente ou por estarem presentes em quantidades
diversas,

Considerando~se os relatos de Dick e Johns (1967,
1968) sobre a atuacdc do etanol-idcido acético nas desoxirribo-
nucleoproteinas, as proteinas removidas das eucromatinas e he-

terocromatinas do Triatoma infestans pelo fixador poderio in=

cluir histonas mais ricas em arginina (H3,HU4 e H2A). Conforme
el ) - * Ll 3 - Ll Lad ¥

as proprias reagoes cltoquimicag ¢ demonstraram, ndo ha davida

que ocorrem histonas nas hetero~ e eucromatinas em estudo (pea-

gdo positiva ao fast green alcalino)(Alfert e Geschwind, 1953 ;

Deitch, 1966b)., Em termos de valores fast green~ histonas em

unidades arbitrarias,ndo se observam mesmo diferencgas marcan-

tes entre amostras de populagdes Hy e H, ou E; e E_. Se a rea-

cdo ao fast green alcalino for precedida de desaminagio, tanto

as heterocromatinas como as eucromatinas ndo mais se coranm s &0
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contriaric do que se verifica nos nlcleos de espermatozdides de
gafanhoto, usados como controle. Isto indica que a razdo argi-
nina/lisina nas cromatinas somiticas em estudo nio & muito maior
do que 1(Bloch, 1966; Berlowitz et al., 1970), A sua riqueza em
lisina & demenstrada, por outro lado, pela resposta 4 reagao do
fast green-eosina (Bloch,1966), Ficou demonstrado também que as

histonas das cromatinas dos tubos de Malpighi do Triatoma infes-

tans, ndo extraidas pelo etanol-icido acético, podem ser total-

mente removidas com tempos curtos de hidrdlise dcida(reacdo ne-

gativa ac fast green alcalino a partir de 2h de tratamento pelo

e

HCL1 0,1N em Hy, H_, E, e B, Nao haveria, nesses termos, evi=-
déncia de uma resisténcia diferencial dessas proteinas & hidrd-
lise longa nem prova de que estas protelnas tivessem papel dire
to no diferente padrdo da porcio descendente das curvas de hi-
drélise de TFeulgen. Se a remocio das protefnas histdnicas pelo
fixador mais hidrélise dcida se reflete nos tipos de curva  de
hidrdlise obtidos, imagina-se que o seja na inducgdo de uma depu
rinagdo precoce do DNA, se comparada com a verificada nos prepa
rados fixados em formol cu MFA, A este fendmeno possivelmente
se soma também solubilizagio parcial do &cido apurinico. Se e-

xistem diferencas em histonas nas cromatinas do Triatoma infeg-

tans cu se ainda permanece algum conteldo de histonas nio cora-
das pelo fast green por ni3o terem sido descomplexadas do DNA
pelc TCA (Garcia, 1969b; Sonnenbichler e Hobis, 1970), estas

nao puderam ser detectadas com & metodologia empregada,

-~ " ¥
Nao deve ser esquecido, contudo, que as histonas

- [ - . - - 0
Nao §ao as unicas protelnas presentes nos nlcleos e, em parti=-
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cular, nas cromatinas, Nestas ocorrem também proteinas nio his-
tOnicas, que incluem as proteinas acidicas,e cuja proporcic va-
ria de conformidade com ¢ material estudado (DuPraw, 1989).

Com o fito de se detectar se aco longo do proces-
so hidrolitico havia remogio de proteinas nZo histBnicas em ma-
terial fixado em etancl acético, efetuou-se reagdo para histo-
nas e proteinas totais em material hidrolisado de modo semelhan
te ao utilizado para reag@o de Feulgen. Visou-se, com isso, me-
lhor interpretar os resultados referentes a porgdo descendente
das curvas de hidrdlise,Tanto a reacao para proteinas totais co
mo para histonas envolveu o emprego de um mesmo  corante ( fast
green FCF), um mesmo grupo cromofdrico do corante e as medidas
de extingao foram todas efetuadas num mesmo comprimento de onda
de 570nm. Variou~se apenas o pH da sclugdo corante, obtendo-sc
com isso a especificidade adequada e desejada para proteinas to
tais (Alvarez e Cowden, 1966; revisdes em Singer, 19603 Pearse,
19615 e Deitch,1966b). O método do fast green alcalino tira van
tagem do p.I. alto das histonas e de sua habilidade presultante
em se ligar a corantes anilnicos em intervalos de pH em que a
maioria das outras proteinas falham em se corar (Alfert e Gesch
wind, 1953). HA rarcs relatos de pequenas sub~estimativas do
conteldo de histonas pelo método do fast green alcalino em de-
pendéncia do estado funcional nuclear, principalmente relacio-
nado a envelhecimento de linfGcitos e maturacic de  leucScitos

(Garcia, 1969a; Noeske, 1971). N3o obstante, este método tem si

do de grande aceitagdo para deteccdes qualitativas e quantitati
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vas de proteinas bdsicas.

As curvas espectrais para ambas reagOes com fast
green, quando passiveis de determinacdo no intervalo de compris
mentos de onda utilizados, apresentaram um pico localizado em
um mesmo comprimento de onda (640nm) e um perfil muito semelhan
te, com largas regides de paralelismo., Desde que, a partir de
2h de tratamento pelo HC1l 0,I1N n3o mais se coram histonas pelo
fast green, a coloragdo remanescente, apds esse tempo, se deve
as proteinas ndo histOnicas (fast green a pH 2,7). Nesse senti-
do ¢ método & valido para indiretamente se proceder a uma esti-
mativa relativa das proteinas nic histdnicas presentes nas he-

tero- e eucromatinas do Triatoma infestans apds tempos longos

de hidrdlise.
Anteriormente & hidrdlise com HC1 (t ), os valo-
res referentes d4s histonas n3o removidas pelo etanol  acético

sdo 26,2% dos valores refeventes 3s proteinas totais em H e

1
15% em El' Do fato de nao terem sido extrafdas pelo fixador,
estas histonas podem ser consideradas mais ricas em lisina do
gue em arginina (Dick e Johns, 1968; Comings e Avelinoc,197u4),
H&, assim, forte sugest3o de que protefnas nio
histonicas, ndo removidas pela fixacio, estejam ocorrendo em
maior porcentagem em E1 do gque em Hl' Era mesmo de se esperar

* - Ld . Lo . -
que mais proteinas nao histonicas fizessem-se presentes nas ey-

cromatinas do Triatoma infestans, levando-se em conta o5 rela -

tos j& existentes para outras eucromatinas ou cromatinas geneti
camente ativas, comparadas a cromatinas condensadas, heterocro-
maticas ou definidas simplesmente em termos de inatividade geni

ca (Alfert, 1958; Burdick e Himes, 1989; Dolbeare e Koenig,
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1968 3 Frenster , 19655 Himes et al., 1968; Kaye e McMag-
ter-Kaye, 1966 ; Kleinsmith et al,, 1966 ; Zirkin, 1970
e 19873).

0 fato de proteinas n3o histOnicas permanecerem,
pelo menos em parte, resistentes a 31h de tratamento pelo HC1
0,1N estd de acordo com alguns relatos, e dentre estes, o de
Sandritter e colaboradores (1965). Estes pesquisadores observa-~
ram que uma pequena porcentagem de proteinas ndo histdnicas per
manece ndo removivel dos nilicleos de linfdcitos, mesmo apds 27 h
de hidrGlise com HCl 0,1N a pH 1,2 (fast green a pH 2,1), en=
quanto apds 8h do mesmo tratamento ndo mais se detecta a presen
ga de histonas (fast green a pH 8,1).

As proteinas ndo removidas pela hidrdlise  com
HC1l foram, no passade, denominadas cromossominas (Stedman e
Stedman, 1843 e 1947) ou residuais (Mirsky e Ris, 1947 e 1951).
0 fato de serem nao histdnicas foi primeiramente reportado por
Mirsky e Pollister (1918),

Nao obstante o HCl em concentrac¢des de 0,1M @
0,25M ser usado em procedimentos de extracido de histonas (Phil-
lips, 19623 Dounce e Hilgartner,1964), hi relato de que algumas
proteinas basicas poderiam vir a se comportar também como "pro-
teinas residuais" e ndo serem extraidas(ﬁarbers,1969;Sonnenbic§
ler e Nobis, 19703 Mello et al,, 1976). Segundo Scnnenbichler
e Nobis (1970), na cromatina do timo de vitelo, proporcoes vaw

ridveis de histonas tratadas por uma hidrdlise suave com HC1

tornam-se insollveis, permanecendo ligadas ao DMNA, Também , em

nicleos interfasicos ou cromossomos mitéticos de Allium cepa
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10 a 15% das proteinas bdsicas ndo sdo extraidas mesmo apds Uh
de hidrdlise com HC1 UN a 269C (comprovagio citoquimica apos
reagdo com fast green alcalinoc (Melle et al., 1976)).No presen-
te trabalho, porém, dada a reac@io negativa ac fast green alcali
no a partir de 2h de hidrdlise, pode~se admitir que as protel-
nas histdnicas, reativas ao fast green alcalino, tenham sido to
talmente removidas 3j& nos primeiros momentos de hidrdlise e que
as proteinas ndo histdnicas, cordveis a pH 2,7, tenham permane-
cido ndo extraiveis apds longos tempos desse tratamento e sejam
verdadeiras "proteinas residuais". Conforme j& mencionado, se
algum contelido de proteinas histdnicas ndo se dissociou do dci-
do apurinico (se este nio foi vemovido pelo TCA) e nioc se corou
com o fast green, ndc pdde ter sua participacao avaliada nos fe
nOmenos estudados.

Com base nos dados da Tabela XII hd indicacdo de
remogdo de parte das proteinas nd3o histdnicas ao longo da hidrd
lise decida. Embora muitos -considerem que o tratamento pelc HC1
0,1M remova seletivamente histonas, existem relatos de solubili
dade de algumas proteinas n3c histénicas nesse aecido {(Sadgopal
e Bonner,1970a,b). Os padrdes de diminuigdo dos valores, em uni
dades arbitrdrias, supostos como devidos & remogio das protel -
nas ndo histdnicas, ao longo da hidrdlise, mostram algumas va-
riagdes, conforme se trate de hetero- e eucromatina. Sendo estas
proteinas passiveis de extragdo, removidas com diferente velow

cidade e intensidade, haveria um favorecimento quanto a se

verificarem diferentes exposicBes do Acido nucleico & agido des-

polimerizante ¢ solubilizante do HCl. Muito embora os valores
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fast green-proteinas totais em t_ se refiram também s proteiw
nas basicas, fazendo-se os devidos descontos relativos 3 parti-
cipagac destas (ltimas nos resultades totais e anlisando-se os
valores obtidos apés 3lh de hidrdlise, nota-se maior remogio de
proteinas nio histdnicas em £, do que em Hy, ao longo da hidré-
lise. Essa suscetibilidade de proteinas ndo hist8nicas serem
parcialmente removidas pelo HCl e, desse modo, como congequen=
cia, surgirem diferencas em solubilidade do &cido apurinico,po-
deria ser promovida pela fixagdo em etanol acético. Deve-se rew
cordar que ndo se verificam diferencas sensiveis nas porgoes
descendentes das curvas de hidrdlise das heterocromatinas e eu-
cromatinas fixadas em formol ou MFA e submetidas 3 reacdo de
Feulgen, Nesse sentido também, demonstrou-se recentemente Que
parte das proteinas ndo histdnicas pode ser removida pela fixa-
gdo em etanol-decido acético 3:1 (Comings e Avelino, 1974; Sivak
e Wolman, 1974).

Quanto as diferengas da porcdo descendente das
curvas de hidrdlise, principalmente entre E, e E_, fixadas enm
etanol=dcido acético, estas talvez possam ser devidas mais &
porcentagem de proteinas ni3o histdnicas removidas ou remanescen
tes nas mesmas, do que a variagdes em tipos ou conformagdes mo=-
leculares dessas proteinas e/ou maior presenga de DNA complexa=-
do a RNA em ES. Falam em favor destas duas Oltimas hiplteses os
seguintes fatos: com referéncia aocs dados da Tabela XII, parece
exlstir maior conteldo de proteinas totais em H,  se comparado a
Hys porém E, e E_ ndo diferem. Apds 31h de hidrdlise pelo HC1,

continuam a ser verificadas as mesmas relagdes entre H mHS e E =

1 1
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»ES.?OP outro lado, os valores fast preen-histonas s3o muito s5e
melhantes, quando se compara Ei % Es e Hl X Hs sem tratamento
hidrolitico pelo HCl. O fato dos valores referentes s proteinas
ndao histonicas de By e B néo diferirem e os de Hy e H  diferi-
rem em certa proporgao, apGs 31lh de hidrdlise,ndo significa, po
rém, que mesmos tipos de proteinas acidicas tenham ficado pre -
sentes ou tenham sido removidos apds fixag3c + hidrdlise, nas
cromatinas em estudo. Estas proteinas poderiam mesmo estar di-
ferentemente complexadas ao dcido apurinico, dando-lhe diferen-
te capacidade de resisténcia 4 solubilizacdo,

Embora tenha sido demonstrada uma cinética de
hidrélise diferencial, comparando-se as heterocromatinas com as
eucromatinas das células epiteliais dos tubos de Malpighi do

Triatoma infestans fixados em etanol acético, ¢ Kiefer e colabo

radores (1972) n3o hajam encontrado diferengas nas curvas de hi
drdlise e Indices a elas relacionados, nas hetero- e eucromati-

nas do Microtus agrestis, tais resultados n3o s3c conflitantes.

Kiefer e colaboradores (1972) efetuaram fixac3o do material em

MFA e as cromatinas do Triatoma infestans semelhantemente Ffixaw

das também ndo apresentaram diferengas. Kiefer e colaboradores
(1972) propdem o cdleculo, a partir de valores Feulgen-DNA, de
indices heterocromatina/(eucromatina + heterocromatina) para os
diferentes tempos de hidrdlise. 0 fato da variacldo desses in-

dices ser muitc baixa, no Microtus agrestis, levou estes auto-

res a considerdar que ndo haverianm diferencas quanto 4 cinética

2 Ld @ * +
de hidrolise nas cromatinas por eles analisadas. No cego do

Triatoma infestans, as curvas de hidrdlise percentuais de cro-
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matinas fixadas em formol ou MFA tendem a mostrar pequenas di-
ferencas de perfil em fungdo do Gltimo tempo de hidrdlise no
gqual os valores Feulgen-DNA foram pesquisados. Lssas diferencgas
s8o também deduzidas a partir dos dados de Kiefer e colaborado-
res (1972)(hidrdlise longa), porém, tanto n#aaso por eles estu-
dado, como no do presente trabalho, passam a ser negligenci§ -

veis quando se calculam as razdes heterocromatina/(eucromatina+

heterocromatina)x100. No Triatoma infestans, a variag@o nos va-

lores dessas razdes, calculados a partir das curvas de hidrd -

lise ajustadas, & minima, quando se trata da fixacdo pelo for =
mol ou MFA. No caso da fixacdo pelo etanol-dcido acético,hd uma
variagdo considerdvel desses valores, nio 88 para Hy/(E;+H)) e
H$/(Es + HS), mas também para El/(Es + El), sugerindo diferente
comportamento frente 3 hidrdlise ndo apenas para as heterocroma
tinas comparadas &s vespectivas eucromatinas, porém também
para as eucromatinas dos dois tipos celulares comparados entre
si. Quanto & razao Hy/(H, + H,), mesmo calculada em material fi
xado em etanol acético, sua variagioc é também minima, muito em-
bora as curvas de hidrdlise percentuais sugiram alguma diferen-
ca em sua porgdo descendente, principalmente considerando-se os
valores Feulgen-DNA correspondentes aos tempos de hidrdlise ao
redor de 24-31h.

0 diferente comportamento das cromatinas frente
% hidrdlise dcida, quando se varia a fixacd3o, € deduzido mesmo

a partir das curvas nao ajustadas matematicamente e dos histo =

gramas de frequéncia dos valores Feulgen-DNA.Nota-se,inclusive,

que as curvas ndo ajustadas, de material fixado em etanol aceti
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co, sdo as Unicas a apresentarem dois picos, lembrando muito o
comportamentc das cromatinas estudadas por Agrell e Bergqvist
(1962) e suposto, por esses autores, como sendo devido a dife-
rentes labilidades do DNA & hidrolise acida, em fungao da com-
plexacdo do dcido nucleico com&roteinas. Se se admitir a vali-
dade dessas curvas nioc ajustadas, & para se supor a existéncia
de mais de um grau de labilidade do DNA 3 hidrdlise, quando cer
tas proteinas a ele complexadas si3o removidas, tanto para as he
terocromatinas como para as eucromatinas., ( Isto estaria de
certa forma em acordo com as proposigoes de Rasch e Rasch(1973),
inferidas através de cstudos matemidticos, de que pelo menos 2
fracdes diferentes de complexos DNA-proteina, com diferentes
tempos de degradagdo pela hidrdlise acida, poderiam ocorrer nu
ma cromatina.)Além disso, csses padrdes de labilidade diferiri=-
am, quandc se comparasse heterocromatina vs. eucromatina.Deve-se
também mencionar que curvas de hidrdlise nZo ajustadas, das mes-

mas cromatinas do Triatoma infestans , fixadas em formol, porém

hidrolisadas em HCl 4N Z temperatura ambiente (25-269C) passam
a apresentar também dois picos (Mello, 1975- dados ndo publica=-
dos).Neste caso, com a acac de uma hidrdlise mais dristica, pa-
rece ter-se podido evidenciar,mesmo num material fixado em for-
mol, a existéneia de diferentes complexos DNP (desoxirribonucleo
proteicos), com diferente resisténcia a hidrdlise, nas hetero =
e eucromatinas.

Numa curva de hidrdlise ajustada 3 funcdo de
Bateman encontra-se apenas um pico(B8hm e Seibert,1966), razio

pela gual as curvas nac ajustadas, com dois picos, passario a
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ter um perfil alterado, com apenas um ponto maximo, apds o ajus
te,Com esse ajuste, inclusive, hd alteragio em alguns casos,
quanto ao valor dos tempos de hidrdlise correspondentes aos‘da—
dos Feulgen-DNA miximos. Porém esse ajuste, embora trabalhoso,é
considerado Qtil e necessdrio para efeitc de comparacioc  entre
curvas de hidrdlise atipicas (BBhm e Seibert, 1966; Rasch e
Rasch, 1873). £ principalmente vdlido quando s3o estudados si-
multaneamente nlcleos com diversos graus de ploidia submetides
d reagdo de Feulgen, como & o presente caso. N3o se tem observa
do diferengas no perfil de curvas de hidrdlise percentuais eg=
timadas, em separado, para niiclecs com graus diversos de ploi -
dia(BBhm e Sandritter,1966; Rasch e Rasch, 1873; Vahs,1973), ocu
seja, elas espelham uma mesma cinética. Contudo, considerados
em conjunto, nlcleos com dois ou mais graus de ploidia dife-
rentes poderdo fornecer valores Feulgen-DNA com larga dispersao
e intervalo de confianca e desvio padrdo da média elevados, pa-
ra cada tempo de hidrdlise, No presente trabalho supbe-se que
o perfil das curvas de hidrdlise ajustadas 3 fungdo do tipo da
de Bateman, seja o que mails se adapta aos dados obtidos e ao ti
po de reagdo citogquimica envolvida (BBhm e Seibert, 1966:; Rasch
e Rasch, 1973; Ballester, 1974- informaciao pessoal).

No caso dos tubos de Malpighi do 59 instar nin-

fal do Triatoma infestans, 50% dos nlcleos com um (nico ocremoe

centro apresentam grau de ploidia igual a 32n e 50% igual a
64n(os graus de ploidia s3o aqui definidos em termos de valores
Feulgen-DNA comparados aos do 19 instar e 3s células germinati

vas masculinas (Mello, 1975 e 1976), 0s nlcleos com varios cro



~140-

mocentros, por outro lado, sac em sua maioria 6un {portanto a-
cima de 50% do total); sdao encontrados também nicleos 32n e,as
vezes, em ninfas recém-mudadas para o 59 instar, nicleos 16n
(no madximo 25%)(Mellec, 1975 e 1976)., Como no presente trabalho
foram utilizadas ninfas com aproximadamente mesma idade ( 15
dias apds a Gltima muda), alimentadas em mesmos intervalos re-
gulares de tempo, admite~se nao terem sido incluidos nicleos

16n nas amostras analisadas. A prdpria observacido dos histogra
mas de frequéncia dos valores Feulgen-DNA ndo indica a ocorrén
cia de dispersdes corrvespondentes a nlcleos com trés graus de
ploidia dissimiles.Se muito maior frequéncia de nicleos §4n es
tivesse incluida nas amostras de células distais do que nas de
proximais, consequentemente os valores Feulgen-DNA seriam mais

elevados para ES e H se comparados a El e H,. Contudo,tal nio

8°? 1

se observou nos histogramas de frequéncia dos valores Feulgen-
DNA, Portanto, imagina-se que as porcentagens de nlcleos 32n e
64n nas amostras de nilicleos com varios cromocentros estejam
proximas daquelas dos niicleos com um 86 cromocentro. Essa homo
geneidade em graus de ploidia para os dois tipos celulares &
particularmente adequada no sentido de ndoc se introduzir um pa
rametro cuja extensdo em participacio nas curvas de hidrdlise
talvez nao pudesse ser quantificada, quando se pretendesse con
frentar Hl X Hs e El X ES.

0 fato de serem detectadas diferentes curvas de

hidrdlise para as hetero~ e eucromatinas do Triatoma infestans,

embora em condigbes especiais de fixacdo, sugere certa semelhan

ga dos presentes achados com os de Mittermayer e colaboradores
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(1971), muito embora estes autores tenham definido as "hetero -
cromatinas" e "eucromatinas" de seu trabalho apenas em  termos
morfologicos de condensagdo.. Esses autores admitem ainda que ,
por simples compactacao, induzida artificialmente in vitro, uma
cromatina ndo condensada poderia passar a exibir o padrio de

hidrdlise de uma cromatina condensada. Isto poderia ser promovi
do também por mera alterac3o de tonicidade (Garcia,1969b; Sulli
van e Garcia, 1870),a qual ndoc deixa de modificar a relagdo de

complexagdo DNA-proteinas. No caso do Triatoma infestans,porém,

ndo se deve esquecer que as heterocromatinas nio s3o definidas
unicamente em termos de cromatina condensada, mas também em ter
mos de auséncia de transcricdo, replicagdo tardia do DNA(Mello,
1969, 1971,1975), riqueza em DNA repetitivo (conforme seri dis-
cutido mais para a frente) e em bases AT do seu DNA ( Mello e
Vidal, 1976~ trabalho em andamento).E realmente existem  dife-
rengas em proteinas (tipos e/ou grau de complexagdc com DNA ou
DNP e/ou conformagdo molecular) quando se comparam as hetero
cromatinas com as eucromatinas e as prdprias eucromatinas en-
tre si, conforme ficou demonstrado no presente trabalho. No ca-

so do Triatoma infestans, portanto, a remog3o ou disgsociacdo

dessas proteinas & que tornaria possivel o diferente comporta -
mento das cromatinas frente a reagao de Feulgen, encontrado em
condigoes especiais de fixac3o e hidrdlise.

Os resultados referentes & cinética de hidrélise
podem ser considerados validos, em termos de cuidados operacio=-
nais e técnicos de levantamento de dados citofotométricos e

cariométricos, dentro dos limites de probabilidade de erros pres
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supostos para cada metodologia. Os valores Feulgen-DNA de Hl +
E, e H  + E_ obtidos através de uma "varredura manual" mostram-
se mesmo altamente correlacicnados com os obtidos para nlcleos
totais pelo método de duplo comprimento de onda.

Também no presente trabalho foram analisadas as
curvas de absor¢do de Feulgen nas diversas cromatinas e nas vae
rias condi¢gbes experimentais, visando-se detectar diferencas
que pudessem ser correlacionadas aos achados de cinética de hi-
drdlise,

Estudos das curvas de absorgdo de Feulgen in vi-
tro e in situ tém salientado para ambas dois miximos distintos,
um na regido de A =575nm (in vitro) ou 585nm (in situ) e outro
em 550nm(Moses, 1951). Tem sido também observado que as extin-
gOes correspondentes acs dois mdximos variam independentemente
uma da outra, em fungdo da presenca de proteina, tempo de i
drolise e pH da solucdo hidrolitica (Moses, 1951).

Para Kasten (1956, 1957, 1958 e 1960), que estu
dou curvas espectrais de Feulgen em diversos tipos celulares de
diferentes tecidos, Srgdos e espécies in situ, elas apresenta =~
riam um madximo ao redor de A = 570~585nm (mais frequentemente
570nm) e um ombro secundarioc em A=530-550nm. As variacoes,quan-
do detectadas, seriam observadas somente na regido do ombro,co-
mo resposta a diferentes fixacles e tempos de hidrdlise. Isto
estaria de acordo com achados anteriores de Swift (1953 e 1955),
¢ qual verificou que d medida que o tempo de hidrdlise aumenta,
a curva de absorgdo,que inicialmente apresentava um Gnico pico
ao redor de 570-575nm, desenvolve um ombro em 530~550nm,até que,

em tempos mais prolongados de hidrdlise, este segundo miximo de
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absorgdo se torna um pico t3o pronunciado quanto o observado em
x= 570nm.Diferengas semelhantes nas curvas de absorcgdo de Feul-
gen em fungao do tempo de hidrdlise foram também constatadas
por Ornstein (19568) e Mello e Zanardi (1978).

Segundo Alfert (1955), as curvas de absorcio de
niicleos submetidos & reacdo de Feulgen diferem se eles sdo fixa
dos em Carnoy (miximo em 560nm) ou formol (mdximo em 570nm).Kas
ten (1956), contudo, n3o confirma tais achados, relatande para
niicleos de hepatScitos em ambas condigdes de fixacdo,picos em
580nm e leves variagoes em relacdo ao pico secundario.

Segundo Sibatani (1950, 1953), em solucio, o ma~
ximo da curva espectral de Feulgen migra de A=546nm para 575w
580nm, quando se adiciona um excesso de histona ao DNA. Segundo
Hardonk e van Duiin (1964a) a adicdo de albumina de soro bovi-
no ao DNA também deslocaria o miaximo de absorcdoc para  comppri-
mentos de onda mais longos, In situ, porém, nio foram constata-
das alteragdes nas curvas de absorgido, apds tratamento dos nii-
cleocs com pepsina ou HZSOM’ o que deveria promover a digestao
das proteinas nucleares e remocdo de histonas, respectivamente
(Kasten, 1956). Deitech (1966a) critica o planejamento destes ﬁi
timos experimentos, alegando que o efeito da presenca de protei
nas sobre as curvas de absorgdc de Feulgen talvez se manifestas
se apenas se tails componentes houvessem sido removidos de ni-
cleos ndo fixados, o que ndc foi realizado.

Em linhas gerais ha, portanto, concordincia en=-

tre os autores de que o prolongamento do processo hidrolitico
dcido resulta num maior pronunciamento do ombro da curva espec-

tral de Feulgen (Swift, 1853,1955; Ornstein, 1956, Kasten ,
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1956, 1960; Mello e Zanardi, 1976). Por outro lado, € ainda muil
to discutido o papel que a presenga de proteinas nucleares pode
ria desempenhar na producao de diferentes perfis das curvas de
absorcao { Sibatani, 1950 e 1953 ; Moses, 19515 Swift, 1853 e
1955; Hardonk e van Duijn, 1964a,by Deitch, 1966a),

No presente trabalho, como regra, as curvas de
absorcidc apresentaram um pico na regido de 565-575nm e um ombro
em 520-530nm, a semelhanca do que se tem relatado para outros

materiais. Observou-se também gue o ombro se tornava mais pro -

nunciadc & medida em que se prolongava a hidrdlise. Este fenémg
no foi, contudo, nuitc mais evidente nas heteroccromatinasg do
que nas eucromatinas. Ac mesmo tempo observou-se que o pico da
curva espectral das heterocromatinas se localizava em comprimen
tos de onda mais longos do que o das eucromatinas., Esta verifi-
caclo foi também mais notdria em tempos mais longos de hidrdli-

se. Nio se constataram diferencas entre H, e HS ou B, e B .

1 1 S
Mesmo em material diferentemente fixado foi en =
contrade o mesmo comportamento acima relatado. Houve apenas vaw
riagdoc em termos dos tempos de hidrdlise para os quais se conge-
tatam alteragdes nos picos e ombros das curvas, Esta variacdo &
para ser esperada, se for considerada a influéncia da fixacdo
na cinética de hidrdlise, 33 discutida.
“Quanto ds alteracdes no perfil da curva de absor
L -~ . 4 el . - L. o~
gao, a medida que avanga a hidrolise, € possivel que a remogao
- » wt End r .
diferencial de protelnas nucleares pela agao do fixador mais
hidrSlise exerca algum papel na produgdc desses padrfes dissimi

les. Isto, partindo-se da idéia 34 discutida de que a remocio
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de proteinas facilitaria em maior ou menor grau a agdo hidroli-
tica do HCl sobre o DNA.

Com relacdo ao pronunciamento do ombro da curva
de absorcgdc espectral com o avango da hidrdlise, Deitch (1966a)
sugere uma possivel interpretacdo, Segundo ela, os dois pontos
maximos da curva de absorcdoc de Feulgen correspaonderiam a ocor-
réncia de moléculas do reativo de Schiff substituildas com um ou
dois grupos aldeidos. O pico principal estaria relacionado com
as moléculas mono-substituidas e o ombro com as di-substituidas
Com o avango da hidrdlise, o nlmero de moléculas di-substitul
das se tornaria maior & medida que purinas vicinais fossem
eliminadas do DNA e as moléculas do reativo de Schiff se tor-
nassem ligadas a dois aldeidos adjacentes, Consequentemente, ©
ombro da curva egpectral se tornaria mais evidente.

Lsta hipétese parece plausivel, no caso em astu-
do, principalmente se for considerado que © malor pronunciamen-
to do ombro da curva, para tempos longos de hidrdlise, se veri-
fica nas heterocromatinas, as guais, em termos da intensa fluo=-
rescéncia apds tratamente por quinacrina (Mello e Vidal, 19876 -
trabalho em andamento) e da resposta ac método de denatuvagdo -
renaturacio de Arrighi e Hsu, parecem conter um DNA repetitivo
rico em bases AT

Quanto d localizacio do pice de absorgio das eu~
cromatinas em comprimentos de onda mais curtos do que nas hete-
rocromatinas, pelo menos no caso de fixagdc em etanol acético,
pode ser que a presenca de proteinas ndo histonicas, removidas

diferentemente pela fixacio mais hidrdlise, tenha alguma influ
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¢neia sobre tal fendmeno. Isto, se forem lembrados 08 achados
de Sibatani (1950 e 1953) e Haprdonk e van Duijn (1964a) sobre o
papel da adicdo de proteina (histona e albumina, respectivamenw
te) no deslocamento do méximo de absorcio da curva espectral de
Feulgen.

Passando-se agora a consideracfo dos achados de
basofilia ¢ anisotropia nucleares, deve-se de inicio definir a
especificidade das reagdes utilizadas com o fito de se empreen=-
der tais observacdes,

Os fendmenos de basofilia e metacromasia obtidos
quando da coloragao por solugles de azul de toluidina tém sido
utilizados para demonstragdo citoquimica qualitativa de glico-
saminoglicanas Zcidas, proteinas e Acidos nucleicos (Lison e
Mutsaars, 1950; Lison, 1960). A basofilia & devida 3 ligacdo e=
letrostdtica de moléculas de um corante catidnico a molculas
anionicas de um substrato. A basofilia & definida como metacro=-
matica para o caso do azul de toluidina, quando hd deslocamento
do pico principal da curva de absorgio espectral, corresponden-
te ao cromdforo, para um comprimentc de onda mais cupto (hipso-
cromismo) ¢ simultaneamente um hipocromismo do pico anterior, E
& verificada nas seguintes condic3es:interacio com substratos
que aprescntem sitios anidnicos disponiveis, aumento de concen-
tragdo do corante, "salting out" e decréscimo de temperatura(li
50n,1933,1935;;Bergeron e Singer,1958;Toepfer,1970),Para o caso

do azul de toluidina,hd metacromasia quando o pico principal da

curva de absorgio desloca-se de 630nm para comprimentos de onda

mais curtos(ao redor de 54bnm,metacromasia yiac redor de 590nm,
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metacromasia B), com uma diminuicdo simultanea dos valores de
extingao em 630nm (Bergeron ¢ Singer, 1958; Toepfer, 1870),

A basofilia nuclear detectada com solugbes de a
zul de toluidina a pH 4,0 e 3,4 admite=-se que seja devida a
presenca de Acidos nucleicos{(Lison ¢ Mutsaars,19503;Lison,1960),
As moléculas deste corante tiazinico se ligam eletrostaticamen
te aos grupos 903“ livres do DNA ou RNA,nZo ligados,portanto ,
a proteina (Lison e Mutsaars,1950; Lison,.1355e 19603 Davison

e Butler, 1956)., Tem-se também aventado a possibilidade de que

as moléculas de corantes tiazinicos, como as do azul de tolui-
dina e do azul de metileno possam adicionalmente se intercalar
entre as bases do DNA,em solugdao{(Miura e Ohba,l967;Pal e Ghosh,
1973),3 semelhanca do que se acredita acontecer com as acridiw
nas (Lehrman, 1961,1963 e 1964;Armstrong et al.,1970)., A  rpesg-
ponsabilidade dos grupos POSm nos achados de basofilia metacro
midtica do DNA in situ pode ser, porém, demonstrada, por exem=
plo, efetuando-se comparacac do resultado das seguintes rvea =
goes: l.tratamenteo do material por uma solucio de azul de to-
luidina a pH 3,4 adicionada de Ions Ba++;2.tratamento por  uma
gsolugdo de azul de toluidina a pH 3,4, adicionada de Tons UOZ+.
A basofilia metacromitica devida a radicais POg & anulada quan
do se utiliza a solugdo de azul de toluidina adicionada de
§O§+go que ndo acontece quando se emprega a solugdo com fons
Ba+t isto desde que a miliequivaléncia de ambos os Yons seja

baixa(Lison,1960).0s cations UO§+ se ligam aos grupamentos ?Og

do DNA,bloqueando-os e impedindo a ligacdo eletrostatica de mo

18culas de azul de toluidina nesses sitios do substrato.0 mesmo
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nao se verifica com os ons Ba++,utilizados em mesma equivalen-
cle que os U02++, pois a competigdo dos dois tipos de cations
com as moléculas do corante catidnico nioc se efetua com a mes-
ma intensidade.

Uma evidéncia pratica, mostrando o papel dos gru
pos P03m do DNA nos achados de basofilia, foi a descoberta de
que um bloqueio maior desses grupamentos por proteinas ricas em

arginina, que substituem as histonas somiaticas, durante a esper

matogeénese do rato e do gafanhoto Staurorhectus longicornis,al-

tera sensivelmente os padroes de basofilia nuclear, apds colo =
ragdo com o corante tiazinico, ao mesmo tempo, porém, que o con
teddo de DNA permanece constante (Lison,1965; Mello e Vidal
1975). Nas abelhas, os espermatozdides apresentam uma proteina
nuclear rica em lisina (Bloch,1962), a semelhanga das protei-
nas somiticas, complexada ao DNA, fazendo com gue muitos fosfa-
tog livres do DNA permanecam disponiveis 3 ligagdo com o azul
de toluildina; por conseguinte, os padrdes de basofilia nuclear
n%o se apresentam alterados nestes espermatozdides (Mello e Viw
dal, 1973).

0 fendmeno de metacromasia, no casc da coloragdo
pelo azul de teluidina, acha-se intimamente ligado ao empilha-
mento e moléculas do corante e proximidade entre elas (Davison
e Butler, 19563 Bergeron e Singer, 1958; Toepfer, 1970). Quanto
mais proéximas entre si as moléculas do corante, formande dime-

ros, trimeros, polimeros, maior sera a interagdo de seus elé-
trons 7, refletindo-se sobre a localizacio do pico de absorcao

da curva espectral. Assim, 3 maior proximidade entre si das mo-
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léculas de azul de toluidina, e a seu empilhamento mais perfei-
to, correspondera um deslocamento do miximo de absorgio para com
primentos de onda mais curtos (efeito hipsocromico), Se as molé
culas se tornarem muito distantes umas das outras, o miximo de
absorgdo sc deslocard para comprimentos de onda longos { efeito
batocromico) (revisdes em Bergeron e Singer,1958; Toepfer,1970).0
achado, portanto, de curvas de absorcio espectral de basofilia
nuclear, com méximos localizados a0 redor de 550-570nm & suges=-
tivo de uma proximidade mais Intima, no substrato, de sitics de
ligagdo disponiveis para o corante. Tratando-se de um substrato
como o DNA, isto indicaria que muitos de seus POgm, ndo comple=-
xados com histonas ou outras proteinas, estariam em sequencia,
proximos uns dos outros (Davison e Butler, 1956). Se existe in~-
tercalagdo de algumas moléculas de azul de toluidina no interior
da hélice do DNA, entre os pares de bases, os padroes de basofi
lia "in situ" ndo o demonstram, pois os achados n3o se afastam
do esperado em termos de estagueamento de moldculas de corante
ligadas aos grupos POa- do DNA (Mello e Vidal, 1976),.Talvez nes-
sas condigbes, a intercalagdo seja em grande parte prejudicada
por fatores tais como impedimentos conformacicnais promovidos
por proteinas, conforme ja proposto por Miura e Ohba (1967).Deve
~se também salientar que, se houvesse intercalacdc de molécuw
las de azul de toluidina no interior da dupla hélice do DNA, o
pico caracteristico da curva de absorgdo se localizaria em A =

64énm (Miura e Ohba, 1967). Por outro lado, quando uma curva de

absorgdo de basofilia nuclear salienta um maximo em 630nm, como

€ o caso da cromatina de cspermatides em estado avangado de ma-
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turagdo e espermatozdides do gafanhoto Staurorhectus longicop=-

(dados n.p.)
nis (Mello e Vidal, 1975) e do tourc (Mello, 1975),psendo  que
em fases iniciais da espermatogénese os picos de absorgdo para
as cromatinas indicavam uma metacromasia vy, deduz-se que OS5 fos
fatos do DNA disponiveis ao corante se tornaranm POUCO NnuUmMerosos
e afastados entre si. Isto tudo como fungifo da relatada subsg=-
tituigdo em proteinas basicas complexadas ao DNA nesses materi
ais (Bloch,1966; Gledhill et al., 1966; Gledhill, 1970).

Na an@lise de um padrdo de basofilia leva-se em
conta, portanto, o perfil da curva de absorgdo espectral, o com
primento de onda de seu pico e a ocorréncia de ombros, mais do
que os prdprios valores de extinglo isoladamente, os quais, em
fungdo da espessura do material algumas vezes nac sdo compapra=-
veis. Também para se definir um padrdo de basofilia costuma-se
proceder ao cdlculo de um Indice metacromdtico, que € a  razio
de extingbes estimadas em dois comprimentos de onda : 530 e 630
nm ou 555 ¢ 625nm (Wiame, 1947; Toepfer, 1970; Mello et al.,
1978). O significado do Indice metacromdfico &, portanto, defi-
nido em termos do préprio fendmenc de metacromasia.

Se as moléculas de azul de toluidina, planares
em estrutura, se dispuserem de modo orientade (efcito estatistg
co total), devido 3 disposicdc ordenada do substrato a que se
ligam, serdc observados, em luz polarizada, fendmenos Gpticos
conhecidos como anisotropias (birrefringdneia e dicroismo), no
caso, extrinsecas, Os principios fisicos fundamentazis da microg
copia de polarizagdo e sua aplicagio a material bioldgico a=

cham-se amplamente relatados na literatura especializada(Schmidt,
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1938, 1958; Bartels, 1966; Bennett,1967; Scheuner e Hutschenrel
ter, 1975). Resumidamente, pode-se generalizar que um meio Qw
xibe anisotropia (birrefringénecia ou dicroismo) quando & estru
turado por alguma sorte de arranjo assimétrico, e espacialmente
orientado, de moléculas portadoras de cargas ressonantes, capa-
zes de interagir com as oscilagdes de radiacgBo eletromagnética

incidentc, Um meio assim caracterizado, transmitird a luz pola-
rizada com diferentes velocidades para diferentes diregbes de
propagagic, pois terd mais de um Indice de refragio e de um coe
ficiente de absorgio.

A maiofi& dos objetcos bioldgicos  anisotrdpicos
sdo corpos uniaxiais, ou seja, possuem apenas um eixo optico,
Eixo optico, em qualquer meio dielétrico homogéneo, &€ aquela di
regdo paralela 3 qual um feixe de luz linearmente polarizado po
de se propagar com velocidades iguais de transmissdo, para to-
dos azimutes de polarizagdoc do vetor elétrico do feixe.0 Indice
de refracdo correspondendo a direcdo na qual a luz linearmente
polarizada vibra paralela ao eixo Optico (raio extraordindrio)
& chamado ng,; o indice relative as vibragdes de luz perpendicu-
lares ao eixo Optico (raio ordindrio) & denominado n,. A birre

fringencia (B) & definida como sendo B = n, - n,. Num meio bir

refringente, o indice de refracio maior, seja n_ ou ngs ¢ deno

e
minado ¥ e corresponde ac eixo de transmissdo lenta para a luz
polarizada, ou seija, quando o vetor eléetrico desta se encontra

paralelo ds ligag¢des quimicas orientadas do meio. Este eixo ®am

bém se denomina direcdo y. A transmissdo & lenta porque os elée

trons ressonantes do melo anisotrdpico, nessa direc3o, pela a=-
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cdo da luz transmitida, sdo deslocados de seus trajetos comuns
de ressonancia,

Ao se incidir uma frente de luz polarizada  num
obieto,o comprimento de onda da luz dentro do meioc muda em fun-
cdo dos indices de refragdo desse meio. Em outras palavras, 0
comprimento de onda de um raio extraordindrio oscilando na dire
cdo Y sera menor com relacgdo ao do raio ordindrio, Por esta ra-
zdo surgird uma diferenca de fase na frente de luz emergente
gque dependerd ndo s& da birrefringencia (n, = n,), mas também
da espessura (d) da preparacio e € expressa através do que se
denomina retardo dptico (R.0.), uma grandeza mensuravel ao mi-
croscopio de polarizagdo., RU = d(n, - n ). Esta mensuracao &
feita por meio de compensadores especiais e sua unidade & dada
em graus ou nanometros.

0 sinal da birrefringéncia podera naoc ser o mes-
mo para diferentes comprimentos de onda de luz incidente, depen
dendo da dispersdo de cada ) em relagdo aos Indices de refracio
ng, € Ng.

0 dicroismo, por outro lado, € outra manifesta-
¢dao de anisotropia, e pode ser definido como uma absorcido sele-
tiva de luz polarizada. Quando o eixo das ressonancias do meio
anisotrdpico estiver orientado paralelo ao vetor elétrico da
luz plano polarizada, haverd absorglo maxima.

Sabe-se ser o DNA uma macromolécula com proprie-

dades Opticas especiais em funcdo do arranjo ordenado de  suas

bases nitrogenadas pareadas ¢ empilhadas. As bases se dispoem

perpendicularmente ao eixo longo da macromolécula( configuracglo



“«153m

B do DNA}, promovendo assim fendmenos de birrefringéncia negati
va (no > ng 3 ¥ F nQ)(White e Elmes, 19523 Wilkins e Randall ,
1953). Esta birrefringencia, medida em diferentes comprimentos

de onda do espectro visivel n3o apresenta nenhuma inversido  de
sinal, ou seja, € sempre negativa. Este fendmeno & denominado
dispersdo normal da birrefringencia, Porém, se moléculas de DNA
forem coradas com uma solugao de azul de *toluidina, sensiveis
modificagSes em seus padrdes de anisotropia passardo a serem ve

rificadas. Essas novas propriedades serdo devidas agora ao empi
lhamento das moléculas de azul de toluidina, proximas e em sgse=

quéncia (ligadas aocs grupos POgm do DNA) e a interacdo de suas
nuvens eletrdnicas e orientacdo do seu eixo de ressonincias. 0O
grupo quinonadiimina das moléculas do corante se orienta esta-
tisticamente de modo perpendicular ac eixo longo do DNA, 0O esta
queamento das moléculas de azul de toluidina, numa forma conjun
ta de hélice, faz com que a dispersdc normal da birrefringéncia
do DNA, no visivel, se transforme numa dispersdo anomala, ou se
ja, o sinal da birrefringéncia passarid a se inverter a partir
de um comprimento de onda a se determinar. Construida uma cuUrva,
portanto, com os valores dos retardos Opticos correspondentes a
essa birrefringéncia nos diferentes comprimentos de onda, esgta
apresentard um ou mais pontos de inflex3o. Ainda no caso do DNA
complexado com moléculas de azul * de toluidina,podera ser cons-

. - Land .
tatado no visivel também o fendmeno de dicroismo, o qual, no

DNA nao corado, somente seria detectado no espectro infra-verme

lho ou ultravioleta (Caspersson, 1940a,b; Sutherland, 1959;Tho~

rell e Ruch, 1951). 0 dicroismo detectado em material covado a-
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cha-se intimamente relacionado com os elétrons ressonantes das
moléculas do corante e aos seus planos de vibragaoc com relacdo
ao vetor elétrico da frente de onda polarizada incidente.Em com
plexos DNA-histonas, por outro lado, 60 a 85% dos grupamentos
fosfatos do DNA poderdo estar bloqueados por histonas (Vendrely
e Vendrely, 1966; DuPraw, 1969; Itzhaki, 1971), mas mesmo assim
o nimero de fosfatos livres, permitindo acesso a moléculas  de
azul de toluidina € tal a ponto de serem exibidos fendmenos de
dispersdo andmala da birrefringéncia e dicroismo linear. Algu~-
mas porgdes de DNA podem mesmo se achar envolvidas por histonas
sem que haja ligacac direta das mesmas ao acido nucleico(Itzha-
ki, 1971)., Exemplos de material em que se constataram os fenSmg
nos de anisotropia acima mencionados, nos complexos DNA~-protei-
na, apds coloragdo com solucio de azul de toluidina: esfrega=
gos nucleares de medula Sssea (Romhé&nyi, 1967), cromossomos mi-
téticos animais (Vidal, 13972h, c¢) e vegetais (Mello e Vidal,
1974), heterocromatina e eucromatina isoladas de hepatécitos(Vé
dal, 1872d)y - etgmossongs politénicos (Vidal e Cassarteli,1973),
cromossomos meibticos (Melle e Vidal, 1975) e nicleos de
espermatozbides de abelha, cuja proteina complexada ao DNA & do
tipo somatica, rica em lisina(Mello e Vidal, 1973; Mello, 1973).
Em espermitides do gafanhoto, em que a proteina somdtica & subs
tituida por outra, rica em arginina (Bloch e Brack, 196u4; Bloch,
1986 ¢ 1969) e que se complexa com muito maior nimero de grupos

POS- do DNA do que a anterior (DuPraw, 1969), o padric de dig=

persdo da birrefringéncia & aquele de fios de DNA puro, naoc co=-

rados (Mello e Vidal, 1976), Por simples tratamento dessas co-
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lulas com solugdo 2SSC, que remove algumas proteinas da cromati
na, retornam as propriedades Spticaﬁ apresentadas pelos cromose
somos meilticos respectivos (Mello e Vidal, 1976),

No presente trabalho, estudando-se as caracteriﬁ
ticas de basofilia e anisotropia das heterocromatinas e eucroma

tinas do Triatoma infestans, observou-se intensa coloragic das

mesmas por solugbes de azul de toluidina a pH 5,0, mesmo apds

tratamento por RNAse. Dssa coloragao, contude, ndc & unicamente
devida a presenga de DNA., A esse pH podem também se corar as
proteinas nucleares (Lison, 1960).A pH 4,0 & possivel se ava-
liar a participacdo de RNA na basofilia detectada. Apds trata-
mento com RNAse, exceto em Hl, 03 picos das curvas de absorcdo
espectral migram para comprimentos de onda mals longos e um om-
bro em comprimentos de onda mais curtos passa a se tornar visi-
vel, H&, portanto, diminui¢@o em nimero e proximidade de grupos
P03” disponiveis a receberem as moléculas de corante, salientan
do que talvez houvesse pres-nga de RNA, mesmo em HS. Consequen=
temente, o indice metacromitico de HS, Hs e El se torna = 1,00,
enquante o de Hy; continua ¥ 1,00, Nic se pode, contudo, excluir
a possibilidade de que algum RNA citoplasmitico, superposto a
imagem do nilicleo, tenha sido classificado como pertencente as
diferentes cromatinas, no material nZo digerido, uma vez gque o
esmagamento fol muito delicado., No entanto, segundo esta hipétg
se, deveria ter sido encontrade também RNA em ng O que nao se

verificou. 0 fato de nio se comprovar alteragoes nas curvas es=

ectrais de basofilia em H,, nesse pH, apls tratamento ela
p ) P

RNAse, estaria de acordo com as observacbes de auséncia de
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transcri¢do nessa cromatina (Mello, 1969). Segundo observacdes
de Geitler (1938, 193%a,b), para diversos hemipteros, cromocen-
tros semelhantes aos do tipo encontrado nas células proximais

dos tubos de Malpighi de ninfas do 59 instar do Triatoma infes-

tans albergariam em seu interior o nucléolo. Em todas observa-

cBes de nlcleos dos tubos de Malpighi do Triatoma infestans efe

tuadas desde 1968 nao se notou a presenca de nucléclo (s), ex =
cluida a regido do cromocentro (Mello - dados ndo publicados) .

ObservagOes ao microscépio eletronice (Mello e Dolder,1976-tra-

balho em andamento) indicam a presenca de nucléolo em Intima as
sociagao a H, ou a alguns dos cromocentros de HS. Pode, assim,
parecer estranho, a primeira vista, que um tratamento por RNAse
nao haja afetado o padrac de basofilia de H,. Contudo, a=
venta-se a possibilidade da remocaoc de RNA do nlcleo exigir
maior tempo de digest3o enzimdtica, por causa de impedimentos
' conformacionais (inclusive tipo de complexo RNA~-proteinas) ou
que a porcentagem de RNA real ou corado nesse nucléolo seja tdo
baixa a ponto de ndc alterar o padrido de basofilia do DNA. Me~
lhores esclarecimentos a esse respeito poderdo advir de experi-
mentos futuros em que se planeja investigar a incorporacio de
uridina, actinomicina D e de alguns amino-dcidos marcados nes-
sas cromatinas, segundo diversos tempes de ineorporacic e em di
versas épocas de vida do inseto, ao nivel de ultra-estrutura.

0 achado de uma das curvas espectrais de H, ( pH

1
4,0), semelhante a HS, estd de acordo com o fato de que o pam-

drdc heterocromatico Hy provém de um Hl(Mello,1969 e 1971).Tal-

vez nesse nlcleo estivesse se processando alguma transformacio
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negse sentido.

A remocdo de RNA, mesmo das eucromatinas, ndo ite]
difica, por cutro ladc, suas caracteristicas de anisotropia,ine
dicando que o padrdo orientado das moléculas de azul de toluidi
na se deve a ligacdo destas aos grupos fosfatos livres do DNA,
Tanto as heterocromatinas como as eucromatinas coradas com as
solucdes de azul de toluidina a pH 4,0 e 3,4, apresentam curvas
de dispers3oc andmala da birrefringéncia com valores de retardos
6pticos positivos para comprimentos de onda mals longos e nega-
tivos para comprimentos de onda mais curtos, & semelhanca do
que se observa em algumas outras cromatinas e em Cromossomes mi
toticos (Mello e Vidal, 1874).

A responsabilidade dos grupos P03~ do DNA nos pa

drdes de basofilia nuclear do Triatcma infestans pode ser evi-

denciada nos experimentos em que se trataram os nicleos com so-
- e o 44 ++
lugao do corante a pH 3,4 adicionada de cations Ba ou U02 em
mesma miliequivaléncia. A basofilia metacromiatica do material
(apds tratamento por RNAse) sofreu alguma modificacio com a sim
. ++ - - . . S
ples adicao de Ba a solugaoc corante, ou seja, 0 plco princi=~
pal da curva espectral se deslocou para comprimentos de onda
mais longos, houve diminuicdo nos valores de extingao corres=
pondentes ao pico principal primitivo (mais evidenciado nas he-
terocromatinas Hl) ¢ consequentemente o valor do indice metacro
matico passou a ser menor do que 1. Porém, apds o tratamento pe

~ .. . + ~ co s
la solugdc adicionada de ions UOZ as alteragoes na Dbasofilia

foram muito mais drdsticas, ou seja, houve total abolicio da me

tacromasia e os picos de absorcdo passaram a se localizar ao re
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dor de 620-840nm.0s Iindices metacromdticos decresceram signifi=-
cantemente, indicando que os padrdes de basofilia nuclear metaw
cromdtica se devem aos grupos Poa” do DNA., As alteracdes segui-
das a adigdo de barioc, no presente trabalho, se devem a alguma
reagido eletrostatica entre parte dos cations Ba®™t e grupos fos=
fatos do DNA, diminuindo assim os sitios de ligacdo no DNA para
as moléculas do azul de toluidina.

Pequenas diferencas entre as curvas de El e £k

8

foram também detectadas apds a reagdo com bdrio, ou seja, o pi-

co principal de Eg & mais pronunciado e localizado numa regido
do espectro mals prdoxima do azul do que E, (E_, 530nm; E;, 600-
620nm). Além disso, os valores de extincdo sio comparativamente
maiores, na regido de metacromasia (550 a 570nm), em Es’ Conse-
quentemente, os Indices metacromiticos para as eucromatinas sao
significantemente diferentes, indicando que o bloqueio dos fos-
fatos do DNA por cations B§+ & maior em Ei do que enm Es,ou que
o nimero dos grupos fosfatos disponiveis, tantoc ao birio como
ao azul de toluidina é maior em E_,talvez devido a diferente ti
po de complexo DNA-proteina.Esta Ultima hipdtese estaria mais
de acordo com os achados de curvas de hidrdiise 33 relatados.
Quanto ds propriedades anisotrdpicas dessas cro=-
matinas, observa-se que os retardos Opticos correspondentes &
birrefringéncia da zona de transicdo das curvas de dispersioc a-
nomala da birrefringencia, &p5s coloracdo com azul de toluidina
a pH 3,4, sao mais elevados do que os correspondentes a colora-

cao em pH 4,0, Provavelmente a pH 4,0 tenham se corado também

- s .
algumas fosfoproteinas presentes, que assim poderiam mascarar
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as propriedades anisotrdpicas do DNA, as quais seriam mais evi-
dentes a pH 3,4, Ou ent@o as condigSes mais ideais para se efe~
tuar ligagdes eletrostéticasg em que o0s grupos respectivos se

tornariam melhor ionizaveis, se verifiquem a pH 3,4, Neste pH
a andlise das curvas de dispersic anomala da birrefringéncia sa
lienta valores de retardo Optico para a zona de transicdo mais
elevados em Hl do que en El e maiores em Es do que em HS. ES,

por sua vez, apresenta valores maiores do gue os de E. e HS e

1
nores do gue os de HE' 0 fato de Hl apresentar maiores retardos

opticos do que El indica maior quantidade e proximidade das mo=
léculas orientadas de corante em Hl. Poder-se-ia supor que maio
res R.0. estivessem relacionados, no presente casc, a malor es-
pessura de cromatina corada em Hl do que em El’ além do fato da
primeira ser mais compacta do que a segunda., O fator espessura
parece, contudo, ndo ter exercido influéncia preponderante na
produgd@o desses resultados diferentes, uma vez que oS achados
de basofilia indicam para t, um pico de absorgdo localizado num

comprimento de onda mais curto do que para E Isto salienta a

l -
maior compactacao de H}, com super-enrolamentes tais que pode-
- 3 o . - ©
riam promover a proximidade deos filamentos cromatinicos e  con-
gequentemente de conjuntos de grupos PO3 do DHA ndo ligados a
a3 - ot + - . x
proteina. Tambem as proprias proteinas das cromatinas ou sua 1i
gacao com o DNA, sendo diferentes, estariam desempenhando papel
na predugdc de tais fendmenos. De fato, hi sugestio de diferen-
. - - Fod a
gas quanto as protelnas de El e H13 permitindo a esta ultima
. a -~ - Tow. . et . . + "
maior resistencia a hidrdlise dcida do que a primeira, confor-

me ficou demonstrado no presente trabalho., Assim, os retardos
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opticos menores de E, seriam promovidos ndo sO pelo seu  menor
grau de compactacdo em relacgdo Y Hl, mas pelo tipo de complexos
DEA-proteina envolvidos,

Quanto ao fato dos rctardos dpticos de HS sereim
menores do que os de Es9 deve-se em primeiro lugar considerar
que Hs se origina a partir de Hig por fragmenta¢do ou desagre-
gagdo da massa cromatinica (nica, fendmeno esse que talvez pu~
desse igualar a propriedade anisotrdpica de HS a ES (o que de
fato acontece quando o material & corade com azul de toluidina
a pH %), HS poderia ter mesmo regides com alguma atividade géng
ca, as quais se complexadas a tipos de proteinas diferentes,po~-
deriam ter o padrdo anisotrdpico primitive de H, alterado.(Embo
ra nao tenha sido encontrada incorporaclo de uridina  tritiada
em Hy, nao foram ainda realizadas observagles em Hy ( Melle,
1969, 1971). Por outro lado, observagdes de Lakhotia e Jacob
(1974), ao nivel da microscopia e¢letronica, esclarecem que, em
porgbes periféricas de alguns cromocentros de insetos, como o0s

de Drosophila melanogaster, pode-se detectar alguma atividade

na heterocromatina, medida pela incorporagdo de uridina tritia-
da). Ao mesmo tempo, o DNA de E., sendo menos "protegido” por
proteinas do que El’ Hl e HS” ou apresentande menor nimero de
ligacBes ou liga¢des mais frouxas com as proteinas (& a fracio

cromatinica com menor resisténcia & hidrdlise dcida nas  con-
digOes experimentais relatadas no presente trabalho), deixaria

muitos grupos fosfatos livres e em sequéncia, disponiveis para o

corante se fixar ordenadamente. Essa situagdo de ES em termos

de complexcs DNA~proteina poderia ser promovida por uma maior
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atividade de transcrigdc nessa cromatina, havendo nela, por con
seguinte, maior nimeroc de ligacdes DNA-RNA, Assim, os valores
dos R.O, de ES apresentar-se-iam maiores do que os de HS e 08
de E4. O mesmo tipo de racioeinio pode ser valido para compara-

¢Oes de anisotropia de H, x HS e encontra base nos achados de

1
basofilia ( X do pico das curvas de absorgido de HS = 590nm; A
para Hy= 570nm).

A localizagido variada do ponto de inflexdo  das
curvas de dispersdo andmala da birrefringancia conforme a croma
tina considerada, apds coloragio com azul de toluidina a pH 3,4,
nao pdode ser correlacicnada a nenhum fator em especial. Fios de
DNA puro, cristalizados em l@mina e corados a pH 4,0 apresentam
ponto de inflexdo localizado entre X =510 a 530nm(Vidal, 1972d;
Mello e Vidal, 1976). Em complexos DNP de materiais variados, a
localizagao dos pontos de inflex3o também nioc & a mesma., Fsses
tipos de variacSes sdo em geral considerados conjuntamente a pa
droes de dicroismo, podendo-se assim aventar hipSteses sobre
espécies de orientagZo conformacional do substrato(Vidal,1972a).
No presente trabalho, porém, dadas as dificuldades técnicas de-
vidas ao tamanho das regifes cromatinicas disponiveis para medi
da, ndo se pode estudar o fendmeno de dicroismo.

Na consideracac dos resultados referentes a baso
filia e anisotropia, ndo se deve deixar de mencicnar o papel da
fixagdo e esmagamento na cobtencdo dos dados.Sendo utilizada em
todos os casos fixacdo pelo etanol acético, & de se pPrever tTam=-

bém aqui, a remocdo de parte das proteinas presentes nas croma=

tinas, pela ac¢do do fixador. Partindo-se do relato de Dick e
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Johns (1967 e 1968) & de se esperar gue 7 a 8% das histonas se=-
jam vemovidas, principalmente Hi, H2A e H3 (denominacgdo atual
das histonas f2al, f2a? e £3, respectivamente). Também algumas
proteinas n8c histdnicas poderiam ser removidas com essa fixa-
cdoc (Comings e Avelino, 19874; Sivak e Wolman, 1974), A isso se
soma, por outro lado, a aglo do acido acético a U5%, o qual, em
bora usado muito rapidamente, durante o leve esmagamentc efetua
do, teria também a propriedade de remover algumas proteinas do
nicleo, predominantemente as histonas Hl e H2A (denominacdo a-
tual das histonas fl e f2a2, vrespectivamente)( Dick e Jchns ,
1967 e 1968), Tem sido relatado que o Acido acético nessa por-
centagem poderia remover até 55% das histonas totais. Isto, po-
rém, foi estabelecido para desoxirribonucleoproteinas isoladas;
menos proteina & provavelmente extraida de nfclios totais(Dick
e Johns, 1968). Swift (1964), por exemplo, ndo encontrou efeito
do dcido acético a 45% sobre a coloracdo pelo fast green alcalil

no em cromossomos politénicos de Droscophila. Mesmo Dick ( 1965-

apud Gorovsky e Woodard, 1967) observou que proteinas com carga
%;nggggmiiquida ("net") (e determinadas por eletroforese em gel
de acrilamida) ndo sdoc extraldas com dcido acético a 45% de ni-
cleos de Vicia, em condicles para as quais Adcidos inorganicos
diluidos extrairiam grandes quantidades de proteinas basicas.
No presente trabalho admite-se gue algumas pro=
teinas tenham sido removidas pela fixacdo e esmagamento. Se, ao
invés de se utilizar etanol acético como fixador, for empregado

formol a 10%, mesmo seguido por um esmagamento com acido aceti-

co a 45%, nio mais se constata anisotropia nas cromatinas, con-
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forme se verificou num teste preliminar. (Isto seria uma funcgdo
de uma preservagdo de proteinas e introducio de torgdes molecu-
lares adicionais, dificultando o acesso dog grupos fosfatos do
DNA &s moléculas do corante(Mello,1973).) No entanto, mesmo a-
pds fixacdo em etanol acético, muitas proteinas permanecem nio
removidas dos nlcleos.Pode~se evidenciar essa afirmacao conside
rando~se os valores elevados de extingio, quando as cromatinas
sao coradas com solugdes de azul de toluidina a pH 5,0. Varia-
¢oes em conteldo, tipo, conformacio e/ou complexacio dessas jekale]
teinas nao removidas, com o DNA, desempenhariam papel prepondes=
rante nos achados de bascfilia e anisotropia.

Se as cromatinas fixadas em etanol acético forem
metiladas antes da coloragdo com azul de toluidina a pH 4,0, as
heterocromatinas se corarao intensamente, ao contrario das eu-
cromatinas, porém o pico de absorgio de suas curvas espectrais
serd localizado em mesmo comprimento de onda (570nm) e os res=
pectivos Indices metacromdticos serdo encontrados dentro do mes
mo intervalo de valores (1,19 a 1,26).

Sabe-se que a metilacdo elimina a basofilia devi
da as glicosaminoglicanas Scidas (AGAG) através de uma esterifi
cagao dos grupos carboxilicos das AGAG carboxiladas e de uma
dessulfatagdo do radical sulfiirico das AGAG sulfatadas( Fischer

e Lillie, 1954), Por conseguinte, a metilac3o atuaria sobre os

i

3
ou seja, destruindo-os, No caso de acidos nucleicos serem subme

Zrupos mG~P03" possivelmente da mesma forma que sobre os ~0-50 H+,

tidos a uma metilagao e a segulr tratados por uma solugdo de a-

zul de toluidina a pH 4,0, apenas o que restasse de grupamentos
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fosfatos hiabeis, nic destruidos, do DNA,reagiriam com o corante.
Exclui~se essa resposta ao RNA, uma vez que a metilacio, & seme
lhanga de uma hidrdlise simples com HCl a 1% em 609C, remove
tal componente (Lehy e Zeitoun, 1870),

Os resultados obtidos no presente trabalho, indi
cam, portanto, que a metilacao efetuada no material fixado em =}
tanol acético ndo foi drdstica a ponto de destruir todos os gru
pos fosfatos do DNA (e talvez de fosfoproteinas), A metilacdo
foi suficiente para promover depurinacdo do DNA, uma vez que o
tratamento pelo reativo de Schiff, apOs esse procedimento, for-
nece uma resposta positiva. 0s grupos POB_g remanescentes do &=
cido apurinico, embora em sequéncia e proximidade (pico das cur
vas de absorcac em A =570nm), ndo apresentam uma ordem tal que
possibilite exibigdo de fendmenos anisotropicos. Isto se deve a
separacdac dos fios de DNA e perda de sua conformagdo
helicoidal , promovidas pela ac3o hidrolitica da metila=-
cao,

Se os nlcleos forem fixados em formol e for uti-
lizado o mesmo tempo de metilacdo usado em material fixado em e
tanol acético, ndo chega a haver depurinacio do DNA, Nio ocor
re mesmo desfosfatagao evidente, uma vez que nic hi nem sequer
remogdo de proteinas complexadas ao DNA pela atuacdo do fixador,
tanto nas heterocromatinas como nas eucromatinas. Por outro la-
do, também aqui ndo se detecta birrefringdncia, o que provavel-

mente se deva a escassez em grupos PO, disponiveis ao corante

e

ordenadamente, sela em pequenas fracdes da molécula de DNA, se-

o . . -t e . =
ja em cenjunto (basofilia ndo metacromatica, pico em A = 810nmy
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indice metacromatico: 0,50 a 0,55 para heterccromatina; eucro-
matina nao chega a se corar).

Se as cromatinas do Triatoemz infestans forenm sub

metidas ao processco de denaturacdo-renaturacdc de Arrighi e
Hsu (1871), observam-se, nas heterocromatinas, a resposta admi
tida por esses autores como sendo devida a DNA repetitivo. Tal
evento fala muito em favor de que nesses cromocentros seja en-
contrada heterocromatina constitutiva., Também nessas mesmas he-
terocromatinas fol observada intensa fluorescéncia apds trata-
mento por solugéo de quinacrina (Mello e Vidal, 1976~ trabalho
em andamento), o que & sugestivo de riqueza em bases AT no DNA
das heteroccromatinas (Weisblum e deHaseth, 1972,1973; Pachmann
e Rigler, 1972; Michelson et al., 1872; Ellison e Barr , 1972
Selander e de la Chapelle, 19733 Comings et al,, 1975) e que
possivelmente corresponda ac DNA repetitivo identificado  pelo
método de Arrighi e Hsu (1971). ApSs esta Ultima reacgdo verifi-
cam-se alteragdes morfoldgicas, entumescimentos, principalmente
nas eucromatinas, o que se deve a dissociagdo e remocdo de ma-
terial pela soda e pela solucdo 28SC (Vidal, 19725 Comings et
al., 1973). Ndo 86 remog3o de proteina & detectada apds  esses
tratamentos, mas também j& foram demonstradas perdas parciais
do préprioc DNA, principalmente apds fixacd3o em dcido acético a
45% (Rasch e Rasch, 1972; Vidal, 1972 - informacdo pessoal;Co=
mings et al., 1973).

A solugdc de Giemsa utilizada na etapa de colora

cdo no método de Arrighi e Hsu (1971), & uma mistura de covantes,

entre os quails se encontra um corante tiazinico semelhante ao
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azul de toluidina. Apds o método de denaturacido-renaturacdo in=-
vestigou-se, pois, a possivel existéncia de anisotropia nas cro
matinas, E, de fato, esta foi observada, embora seja muito fra-
ca, o que provavelmente se deva a drasticidade do método,promo-
vendo alteracdes estruturais nas cromatinas.

Utilizou-se também um método de denaturagio-reas
sociagdo mais suave, segundo Vidal (1877b; Mello, 1973) e que é
seguido de coloragdo por azul de toluidina. Pdde-se, desse modo,
estudar as alteracdes nos padrdes de basofilia e anisotropia de
correntes dos processos de denaturagdc e reassociacgao, Observou
se que estes induziam deslocamento dos picos das curvas de abe
sorcao espectral para comprimentos de onda mais curtos,ou seia,
correspondentes a metacromasia gama. Consequentemente, os indi-
ces metacromidticos se elevaram ligeiramente. Este fendmeno se
deve a remogdo de proteina, a qual se verifica mesmo nas condi-
¢Ses experimentais menos drasticas do que as de Arrighi e Hsu
(Vidal, 1872b). Observagdes semelhantes tém sido relatadas apOs
denaturagao-renaturacdo de dcidos nucleicos em solucio (Bradley
e Telsenfeld, 1958; Semmel e Hubbert, 1964~ ambas citacCes apud
Himes, 1967).

Um simples tratamento das cromatinas com solugdo
285C promove padrdes de basofilia semelhantes aos dos nicleos
denaturados~renaturados. Também o *tratamento apenas com soda a
0,01M induz alteragbes nos padrdes de basofilia, porém os fndi
ces metacromiticos detectados sfo menores do que o3 de material

denaturado-reassociado, que por sua vez sao menores do que 03

das cromatinas tratadas por solugces 255C.
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ApOs o método de denaturacdc-reassociacdo de Vi-
dal observa-se dispersao andmala da birrefringéncia com perfil
nao alterado com relacdo ao do controle ndo tratado. O sinal dos
R.0, ndo muda e¢ o pontc de inflexao da curva continua a ser ve-
rificado em A =525nm. Os R.O. sao, contudo, iguais ou menores,
em valor, do que os do controle. Em condigdes de perfeita orien
tagao do DNA e disposigio de seus grupos fosfatos, dever -se-ia
esperar aumento dos valores dos R.0., uma vez que as proteinas
fossem dissociadas de tais grupamentos. Contudo, além da remo=-
cdo de proteinas, hd denaturacio do DNA, o que significa perda
de sua estrutura em dupla h&lice, e a seguir reassociagaoc ape=
nas parcial da dupla hélice, o que restaura um percentual de
birrefringéncia teoricamente esperada. Podem ocorrer também pexr
das parciais de DNA (Vidal, 1972~ comunicacdo pessoal).0 trata-
mento apenas por NaOH ndo promoveu total denaturacdo do DNA,
pois se o fizesse, nd3c se detectaria mais birrefringZncia, o
que nio aconteceu., E também nfo foi drdstico o suficiente para
induzir remogdo total de proteinas, pois a basofilia apds esse
tratamento continua salientando picos de absorgfo em comprimen-
tos de onda longos. 0 achado de figuras birrefringentes em for-
ma de cruz, algumas vezes, nas heterocromatinas, ap55 £38e tra-
tamento ou apds se¢ submeter o material & acdo da solugloc  285C
parece indicar uma alteragdo na organizacfo e orientacfo dos fi
lamentos cromatinicos, com re~estruturacao dos MESmMOs, o qQue
encontra apoio também na observacdo de que o sinal dos R.0. das
curvas de ADB se inverte nesses casos.

Do que foi explanado e discutido no presente tra

balho, pode-se admitir que as heterocromatinas de células soma-
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ticas do Triatoma infestans apresentem propriedades citoquimicas

e anisotrdpicas diferentes das exibidas pelas respectivas eucro-
matinas.0 conjunto das diferentes respostas a reacgdo de Feulgen,
em termos de cinética de hidrdlise, das reatividades ao fast
green a pH 2,7 apbs hidrdlise dcida pelo HCLl, bem como os  pa=
droes de basofilia e anisotropia sdo altamente sugestivos de di-
ferengas ac nivel de proteinas, provavelmente nio histonicas,
entre Hy x By, Ho x E_ e também entre By x Eg {n3c se excliuindo
também uma possivel participacioc do RNA no processo).

Muito embora ndo tenham sido detectadas diferen -
cas marcantes entre Hl e Hsﬁ através do estudo das curvas de hi-

drdlise, via Indices H /(HS + Hl) x 100, os outros resultados ,

1
contudo, parecem sugerir que tamb&m ao nivel proteico os dois
tipog heterccromidticos possam diferir em alguma extensio.

Além disso, parte dos resultados levantados vie-

ram contribuir para que se consolidasse o conceito de gque nosg

cromocentros des tubos de Malpighi do Triatoma infestans sdo en

contradas heterocromatinas censtitutivas.
0 fato de existirem diferentes proteinas ( n3o

histonicas) nas hetero- e eucromatinas do Triatema infestans e&n

contraria também um apoic nas recentes suposicbes de que estes
componentes pogsam capacitar os diversos tipos cromatinicos a
adquirir diversos graus de condensacioc e a expressar diferentes
atividades génicas (Comings e Riggs, 1971; Zuckerkandl, 1974 ),

Pouco se sabe ainda sobre as proteinas ni3o histdnicas, porém &

. v 5 5 .
cada vez maior a evidencia de que estejam envolvidas na regula

gdo da expressao génica (Kruh et al,, 1974; Stein et al., 1974).
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As histonas realmente sdo os agentes inibidores da fungido do
DNA (Huang e Bonner, 1962; Allfrey et al., 1963), porém, por e-
xibirem uniformidade e falta de especificidade nioc sdo conside-
radas as responsaveis primarias pela regulagio de transcricdo

génica especifica (Stein et al., 1974). Embora haja alguns ra=-
ros relatos de que as proteinas n3o histdnicas (acldicas) pos=
sam promover a inibicdc da sintese de determinadas proteinas,cg
mo por exemplo,da hemoglobina, ligando-se ac RNAm especifico

dessa proteina, de modo a inibir sua express3o(Kruh et al,,1969),

no geral as proteinas n3o histdnicas reduzem a inibigao de
transcrigdo, promovida pelas histonas, ligando-se a estas e des
complexando~as do DNA(Busch,1965; Frenster,1965;Wang,1966; Kruh
et al., 1874; Stein et al., 1974) ou modificando a configura-
gd@o "supercoil" do complexo DNA-histonas, através de altepa-
gdo em regides o ~hélice das histonas (Richards e Pardon,1970),
Parece que a fosforilagdo das proteinas cromossdmicas nio histd
nicas estaria envolvida na ativacdo génica da cromatina para
sintese de RNA (Stein et al., 197u),

Algumas proteinas cromossdmicas n3o  histdnicas
tém sido também demonstradas como sitios de reconhecimento  de
ligagdo para macromcléculas regulatérias (hormdnios)(Noteboom e
Gorski, 19653 Loeb e Wilson, 1965; Fanestil e Edelman,1966; re-
visdo em Stein et al., 1974) ou como enzimas de funcace geral
(Stein et al., 1974)., Outras +ém sido sugeridas como estando

implicadas na formacdo de géis nucleares e na propria estrutura

cromossomica (Dounce e Hilgartner, 1964; Hilgartner,1968; Mac-

kay et al., 1968; Stellwagen e Cole, 1969), a semelhanca do que
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se tem também imputado a histonas (Wilkins et al., 1959; Cole,
1962; MacGillivary et al., 1962; Berlowitz, 1974),

Embora, por um lado, existam evidéncias de que
as proteinas ndo histdnicas ndc ge liguem diretamente ao DNA,
mas a histonas (Itzhaki, 1971), ha, por outrc lado, também evi-
déencias de que possam se ligar diretamente a ele, estabelecendo
inclusive elos entre as moléculas deste componente (vrevisdo em
Frenster, 1969; Stein et al., 1374). Porém, devido a grande he-

terogeneidade das proteinas cromossomicas n3o histdnicas, € bem

provavel que nenhum modelo Unico explique todos os dados experi
mentais de modo satisfatdrio e que estas proteinas formem dife-
rentes complexos seja com o DNA ou com DNP e exercam efeitos re
gulatdrios em diferentes niveis e de diversas maneiras ( Stein

et al., 1974).

Segundo Comings e Riggs (1871) existiriam  pro-
teinas alostéricas ou "nucleostéricas", especificas & heterocro
matina e @ eucromatina, e que apds ligacio com o DNA sofreriam
mudangas conformacionais possibilitando a complexacao com outras
moléculas proteicas, controlando assim a condensacido cromatini-
ca e fungao genética dos cromossomos. Estes autores propoem que
essas proteinas especificas reconheceriam as areas de DNA  com
sequéncia de bases repetitivas ai se ligando e seriam responsi-
vels por manter a heterocromatina em estado condensado. Zucker-
kandl (1974), por outro lado, considera a heterocromatina cons-
titutiva como uma entidade ativa, instrumental, em definir esta
dos de diferenciagdo celular, gracas a uma ligacl3o mais intensa

com moléculas "travadoras", 1, do que a eucromatina.Essas molé-
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culas 1 tornmariam os genes inacessiveis &s moléculas regulado -
ras, alterando a estrutura 4a3ria. do complexo DNP (dobramento
da "supercoil"), Zuckerkandl (1974) supde que essas moléculas 1,
- ~ - ~ . 4

provavelmente proteinas nao histonicas, se prenderiam nas ge-
quéncias de DNA satélite repetitivo.

As constatacdes do presente trabaiho, sugesti-
vas de diferengas em proteinas ndo histdnicas nas hetero- e eu-

cromatinas do Triatoma infestans, e determinadas ao nivel cito-

quimico e citofisico, devem ser consideradas como um dos primei
ros passos no sentido de se esclarecer a natureza dos componen-
tes dessas cromatinas, estabelecendo-se relagoes com detalhes
estruturais do material e acompanhando-se as alteracles nesses
pardmetros aliadas 3s variagdes em fisiologia celular, Atualmen
te, ao mesmo tempo em que as células dos tubos de Malpighi &
suas cromatinas em particular, estdo sendo estudadas com  mi-
croscopia eletronica de alta resolugdo (Mello e Dolder, 1976 -
trabalho em andamento), busca-se estender as investigagdes cito
quimicas desse material para o nivel microguimico e bioguimico,
Embora se saiba que o padrio heterocromitico H$
provém de um H, (Mello, 1969 e 1971), nada se conhece quanto &
causa motivadora da divisdo de um Gnico cromocentro em varios
outros e sua migragdo para porgdes mais afastadas do centro da
imagem nuclear (Mello, 1976). Talvez haja alguma relagdoc com o
destino do nucléolo (s) e/cu ativagdo de alguns genes presentes
na heterocromatina., Futuras pesquisas bioquimicas, ultra-estru-~
turais, radio~autograficas ¢ fisioldgicas poderdo trazer possi-

velmente alguma luz nesse sentido.,
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1. Algumas das propriedades citoquimicas e citofisicas quantita
tivas das heterocromatinas presentes nas células epiteliais
dos tubos de Malpighi de ninfas do 5% instar do Triatoma in-
festans (Hemiptera, Reduviidae) difervem daquelas verificadas
nas eucromatinas respectivas. Estas propriedades dizem res=-
peito: 1.2 cinética de hidrSlise avaliada no material  sub-

metido a reacdo de Feulgen (quando as células sgdo fixadas em

etanol acético); 2. as curvas de absorgﬁo espectral de Feul~-
gen; 3. as reacoes de basofilia; 4. a resposta ao método de
denaturacio-renaturagio de Arrighi e Hsu(l971); 5. & vrespos-
ta 4 reacdo para proteinas totails apds tratamento hidroliti=-
co idéntico ao pertinente a reagio de Teulgen (c&lulas fixa-
das em etanol acético); 6. e as caracteristicas de anisotro=
pia em material corado com solugdes de azul de toluidina.
Frente a alguns dos testes utilizados puderam ser constata-
das diferencas também entre eucromatinas das células distais
do Orgdo, comparadas as das células proximais, o mesmo sendo
valido para as respectivas heterocromatinas.{A partir do u®
instar ninfal instalam-se nos tubos de Malpighi diferentes
padrdes de heterocromatizacdo, conforme se trate de células
epiteliais proximails e distais, Nas proximais os nlcleos a-
presentam um Unico cromocentro; nas distais, os nlicleos mog=
tram diversos cromocentros, originados a partir de um padrdo

idéntico ac dos nlcleos de células proximais).
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Em termos de cinética de hidrdlise, as diferentes respostas
& pveacdc de Feulgen sdo exibidas principalmente na  porcio
descendente das curvas de hidrdlise ajustadas a funcdo de
Bateman, apos calculo de valores Feulgen-DNA percentuais ou
de indices= (heterocromatina/(eucromatinatheterocromatina) x
100, calculados com esses mesmos valores, Tais mencionadas
respostas correspondem a diferentes velocidades de despoli=-
merizacdo e solubilizagio do dcido apurinico de cada  tipo
cromatinico. As eucromatinas se comportam como as menos re-
sistentes a hidrélise &cida e dentre estas, E, & menos re-
sistente do que E;. Também o tempo de hidrdlise para o gqual
os valores Feulgen-DNA sfo maximos varia para as diferentes
heterccromatinas e cucromatinas.,

A fixacdc a que se submete o material, preservando diferen=
temente as proteinas complexadas com o DNA, nessas cromati-
nags, influencia: 1. o tempo de hidrdlise a partir do qual se
verifica depurinagido; 2. o tempo para o qual se cbtem valo-
res Feulgen-DHNA miximos; 3, a velocidade de solubilizacgdo do
Zcido apurinico,

Em Hy, El3 HS e Es hd prescnca de histonas reativas ao fast
green alcalino, as quais sao totalmente removidas apds cur=
tos tempos de hidrdlise dcida pelo HCL 0,1N a 379C, Nas cro-
matinas fixadas em etanol acético encontram=-se proteinas ndo
histonicas resistentes a 31lh de hidrdlise &cida, havendo su-
gestdao de que ocorram em maior porcentagem em El do que em
Hl.Também os padroes de diminuicdoc dos valores fast green -

proteinas totais,em fungdoc do processc hidrolitico pelo HCL,
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mostram variacdes conforme se trate de hetero- ou eucromati-
nas.

As respostas d reagdo de Feulgen e as reacgdes para proteinas
nucleares reativas ao fast green a pH 8,1 e 2,7 sugeren que
proteinas ndo histdnicas, removidas com diferentes velocida-
des e intensidades promovem diferente exposicio do DNA 3 a-
¢cao despolimerizante e solubilizante do HCl. Essas proteinas
portanto,diferem provavelmente em tipo, conformacdo, quanti=-

dades e/ou graus de complexacao com o DNA, conforme a cromati

na considerada, Tambén o fato de norgoes do DNA estarem sen=
do transcritas nas eucromatinas principalmente, torna-o mais
suscetivel a agdo hidrolitica., As diferencas entre E, e Eg
quanto d porgdo descendente das curvas de hidrdlise parecem
serem devidas mais a variagCes em tipoe ou conformacdc das
proteinas nfo histdnicas (o que as tornaria diferentemente
removiveis pelo HCl) e/ou presenga de RNA, do que a  dife=-
rencas em porcentagem de proteinas removidas ou remanescen -
tes apbs fixagdo e hidrdlise.

A basofilia das cromatinas consideradas, fixadas em etanocl a
cético e coradas com solugdes de azul de toluidina apresenta
dissemelhangas, principalmente devido a diferente disponibie-
lidade de grupos fosfatos livres, do DNA,hibeis em se ligarem
ds moléculas de corante, e a diversos graus de  proximidade
dos mesmos. Embora os perfis das curvas de absorgao de baso-
filia de Hy e Hs difiram, houve caso de um dos perfis de Hl
ser semelhante aos de Hs’ o0 que poderia estar relacionado a

transigdo do tipo heterocromitico H, para H_ . As diferengas
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entre El @ ES sao melhor evidenciadas quando estas s3o cora~
das com solugdo de azul de toluidina a pH 3,4 adicionada de
Jons Ba''. Conclui-se que o bloqueio dos grupos fosfatos do
DNA por Ba'*(ou o niimero de fosfatos disponiveis a se ligar
tanto ao bario como ao azul de toluidina) & maior enm L, do
que em L_; ambos poderiam ser explicados em termos de dife -
rentes tipos de complexos DNA-proteina.

0 perfil das curvas de dispersio andmala da birrefringéncia
das hetero- e eucromatinas fixadas em etanol acltico ¢ cora-
das com azul de toluidina lembra o de outras cromatinas  3ja
estudadas e ndo se altera mesmo apds o tratamento de denatu-
racdo-renaturagdo de Vidal,(Neste (ltimo caso,devido i peas-
sociagao parcial da dupla hélice do DNA denaturade e conse-
quente diminui¢io de ordem molecular do mesme, bem como 3
perda de porgdes das moléculas de DNA, os valores dos retap-
dos opticos podem ser menores do que os de controles nao tra
tados. Isto apesar do tratamento promover também a dissocia-
gdo de proteinas do DNA e teoricamente aumentar o nimero de
grupos fosfatos livres hibeis em se ligarem &s moldculas de
azul de toluidina.). A presenca de RNA nas eucromatinas(even
tualmente nas heterccromatinas?) nio influencia os achados
de anisotropia.

Com base nos valores dos retardos Spticos da zona de transi-
¢do das curvas de dispers3o anémala da birrefringencia  dasg

cromatinas coradas com azul de toluidina a pH 3,4, conclui-

1 do que em El devido 4 maior

compactagdo dos filamentos cromatinicos em H

~5e gque ectes sao maiores em H

K bem comc aos
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diferentes tipos de complexos DNA-proteina remanescentes apds
fixacdo e esmagamento. Os valores de E sdo maiores do que os
de H_ possivelmente também pelec Gltimo motivo e porque em ES
pode haver maior porcentagem de DNA "desprotegido™, ndo co-
berto por proteina, por estar sendo transcrito; o mesmo pode
ria ser valido para explicar porque os valores de Es sao

maiores do gque os de El' Também pelo motivo pelo qual os va-

lores de H; sdo maiores do que os de E,, os de H_ sdo meno -
w

3_9
res do que os de H,.

Nos achados de basofilia e anisotropia, portanto, tambem va=-

riagbes em conteldo, tipo e conformacido de proteinas comple-

xadas ac DNA (diferentemente removidas e preservadas pela fi

xagdo), desempenhariam papel preponderante no fornecimento

de diferengas detectiveis entre hetero- ¢ eucromatinas e tam

bém entre H) x H e By x E_.

A andlise de curvas de absorcio espectral de Feulgen salien-

tou a ocorréncia de um ombro na regido de A=520-530nm, mais

pronunciado nas heterocromatinas do que nas eucromatinas ,a-

pds tempos longos de hidrdlise.FEste achado possivelmente se

relaciona a um maior nimerc de moléculas do veativo de Schiff
di-substitufdas com grupos aldefdo nas heterocromatinas, por

causa da presenga nestas de maior nimero de purinas adjacen-

tes. Isto estaria de acorde com outras evidéncias ( resposta

ao método de denaturagio-renaturacio de Arrighi e Hsu e ine

tensa fluorescéncia com quinacrina), falando em favor da pre

senga de heterocromatina constitutiva, com alta porcentagem

de DNA repetitive, nos cromocentros estudados., N3ioc foram de-
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tectadas nesse nivel diferencas entre Hi be HS e El X Es.
As provaveis diferencas em protefnas n3o histdnicas vepifica-

das nas heterocromatinas do Triatoma infestans em COmparacan

as eucromatinas, deduzidas através dos presentes achados ci-
toquimicos e citofisicos, estariam de acordo com o que se po
de esperar e se conhece da funcio desses diferentes tipos
cromatinicos em outras células estudadas. Nas eucromatinas o
de se esperar que as protelnas nfo histdnicas estejam mais
ligadas & de=-repressio e regulacao génica, embora possam tal
vez também fazer partc da estrutura cromatinica. J3 nas hete
rocromatinas ¢ de se esperar mais uma fungdo estrutural para
essas proteinas, tornando os filamentos cromatinicos mais
compactados e regulande alguma eventual axpressdo génica de
possiveis regiles codificadoras que possam estar presentes
ao lado de regifes de DNA satflite repetitivo.

Quanto a diferengas, também em proteinas, de E, em relagdo a
ES ¢ possivelmente de Hs em relacdo a ng Douco se pode con-
cluir, Os tipos cromatinicos HZ e El se verificam em c&lulas
da regific proximal dos tubos de Malpighi, enqguanto HS 2 ES
se encontram nas células da regido distal.0 tipo heterocromé
tico HS se origina de um padrio Hl,durante o 49 instar nin-
fal.Pode-se apenas especular que os niveis de transericio
nos dois tipos de eucromatina scjam diferentes e ligado a is
so,variagdes em proteina poderiam ocorrer.Quanto 3s hetepo -
cromatinas,pode ser que em HS algumas porgOes cromatinicas
sejan codificadoras, por screm porcoes de DNA nioc satélite

repetitivo,e se tornem ativas,quando da fragmentacio do cro-



13.

~-178~

mocentro Gnice em varios, alterando-se o estado estrutural
de Hl ¢ possibilitando talvez a expressdo de algum gene.Saw
be=se que na regido distal dos tubos de Malpighi ha elimina
cdo de K, enquanto na proximal hi reabsorcio de Zgua e po=
tidssio, e apenas no citoplasma das cdlulas distais s3o en-
contradas concregodes calcé@aaS'(ariginadas principalmente

de mitocOndrias em degeneracio) observadas ao microscdpio e
letronico. NZo hd relato, porém, de diferencas de fungio

nas c€lulas da regido distal, em depend®ncia do avanco no

desenvolvimento ninfal, Dados adicionais fisioldgicos se
fazem necessarios nesse sentido.

Cg presentes achados, principalmente relacionados & diferen
te cinética de hidrdlise, se mostraran promissores no sen-
tido de que uma investigacdo semelhante futura, em cé&lulas
cujos nlicleos apresentem alteragtes em heterccromatizacao ,
possa fornecer dados importantes, talvez mesmo em nivel de

° - - 0
cltodiagnostico,

A o
23 LY
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Com o objetivo de se efetuar um estudo compara-
tive entre as heterocromatinas (cromocentros) e eucromatinas de
células epiteliais dos tubos de Malpighi do hemipterc Triatoma
infestans Klug, estas foram investigadas ao nivel citoquimico e
citofisico quantitativo.

Foram verificadas diferencas entre tais cromati-

&

nas, explicadas com base na variagdo em proteinas,principalmen~-
~ [ - . f ~
te nao histonicas (tipos, conformacao molecular e/ou grau de

complexacac com o DNA) e algumas vezes relacionadas com a pre -
senca de RNA (transcricido).Essas diferencas foram deduzidas em
funcgdo:

1. das respostas a reagdo de Feulgen, em termcs de curvas de
hidrdlise(principalmente as diferentes velocidades de solubili-
zagdo do dcide apurinico em condigdes especiais de fixagdo). As
eucromatinas nesse caso sdo menos resistentes a hidrdlise dcida
do que as heterccromatinas;

2. da variacdo em velocidade de remogic (e em resisténcia) 3
hidrdlise &cida, pertinente 3 reacdo de Feulgen, das proteinas
reativas ao fast green a pH 2,7 (proteinas ndo histdonicas remo-
vidas com diferentes velocidades ¢ intensidades exporiam o DNA
diferentemente @ acdo solubilizadora do HCL);

3. dos padroes de basofilia, que sio um reflexo da disponibi

lidade e sequéncia de grupos fosfatos livres do DNA

. ¥ w ° »
4. das propriedades anisotropicas das cromatinas coradas com
solugdes de azul de toluidina,

- - Ldd 3 and 3
Supoce~se que essas proteinas nadoc histonicas eg-
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tejam envolvidas, nasg eucromatinas, com os processos de de-pe -

- .

pressao e regulagao génica, enguanto nas heterccromatinas,rela-
cionadas com um papel cstrutural ¢ talvez mesmo com algum efei=
to em regulacdc génica.

Foram também detectadas diferencas relativas ao
DNA nessas cromatinas, quando se analisam resultados obtidos a-
pds o procedimento de denaturagao=-renaturacio de Arrighi e Hsu
e os perfis dos espectros de absorgic de TFeulgen no visivel. A=
liadas a dados anteriores de fluorescéncia com quinacrina, es -
tas diferencas indicam a presenga de DNA repetitivo,

rico em AT, nas heterocromatinas dos tubos de Malpighi do Tria-

toma infestans. Conclui-se, portanto, que nos cromocentros das

células epiteliais estudadas hi heterocromatina constitutiva.

Diferencas também relacionadas a proteinas nu=-
cleares foram encontradas quando se comparam eucromatinas Dro-
venientes de células de diferentes regides dos tubos de Malpi-
ghi; algumas vezes fol isso também comprovado nas heterocromati
nas respectivas. Tal achado provavelmente se deva, nas eucroma-
tinas, a diversos graus de transcricaoc e, nas heterccromatinas,
a possibilidade de alpuma atividade de transcrigdoc nas células
distais dos tubos de Malpighi, por conter possivelmente regides
codificadoras em meic as de DNA repetitivo, tornadas
ativas pelas modificacles estruturais ocorridas nas heterocroma
tinas dessas células a partir do 49 instapr ninfal.

o E2

Y (13



~181~

SUMMARY

With the obiect of finding differences between
heterochromatins (chromocenters) and euchromatins in the Mal-

pighian tubes of the blood=-sucking bug Triatoma infestans ,

these chromatins were investigated with cytochemical and cyto
physical procedures at a quantitative level.

The differences found are explained in terms
of variations mainly involving non-histone proteins.Sometimes
they are probablv related to establishment of DNA-RNA complex-
es. These suppositions were based on:

1. responses to Feulgen's reaction (different rates of a=
purinic acid breakdown and solubilization under special condi~-
tions of fixation)., Buchromatins are less stable to acild hydro
lysis than hetercchromatins;

2.variation in stability of proteins reactive to fast green
staining at pH 2.7 when subjected to the acid hydrolysis per-
tinent to Feulgen's reaction (non=histone proteins removed
with varied rates and intensities would differently expose DNA
to the solubilization mechanism promoted by HCL1)

3, patterns of basophilia which reflect the availability
and sequence of DMNA phosphate grouns unattached to proteins;

4, and anisotropic properities of the chromatins stained
with toluildine blue solutions.

These non=histone preteins are intended to be
agssociated, in euchromatins, with de-repression and genetic

regulation processes, whereas, in heterochromatins, they are
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probably playing a structural role, which, in addition, would
affect genetic repgulation.

Differences for these chromatins, involving DNA,
were alsc found when results of Arrighi and Hsu's denaturation-
=penaturation experiments, and profiles of Feulgen's absorption
curves in the visible spectrum are investigated. If previous
data on quinacrine fluorescence are taken into account, these
differences indicate that AT-rich repetitive DNA is
present in the heterochromatins. The chromocenters of the epi~

thelial cells of the Malpighian tubes in Triatoma infestans

therefore contain constitutive heterochromatin.

Differences also related to nuclear proteins are
supposed to occur, when cuchrematins from cells of different re
gions in the Malpighian tubes are analyzed. Sometimes they are
also valid for heterochromatins. This could be caused, in eu-
chromatins, by saveral degrees or steps of transcriptional actw
ivities. In heterochromatins, on the other hand, some transcript
ional activity may be assumed for the distal cells of the Mal-
pighian tubes, if codifying zones wers present among those of
the repetitive DNA, and - werse activated by structural

changes from the H4th nymphal stage on.
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APENDICE 1

AJUSTE DE DADOS A FUNCAO DE BATEMAN
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Transcrevem-se abaixo os passos principais do
ajuste de dados & funcdo de Bateman, segundo Ballester(1975-
manuscrito em preparacio):

"A fungdo de Bateman (1910) pode também  ser
escrita

-k.t -T .t )
y = a {e ar . e k~4~L} (B8hm e Seibert,1966)

Suas propriedades sdo as seguintes:
1. Do fato de ndo admitir valores negativos ,

deduz-ge facilmente que

a » 03 k 3”D;k2 3-k

1 1
2. Alcanca o maximo no ponto
in kz - 1In k

“tm= L
ky = kl
e aplicando-se o teorema do valor médio, resulta que
1
1jm $ kl

3. 0 seu Gnico ponto de inflex3oc & alcancado
em ti = th
de onde analogamente resultam

y'(0)= alk, - kl) pendente na origem

-kt

¥y ora . e 1 k

{1- & Kp = Kty

De forma que o parametro kl serd o vresponsa =
vel pelo comprimento da curva sobre o eixo dos Y, o pardme =
tro a pela altura da curva (comprimento sobre ¢ eixo dosg X)
e 0 parametro k, produz um incremento de y'(0) e uma conver-
géncia a zero mais lenta.

0 modelo matemdtico mais simples da funcio de
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Bateman terd a seguinte forma:

Tt ety e,

vy = a {e
em que o elemento aleatdrio e se supbe com uma distribuigio
N{(QC, 02).

Avaliando~se os parametros pelo método de ma-
xima verossimilhang¢a e chamando

3 ekt Lokt 2

(y. - a {e 1 ao residuc

quadritico, teremos

(1) 2 _ ®

5Q

0 sistema (2) corresponde a solugbes dos para-
metros pelo método dos minimos gquadrados. Resoclvido o sistema
formado por essas equagoes, a equacdo (1) nos dara um valor
estimative de 02.

0 sistema (2) & resolvido pelo método indicado
por Hartley (1961) e que consiste numa modificacdo de um métg
do inicial de Gauss para a estimativa de parametros numa re -
gressao nac linear geral.

As condigoes scb as quais o método de Hartley
€ convergente sdo testadas mediante uma tabulacdo prévia da

fungado residual Q, para variagdes suficientemente amplas dos
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parametros.

A primeira solugao para iniciar o processo in-
terativo indicado por Hartley foi encontrada da seguinte ma-
neira:

A funci3o &

y = oa {e1t . 7Rty L, okt {1 - e~y = Kty

3

onde k2 - kl >0
No entanto, a tabulacdo dos residuos Q indicou

para k, - k1 >l valores relativamente muito grandes de Q.
Portanto, fazendo variar kg - kl entre 0 e 1

umas 100 vezes, vao sendo obtidas outras tantas funcgoes

Y _ -k, t
1 - o~ (Ko - Kot

€ para cada uma delas uma linearizacio, tomando-se logaritmos,
segulda de um processo de Newton-Raphson, d& as estimativas de
a,k; que junto ao valor k, = k, proporcionam os trés parametros
a partir dos quais se calcula o reiduoc a4 e toma-se como solugao
inicial a correspondente ao minimo residuo assim encontrado.,

0 método de Hartley leva esta solugao inicial a
uma solugac final aproximada da verdadeira com uma margem  de

erro arbitrariamente pequena.

Resumindo:
1

Faz-se variar ko = kl = e  para
n

no= 100, 99, ...veee.l2, 1

Para cada k, - ki, estima-se a,k, atravas de
y -
In ¢ y = lna - klt, que e
:1. - Q_(kz bl kl)t
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um ajuste linear.

E um processo de Newton-Raphson que produz as
solugtes de minimos quadrados da fungio
Yy
. ok, k. C Al

-

€ para esses parametros assim resultantes calculamos

a = »{ yi - af e-klti we"thi)} 2

O
l 2
minimo, iniciamos o processo de Hartley. Chamando

fla,ki,ko3t) = a et | gkt } , faz-se

1.1 o . 8 £
1 ,k2 y t)= f(a 3klo,k205 ti+ ( 3

é§ § f
+(—‘3“k—l)o.ﬂkl+(-3*"}'{-5-—)o.ﬂk2,

-~ 0 O
Com os parametros a“, k k2 s que tornam Q

f(azsk Aa +

que € um ajuste linear miltiplo e que permite calcular Aa,

A Xy, & k, e uma nova solugdo:

1 _

a” = a, + ha, A
1. o

kl = kl + A kl. A
1_ 0

k2 = kz + A k?' A

sendo » £ 10,1 } tal que o valor de

1 1 o]
s K5

o
1 )

Q (al,k ) <a(a05k ,k2

1

0 processc continua até que
bRy 8 kg

a
kl k

sejam inferiores a uma cota prefixada ;
2

seja 0.01, por exemplo.

Finalmente, a obtengdo dos paramteros 3, ﬁl,ﬁz



além de proporcionar a fungdao que methor se ajusta ao conjun=
. . ~2 . .
to de pontos, permite estimar ¢° e simular o processo: predi-

zer valores de y para tempos nao testados experimentalmente'.
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