Mem. Inst. Butantan GIORGIO SCHREIBER et al. 135
Simp. Internac.
33(1):135-150, 1966

17.- PESQUISAS DE CITOLOGIA QUANTITATIVA. XIX — DNA E VOLUME
NUCLEAR NOS TECIDOS SOMATICOS DOS VERTEBRADOS

GIORGIO SCHREIBER et al.

Instituto de Biologia Geral, Faculdade de Filosofia da U.F.M.G.,
Belo Horizonte, Brasil

INTRODUCAO

O presente trabalho visa o estudo das relagbes quantitativas entre o conteido
em DNA e o volume nuclear, O trabalho pioneiro de Walter Jacobj veio intro-
duzir na citologia o conceito de “quantum”. As velhas pesquisas sobre a assim
chamada “relacio nicleo plasmatica™. tateavam sem uma diretriz ledrica esclare-
cedora de um mecanismo determinante desta relacao. A cariometria de Jacob
teve o valor de esclarecer que o crescimento da matéria viva se da por valores
descontinuos e com a regra de duplicacao. As pesquisas de Jacobj., retomadas a
luz da citogenética, que vinha se desenvolvendo entao, levaram imediatamente a
esclarecer que o “quantum” de reduplicacio da matéria viva é o genoma. As
variacoes do volume nuclear deveriam, portanto, ser paralelas as do DNA. Su-
cessivamenle, porém, apareceram varios casos nos quais a relagio entre genoma
¢ volume nuclear nao se mantém e nicleos com o mesmo DNA podem ter volu-
mes diferentes, O primeiro caso de discrepancia entre o teor em DNA e o vo-
lume nuclear foi descoberto por Schrader e Leuchtenberger (1956) na série es-
permatogenética de um hemiptero (A rvelius), onde os varios tibulos testi-
culares apresentam todos o mesmo valor de DNA nas fases correspondentes da
meiose, porém, o volume nuclear é. em alguns tabulos, respectivamente, 2 ou 4
vézes maior que os volumes dos correspondentes estadios dos tabulos normais,
O teor de proteinas segue de perto as variagoes do volume nuelear independente

do teor em DNA.

Variacoes da relacio entre DNA e o volume nuclear, em condicoes fisiolo-
oicas normais ou experimentais, foram observadas por Bern, Alfert e colaborado-
res no estudo da ativacio de determinados orgaos por hormonios especificos,
Alfert ¢ Bern (1951) verificaram que uma variacio do volume nuclear (com
modulo 2 ou as vézes 1.5) se da na tireoide ativada pelo hormonio hipofisario
e nas células da parede uterina ativada pelos hormonios estrogénicos, sem que
haja variacio do contetido de DNA. Foram, prevalentemente, éstes fatos que  le-
varam Bloch a considerar a existéncia dos dois tipos de interfase dos quais fala-
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remos adiante. Outro caso de desvio das relacoes entre DNA e volume nuclear
¢ aquéle descrito por Fautrez (1957-8) ¢ chamado de “décalage”™. no qual o
niicleo da classe diploide do pancreas nos roedores tem um volume igual a me-

lade do correspondente volume do ntceleo diploide do [igado.

Na Escola de Lison (Valeri — 1962). foram evidenciados oulros casos de
independéncia do volume nuclear em relagio ao contetido em DNA, nos tecidos
patologicos. No estudo dos tumores do colo do utero, Valeri verificou que os
niicleos podem ter volume maior ou menor em relagio ao teor em DNA, e, pela
primeira vez, foi empregado o térmo “megetismo™ para indicar o excesso (hiper-
megetismo) ou deficiéncia (hipomegetismo) do volume nuclear em relacio ao te-
cido normal,

No estudo da ploidia somatica das glandulas dos Moluscos, Schreiber e cola-
horadores (1964-1965) verificaram mais um caso de excecdo a constancia das
relacbes entre DNA e volume nuclear. Os tecidos glandulares, especialmente o
hepatopancreas, ¢ a glandula salivar, nos Gasleropodos, apresentam intensos [e-
nomenos de endopoliploidismo (ou politenia). verificaveis por classes superiores
(maltiplas de 2) no conteiido em DNA (Schreiber e colaboradores — 1964-19065).
Fstas elandulas, portanto. representam um mosaico de células de valores multiplos
de ploidia. Schreiber e colaboradores demonstraram um fato novo neste tipo de
[endmenos: a relacio entre DNA e volume, na série dos meiocitos, é, respectiva-
mente. 1:1. 2:2 ¢ 4:4, ao passo que, nas células glandulares poliploides déstes
tecidos, a relacio DNA/volume é respectivamente 1/2. 2/4. 4/8, 8/106, ete. Isto
quer dizer que as células dos tecidos especializados tém um contetido em protei-
nas nao histonicas duas ou qualro vézes maior do que as células germinais.

O estudo de todos éstes casos, nos quais a relagio entre conteuido em DNA
¢ volume nuclear nao fica constante, foi considerado por nés (Schreiber e colabo-

radores — 1965) de forma sintética, introduzindo o conceito de “relagao ploido-
megética”.  Estas consideracoes nos permitiram reconsiderar, sob ndvo aspecto, o

trabalho dos anligos aulores de cariometria.,

A base bioquimica destas variagées foi elaborada por Bloch (1958), que
chegou a conclusio de que o nicleo pode seguir duas formas de crescimento 1n-
terfasico. A primeira é a “autossintética”, na qual duplicam todos os compo-
nentes biogquimicos e morfologicos do nicleo.  Assim, duplicam o DNA, as pro-
leinas histonicas que o acompanham em quantidade sempre conslanle, e as pro-
leinas nao histonicas, que constituem parte dos cromosomas e o suco nuclear.
Fste tipo de interfase se verifica antes da divisaio mitotica ou da endomitose.
seeundo tipo de interfase, “heterossintética™, verifica-se quando o DNA ndo du-
plica, mas trabalha na funcio de produzir o RNA e sucessivamente as proteinas
citoplasmaticas especificas da func¢io celular. Neste tipo de interfase, porém, du-
plicam as proteinas ndo histonicas e o volume nuclear segue éste ritmo de au-
mento. As proleinas nao histonicas, que constituem o suco nuclear, determinam
pela sua constituicio fisico-quimica o volume nuclear, que adquire geralmente
valores multiplos de duplicacio (Schreiber — 1964). O volume do nicleo re-
presenta, portanto, uma “constante” celular que é caracteristica de cada tipo de
células.  As variacoes do volume nuclear refletem [undamentalmente a funcao do
nicleo, e. no presente trabalho, em falta de uso de métodos especificos para de-
terminar as proteinas niao histonicas, consideramos o volume nuclear como ex-
pressio morfologica embora grosseira do contetdo destas proteinas,  Deixamos
aqui de considerar o problema das variagoes do conteddo em RNA, que é um
componente mais “movel” e provavelmente em estado de equilibrio durante o
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ciclo fisiologico (“steadv state”™) e ligado as variacoes quanlitativas do nucléolo,
Do ponto de vista morfoquantitativo, a participacio do DNA. histona ¢ RNA.
para a conslituicio do volume do nacleo. deve ser relativamente menos conside-
ravel do que a das proteinas nao histonicas, Talvez os fenomenos de estado fi-
sico-quimico (embebicao. etc.) destas proteinas sejam os responsaveis pela deter-
minacio de um volume especilico e constante nas diferentes fases da vida celular,
O esquema apresentado por Alfert (1958, Fig. 3) esclarece a participacio dos
varios componenles na delerminacdo do volume nuclear e as suas variacbes nas
duas interfases, respectivamente, reprodutiva e funcional da célula. Pouco ou
nada se conhece acérca da origem destas proteinas, se endonuclear ou citoplas-
malica; o fato é que elas se encontram em quantidade e estado fisico-quimico
conslante apds uma divisdo e duplicam antes da divisio sucessiva (interfase au-
tossintética), ou durante o ciclo Tuncional da interfase helerossintética. A quan-
lidade destas proteinas ndo histénicas esta de certa forma ligada ao genoma, mas
elas podem variar independentemente déle e a sua variagio se da. conforme a
[eliz expressdo de Pollister. sob forma de “multiple sets of proteins”™. Neste fato
esla a base de todo o sistema de pesquisa cariomélrica e do fenémeno fundamen-
tal que foi verificado por Jacobj sob a forma de “Verdoppelungsgesetz™) do nucleo.

A funcido das proteinas nao histonicas (proteinas acidicas, fosfoproteinas, etc.)
parece ler uma inl|u;rrlfu|-:'iu [undamental, pois a eslas proleinas parece estar con-
ferida a funcio de desligar a unidao do DNA com as histonas. Esta ligacio que
parece ser a base de repressao da alividade do gen seria rompida pela nova li-
cacdo com as proteinas acidicas que agiriam como “depressors” do locus gé-
nico, permitindo a sua atividade especifica. Por esla razio nos parece inleressan-
te estudar quantitativamente a relaciio entre estas proleinas (provisoriamenle ex-
pressas pelo volume nuclear) e o conteido em DNA nos diferentes tecidos espe-
cializados na série dos Vertebrados.

['ma comparaciao das variacoes de DNA e do volume nuclear entre varios
grupos de tecidos e em varios grupos de animais nos levou a fazer uma classifi-
cacdo destas variacoes conforme a concepcio de Bloch. O esquema aqui apresen-
tado compara a relacio entre DNA ¢ volume nos tecidos de alguns Artropodos.
nos quais as variacoes entre tecidos se ddo por politenia ou poliploidia e, portan-
lo. as variacoes do DNA sio paralelas as do volume nuclear (autossintese). com
a dos Vertebrados e¢ Moluscos, nos quais o DNA é sempre diploide na classe
hasica dos nucleos, mas o volume pode ter valores multiplos nos diferentes tecidos
(heterossintese). A éste fendomeno se sobrepbe, em certos tecidos, como por exem-
plo o figado. o poliploidismo somatico que forma classes maltiplas nucleares do
valor de DNA e do volume. () que varia entre os lecidos €, portanto, o valor
da relagio ploido-megética que sera constante nas differentes classes de endopoli-
ploidismo de cada tecido. Pode-se dizer que nos Artropodos se dia um mosaico
de ploidias entre os tecidos com relagio ploido-megética 1:1. ao passo que nos
Vertebrados se da um mosaico de nicleos com relacio ploido-megética diferente.,
em cada qual pode-se dar também endopoliploidismo (Fig. 1).

Podemos concluir, portanto, que do ponto de vista das relacoes entre DNA
e volume nuclear (megetismo), os tecidos podem apresentar séries de volumes
nucleares que classificamos como se segue:

[. A série “eumegética”, na qual o DNA ¢ o volume variam paralelamente,
devido ao mecanismo de interfase “autossintéetica™.  FEsta série se verifica nos

meiocitos (ide = 1, gonios e citos segundos = 2 e cilos primeiros = 1), nos le-
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cidos que apresentam poliploidia somatica (polissomatismo), como em algumas
alandulas nos Vertebrados e nos Moluscos, ou entre tecidos com ploidia caracte-
ristica como nos Artropodos,

[I. A série “hipermegética”™ somdtica, como se veriflica na comparacio de
nucleos com igual grau de ploidia de 6rgaos diversos nos Vertebrados e Moluscos.
Nestes, cada tecido tem um volume caracteristico da classe diploide ¢ os volumes

basicos dos varios tecidos formam uma série de duplicacio (série “polimegética”™,

“Verdoppellungs-gesetz” de Jacobj — 1925). As vézes. porém, podem ter wvalo-
res multiplos de 1.5 (“sesquifase”™ de Schreiber — 1960).

[Il. A serie “hipomegética”, representada pelos linfocitos e nucleos de eri-
trocitos  (Jacobj — 1925) que. embora tenham teor diploide de DNA. podem
apresentar volumes 1/2. 1/4 ou até 1/8 do volume basico do gonio.

MATERIAIS E TECNICAS

O material foi sempre fixado, parte em Bouin e corado com hematoxilina-eosina
_para cariometria, e parte em formol neutro a 10% e corado com Feulgen sem con-
traste para citofotometria, Os cortes foram feitos com espessuras muito varidveis
conforme o material (de 2 micra para os peixes até 20 micra para o Sipho-
nops). Foram tomados como base os seguintes tecidos: testiculo, figado, péan-
creas e baco. Nos Peixes foram feitas medicoes orientadoras no tecido nervoso e,
quando possivel, foi medida a série espermatogenética completa (gonios, citos I,
citos II e espermatides), mas as vézes foi dificil encontrar todos os estddios. Con-
tudo foi facil encontrar citos I e ides, com os quais foi feita a regressio DNA/vo-
lume. No baco foram medidos os linfécitos, e em Rato foram medidos os timo-
citos e linfécitos grandes. Do pancreas, nesta pesquisa, foi considerado somente
0 tecido exodcrino. Nos anamniotas foram medidos os eritrocitos nos vasos capila-
res, escolhendo os ntcleos bem orientados para a medida. As medidas cariométri-
cas foram feitas seja com o miecrometro filar do ecitofotdmetro, seja com desenho
4 camara.

As medidas de DNA foram feitas com citofotometro, montado com Microseopio
Ortholux Leitz, com objetiva 124 Nachet, imersio e ocular 10, montado num su-
porte Aristophot Leitz. Na cabeca binocular, uma das oculares é usada para a
escolha do campo e a outra, substituida por um micrometro filar de Zeiss com
ocular K16, para a medicio dos dois diametros, maximo e minimo, do nucleo, e a
centracao do nucleo a ser fotometrado. No Aristophot foi adaptada a caixa do
fototubo (RCA 931 A) com um disco de 4 diafragmas de superficie variavel. No
foco do visor lateral foi introduzida uma chapa diapositiva com as imagens con-
céntricas dos diafragmas para o “plug”. O fole de Aristophot foi ajustado para
obter uma imagem do nicleo a ser medido ampliado a 1.500 diametros. Utiliza-se
uma area do “plug” com cérca de 209 da area do nucleo. Foi feita uma medida
de absor¢ao de cada nucleo; para cada medicio foi determinada a luz padrio em
zona fora do nucleo e ajustado o valor do galvandometro a 100 com pequenos mo-
vimentos do diafragma do condensador do microseopio. Com éste método cada lei-
tura de absorcio é dada em percentagem da intensidade da luz padrao usada. A
illuminacao foi dada por um monocromador Bausch & Lomb, a reticulo, com lente
frontal supletiva usando uma luz monocromatica de 540 angstrons ou com filtro
Wratten n* 58. Foi usado um micro-amperimetro “Norma"”, modélo 251, de sensi-
bilidade 2,10—7, Com as medidas de absorciao de cada ntcleo, e o diametro médio
dois dois diametros cruzados, foi calculada a quantidade de DNA para cada nieleo,
de acordo com a formula DNA — D2 (2 — log In), sendo D2 a superficie 6ptica
do nacleo, In a medida de absorciao e 2 o log 100. Dos dados de DNA assim obti-
dos foram calculados a média, desvio-padrao e érro-padrio da meédia. Na elabo-
racao estatistica dos dados foi indicado sempre o valor da média e de = S para o
DNA. Nas medidas cariométricas geralmente foi indicada a moda, pois é a me-
dida mais adequada nos casos de histogramas bimodais ou com modas encobertas.
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@Quando as medidas eram excessivamente dispersas, como em certos casos de volu-
mes medidos ao mierometro durante a citofotometria, foi indicado o valor mediano
como o mais apto a dar uma indicacao utilidzavel.

Nos diagramas de cascavel e parelheira aqui publicados utilizamos um novo tipo
de grafico, ou seja, as “areas ploido-megéticas”. Estas areas (Figs. 4 e 8) resultam
de quadrilateros, cujos lados correspondem ao valor total de dispersio dos dados
respectivamente de DNA e volume. Embora se esteja ainda iniciando o estudo
déste tipo de representacio, os diagramas exprimem com grande clareza a situacio
dos nucleos dos diferentes tecidos em relacao ao DNA e ao volume, e a sua com-
paraciao enire os diferentes tecidos nos parece de grande utilidade.

DESCRICAO DOS RESULTADOS

Nas pesquisas precedentes desta série foram estudados varios tecidos de Ver-
tebrados, determinando o volume nuclear ¢ o DNA. Estes trabalhos foram exe-
cutados no decorrer de varios anos. cada um com banhos de Feulgen diferentes,
Os resultados ndo podem ser confrontados quantitativamente entre as espécies. mas
podem-se verificar as relagbes quantilativas entre estas duas variantes celulares
somente entre os tecidos de cada espécie,

(s materiais estudados nas pesquisas anteriores foram os seguintes: Peixes
(Tilapia melanopleura), por Yeda X. Sant’Ana (1965). Foram estudados o fi-
cado, pancreas, rim, eritrocitos e neurdnios. O estudo foi feito ndo somente em
adultos, mas também em fases de larvas recém-eclodidas e alevinos. 0Os dados
desta pesquisa estio ainda em elaboracio. Somente foi publicado o estudo da
variacio do tamanho do nuacleo e seu contedido em DNA durante o desenvolvi-
mento pos-embrionario. Anfibios: (Siphonops annulatus). por N. Melucci
(1962). no qual foram estudados o figado, pancreas, rim e espermatogénios.
Reéepteis: (Tupinambas sp.). Melucei (nao publicado)., no qual foi estudado
o ligado, rim e pancreas. Mamiferos: (Cricetus auratus ¢ Mus rattus). Em
Cricetus, Gerken (1962) estudou o figado, pancreas. rim e glindulas salivares.
Em Rattus. Yeda X. Sant’Ana estudou o figado, pancreas e os elementos do
timus, relacionando estas medidas aos gonios (1961).

Ofidios: 1. Crotalus durissus terrificus (Laurenti) — Apresentamos na
Fig. 2 os diagramas de regressaio DNA/volume nuclear da série espermalogenc-
lica e na Fig. 3 os histogramas, respectivamente, do DNA e do volume nuclear
com a tabela dos valores numéricos relativos. A Fig. 4 representa a regressiio
entre DNA e volume da linha germinal (linha continua) e dos tecidos somaticos.
Representamos de uma forma sintélica os varios lecidos por meio da area ocupa-
da pelos dados de cada tecido. Os retangulos abrangem a totalidade dos pontos
do diagrama de regressio de cada tecido indicando assim a area de variabilidade.
Chamamos éste diagrama de “areas ploido-megéticas™
métrica da dispersio dos dados nos tecidos e indicar com grande evidéncia a
situacio de hiper e hipo megetismo em cada tecido. Deéstes diagramas aparece
bem claro que os tecidos somaticos tém um teor em DNA geralmente na faixa
diploide. As varia¢bes dentro desta faixa provavelmente sio determinadas seja
pela variagiio interfasica de uma certa percentagem de células em movimento mi-
totico ou endomitotico, seja por variagoes devidas ao estado fisiologico, como foi
amplamente indicado na série de trabalhos da Escola de Fautrez (Roels-De Schrij-
ver — 1961, Roels — 1954, Anteunis & Liu — 1960, Verwoerd-Verhoef & Ver-
woerd — 1962).

por dar uma expressio geo-
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Se observarmos, agora, as variagoes do volume nuclear, resulta com grande
evidéncia que os varios lecidos 1ém uma variacio especifica, dentro de determi-
nados limites, e diferente em cada tecido. Este é o fendmeno chamado de “dé-
calage” por Faulrez na comparacao dos volumes nucleares das classes diploides do
ficado e do pancreas.

() pancreas tem um volume mais ou menos duplo do espermatogonio e o fi-
cado qualro vézes maior. As vézes éstes volumes encontram-se na relacio de
1:1.5. Mandamos os trabalhos anteriores desta série para o estudo déste pro-
blema, que chamamos de “sesquifase”™ (Schreiber — 1960).

Nos Répteis, em geral, ndo se da. como nos Mamiferos, a existéncia de classes
multiplas de endopoliploidia no figado e as vézes no pancreas:; por islto, a varia-

a

bilidade dos nucleos é estritamente limitada a faixa diploide.

2. Philodryas schottii (Schlegel) — A Fig. 5 representa a regressio DNA/
volume na série meiocitica e as Figs, 0 ¢ 7 representam os histogramas de DNA
¢ do volume nos seguintes tecidos: figado, pancreas, supra-renal. tiredide, linfoci-
tos ¢ monocitos, A Fig. 8 representa a regressio entre DNA e volume nos tecidos
somaticos com a representacao da “area ploido-megética™, como no caso precedente
do Crotalus. A regressio entre DNA e volume dos valores nos meiocitos é
perfeitamente regular. O DNA, como na cascavel, esta na [faixa diploide para
todos os tecidos, com excecao dos monocitos. nos quais tanto o DNA como o vo-
lume estdo distribuidos na faixa 4e-6c, indicando um valor tetraploide dos seus
nucleos, s volumes dos tecidos, como na cascavel, se encontram decididamente
deslocados para uma situacio de hipermegetismo. com excecio dos linfocitos, que
se encontram com um valor 2¢ e 2, portanto exalamenle como os espermaltoginios,
(s demais tecidos tém volumes nucleares altamente superiores ao volume da cé-
lula diploide tipica. Os dados numeéricos deéstes volumes estio indicados na ta-

hela 11.

Muitas vézes, devido a grande dispersio dos dados, os valores do volume nao
refletem o valor tedrico da série de duplicacio. As excegdes a esla série. como
ja dissemos, se devem [undamentalmente a estados de “movimento”™ da populacio
de nucleos, seja em atividade mitotica, seja em atividade fisiologica,

Na Philodryas, os valores da tiredide sio um pouco discordantes do
valor teorico, provavelmente por serem os nucleos dos foliculos tireoidianos de-
formados, dando um é€rro na valutacio do volume.

ANALISE GERAL DOS RESULTADOS

Pelos dados das pesquisas precedentes e da nova série sobre Ofidios, podemos
verificar alguns fatos gerais que resumimos como segue:

a) o estudo comparativo do teor em DNA e do volume nuclear nos tecidos
somaticos e na espermatogénese dos Verlebrados revelou o fato ja constatado em
trabalhos precedentes nos Moluscos que a relacao ploido-megética é diferente na
linha germinal masculina e nos tecidos adultos somaticos. A regressio entre DNA
e volume na série dos meiocitos espermalogenélicos € uma regressao muilo regu-
lar ¢ quando as coordenadas sdo escolhidas com as mesmas unidades de medida.
“b” = 1, isto é, as variacoes de DNA sido iguais as do volume. Chamamos an-
teriormente a este lipo de regressio de “série eumegética”, conforme a nomencla-
tura de Valeri e Lison adotada com ligeiras modificacgoes;
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b) os varios tecidos somilicos aqui examinados apresentam todos a mesma
forma de variagio da relagio ploido-megética, embora em grau quantitativo dife-
rente.  Praticamente todos estio com um teor em DNA dentro do que chamamos
de “faixa diploide™, isto é, com uma variabilidade de 2c-de devida, em parte, aos
lenomenos multiplicativos de uma certa percentagem de células e, em parte. aos
desvios do teor em DNA que se verificam nos diferentes estados funcionais. Os
volumes dos nicleos de cada tecido, pelo contrario, 18m um campo de variacio
muito mais amplo e caracleristico para cada um. Nas pesquisas precedentes, nos
Mamiferos em geral, os valores modais dos histogramas de volume tém uma re-
lagio de duplicacio entre si. Nos Ofidios esta regra, as vézes, é mascarada por
fatores ainda nio esclarecidos, mas que, por exemplo. para o figado poderiam
ser relacionados a condigoes [isiologicas excepcionais (jejum prolongado). Nao
podemos aqui examinar éstes desvios mais detalhadamente: limitamo-nos a cons-
tatar que os diferentes tecidos somaticos tém volumes que desviam, as vézes, for-
temente do valor que deveriam ter em base a ploidia. Isto significa que os nu-
cleos se encontram naquela situacio que Bloch define de interfase heterossintélica.

() volume nuclear do pancreas é geralmente o débro do volume da série eu-
megélica (espermalogonio) ; o do rim, nos Répleis, maior e nio excluimos que
possa ser afetado por medidas feitas no assim chamado segmento sexual caracte-
ristico do rim dos Répteis.

(O figado se encontra mais ou menos com um volume quatro vézes maior
que o do correspondente estadio eumegélico.

Os linfocitos e os eritrocitos, embora com ligeiros desvios no contetido em
DNA, talvez devido a dificuldades técnicas da medicio. tém nos Ofidios volume
correspondente aos dos génios e. portanto, tém uma relacio eumegética. Nos tra-
balhos precedentes de Schreiber e Sant’Ana, nos timdcitos do rato encontramos
um valor do volume dos timdcitos de 1/2 o valor da célula dipléide tipica. con-
firmando quanto tinha encontrado Jacobj nas suas pesquisas cariométricas (“Un-
terklassen™). Nos monocitos de Ofidios, pelo contrario. se verifica um caso de
endopoliploidismo, estando o DNA na faixa de 4d¢ e os volumes correspondentes
exalamente na linha de regressio eumegética.

¢) O estudo da relacio “pléido-megética™ do tecido hepatico durante o de-
senvolvimento embrionario e poés-embrionario nos Peixes e Anfibios revelou um
fendmeno novo. Pesquisas cariomélricas precedentes, de Bruno Schreiber e An-
eeletti, nos Peixes, e de Giorgio Schreiber e Maria Romano Schreiber, nos An-
fibios. mostraram uma redugiio progressiva do volume nuclear por etapas de di-
midiamento (chamado por G. Schreiber de “elaxis™). Nos Peixes (Sant’Ana)
foi estudado, também. o teor em DNA e verilicou-se estar a diminuicio somente
a cargo do volume, ficando constante o valor diploide do DNA. Os nicleos em-
brionarios e larvirios, neste caso em situagdo polimegética, alcancam, por elapas
de dimidiamento. o valor basico do nicleo no adulto.  Este fendmeno foi por nos
comparado com o progressivo dimidiamento do volume nuclear dos blastomeros
durante a segmentacio, sendo, provavelmente, a diminuiciio progressiva em certos
lecidos pos-embrionarios, um prolongamento do tipo de divisio caracteristico dos
blastomeros.

O megetismo dos blastomeros, porém, poderia ser devido a um tipo de pro-
leinas diferente daquele que aparece na diferenciagio histégena pos-embrionaria.
Devemos lembrar que o nicleo dos blastomeros em segmentacio nio possui ainda
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venes ativados, salvo casos especiais, e, como demonstraram Bloch ¢ Hew (1960),
as histonas déstes nucleos até a gastrulacio pertencem a uma categoria diferente
(“cleavage histones™ ).

(O caso do pancreas, orgao altamente produtor de proteinas citoplasmaticas,
¢ que geralmente apresenta hipermegetismo menor do que o figado, deve-se talvez
relacionar com um valor quantitativo do nucléolo, excepcionalmente superior aos
demais tecidos (Schreiber e colaboradores). 0O caso do hipomegetismo dos linfo-
citos e eritrocitos deve ser ulleriormente estudado, estando a origem destas célu-
las ligada a processos caracleristicos de maturagdo histégena permanente e nio
somente embrionaria ou poés-embrionaria.,

() estudo de todos éstes fenomenos deve ser estendido aos estadios histogené-
ticos embrionarios de cada orgao para se determinar o momenlo em que, para
cada tecido, se estabelece uma dose multipla de proteinas acidicas do suco nu-
7 de Pollister) e subseqiientemente um volume

clear (“multiple sets ol proteins
nuclear especifico.,

Conforme foi dito antes, a base bioquimica de todos os fendmenos aqui re-
latados (hiper e hipomegetismo) deve-se encontrar no conceito de interfase hete-
rossintética de Bloch (1958). durante a qual, a célula esta empenhada em trabalho
de sintese de maleriais ndo genomicos que constituem fundamentalmente o suco
nuclear (RNA e proteinas niio histonicas ou acidicas), cuja variacio é geralmente
proporcional a variacio do volume nuclear. Este tipo de proteinas acidicas sdo
recentemente  consideradas como os fatores que deslocam a histona do DNA
(depressores), permitindo a fungdo heterossintética dos genes e, portanto, a pro-
ducio de proteinas especificas da funcdo de cada tecido. Markert recentemente
(XVI Int. Cong. of Zoology, Washington) escreve textualmente: “If histones are
indeed inhibitors of gene function, then the removal of this inhibitors through
complexing with non histonic proteins (or RNA) may be the basic evenl in gene
aclivation.

Opiniao analoga é expressa por Moore (1960), em base as pesquisas de
Langan, que mostram ter a cromatina ativa o dobro de fosloproteinas por uni-
dade de DNA do que a cromatina repressa. IFrenster (1966) também acha que
as [fosfoproteinas (nido histonicas). que se encontram na cromatina expandida
ativa em quantidade maior do que na cromatina condensada, tém a funcao de
deslocar as ligacoes do DNA com as histonas que o reprimem.

Parece-nos, portanto, decididamente concordante o fato de que alguns tecidos
somaticos (pelo menos nos Vertebrados e Moluscos) tém volume nuclear maior e.
portanto. mais proteinas nao histonicas do que a linha germinal. O figado. de
modo especial, se distingue nesse sentido: devemos lembrar que éste orgio esta
ecmpenhado em um metabolismo extremamente mais complexo que as demais glian-
dulas e, portanto, seu genoma deve ter um namero maior de genes ativados em
interfase heterossintética.

A éste proposito, uma observacio na literatura sébre a distribuicio das en-
zimas nos diferentes 6rgios (tabela a pagina 452 e seguintes de West e Todd)
nos indica grosseiramente a quantidade de enzimas diferentes nos varios tecidos
dos Vertebrados. Resumimos aqui muito superficialmente esta situacio, indican-
do que existem 13 enzimas especificas do figado. 8 do pancreas e 3 do rim.
Estes valores estao na relacio em que se encontram os volumes nucleares désles
Organs,
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Tudo isto parece se dar nos Vertebrados. Nos Artropodos, pelo contrario,
como ja mencionamos anles, o diferenciamento histogeno é acompanhado por um
grau especifico de poliploidia ou politenia, e as variacoes de volume dos nicleos
entre os diferentes tecidos é paralela a variagdo do teor em DNA. Nao quere-
mos, portanto, generalizar demais o crilério acima exposto da signilicacio bio-
quimica do hipermegetismo no diferenciamento histogeno. Devemos, lalvez. lem-
brar que os nucleos poliploides dos Artrépodos tém uma grande parte de DNA
sob forma de heterocromatina; é possivel pensar que os genomas multiplos nao
estejam todos funcionantes conlemporaneamente, permilindo a totalidade das pro-
leinas nao histonicas correspondentes manifestar a sua acdo alivadora somente
sobre os genomas [uncionantes,

Podiamos traduzir a descrigio déstes fendémenos em térmos da genética mo-
lecular, considerando a “relagio ploido-megética™ como a expressio morfoquan-
litativa dos falores de repressio e alivacio dos genes durante a diferenciaciao dos
lecidos somalicos.

SUMMARY

In the precedent papers of this series, we have studied the DNA content per
per nucleus in the nuclear volumes in different tissues of Vertebrates and Molluses.
The present paper deals with the same problems in Ophidia.

The theoretical basis of these researches consists in facts studied by Bloch in
which appears the existence of two types of interphasic growth of the nucleus
(autosynthetic and heterosynthetic). In the first one, the three fundamental econs-
titutions of the nucleus, i.e., DNA, histonic and non histonic proteins, are re-
duplicated. The nuclear volume follows, always, the guantitative variations of the
non histonic proteins. In the second type of interphase, there is a reduplication
of the non histonic proteins, only, and not of the DNA and histones. In this case,
the wvolume of the nucleus increases without the increase of the DNA content,
The comparative study of the DNA and of the nuclear volume reveals, thus, the
variations of the ratio “genome non histonic proteins”. These proteins have been
recently considered as the factors that free the genic DNA from its bound with
the histone and, thus, acting as “de-repressors”, allow the DNA to synthetize the
RNA, specific for the genic action.

The present research considers the ratio DNA/Volume in comparison with the
spermatogenetic stages (in which the DNA and nuclear volume are always in fixed
ratio), and with the somatic tissues, in which the nuclear volume can vary in-
dependetly from the DNA content (heterosynthesis),

Thus, in Crotalus and Philodryas, we present here the regression line
between the DNA and the nuclear volume in the spermatogenetic stages, and in
some tissues (liver, pancreas, kidney, ete.). It is well evident, by these diagrams,
that the somatic tissues have, all of them, characteristic nuclear volume greater
than that of the spermatogonia (diploid typical cell). We call this DNA/Volume
ratio, as the “ploido-megetic ratio”.

We can correlate this excess of volume of the nucleus with the econtent in
non histonic proteins, in each somatic tissue, that can explain the “de-repressing”
action upon the specific gene loci.
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gendtica de Crofalus durissus terrificus (Laurenti).
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