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RESUMO

Com o objetivo de estudar a heterocromatina de abelhas sem ferrdo
Melipona  scutellaris foram realizadas analises que enfocaram,
especialmente, os cromossomos metafasicos de larva defecante e pupas
dessa espécie.

Foi possivel desenvolver uma metodologia eficiente, para a obtengao
de metafases em varios estagios do desenvolvimento ontogenético, desde
larva defecante até pupa de olho preto ¢ corpo pigmentado, com a
utilizagdo de Cloreto de Cobalto (CoCly) definido esse composto como
agente indutor de metafases em abelhas.

Foi possivel, também, verificar que a cromatina de M.scutellaris,
assim como a de humanos e outros animais, ¢ sensivel ao composto 5-
azacitidina, respondendo com descondesagdo da cromatina.

Os resultados obtidos com esses estudos em heterocromatina de
Melipona scutellaris abrem perspectivas para o desenvolvimento de outras

pesquisas, que fazem parte de nossos objetivos.
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TABELA DE ABREVIATURAS E FORMULAS

BAEIR . S R R A Acido desoxirribonucléico

B oot i B e SN Acido ribonucléico

1 o SRS S SR S S R Larva defecante

B i e e Pupa de olho branco

L 0 N SO SN D I ey e Pupa de olho rosa

B ol e e T Pupa de olho marrom

PO i iisininsishinne i et vt s arans usiies Pupa de olho preto

U o ot s e s e Pupa de olho preto piguimentada

BEERELL .o srensmiiasosnenhirsssintoehstnbess REriviris (7 tins hipoxantina guanina fosforibosiltransferase
£ SN T SOl ST 0 Sl Thymidine Kinase
o o oo b e i Metilcitidina

GO s s e s s e e Cloreto de Cobalto

L = IS MR - SN WSRO~ Cloreto de Calcio

CHasNOg, 0,005%..........nneeeieeeeeeeceeci Colchicina
Na3;CsHs07,H,0,0,.95%....ccovvviveeicceeeeeein Citrato de Sodio

e v i e R T 4-amino-1-B-D-ribofuranosyl-5-triazin-2

(1H)-one (5- Azacitidina)
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scuiellaris

I. INTRODUCAO

I.1 Consideracoes sobre abelhas

As abelhas podem ser agrupadas em duas familias: Megachilidae ¢
Apidae. Dentre os Apideos sdo encontradas trés subfamilias: Xylocopinae,
Nomadinae e¢ Apinae. Os Apinae estdo divididos em 19 tribos, abrangendo
individuos corbiculados, com concavidade na tibia das patas posteriores,
adaptadas ao transporte de polen e resina ¢ os ndo-corbiculados. A tribo
Meliponini faz parte dos corbiculados (ALSINA & MICHENER, 1993).

As abelhas sdo holometabola, isto ¢, passam por metamorfose completa,
desde larva vermiforme, passando por estiagio de pupa, até o adulto voador:;
alimentam-se de néctar, polen e mel e vivem socialmente em col6nia, que
compreende muitos individuos de dois sexos (macho e fémea) e duas castas
(rainha e operaria) (STORER, 1991).

A Ordem Hymenoptera apresenta caracteristicas que a tornam um
interessante grupo para variados estudos de biologia, visto que se destaca pela

grande diversidade de padrdes de vida, nichos e evolugao de formas sociais.

O sistema de determinagao de sexo nos Apoidea € do tipo haplodipléide,
onde os machos se desenvolvem a partir de 6évulos nao fecundados e as fémeas,
a partir de ovulos fecundados por partenogénese arrendtoca (DZIERZON,
1845).

Os Hymenoptera da sub-familia Meliponinae estdao distribuidos ao longo
da América Central, América do Sul, Africa, Australia, Indonésia, dos quais,
mais de 300 espécies ja foram descritas. As abelhas sdo parte integrante do
ecossistema e a sua principal fungdo na natureza é a polinizagdo das flores e

consequente produgdo de sementes e frutos. As abelhas brasileiras sem ferrdo

Rosilene Rosa Tavares 1
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scutellaris

sdo responsaveis, conforme o ecossistema, por 40 a 90% da polinizagdo das
arvores nativas (KERR ef al., 1996).

Melipona scutellaris, popularmente conhecida como Urugu do Nordeste,
foi domesticada pelos Potiguara, Kiriri, Xucuru, Pataxo, Paiaku, Tupirucuba,
Caete, Aymore, entre outros povos do Nordeste, cujas técnicas de manejo foram,
imediatamente, passadas aos lavradores portugueses que muito apreciavam seu
mel. A destruicdo das florestas nordestinas diminuiu muito o nimero de
meliponicultores porém. recentemente, devido a habilidade dessas abelhas em
coletar polen, e assim realizarem a polinizagdo, elas vém sendo novamente
cultivadas. KERR et al., (1996) recomendam que os meliponarios contenham,
no minimo, 44 colméias, para evitar a perda das colomas pela redugdo do
numero de alelos sexuais, o que leva a produgdo de machos diploides que sdo
mortos pelas operarias. Em pouco tempo, o namero de individuos da colonia
abaixa e ela se extingue.

KERR (1948) determinou 2n=18 cromossomos para fémea de Melipona
rufiventris € Melipona marginata, sendo esse o primeiro registro citogenético

para esse género.

1.2 Organizacio cromossomica

O comando central da diferenciagdo e da morfogénese esta no genoma,
ele é capaz de comandar a sintese de todas as macromoléculas que um
organismo necessita ao longo de sua vida, pelo menos em tese. Nas células
somaticas de eucariotos, 0 DNA esta associado a proteinas basicas (histonas)
formando um complexo nucleo-protéico, ao qual se associam também as
proteinas acidas (proteinas nucleares ndo-histonas) e o chamado RNA nuclear

ou cromossomal. Esta gigantesca associagdo macromolecular apresenta, em

Rosilene Rosa Tavares 2
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scuteflarts

células quiescentes (nao-divisdo) uma estrutura enovelada, conhecida como
cromatina. A estrutura da cromatina (Figura 1) é semelhante a um colar de
pérolas, sendo o fio do colar a cadeia diplex do DNA e cada "pérola" um
agregado de quatro tipos de histonas. A cromatina de diferentes células ¢
classificada em duas categorias: cromatina condensada, que corresponde a
heterocromatina, que se cora fortemente em presenga de corantes especificos e
cromatina estendida ou "frouxa", que corresponde a eucromatina. A proporgdo
de histonas nestas duas fragdes € a mesma, porém a propor¢do de proteinas
cromossomais nao-histonicas, na forma "frouxa", ¢ bem maior (MOTTA, 1980).

Durante a divisdo celular ocorrem algumas alteragdes nucleares, das quais
a mais importante ¢, sem duvida, a condensagdo da cromatina. Na intérfase e no
inicio da profase, a cromatina esta na forma de eucromatina ¢ durante a divisao
celular, a cromatina vai, aos poucos, assumindo a forma de heterocromatina,
localizando-se na vizinhanga dos centrOmeros, nas extremidades dos bragos
cromossomicos (telomérica) ou em outras posi¢gdes ao longo do cromossomo
(BURNS & BOTTINO, 1989).

Em nivel molecular, a constituicio da heterocromatina ¢ caracterizada
como uma associa¢do de sequéncias altamente repetitivas de codigos nao-
proteicos (PARDUE & HENNIG, 1990) que se cora fortemente com Tripsina e
Giemsa (GELEHRTER & COLLINS, 1992). Citogeneticamente, a
heterocromatina pode ser detectada pela técnica de Banda-C (SUMNER, 1990),
a qual mostra que sua distribuicdo e contetido nos cromossomos varia entre 0s
diferentes organismos, tendo por isso um importante papel na diferenciagdo do
cariotipo.

Em algumas espécies, € possivel reconhecer, por técnicas simples de
coloragdo, em quais regides dos cromossomos se situam os blocos
heterocromaticos, uma vez que, na profase, esses blocos sdo mais

condensados que o restante do cromossomo. Essas regides coincidem com as

Rosilene Rosa Tavares 3
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regides de sintese tardia, reveladas pela timidina tritiada, demonstrando,
portanto, que a heterocromatina difere da eucromatina por se replicar ao final da
fase S. Os primeiros citogeneticistas observaram que, apds a teléfase, quando os
cromossomos voltavam ao estado descondensado, alguns cromossomos ou
segmentos cromossOmicos mantinham-se condensados, ¢ apareciam no nucleo
interfasico, como blocos mais corados, os cromocentros. BROWN, 1966 (apud
GUERRA, 1988) fez uma revisdo do que se conhecia sobre heterocromatina e
conclumn haver pelo menos dois tipos distintos, que ele chamou de
heterocromatina constitutiva e heterocromatina facultativa. A constitutiva se
caracteriza pelas propriedades de: a) permanecer condensada durante todo o
ciclo celular e em todas as células do individuo; b) geralmente, concentrar-se em
blocos no cromossomo, os quais se distribuem, preferencialmente, nas regides
proximas ou terminais dos cromossomos €, também, em torno da constrigao
secundaria; ¢) aparecer em ambos os homoélogos, na mesma posi¢ao € com o
mesmo tamanho; d) ndo conter genes estruturais ou s6 muito excepcionalmente,
apresentar regides codificantes; ¢) ser o local onde se situa, se ndo todo ao
menos a maior parte, 0 DNA satélite, embora a heterocromatina constitutiva nao
seja formada exclusivamente de DNA satélite.

A heterocromatina facultativa €, por definigdao, um tipo de cromatina que,
as vezes, se comporta como heterocromatina (mantém-se condensada durante a
intérfase, apresenta replicagdo tardia e auséncia de expressdo génica) as vezes,
como uma tipica eucromatina. Além disso, distingue-se da constitutiva pelas
seguintes caracteristicas: a) aparece em apenas um dos homologos de cada par
cromossomico; b) envolve todo o cromossomo e ndo apenas blocos; ¢) ndo
possui nenhuma particularidade quanto a composi¢do do DNA. Na verdade, a
composi¢do dessa heterocromatina € tipica de eucromatina, ndo sendo rica em

DNA satélite ou carente em genes.

Rosilene Rosa Tavares 4
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A heterocromatina facultativa pode conter, também, genes que estdo
permanentemente 1nativos em algumas linhagens de celulas mas nao,
necessariamente, em outras. Esse € o caso do cromossomo X de mamifero. No
macho, o cromossomo X, € primariamente, eucromatico. Na fémea, um X ¢,
aleatoriamente, inativado, tornando-se heterocromatico. Portanto, parece que a
atividade transcricional de um cromossomo inteiro pode estar relacionado, a sua
organizagao estrutural € nesse caso, uma intensa ¢ permanente condensagao do
material genético resultaria em inatividade genética (BURNS & BOTTINO,
1989).

O DNA de células de eucariotos, como ja foi dito, esta complexado com
proteinas, especialmente histonas, formando a cromatina. Os residuos de
aminoacidos da por¢do N terminal de cada histona (20-60 residuos) sdo ricos em
lisina e estendem-se para a superficie do nucleossomo (estrutura formada pelo
empacotamento de 146 pares de bases do DNA em um “core” de 8 histonas) e
podem ser modificados por metilagdo, fosforilagdo ou pela adi¢ao de ubiquitina.
A metilagdo e acetilagdo das histonas estdo associadas a regulagao da expressao
génica durante a intérfase. Genes em regides do DNA que estao condensados na

forma de heterocromatina, sdo inacessiveis a RNA polimerase ¢ outras proteinas

requeridas para transcrigao (LODISH ez al., 2000; NELSON & COX, 2000).

Em estudo de conteudo e composi¢do da heterocromatina em oito
espécies de abelhas do género Melipona, entre elas, M. scutellaris, ROCHA e
POMPOLO (1998) confirmaram o numero cromossomico para esta espécie,
2n=18 (para fémeas) ¢ n=9 (para machos) ¢ observaram que diferentes espécies
de Melipona apresentam uma ampla variagdo no contetido heterocromatico.
Segundo essas autoras, em M. scutellaris, a heterocromatina ocupa quase toda a
extensdo de todos os cromossomos, com a eucromatina limitada as

extremidades.

Rosilene Rosa Tavares 5
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scutellarts

Uma das principais caracteristicas da heterocromatina ¢ a auséncia de
atividade génica. O fato de que esse tipo de cromatina se encontra
constantemente condensado, e, que o estado condensado se encontra comumente
associado ao bloqueio de transcrigdo, sugere que mesmo que ocorram genes na
heterocromatina estes estardo permanentemente bloqueados. Estudos tem
demonstrado a relagdo entre condensagdo cromatinica e atividade génica
(GRIFFITHS e al., 2000).

Rosilene Rosa Tavares 6
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Segdo extendida da cromatina
mestrando o dominio em "loop”

“conta” de nucleossomo na fita de DNA

:

Como o DNA se empacota no cromossomo metafasico

Figura 1: Ultra estrutura do cromossomo metafésico (adaptado de PURVES et
al., 1995).

Rosilene Rosa Tavares 7
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scutellaris

1.3 5-Azacitidina

A 5-azacitidina, de composi¢ao quimica CgH;pN4Os e nomenclatura 4-
amino-1-fB-D-ribofuranosyl-5-triazin-2(1H)-one, ¢ um analogo da base
nitrogenada Citosina, que faz parte dos acidos nucléicos DNA (acido
desoxirribonucléico) € RNA (acido ribonucléico). Em vertebrados, o residuo de
Citosina ¢, frequentemente, modificado por metilagdo. Em eucariotos, estima-se
que 5% das Citosinas sejam metiladas a 5 metilcidina, nas duas fitas do DNA
(GRIFFITHS er al., 2000). O andlogo 5-azacitidina que pode ocupar, no DNA, o
lugar da Citosina, néo sofre metilagdo. O estado de metilagdo do DNA implica
em alteragdo na sua atividade de transcrigdo para producdo de mRNA. Sabe-se,
ainda, que a metilagdo do DNA reprime a migra¢do de Transposons (LODISH et
al., 2000).

Em humanos, a 5-azacitidina ¢ capaz de induzir a descondensagio
cromossomica quando aplicado em culturas de linfocitos, de acordo com a dose
¢ tempo de tratamento (SCHMID et al., 1984). Esses autores usaram a 5-

azacitidina para induzir descondensagdo da heterocromatina constitutiva dos

cromossomos 1,9,15,16 e Y humanos.

O tratamento de culturas de células de mamiferos com azacitidina evita a
condensag¢do de regides cromossomicas definidas. Estudos tem mostrado que
esse composto inibe condensagdo de cromatina somente quando usado durante a
fase S, por se incorporar ao DNA, durante a replicagio (VIEGAS-PEQUIGNOT
& DUTRILLAUX, 1976 apud VIEGAS-PEQUIGNOT & DUTRILLAUX,
1981).

HAAF et al., (1993) trataram com 5-azacitidina o cromossomo X de
replicagdo tardia de fémea de mamifero e demonstraram a eficiéncia e utilidade

desse composto para analise e estudo de heterocromatina.

Rosilene Rosa Tavares 8
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scutellaris

Clones de células hibridas de camundongos ¢ humanos, com cromossomo
X normalmente inativado, deficientes para a enzima HPRT (hipoxantina guanina
fosforibosiltransferase) foram tratados com 5-azacitidina ¢ testados para
reativagdo ¢ expressdo de genes ligados ao X. A frequéncia de clones com
enzima ativa foi maior do que no Controle ndo tratado (MOHANDAS et al.,
1981). Esses autores obtiveram evidéncias de submetilagdo na cromatina ativa €
conseguiram reativar a expressdo de genes do cromossomo X. O nivel de
expressdo génica e o grau de metilagdo sdo inversamente proporcionais. A 5-
azacitidina, que ndo pode ser metilada apds sua entrada no DNA, promove a
expressdo de genes em tecidos onde normalmente eles ndo se expressam

(GRIFFTHS et al., 2000).

I.4 Cloreto de Cobalto (CoCl,)

Em humanos, grandes quantidades de Cloreto de Cobalto (CoCl,)
reprimem a produgdo de eritrdcitos, provoca ruborizagdo cutinea, dermatites,
nausea e vomitos ( BUDARI et al., 1989).

FARAH (1983) analisou células somaticas e germinativas de machos de
Mesocricetus auratus (hamster) de 6 a 16 semanas de vida, tratados com
solugdo de Cloreto de Cobalto, com a finalidade de investigar a influéncia da
persisténcia nuclear na ndo-disjungdo cromossomica. Ocorreu  aumento

significativo de hiperdiploidia e pseudodiploidia.

Rosilene Rosa Tavares 9
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scutellaris

II. OBJETIVOS

¢ Obtencdo de metafases nos diferentes estagios de pupas de rainhas,
operarias ¢ machos de Melipona scutellaris, que receberam ou ndo

tratamento com Cloreto de Cobalto(CoCl,)

¢ Verificar se 0 andlogo de base 5-azacitidina tem agdo na descondensagio
dos cromossomos de Melipona scutellaris ¢ comparar os resultados com

aqueles descritos para humanos e outros organismos.

Rosilene Rosa Tavares 10
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III. MATERIAL E METODOS

ITL1. Material biologico

O material biologico utilizado foi a abelha sem ferrao Melipona
scutellaris, de ambos os sexos (macho e fémea) e castas (rainha e operaria)
provenientes da Bahia (Catu, Murici e Alagoinhas) e mantidas no Meliponario-
Uberlandia. Esse localiza-se na Fazenda Agua Limpa/UFU, que dista 30 Km de
Uberlandia-MG (latidude sul de 18° 55' 23" ¢ longitude oeste de Greenwich de
48°17' 19") no Tridngulo Mineiro, com fitogeografia de Cerrado.

Foram utilizados ganglios cerebrais (Figura 2) de larva defecante (LD),
pupa de olho branco (POB), pupa de olho rosa (POR), pupa de olho marrom
(POM), pupa de olho preto (POP) e pupa de olho preto pigmentada (POPP) de
machos, rainhas e operarias de Melipona scutellaris (Figura 3 ).

O dimorfismo sexual, na fase de pupa, pode ser evidenciado por meio do
gonostilo (Figura 4) que se localiza na regido posterior-ventral do abdémen. Os

machos possuem dois gonostilos, enquanto as fémeas possuem apenas um.

Rosilene Rosa Tavares 11
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Figura 2. Ganglio cerebral (seta) de Melipona scutellaris.

Rosilene Rosa Tavares
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Figura 3: Fases do desenvolvimento ontogenético de Melipona scutellaris:
A:Larva 1 (1), Larva 2 (2), Larva 3 (3)

B: Larva Defecante

C: Pupa de Olho Branco

D: Pupa de Olho Rosa

E: Pupa de Olho Marrom (Fls. 14)
F: Pupa de Olho Preto (Fls. 14)
G: Pupa de Olho Preto Pigmentada (Fls. 14)

Rosilene Rosa Tavares 13
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Figura 4: Gonostilos (setas) de macho (A) e fémea (B).

Rosilene Rosa Tavares
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IT1.2. Material de Laboratorio

¢  Solugdo de colchicina 0,1%

¢ Solugdo de citrato de sodio 1%

Fixador I: 1,5ml de acido acético glacial: 1,5ml de etanol: 2ml de agua
duplamente destilada (H,O dd)

Fixador II: 2ml de acido acético glacial: 2ml de etanol

Fixador I1I: acido acético glacial 100%

Metanol

L 2

Glicerina

Agua duplamente destilada
Giemsa

Cloreto de Cobalto (4mg/ml)
5-Azacitidina 1%

Laminas

Estiletes

Papel de fotografia Kodadrome RC, Contraste S3
Filme de fotografia ASA 400 ¢ 125
Camara escura

Cartela de comprimidos vazia
Conta-gotas

Pinga

Placas de Petri

Papel de filtro

Estereomicroscopio

Microscopio optico

Estufa de Cultura a 32°C

Freezer

LA . S I A R O R TR R R SR S S S S S S
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II1.2.1 Tratamento com 5-Azacitidina

Pupas de olho branco (POB) de operirias foram submetidas 3 aplica¢io
topica de 1ul da solugiio de 5-azacitidina a 1% (0,125g de 5-azacitidina : 12,5
ml de H,O deionizada) na regido dorsal. Apos 2 horas, procedeu-se & extragdo
do glanglio cerebral. A preparagao das laminas foi feita conforme itens I1.2.3.
Em um dos experimentos foram aplicados 4ul da solu¢do em uma pupa de
operaria e uma de rainha.

No grupo controle aplicou-se 1ul de agua, e os individuos foram
igualmente manipulados.

I11.2.2 Tratamento com Cloreto de Cobalto (CoCly)

Para obten¢do de células metafasicas, em fases posteriores a Larva
Defecante ¢ Pupa de Olho Branco e, também, para melhorar a qualidade e
quantidade de metafases para analises citologicas, introduzimos, nesse trabalho,
uma modificagdo da técnica descrita por CUCCHI & BARUFFALDI, 1990
(apud MARGARIDO, 1995) que utilizaram cloreto de cobalto (CoCly) para
aumentar a frequéncia de metafases em peixes.

Foram aplicados, topicamente, 4ul de solugdo aquosa de cloreto de
cobalto (4mg:1ml) na regido dorsal de larvas defecantes (LD), pupa de olho
branco (POB), pupa de olho rosa (POR), pupa de olho marrom (POM), pupa de
olho preto (POP) e pupa de olho preto pigmentado (POPP) de M. scutellaris.
Apos aplicagao do CoCl,, foram testados varios intervalos de tempo, de 5 horas
at¢ 7 dias, para verificar o mais eficiente para obtengdo do resultado final, a

indugdo de metafases. As larvas e pupas foram conservadas em estufa a 32,

Rosilene Rosa Tavares 17
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com umidade relativa de 85%, mantida por meio de solugdo saturada de KCl
(ASTM, 1951). A preparagao das laminas foi feita conforme itens 111.2.3.
No grupo controle aplicou-se 4ul de 4gua, e os individuos foram

igualmente manipulados.

IT1.2.3 Preparacio de lamina para Andlise de Cromossomos

Metafasicos

As laminas para andlise citogenética foram preparadas segundo a técnica
de IMAl et al., (1988).

Faz-se a dissecagdo do glanglio cefdlico em solugdo hipotonica de
colchicina sobre 1amina pré lavada.

Com auxilio de pingas e estiletes remove-se o excesso de gordura e
tecidos adjacentes e, em seguida, transfere-se o ganglio cefalico para um
recipiente individual, contendo solugdo fresca de colchicina - citrato,
(C22H2sNOg, 0,005%,- Na;CsHsO7 ,H,0, 0,95%) onde o material permanece por
2 horas, a temperatura ambiente e em auséncia de luz.

Cada ganglio hipotonizado ¢ transferido para outra lamina limpa, em
inclinagdo de mais ou menos 20° para que a solugdo hipoténica seja drenada.

O Fixador I € colocado sobre o material, na 1amina inclinada. Em seguida,
retira-se o excesso de liquido com um papel filtro e repete-se a operacgao.
Dissocia-se o tecido, com auxilio de estiletes. Adiciona-se sobre a lamina, duas
gotas do Fixador II antes que o Fixador I evapore. Retira-se o excesso do
Fixador II com um papel filtro e adiciona-se duas gotas do Fixador I11.

Secar a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. Corar com
solugdo de Giemsa e Tampao Sérensen (Na, HPO,, 0,06 M: KH, PO, 0,06 M;
pH- 6.8) na propor¢ao de 1:30, por 20 minutos.

Rosilene Rosa Tavares 18
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Lava-se em 4gua corrente e analisa-se em microscopio optico (NIKON
modelo MICROPHOT - FXA).

2

Para retirar, macerar e fixar os ganglios foi utilizado um

estereomicroscopio (WILD, modelo 308700).
As laminas foram fotografadas com filme Asa 125 e copiadas em papel
Kodadrome RC, Contraste S3.

Rosilene Rosa Tavares 19
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IV. RESULTADOS

IV.1 Efeitos da 5-azacitidina em cromossomos metafasicos de

Melipona scutellaris

As pupas de olho branco e operdrias tratadas com 5-azacitidina por duas
horas foram submetidas a analise citologica e apresentaram caracteristica
descondensagdo cromossdmica, em comparagdo com as laminas Controle, de
pupas que ndo receberam tratamento, como mostra a Figura 5.

O efeito de descondensagdo foi 0 mesmo quando se aplicou 1 pl e 4ul da
solugao de 5-azacitidina. O efeito em pupas de operarias e de rainhas, também
foi 0 mesmo, embora tenha sido analisada uma tmica pupa de rainha, o que nao
¢ suficiente para uma conclusdo definitiva. O experimento deve ser repetido. A
descondensagdo ocorreu ao longo de todo cromossomo.

Nao foram feitos testes para verificar se os efeitos da 5-azacitidina sio
dependentes ou ndo do tempo de exposigdo dessa espécie a droga.

Foram realizados poucos experimentos com esse composto pelo fato dele

ser altamente toxico e mutagénico.

Rosilene Rosa Tavares 20
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ESTUDOS EM HETEROCROMATINA DE Melipona scutellaris

Figura 5: Metafases de Melipona scutellaris: pupa de operaria ndo tratada (A) e
tratada com 5-azacitidina (B). Aumento 100X.

Rosilene Rosa Tavares 21
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IV.2  Efeitos do tratamento de larvas e pupas de Melipona

scutellaris com Cloreto de Cobalto (CoCl,)

Nesse trabalho utilizou-se 4l de solugdo de Cloreto de Cobalto aplicados
topicamente nas larvas e pupas. CUCCHI & BARUFFALDI, 1990 (apud
MARGARIDO, 1995) recomendaram o uso de 0,5ml desta solugdo para cada
100g de peso de animal. Em larvas e pupas de M. scutellaris, cujo peso médio é
de 120 mg, deveria ser utilizado 0,75 ul dessa solu¢fio para manter a propor¢ao
recomendada, caso a administragdo fosse intraperitoneal. Em abelhas a inje¢do
fica prejudicada e por isso optamos pela aplicagéo topica, que produz resultados
satisfatorios.

O namero de metafases obtidas a partir do tratamento de larvas
defecantes, pupas de olho branco, rosa, marrom, preto e pupa de olho preto
pigmentada em Melipona scurellaris com solugio de Cloreto de Cobalto quando
comparado com metéafases obtidas de individuos que ndo receberam tratamento
com esse composto, aumentou (Figura 6) embora ndo tenham sido feitos testes
de significancia. O tempo de tratamento que se mostrou mais adequado para a

obten¢do dos resultados aqui apresentados foi o de 24 horas. Estes resultados
confirmam os dados ja descritos para peixes obtidos por CUCCHI &

BARUFFALDI, 1990 (opcit MARGARIDO, 1995). E importante relatar que,
mesmo sem o tratamento com Cloreto de Cobalto (individuos Controle) foram
obtidas metafases, desde o estagio de Larva Defecante até Pupa de Olho Preto.
A grande variagdo que se verificou foi com relagdo ao numero de metafases
obtidas.

As fotos das Figura 6 foram apresentadas em diferentes aumentos porque
as laminas foram processadas em momentos distintos e fotografadas. Nio

pudemos fotografar, novamente, quando preparamos para montagem dessa

Rosilene Rosa Tavares 22
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porque o material das laminas havia sido perdido devido ao seu breve tempo de
vida.

A umidade relativa de 85% obtida por meio de solugdo saturada de KCI a
32°C de temperatura mostrou-se eficiente para manutengdo das pupas
(experimentais e controle) em condigdes saudsveis, assim como ja havia sido
verificada para essa ¢ outras espécies de Melipona ¢ de uso rotineiro no
Laboratorio de Genética/UFU.

Néo foram testadas concentragdes diferentes de CoCl,.

As laminas igualmente preparadas, de machos revelaram n=9
cromossomos, conforme o descrito por Kerr (1948) e confirmado por Rocha e
Pompolo (1998). Nao foi feito tratamento de laminas de macho com 5
Azacitidina e CoCl,. O nimero de machos a época do experimento

era reduzido.
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Figura 6: Metafases (setas) de Melipona scutellaris que ndo receberam
tratamento (A) e que receberam tratamento com Cloreto de Cobalto (B). Em A,
aumento de 10X e em B de 100X.
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V. DISCUSSAO

A expressao de genes é regulada por meio de varios processos que afetam
as taxas pelas quais os produtos génicos sdo sintetizados ou degradados, sendo
que a taxa de transcrigdo de diferentes genes determina o funcionamento ¢ as
propriedades das células e tecidos. A regulagdo da expressdo génica ¢ a base da
diferenciagdo celular ¢ do funcionamento equilibrado dos diferentes tipos
celulares em um organismo pluricelular. A atividade de transcrigio em cada
célula depende do estado da cromatina e esta pode se apresentar, em um
organismo vivo, sob duas formas, eucromatina e heterocromatina. Por definigdo,
a eucromatina constitui-se em regides de atividade de transcri¢do, enquanto que
na heterocromatina, o DNA est4 inativo transcricionalmente. A cromatina ativa
em transcrigdo € estruturalmente distinta da cromatina inativa e sabe-se que o
DNA de cromatina inativa frequentemente, apresenta residuo de citidina
modificado a metilcitidina (mC) por metilagdo, via enzima Dam metilase.

Quando, em um organismo, a transcri¢ao de um gene ndo é necessaria, a
metilagdo do  nucleossomo & aumentada, tormando a cromatina
transcricionalmente inativa, como parte do processo de silenciamento génico.

O papel da metilagdo do DNA e funcionamento genico tem sido estudados
por wvarios laboratorios buscando, especialmente, gerar uma estrutura
cromossomica que permita transcrigdes de regides silenciosas para estudos de
citodiferenciagdo e programas de ativagdo de estruturas cromatinicas em regides
de heterocromatina.

Células inativas de camundongos com Herpes simplex, com o gene TK
(Thymidin Kinase) inativo, foram ativadas transcricionalmente com tratamento
de 3 uM de 5-azacitidina (CLOUGH et al., 1982).

Cromossomos X, de replicagdo tardia em fémea de mamiferos, foram

analisados apés tratamento com 5-azacitidina e o tratamento demonstrou ser de
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grande eficiéncia e utilidade para estudos de heterocromatina (HAAF et dl.,
1993),

MOHANDAS et al., (1981) conseguiram reativar a expressdo de genes do
cromossomo X em mamiferos, com aplicagdo de 5-azacitidina, que ao entrar no
DNA no lugar de uma citosina e niio aceitando metilagdo fez com que os genes
daquela regido passassem a se expressar.

Em genes de retrovirus de aves, a estrutura da cromatina pode ser
modificada pela exposi¢ao das células a 5-azacitidina, que produz hipometilagio
¢ ativagdo transcricional do virus ev-1 , (GROUDINE ez al., 1981).

Em cromossomos humanos, a 5-azacitidina induziu nitida descondensagéo
da cromatina (SCHMID et al., 1984).

O que despertou nosso interesse para analise cromossdmica de Melipona
scutellaris utilizando S-azacitidina foi, primariamente, o fato de abelhas M.
scutellaris apresentarem alto grau de condensagdo cromatinica, tendo sido
classificadas por ROCHA e POMPOLO (1998) em grupo de alto contetdo de
heterocromatina, com cromatina condensada ocupando quase toda extensdo do
Cromossomo, com a eucromatina, limitada as extremidades.

Nossos resultados demonstraram (Figura 5) que, assim como em
cromossomos humanos e de outros organismos, a 5-azacitidina é eficiente na
descondensagido de cromossomos de abelhas.

Ndo € possivel definir, pela metodologia utilizada a quantidade de
Citosinas substituidas pela 5-azacitidina, mas é possivel afirmar, pela
observagdo dos resultados, que as regides heterocromaticas contém DNA
altamente metilado, visto que como resultado da submetilagdo ocorreu
descondensagdo da heterocromatina. Esse resultado indica, ainda, a presenca de
regides com bases GC ao longo de toda heterocromatina. Como nao foram
detectadas, nessa analise, blocos que ndo descondensaram, isso pode ser

indicativo de auséncia ou, pelo menos, pequena quantidade de blocos AT.
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A heterocromatina de abelha apresenta a caracteristica de ser sensivel a 5-
azacitidina, assim como a heterocromatina humana e de outros organismos.
Nosso interesse em testar a droga 5-azacitidina veio, também, do fato de a 5-
azacitidina provocar submetilagio e com isso promover a transcrigdo do
segmento de DNA onde a base Citosina ¢ substituida pela 5-azacitidina. As
consequéncias disso na expressdo génica em abelhas sdo desconhecidas mas, se
¢ possivel promover a descondensagdo da heterocromatina por meio de
tratamento com 5-azacitidina, como ficou demonstrado nesse trabalho, algumas
hipoteses podem ser levantadas a partir dos conceitos inerentes expressao
genica e resultados apresentados na literatura.

Em Hymenoptera, de modo geral, o niimero de metafases que se obtém
em boas preparagdes citologicas restringe-se a material nas fases de larva,
prepupa (POMPOLO & TARAHASHI, 1990: COSTA et al., 1993; GOMES et
al, 1995; POMPOLO & CAMPOS 1995: CAXEIRO & POMPOLO 1998 e
1999; MARCOLINO ef al., 1998; ALVES, et al., 1999; BRITO-RIBON et al.,
1999a 1999b; COSTA et al., 1999) ¢ pupa de olho branco (COSTA et al., 1992),
ndo tendo sido descrito, até o momento, uma metodologia eficiente para

obtengdio de boas metafases em fases posteriores de desenvolvimento dessa

ordem.

Em fungdo disso, decidimos testar uma nova metodologia para indugido de
metafases em abelhas, adaptando uma técnica que CUCCHI & BARUFFALDI
1990 (apud MARGARIDO, 1995) utilizaram para peixes. O resultado foi
positivo, conforme demonstrado pelas fotos de laminas (Figura 6).

A analise realizada por FARAH (1983) com células de hamster mostrou
que o Cloreto de Cobalto é uma ferramenta il para estudos cromossémicos,
mostrando-se superior ao tioacetamida e 5-fluorodeoxiuridina, testados por
outros pesquisadores, para tal analise. Os resultados dessa autora mostraram

hiperdiploidia e pseudodiploidia como efeito do CoCl, em células de hamster.
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Em nossas analises ndio se observou alteragfio do numero de cromossomos
em fungdo do tratamento a que foram submetidos as larvas ¢ pupas.

O mecanismo pelo qual o CoCl, intensifica ou induz o nimero de
metafases, ou seja, a razio pela qual o ciclo celular ¢ influenciado ou alterado,
ndo € conhecido. Sabe-se que o Cobalto age na transcricao de RNA. TRES e¢f
al., (1972) observaram correlagio positiva entre a biossintese de RNA
ribossomal e a quantidade de cations no nucleo. Esses resultados indicam efeitos
do CoCl, na atividade da RNA polimerase.

Os objetivos atingidos em nossa Pesquisa com as metodologias testadas e
otimizadas por nos abrem Gtimas perspectivas para estudos em regulagdo da

expressao genica em abelhas ¢ outros eucariotos.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir de nossa investigacdo sobre a
heterocromatina de abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris  permitiram

verificar que:

¢ Cromossomos de M. scutellaris sio sensiveis ao composto 5-azacitidina,
respondendo com nitida descondensa¢do da cromatina. Os resultados obtidos
com a metodologia utilizada para indugdo de descondensagdo, indicam a

presenga de bases GC ao longo da heterocromatina dessas abelhas.

¢ Cloreto de Cobalto é um eficiente agente indutor de metafases em abelhas M.
Scutellaris, promovendo o aumento significativo de metafases nos individuos

tratados em relagdo ao Controle:;

¢ Metafases foram obtidas em pupas, independentemente da utilizagdo do
CoCl,, porém em menor nimero. Preparagdes adequadas de cromossomos

metafasicos em pupas de abelhas nio haviam sido, até entdo, relatadas na

literatura;
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