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RESUMO

EXPRESSAO DE Hsp70 E DE 83 NO DESENVOLVIMENTO DE Drosophila EM
RESPOSTA AO ESTRESSE QUIMICO CAUSADO POR DISSELENETO DE
DIFENILA E PARAQUAT

Visando contribuir para o conhecimento da dindmica do estresse celular
por agentes quimicos e fisicos e suas possiveis implicacées sobre a mobilizacao
de elementos transponiveis presentes em Drosophila, foram realizadas diferentes
abordagens experimentais utilizando a espécie cosmopolita Drosophila
melanogaster, e as espécies neotropicais do subgrupo willistoni, D. willistoni (trés
linhagens) D. equinoxialis, D. paulistorum, D. insularis e D. tropicalis. Foi
verificado o efeito toxico de disseleneto de difenila ((PhSe),) durante diferentes
estagios do ciclo de vida da Drosophila melanogaster e das espécies do subgrupo
willistoni. Em D. melanogaster, as moscas adultas foram mais resistentes a
intoxicacdo por (PhSe), do que larvas e pupas. De uma maneira geral as espécies
do subgrupo willistoni sdo mais sensiveis a intoxicacdo por selénio do que a D.
melanogaster, possivelmente explicado e de acordo com a recentemente
demonstrada auséncia de homologia de genes para selenoproteinas no genoma
de D. willistoni com todas as onze outras espécies sequenciadas. O potencial do
selénio para promover estresse celular em D. melanogaster foi evidenciado
através da transcricdo do gene hsp83 por Northern blot. Nas espécies do
subgrupo willistoni a expressédo deste gene e do hsp70 foi abordada através de
Real Time PCR em resposta ao selénio e ao paraquat, que igualmente foi mais
toxico nos estagios iniciais de desenvolvimento. Os resultados da expressédo dos
genes de estresse, entretanto, ndo foram conclusivos, bem como a procura da
transposase do elemento P em resposta aos tratamentos. Apesar disso foram
estabelecidas as condi¢cbes experimentais para a realizacdo de experimentos

futuros.

Palavras-chaves: Drosophila melanogaster, D. willistoni, disseleneto de difenila,

paraquat, estresse celular, desenvolvimento, proteinas de choque térmico.
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ABSTRACT
Hsp70 and 83 EXPRESSION IN Drosophila DEVELOPMENT IN RESPONSE
TO CHEMICAL STRESS CAUSED BY DIPHENYL DISELENIDE AND
PARAQUAT

Aiming to contribute to the knowledge of the dynamics of cell stress caused by
chemical and physical agents and the likely implications thereof in the mobilization
of transposable elements present in Drosophila, different experimental approaches
were adopted using the cosmopolitan species Drosophila melanogaster and the
Neotropical species of the willistoni subgroup, D. willistoni (three strains), D.
equinoxialis, D. willistoni, D. paulistorum, D. insularis and D. tropicalis. The toxic
effect of diphenyl diselenide [(PhSe),] was observed in the different life cycles of
Drosophila melanogaster and of the species of the willistoni subgroup. D.
melanogaster adult flies were more resistant to intoxication by (PhSe), as
compared to larvae and pupae. Generally speaking the species belonging to the
willistoni subgroup are more sensitive to intoxication by selenium as compared to
D. melanogaster, which is possibly explained and in accordance to the recently
demonstrated absence of gene homology of selenoproteins in the D. willistoni
genome with all that of the other eleven species sequenced. The evidence of the
potential exhibited by selenium to promote cell stress in D. melanogaster is shown
by the hsp83 gene transcription analyzed by Northern blot. In the species of the
willistoni subgroup, the expression of the hsp83 and of the hsp70 genes was
analyzed by Real Time PCR in response to selenium and paraquat, which was
equally more toxic in the early development stages. Nevertheless, the results of
the stress gene expression were inconclusive, as well as the search for P element
transposase in response to treatments. In spite of that, the experimental conditions

required for future research have been established.

Key words: Drosophila melanogaster, D. willistoni, diphenyl diselenide, paraquat,

cellular stress, development, Heat shock protein



SUMARIO

RESUIMO. ...ttt e e e e e e e s e e e e e e viii
ADSTFACT. ...t IX
Abreviaturas, SImboI0S € UNIAdES...........ouuiiieiiiiiie e Xiii
LISTA 08 TIQUIAS. ...uutiiiiiiiiieeeie ettt ettt e e e e e e e e e e e e eeees XV
LiSta de taDEIAS. .......uuiiiiiiiiiiiee e ———— XVili

Capitulo | — INtrodUGEOD GEral.........ccooiiiiiiiiieiii e 1
[.1 — Subgrupo da Drosophila WilliStONI..............eeeiiiie 2

.2 — Adaptagdo as variagdes ClIMALICAS .........cceeeeviiiiiiiieeiieee e 4

1.3 — Proteinas de choque tErmiCO............eeiiiiiiiiiiiiiee e 8

L3 L — HS P2 s 10

[.3.2 — HSPBO. ..t 11

[.3.3 = HSPT7 0. e 12

[.3.4 — HSPO0. .o 13

[.4 — Elementos transponiveis € eStreSSe........oovvvveieeeeiiniiiiieee e 14

(@ ]0] 1] 11/ 1P P PP PP PPPPPPPPPP 17
ODJELIVOS GEIAIS. .. uveveiieieeiieie ettt e e e e e e e e e e e e nnees 17
ODbjetivVOS €SPECITICOS........uveiiiiiie e 17

Capitulo Il — Over-activation of the Drosophila melanogaster hsp83 gene by
selenium INTOXICALION. .......ccooiieeiiiei e ee e 18
Capitulo 1l — Parametros do desenvolvimento de moscas do subgrupo

willistoni de Drosophila em condicéo de estresse quimico.....43



1 e [ 1 o o [F o> Vo PRSP 44

[11.1.1 — Proteinas de Choque TErmiCo..........ccceeeiiiieeeeieeeeeeseeeeiiiiiiniinnns 46

[11.2 — Material € MELOUOS. .......coeiviieeeeiii ittt 50

[11.2.1 — Estoques de Drosophila.........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiii e 50
[11.2.1.1) Indug@o de estresses qUIMICOS..........ccceeerriuviieeeeennnnns 50

lll.2.2 — Determinacdo da viabilidade das espécies em diferentes

concentractes dos agentes qUIMICOS............ceevvvvvneenniinneennn 51

4.2.2.1. Mei0S de CURUIA......uveiiiiiiiiiiieeeeee e 51
[11.2.3 — Desenvolvimento dos ovos de Drosophila em meios de
(o1 1 U = TSR 51

[11.2.4 — ANAlISE eSTatiStICA. .. .ccvvviiiiieeeeiie e 52

[11.2.5 — Analise molecular das expressdes dos Genes das Proteinas de

Choque térmico e Elemento transponivel P por PCR em

TEeMPO REAL....ooiiiiiiiii e 52
[11.2.5.1 — Oligonucleotideos para a reacdao de PCR em tempo
REAL...uiiiiiiiiiiiiii s 53
[11.2.6 — Extragdo de RNA total.............ooooiiiiiiieceeeeeee 53
[11.2.7 — Analise eletroforética dos RNAS............ccceeeeeiiiiiiieiicciiin 54
[11.2.8 — Sintese de DNA complementar............cccccviiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 54

[11.2.9 — Quantificacdo das expressdes génicas por Real Time PCR 55

1.3 — Resultados sobre o desenvolvimento do subgrupo willistoni de
DIOSOPNIAL ... 56

[11.3.1 — Efeito de concentracdes variadas de disseleneto de difenila
sobre os diferentes estagios de desenvolvimento das espécies

do suUbGrupO WIllISTONI. ......uvueeiieeiiee e 56

l11.3.2 — Efeito de concentracdes variadas de paraquat sobre os
diferentes estagios de desenvolvimento das espécies do

SUBbGrupPO WIllISTONI......cevviiiiicciiee e 57

1.4 — Resultados sobre a expresséo de Hsp70 e Hsp83 nos mutantes Sepia
e white de Drosophila WilliStONi.............uuveiiiiiiiiiiiii i, 87

[11.4.1 — Estudo da expressao génica dos genes de hsp70 e hsp83 em

mutantes Sepia e white de D. willistoni...........ccoooevvviiiiiiinennn. 87

Xi



[11.5 — Discussao, ConclusGes e Perspectivas...........ccccvvvevveeeevvvnninnnnnnnnnnn

IV— Referéncias bibliograficas...........ccccoviiiiiicicc

Xii



Abreviaturas, simbolos e unidades

(PhSe), Disseleneto de difenila

18S RNA ribossomal 18S

cDNA DNA complementar

cm centimetro

DNA Acido desoxiribonucléico
DNAse desoxirribonuclease

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
g grama

H.O DEPC Agua com Dietilpirrocarbonato
HSP Heat Shock Proteins

hsp70 Gene da Hsp70

Hsp70 Proteina de choque térmico com 70KDa
kDa Quilodalton

kg Quilograma

M Molar

mg miligramas

mim minutos

mL mililitros

mM milimolar

mmol milimol

Xiii



MRNA

°C

PCR

RNA

RNase

rpm

tRNA

ug

RNA mensageiro
Graus Celsius

Polymerase chain reaction (reacéo

polimerizagcdo em cadeia
Acido ribonucleico
Ribonuclease

Rotag&o por minuto
RNA transportador
Micrograma

Microlitro

de

Xiv



Lista de figuras

Capitulo Il - Over-activation of the Drosophila melanogaster hsp83 gene by
selenium intoxication.

FIGURE 1- Diphenyl diselenide molarity and Drosophila melanogaster viability
and developmental delay curves for the egg to pupa stage............cceeevvvveviriinnnnnnns 39
FIGURE 2 — Diphenyl diselenide molarity and Drosophila melanogaster viability
and developmental delay curves for the pupa to adult stage ...........................40
FIGURE 3 - Diphenyl diselenide molarities and Drosophila melanogaster adult
SUIVIVAI CUNVES. ...ttt e e e e e e e e e s s s e sttt e ettt e e e e e e e e e e e e e e s e aa e s senbbennees 41
FIGURE 4— Northern DIOt reSUILS.........ceuuiiiiiii e 42

Capitulo Il — Parametros do desenvolvimento de moscas do subgrupo
willistoni de Drosophila em condicédo de estresse quimico

Figura 1 — Desenvolvimento de D. willistoni em diferentes concentracdes de

Figura 2 — Desenvolvimento de D. willistoni em diferentes concentracdes de
(0= = (o [ -1 S UPP PRSPPI 61
Figura 3 — Desenvolvimento do mutante Sepia de D. willistoni em diferentes
CONCENTIAGOES AE (PNSE) ... uuiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 63
Figura 4 — Desenvolvimento do mutante Sepia de D. willistoni em diferentes
concentracies de PAraqUAL.............uuuuuuiiiieeeeeeeeeieeeeeeeeeee s s e e e e e e eeeaeeeeeeeeeennnnnn 65
Figura 5 — Desenvolvimento do mutante white de D. willistoni em diferentes
CONCENTIAGOES AE (PNSE) ... uuiiiiiiiiiiiiiieiiiie et 67
Figura 6 — Desenvolvimento do mutante white de D. willistoni em diferentes
concentracies de ParaqUaL.............cceeiieeeeeeeiiiiiie e s s s e e e e e e e e e e e e e e e e e eaannanaaaas 69

Figura 7 — Desenvolvimento de D. equinoxialis em diferentes concentra¢cfes de

(0= = (o [ - S PRSPPI 73

Figura 9 — Desenvolvimento de D. insularis em diferentes concentracdes de

XV



Figura 10 — Desenvolvimento de D. insularis em diferentes concentracfes de
(0= = (o [ -1 S UPP PRSPPI 77

Figura 11 — Desenvolvimento de D. paulistorum em diferentes concentracdes de

(0= = (o [ - S UPP PRSPPI 81

Figura 13 — Desenvolvimento de D. tropicalis em diferentes concentragfes de

Figura 14 — Desenvolvimento de D. tropicalis em diferentes concentracdes de

= L= (0 [ U= SO UPPPRPPP 85

Resultados sobre a expressdo de Hsp70 e Hsp83 nos mutantes Sepia e
white de Drosophila willistoni
Figura 1 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de B-Actina para D.
WIllIStONT SePIa €M LAIVAS.......cciiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e eeeeeeeeeannes 89
Figura 2 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de B-Actina para D.
WIllISTONI WNItE €M LAIVAS.......cce ittt 91
Figura 3 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de Tubulina para D.
WIllIStONI SePIa €M LAIVAS.......ooiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e eeeeeeenaenes 93
Figura 4 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de Tubulina para D.
WIllISTONI WNItE €M LAIVAS.......coe ittt 96
Figura 5 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de hsp70 para D.
WIllIStONT SEPIA €M LAIVAS.......ciiiiiiiiiiiiiiiitir e e e e e e e eees 97
Figura 6 — Real Time PCR, Curvas de amplificagcdo do cDNA de hsp70 para D.
WIllISTONI WNItE €M LAIVAS.......coo ittt 98
Figura 7 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de hsp83 para D.
WIllIStONT SePia €M LAIVAS........cooiiiiiieiiiiiieee e 101
Figura 8 — Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de hsp83 para D.

WIllISTONT WHITE €M LAIVAS. ... e 102

XVi



Figura 11 - Representacao logaritmica da expressao de hsp83..............cccevvvee. 108
Figura 12 - Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de B-Actina para D.
willistoni Sepia €M GONAUAS........coooei i 111
Figura 13 - Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de 3-Actina para D.
WillIStoNi WHite €M GONAUAS. ......eveviiiiiiiiieie e 112
Figura 14 - Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de Tubulina para D.
willistoni Sepia €M GONAUAS........coooii i 115
Figura 15 - Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de Tubulina para D.
WIllIStONi WHiIte €M GONAUAS. ......eviiiiiiiiiiieeee e 116
Figura 16 - Real Time PCR, Amplificacdo do cDNA do elemento transponivel P
(<10 (€T g F=To =T J O UPPPPPRPPPTTPPPRRRTN 117

Xvii



Lista de Tabelas

Capitulo Il - Over-activation of the Drosophila melanogaster hsp83
gene by selenium intoxication
Table 1 — Pairwise chi-squared (y?) comparisons of the D. melanogaster
egg to pupae developmental rate for flies.............coooiiii i
Table 2 — Pairwise chi-squared (y?) comparisons of the D. melanogaster
pupae to adult developmental rate for flies.............oooiiiiiiiii
Table 3 — Pairwise chi-squared (3?) comparisons of D. melanogaster adult
lifespan for flies
Capitulo lll — Parametros do desenvolvimento de moscas do subgrupo
willistoni de Drosophila em condicdo de estresse
quimico
Tabela 1 — Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni em diferentes
concentracdes de (PhSe),; no estagio OVO-Pupa...........cceeeeeeeeecciivniinnnnneenne,
Tabela 2 — Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni em diferentes
concentracdes de (PhSe); no estagio Pupa-Imago...........cccccvvvviiiiiieeeeeeenn,
Tabela 3 — Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni em diferentes
concentragfes de Paraquat no estagio OVo-Pupa..........ccccceeeeiiiiiiieeeenniinee
Tabela 4 — Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni em diferentes
concentracfes de Paraquat no estagio Pupa-Imago..........ccccceeveeiieieeeeennnnn.
Tabela 5 — Andlise da Sobrevivéncia do mutante Sepia de D. willistoni em
diferentes concentracfes de (PhSe), no estagio Ovo-Pupa
Tabela 6 — Analise da Sobrevivéncia do mutante Sepia de D. willistoni em
diferentes concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago......................
Tabela 7 — Andlise da Sobrevivéncia do mutante Sepia de D. willistoni em
diferentes concentra¢gfes de Paraguat no estagio Ovo-Pupa............cccccee.....
Tabela 8 — Analise da Sobrevivéncia do mutante Sepia de D. willistoni em
diferentes concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago....................
Tabela 9 — Andlise da Sobrevivéncia do mutante white de D. willistoni em
diferentes concentractes de (PhSe), no estagio Ovo-Pupa...............cceeeueee

Tabela 10 — Analise da Sobrevivéncia do mutante white de D. willistoni em

36

37

38

60

60

62

62

64

64

66

66

68

Xviii



diferentes concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago......................
Tabela 11 — Andlise da Sobrevivéncia do mutante white de D. willistoni em
diferentes concentragcfes de Paraquat no estagio Ovo-Pupa..........ccccceee......
Tabela 12 — Analise da Sobrevivéncia do mutante white de D. willistoni em
diferentes concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago

Tabela 13 — Andlise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes
concentragdes de (PhSe); no estagio OVO-Pupa...........cccoeeeveiiiiiiiiiviieeeeenn.
Tabela 14 — Analise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes
concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago...........ccccevvvvviiiiiiieeeeeenn.
Tabela 15 — Andlise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes
concentragcdes de Paraquat Nno estagio OVO-PUpP@..........ccvevevieeeeeeeeeiiiiiiiiinns
Tabela 16 — Analise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago..........ccccceevveiieeeeeeeennene.
Tabela 17 — Analise da Sobrevivéncia de D. insularis em diferentes
concentragdes de (PhSe); no estagio OVO-Pupa...........cccoeeeveiciviiiiiiiiieeeeen,
Tabela 18 — Andlise da Sobrevivéncia de D. insularis em diferentes
concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago...........cccevvvvviiiiiieeeeeeenn,
Tabela 19 — Analise da Sobrevivéncia de D. insularis em diferentes
concentragcdes de Paraquat Nno estagio OVO-PUP@.........ccevveviiieeeieeeeeiiiiiiiinns
Tabela 20 — Andlise da Sobrevivéncia de D. insularis em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago..........ccccceevveiiieeeeeeennene.
Tabela 21 — Analise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em diferentes
concentragdes de (PhSe); no estagio OVO-Pupa...........cooeeeveeiiiiiiiniiieeeeeen,
Tabela 22 — Andlise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em diferentes
concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago.........c.ccccevvvvvciiiiiieeeeeenn,
Tabela 23 — Analise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em diferentes
concentragcdes de Paraquat Nno estagio OVO-PUP@.........ccevvvveieeeeieeeneiiiiiiiinns
Tabela 24 — Andlise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago..........ccccceveveiiieeeeeeenneee,
Tabela 25 — Analise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes
concentragdes de (PhSe); no estagio OVO-Pupa...........cocoeeveeiiiviiiiiiiieeeeeenn,
Tabela 26 — Analise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes

68

70

70

72

72

74

74

76

76

78

78

80

80

82

82

84

XiX



concentracdes de (PhSe); no estagio Pupa-Imago...........cccccvvvviiiiiieeeeeeenn,
Tabela 27 — Analise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes
concentragcdes de Paraquat Nno estagio OVO-PUP@.........ccevveviiieeeieeeeeiiiiiiiinns
Tabela 28 — Analise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago..........ccccceevveiiieeeeeeennene.
[11.4. Resultados sobre a expressédo de Hsp70 e Hsp83 nos mutantes
Sepia e white de Drosophila willistoni
[11.4.1. Estudo da expressdo génica dos genes de hsp70 e hsp83 em
mutantes Sepia e white de D. willistoni
Tabela 1 - Valores médios da expressdo de hsp70 em relacdo aos genes
constitutivos obtidos NOS tratamentoS. ........ccceviveiie i
Tabela 2 - Valores médios da expressdo de hsp83 em relacdo aos genes

constitutivos obtidoS NOS tratamMENTOS. .....c..cve e

84

86

86

107

109

XX



Capitulo |

Introducéo Geral

No inicio do século XX Thomas Morgan identificou a mutacao white que
altera a pigmentacdo do olho da mosca Drosophila (Bier, 2005). Desde entéo,
estudos com Drosophila melanogaster tém levado a elucidagcdo de muitos
processos bioldgicos basicos desta e de outras espécies, inclusive o homem.

Drosophila, conhecida comumente como mosca das frutas, € um modelo
de fundamental importdncia para o exame de problemas biolégicos,
especificamente genética, gendmica, e evolugcdo bem como taxonomia,
desenvolvimento e neurobiologia (Rubin e Lewis, 2000; Tickoo e Russell, 2002;
Bier, 2005). No ano de 2007, Drosophila foi o0 organismo modelo mais pesquisado
nos bancos de dados da internet (Gunter et al., 2007).

O género Drosophila compreende mais de 1.700 espécies (Bachli, 2006)
de moscas pequenas, distribuidas praticamente em todas as regidées do mundo. A
maioria delas se alimenta de microrganismos presentes em fungos e em vegetais
em decomposicdo. Algumas espécies sdo mais restritas ecologicamente,
utilizando como sitio de desenvolvimento e reproducdo somente uma espécie
hospedeira; outras sdo mais versateis, podendo utilizar uma variada gama de
recursos em diferentes fungos e/ou plantas. Por estes motivos, na coleta de
Drosophilidae, geralmente s&o wusadas armadilhas com iscas de frutas
fermentadas (revisdo em Carson, 1971).

Para explorar tdo ampla gama de ambientes e substratos, os drosofilideos
e as espécies de Drosophila, em particular, devem ter evoluido sistemas
intrinsecos de manutencdo da homeostasia muito eficientes. Neste contexto, as
espécies Neotropicais, como as do grupo willistoni de Drosophila s&o um bom
modelo, uma vez que muitas delas se distribuem desde o sul da América do Norte
até o Norte da Argentina, na América do Sul (Spassky et al, 1971). A cosmopolita
Drosophila melanogaster, por sua vez, devido a sua historia evolutiva,

acompanhando as migracdes humanas, também é um excelente modelo, sendo



encontrada associada as habitacdes localizadas em todo o globo terrestre e em

todos os tipos de clima, exceto nas regides polares.
l.1. Subgrupo da Drosophila willistoni

O subgrupo da D. willistoni taxonomicamente é composto por seis espécies
cripticas, conforme a classificacdo a seguir (Ehrman e Powell, 1982):

Phylum: Arthropoda

Classe: Insecta

Ordem: Diptera

Familia: Drosophilidae

Género: Drosophila

Subgénero: Sophophora

Grupo: willistoni

Subgrupo: willistoni

O grupo willistoni de Drosophila vem sendo estudado intensamente desde
a década de 1940, contribuindo significativamente para a teoria evolucionaria. O
grupo willistoni pertence ao subgénero Sophophora, que abrange 25 espécies
neotropicais (Throckmorton, 1975). Fazem parte do grupo willistoni seis espécies
cripticas, D. willistoni, D. equinoxialis, D. tropicalis, D. insularis, D. pavlovskiana e
D. paulistorum, que sdo virtualmente indistinguiveis morfologicamente (Ehrman e
Powell, 1982; Grimaldi, 1990; Cordeiro e Winge, 1995; Gleason et al, 1998).
Devido a sua ampla distribuicdo geografica, espécies deste grupo ocupam 0sS
mais variados ambientes, onde estdo sujeitas a grandes variacbes de
temperatura.

A maneira como as condi¢cdes ambientais (e em especial a temperatura)
afeta os processos de desenvolvimento e a estabilidade gendmica dessas
espécies ainda é pouco conhecida. Trabalhos feitos em nosso grupo de pesquisa
na UFRGS vém tentando suprir esta lacuna. Assim, a ocorréncia de um fendmeno
de atrofia gonadal dependente de temperatura foi estabelecida por Regner et al.,
(1999) e por Klein (2002) que mostra alguma similaridade com o encontrado em
D. melanogaster e cujos agentes sdo elementos transponiveis (Kidwell,1983;
Klein et al., 1999).



Bonorino et al., (1993 a, b) caracterizaram pela primeira vez, a resposta a
estresse térmico e a anoxia no grupo willistoni de Drosophila, bem como
mapearam in situ 0 gene da Hsp70 nessas espécies, enquanto Rieger (1999)
localizou, entre outros, os genes Hsp83, Hsp27, Hsr-6mega e Ubi, envolvidos na
resposta ao choque térmico e a outros estresses. Saavedra (1999) observou
diferencas significativas na longevidade e em taxas de mortalidade idade-
especificas, de Drosophila willistoni relacionadas com a procedéncia (regibes de
inverno frio, como Bento Gongalves e de inverno quente, como o Parque do
Turvo, no Rio Grande do Sul) das populacdes que originaram 0s estoques
estudados em laboratério, sugerindo a acdo da selecdo natural operando
diferencialmente sobre os genomas na natureza. Esta autora também comparou
os perfis de proteinas de estresse por eletroforese bi-dimensional de individuos
de diferentes faixas etarias e sugeriu que as reducdes nas taxas de sintese
protéica relacionadas com a idade dos individuos, possam ser moduladas
conforme o ambiente original das populacfes seja frio ou quente.

Blauth (2005) estabeleceu as fases do desenvolvimento embrionério de
Drosophila willistoni, comparativamente com as de D. melanogaster (Fullilove e
Jacobson, 1978) bem como detectou a presenca de transcritos senso e antisenso
do elemento P em diferentes fases do desenvolvimento embrionario de D.
willistoni, sugerindo um mecanismo adicional de controle da mobilizagdo deste
elemento transponivel. Finalmente, a ocorréncia de hipermutabilidade, sob efeito
de estresse térmico em Drosophila willistoni foi recentemente detectada por
D’Avila et al (2008) sugerindo que o choque de calor seja capaz de mobilizar
transposicao da fracdo mével do genoma.

Até o estudo de Blauth (2005) e Blauth et al. (2008), o desenvolvimento
embrionario de Drosophila willistoni era desconhecido, tomando-se sempre como
padrdo, o de Drosophila melanogaster. Nesta espécie, o desenvolvimento
embrionéario inicia-se quando o zigoto sofre sete ciclos de divisdo em um
citoplasma comum, formando o sincicio e apés varias divisdbes o embrido atinge o
estagio chamado de blastoderma sincicial. Depois de sofrerem nove ciclos de
divisdes, alguns nucleos do embrido migram para a superficie do ovo e outros

concentram-se na regido terminal (p6lo posterior), quando, entdo, se diferenciam



em células polares. As células polares comecam a sintese protéica bem mais
cedo do que as demais células do embrido, duplicando-se mais duas vezes.
Algumas das células polares se tornardo células germinativas definitivas,
enquanto outras migram, retornando a regido central do embrido. Quando os
nacleos estdo na periferia do ovo, as membranas plasmaticas separam-se em
células individuais, formando uma camada monocelular, chamada de blastoderma
celular (revisdo em Gaiesky e Loreto, 2003), seguindo-se 0s processos usuais de
gastrulacdo e morfogénese. De maneira geral, em condigbes controladas de
cultivo em laboratério (25 °C £+ 1 °C e 60% de umidade relativa do ar), a
Drosophila melanogaster leva, em média, nove dias para completar seu ciclo vital
entre ovo e adulto. Ela passa por um periodo embrionario desenvolvido no interior
do ovo, como descrito acima, por trés estagios larvais, por uma fase curta de pré-
pupa e pela de pupa, na qual, sob influéncia hormonal, os tecidos larvais sao
lisados, os tecidos adultos diferenciam-se a partir dos discos imaginais, e da pupa
emerge a mosca adulta. Em Drosophila willistoni, as etapas sdo comparaveis
(Blauth, 2005).

l.2. Adaptacéo as variacOes climaticas

No ambiente natural individuos, espécies e populacfes, todos tém que
adaptarem-se as mudancas ambientais de clima, através de respostas fisioldégicas
imediatas e reversiveis. Ao nivel de espécie, de populagéo e de individuo, ocorre
selecdo dos mais aptos a fazerem frente a essas mudancas, levando a
modificacdes genéticas e a evolucao, atraves da heranca das melhores variantes
dos caracteres que confiram protecdo contra estresses (revisdo em Capy et al.,
2000).

A variabilidade genética pode ter varias origens como, por exemplo,
diferentes genes podem expressar em contraponto ao estresse ambiental,
apresentarem aparentemente expressdo normal mas serem escondidos pelo
efeito tampao de algumas proteinas, tais como a Hsp90 (Rutherford e Lindquist,
1998; Capy et al., 2000).

Segundo Koehn e Bayne (1989) o estresse reduz o fitness (adaptabilidade)

de um organismo. Hoffmann e Parsons (1997) propdem uma definicdo de



estresse que inclui “algumas mudancas ambientais que reduzem drasticamente a
capacidade de um organismo”. Existem varias definicbes de estresse, as quais
mudam nos Varios niveis biolégicos de moléculas a populagbes, de acordo com a
intensidade das alteracbes ambientais, organismos e populacdes envolvidas.
Estes autores identificam duas classes de estresse, definidos de acordo com a
resposta do organismo: aquelas que levam a uma resposta fisioldgica (contexto
individual) e aquelas que evocam uma resposta fenotipica e/ou genética (contexto
evolucionario) (Capy et al., 2000).

Ao nivel fenotipico, um aumento de variacdo resultante do estresse foi
demonstrado pelos principais caracteres quantitativos em Drosophila, pois a
criagdo sob condi¢gBes estressantes acarretou alteracbes em varios caracteres
como, por exemplo, um aumento do tempo de desenvolvimento (Gebhardt e
Stearns, 1988; Imasheva et al., 1998), peso seco na eclosao (Gebhardt e Stearns,
1988), tamanho do térax (Imasheva et al., 1997), tamanho da asa (David et al.,
1994), numero de ovariolos (Delpuech et al., 1995) e o numero de cerdas
esternopleurais (Imasheva et al., 1997). Os tipos de estresse testados foram
temperaturas extremas (David et al., 1994; Imasheva et al.,, 1997, 1999),
deficiéncia na alimentacédo larval (Gebhardt e Stearns, 1988, Imasheva et al.,
1999) e densidade larval (Parsons, 1961; Lazebny et al., 1996). O aumento da
variacao fenotipica na populacéo criada sob condi¢cdes ambientais adversas pode
ser resultado da quebra da homeostase durante o desenvolvimento (Imasheva et
al., 1998).

Respostas a sele¢cdo dependem da quantidade de variabilidade genética
expressa nos fendtipos dos individuos de uma populacdo. Devido a isto, o efeito
das mudancas ambientais sobre a expressao da variabilidade genética dos tracos
quantitativos tem importantes implicacdes evolutivas. Se a variabilidade genética
é inflacionada em ambientes desfavoraveis, isso resultard na aceleracdo das
respostas genéticas e entdo, no aumento da taxa de evolugdo. Se, ao contrério, a
variabilidade genética diminui em tais ambientes, entdo a resposta da selecéo
sera menor do que em condicBes normais. NoO primeiro caso, 0s tracos evoluirdo
mais rapidamente em ambientes pobres; no segundo, em ambientes Otimos
(Imasheva et al., 1999).



Agentes indutores de estresses quimicos

Muitos aspectos do desenvolvimento de D. melanogaster, principalmente o
embrionario, mas também as fases de pupa, vém sendo estudados para analise
dos efeitos causados por agentes que aumentam as espécies reativas de
oxigénio (ROS). A resisténcia a ROS esta diretamente relacionada ao aumento da
longevidade em Drosophila (Phillips et al., 1989; Cunha et al.,1995; Wang et al.,
2004). Um produto quimico bastante utilizado como indutor de estresse celular € o
paraquat. O paraquat (1,1 '-dimethyl-4,4'-bipyridylium-dichloride) amplamente
utilizado como herbicida, facilita a formagdo do anion superdoxido em sistemas
biol6égicos e também a peroxidagdo lipidica, sendo este seu mecanismo de
toxicidade. Este composto aceita elétrons do sistema de transferéncia de elétrons
celular e doa ao O,, formando o anion superoxido (O2) (Farrington et al., 1973,
Burk et al., 1980).

O papel da superoxido dismutase (EC 1.15.1.1) foi testado em Drosophila,
usando mutantes que tinham deficiéncia nessa enzima, ja que estes mutantes sao
viaveis e desenvolvem-se até adultos. O aparente efeito da falta superdxido
desmutase sobre a viabilidade larval pode ser reflexo da baixa exposi¢éao da larva
ao O, atmosférico, através de seu ambiente de desenvolvimento semi-liquido ou
possivelmente de uma baixa taxa metabdlica basal (Phillips et al., 1989). Outras
caracteristicas podem explicar a aparente invulnerabilidade larval, como um curto
ciclo ovo-pupa (em torno de 5 dias, incluindo a embriogénese, a 25 °C)
comparado ao adulto. Assim, o O, pode simplesmente ndo acumular a niveis
toxicos nesse pequeno espaco de tempo. Além disso, muitas das células da larva
sao politénicas ou posmitéticas, e, finalmente, a oogénese pode fornecer um dote
materno de superdxido desmutase suficiente para proteger o desenvolvimento do
embrido até a fase adulta (Phillips et al., 1989).

O Selénio € um micronutriente essencial na dieta e de fundamental
importancia para a saude. O principal efeito desse elemento € provavelmente
mediado por selenoproteinas, através das quais é covalentemente incorporado na

forma do aminoécido raro selenocisteina, o 21° aminoé&cido (Hatfield e Gladyshev,
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2002). A maioria das selenoproteinas parece ter um papel como antioxidante ou
nas reacdes de oxi-reducdo. Como componente de enzimas antioxidantes, o
selénio ajuda a proteger as células dos efeitos nocivos das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Morey et al.,, 2003), incluindo perdoxido de hidrogénio, anion
superoxido e o radical hidroxil. Experimentos realizados principalmente com
linhagens mutantes de D. melanogaster para funcdo nula do gene da
selenofosfato sintetase, enzima chave para a biossintese de selenoproteinas,
demonstraram que ocorre acumulo de ROS nas células que entram em apoptose
(Alsina et al., 1999).

Para mamiferos séo relatadas duas formas de selenofosfato sintetase, SP1
e SP2, sendo que esta ultima é considerada uma selenoproteina (Alsina et al.,
1999). Em D. melanogaster foi encontrado um homélogo de SP2 dessa enzima,
marcando a identificacdo da primeira selenoproteina desse organismo (Alsina et
al et al
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selenoproteinas e de sua maquinaria de biossintese em metazoarios, bem como
a sua importancia para a defesa contra a toxicidade do excesso de selénio e para
a protecdo contra o estresse oxidativo mediado pelas selenoproteinas. Entretanto,
continua sendo possivel que esta espécie codifique selenoproteinas por outro

caminho (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007).

|.3. Proteinas de Choque Térmico

Todos os organismos respondem ao calor pela inducdo da sintese de um
grupo de proteinas, chamadas de proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, HSP). Sua descoberta foi consequéncia da indugdo de um grupo de
pufes em cromossomos politénicos de larvas de Drosophila busckii expostas a um
choque térmico e a DNP (2,4-dinitrifenol) por Ritossa (1962). Em outros estudos,
observaram-se que: (1) os pufes séo induzidos por varios outros tratamentos de
estresse (Ashburner, 1970, 1972), (2) eles sdo produzidos em poucos minutos
(Ashburner, 1970), (3) estdo associados aos RNAs recém sintetizados (Ritossa,
1962) e (4) sdo encontrados em outras espécies de Drosophila e em muitos
diferentes tecidos (Ritossa, 1964; Berendes, 1965).

A analise molecular mostrou que estes pufes coincidem com a sintese de
novas proteinas, e, estas respostas, levaram-os a se tornarem um sistema
modelo para a investigacao da estrutura e regulacdo do gene. Os genes de hsps
de Drosophila estdo entre os primeiros genes eucarioticos a serem clonados
(Artavanis-Tsakonas et al., 1979); a ter sua estrutura de cromatina determinada
antes e depois da ativacdo (Keene et al.,, 1981); a ter suas sequéncias
regulatorias identificadas (Pelham, 1982) e possuir os fatores de transcricdo
interagindo com esta sequéncia caracterizada (Wu,1985).

A resposta ao choque térmico € um conservado e bem conhecido sistema
genético que existe em todos os organismos, de Archaebacteria a Eubactéria, de
plantas até animais. Embora certas caracteristicas da resposta variem de
organismo para organismo, muitas sao universais (Lindquist, 1986; Lindquist e
Craig, 1988; Georgopoulos e Welch, 1993). Originalmente foi descrita em
Drosophila como resposta as altas temperaturas, origem de seu nome. A resposta

ao choque térmico, é também acionada por diversos outros estresses, incluindo



choque ao frio, dissecacdo, anoxia e a exposi¢cdo a uma ampla gama de metais
pesados, etanol e outros contaminantes. Além disso, as HSPs também sao
expressas constitutivamente em todos os organismos em temperaturas normais e
desempenham fun¢des rotineiras para o funcionamento normal da célula
(Lindquist, 1986; Lindquist e Craig,1988; Parsell e Lindquist, 1993; Feder e
Hofmann,1999; Rinehart et al., 2007).

7z

Em todos os organismos, a indugdo das HSPs por estresse, € rapida e
intensa, e existe uma notodria relacdo entre a temperatura de inducéo e a variacao
da temperatura no ambiente original do organismo. Logo, em diferentes
organismos uma dada temperatura pode induzir diferentes respostas. Assim, em
Drosophila melanogaster a indugéo das HSPs ocorre entre 33-37°C, temperaturas
comuns nos dias quentes de verdo (Lindquist, 1980). JA em bactérias termofilicas,
que se multiplicam a 50 °C, as proteinas sédo induzidas quando a temperatura
sobe para 60 °C (Daniels et al., 1984). Em peixes articos que crescem a 0°C elas
sdo induzidas entre temperaturas de 5-10 °C, em mamiferos elas sao induzidas
pela febre e na soja, no campo, pelas temperaturas comuns em dias ensolarados
e quentes (Kimpel and Key, 1985; Li and Laslo, 1985; Lindquist e Craig,1988). Um
exemplo particularmente interessante € fornecido por uma variedade de
patdgenos dimorficos que tém uma fase em temperaturas baixas e outra em
temperaturas mais elevadas em seus mamiferos hospedeiros. Esta mudanca de
temperatura é acompanhada por uma forte inducdo das HSPs em ambos os
patogenos, procarioticos e eucaribticos, estando estas proteinas relacionadas a
antigenos imunodominantes em muitas dessas infeccfes. Anticorpos e células T
circulantes tem especificidade pelas principais proteinas HSPs de organismos tao
diversos quanto Mycobacterium leprae (Agente causador da Hanseniase), M.
tuberculosis (Tuberculose), Coxiella burnetti (Febre Q), Plasmodium falciparum
(Malaria), Schistosoma mansoni (Esquistossomose), Brugia malayii (Filariose),
Trypanosoma cruzi (Doenca de Chagas) e Leishmania major (Leishmaniose
cutanea) (Young et al., 1988).

O mais convincente argumento de que as HSPs tém uma funcéo protetora

€ a forte correlacéo entre sua inducdo e a inducao de termotolerancia. Uma série



de experimentos semelhantes sobre termotolerancia , realizados em cultura de
células de uma ampla variedade de organismos, incluindo bactérias, leveduras,
fungos, soja, moscas das frutas e camundongos foram realizados. Os
experimentos mostraram que um grupo de células ou o préprio organismo morre
rapidamente quando transferido diretamente de uma temperatura normal de
crescimento para uma alta temperatura, enquanto um grupo correspondente, no
qual as HSPs foram induzidas por um tratamento de pré-aquecimento, a morte foi
muito mais lenta. Além disso, tratamento de pré-aquecimento induz tolerancia a
outras formas de estresse e outras formas de estresse induzem tolerancia ao
calor. Assim, aparentemente, as HSPs seriam induzidas por estresse moderado,
nao necessariamente letal, para proteger o organismo de um estresse mais
intenso. Estes estudos sugerem que em temperaturas moderadas a resposta é
transitoria na maioria dos organismos, com o retorno das atividades normais
depois de uma pausa temporaria, e mantida em altas temperaturas até as células
comecarem a morrer lentamente (Lindquist, 1986; Lindquist e Craig,1988). Genes
muitos semelhantes aos genes de heat-shock, 0s quais sao expressos
constitutivamente e, talvez, ndo induzidos por estresses sao denominados de
genes heat-shock cognate (hscs) (Becker e Craig, 1994).

Entretanto, é na biossintese de proteinas que as HSPs desempenham sua
funcdo mais importante, agindo como chaperonas moleculares, auxiliando
polipeptideos nascentes a assumirem sua conformacdao tridimensional correta. Da
mesma forma, as HSPs protegem as células da desnaturacdo e agregacao de
polipeptidios induzidos durante o estresse, aumentando as chances de
sobrevivéncia da célula (Lindquist e Craig,1988; Becker e Craig, 1994; Feder e
Hofmann,1999).

1.3.1. Hsp27

As proteinas de choque térmico de baixo peso molecular Hsp22,
Hsp23, Hsp26 e Hsp27 s&o codificadas por quatro unidades de transcricao
induzidas pelo calor e estdo agrupadas em um espaco de 15 kb de DNA no loco
67B do cromossomo 3L de D. melanogaster e no 29A e 32B do braco XR, a ele

correspondente em D. willistoni (Rieger, 1999). A Hsp70 €& expressa
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constitutivamente e é intensamente induzida pelo calor (Ayme e Tissiéres,1985;
Pauli et al., 1990).

Os efeitos anti-estresse da Hsp27 foram identificadas a partir de estudos
com células humana e de ratos, onde a expressao aumentou em resposta a
hipertermia e foram detectados em sitios sinapticos, sugerindo um papel protetor
das sinapses contra os efeitos do estresse (Macario e Conway de Macario,
2000).

1.3.2. Hsp60

A caracterizacdo bioquimica da proteina hsp60-like em E. coli,
GroEL, contribuiu muito extensivamente para a compreensdo de como as
chaperoninas (como sdo chamadas as chaperonas em bactérias), medeiam o
enovelamento das proteinas. GroEL foi a primeira a ser identificada, pois €&
essencial para a montagem de bacteriéfagos (Georgopoulos et al., 1973), sendo
também essencial para a multiplicacao de E. coli sob condigdes normais (Fayet et
al., 1989). GroEL liga-se a proteinas parcialmente desenroladas em uma taxa de
1:1 ou 1:2 de oligbmeros para polipeptidios ndo dobrados e mostrou mediar a re-
dobra e montagem de uma variedade de enzimas desnaturadas in vitro usando

uréia guanidina ou calor (Martin et al., 1991).

As proteinas Hsp70 e Hsp60 tém muitas caracteristicas bioquimicas
semelhantes, mas elas ndo séo funcionalmente intercambiaveis, sendo cada uma
essencial para a viabilidade celular. Varias linhas de fortes evidéncias indicam
gue Hsp70 e Hsp60 atuam sequencialmente em um caminho comum para facilitar
0 enovelamento proteinas. Mutantes de Hsp70 e Hsp60 em mitocondria mostram
0 acumulo das mesmas proteinas, embora em diferentes etapas da translocacéao/
percurso do dobramento, indicando especificidade semelhante ao substrato (Kang
et al., 1990).

Embora implicadas na protecdo da célula contra os efeitos nocivos do
estresse, as HSPs também sao essenciais sob condicbes normais de crescimento
(Lindquist,1986; Lindquist e Craig, 1988) e do desenvolvimento Rutherford e
Linquist, 1998).

11



1.3.3. Hsp70
As "heat shock proteins” de 70kDa (Hsp70 ou Hsp72) sdo uma

abundante classe de chaperonas moleculares (Lopez-Buesa et al.,1998; Mayer e
Bukau, 2005), e seu papel protetor diante da apoptose induzida por estresse tem
sido demonstrado (Mosser, et al., 1997; Buzzard, et al., 1998). Ela auxilia uma
ampla gama de processos celulares como manutencéo da estrutura tridimensional
das proteinas, incluindo o enovelamento de proteinas recém sintetizadas,
translocacdo e secrecdo de proteinas, controle da atividade das proteinas
reguladoras, redobramento de estruturas incorretas e/ou sua degradacédo e
remocao da célula (Parsell e Lindquist, 1993; Mayer e Bukau, 2005). Em grande
parte dos eucariotos 0s genes de hsp70 existem como parte de uma familia
multigénica, cujos genes sao expressos no ambito de uma variedade de
condicges fisiolégicas. Eles sdo encontrados na maioria, se ndo em todos 0s
compartimentos celulares de eucariotos incluindo o nucleo, mitocondria,
cloroplastos, reticulo endoplasmético e citosol, assim como em bactérias.Todos
0s genes de Hsp70 isolados apresentam elevados graus de conservagao, por
exemplo, a Hsp70 humana apresenta 73% de homologia com a Hsp70 de
Drosophila e 50% com a de Escherichia coli (Feder et al., 1995). Todas as Hsp70
examinadas ligam-se ao ATP com alta afinidade, mas possuem fraca atividade
ATPase que pode ser estimulada pela ligacdo a proteinas ndo dobradas e
peptideos sintéticos (Rothman, 1989). Truncando a Hsp70 expressa
constitutivamente em células de mamiferos por protedlise limitada foi revelado
que a atividade de ligacdo do ATP reside em um fragmento N-terminal de 44 KDa
o qual falta a capacidade de ligacdo ao peptideo, indicando que a capacidade de
ligar polipeptidios esta dentro da metade C-terminal (DeLuca-Flaherty et al.,
1990).

Todas as Hsp70, independentemente da sua localizacdo celular, ligam
proteinas, particularmente aquelas que nado estdo enroladas. A BiP, que esta
localizada no reticulo endoplasmatico, foi a primeira Hsp70 mostrada que liga
proteinas ndo enroladas (Haas e Wabl, 1983). O reticulo endoplasmatico de

células eucariontes contém esta proteina simples da familia da Hsp70, chamada
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BiP (Haas e Wabl, 1983) em células de mamiferos e Kar2p, produto do gene
KAR2, em leveduras (Normington et al., 1989, Rose et al., 1989). Como € o caso,
de outras Hsp70, a associacdo de BiP com proteinas ndo enroladas pode ser
dissociada pela adicdo de ATP mas ndo de analogos de ATP ndo hidrolisaveis
(Munro e Pelham, 1986).

Mitocondrias de uma variedade de células eucaridticas incluindo
Saccharomyces cerevisiae (Craig et al., 1989), Euglena gracilis (Amir-Shapira et
al., 1990), Trypanosoma cruzi (Engman et al., 1989) e células de mamiferos
(Leustek et al., 1989) contém proteinas Hsp70. A Hsp70 mitocondrial de S.
cerevisiae é codificada pelo gene SSC1, que é um gene nuclear essencial (Craig
et al, 1987) contendo uma sequéncia N-terminal lider para proteinas
mitocondriais, que é clivada proteoliticamente apds a entrada na matriz
mitocondrial (Craig et al., 1989). Ssc1p é necessaria para importacao de proteinas

do citosol para a matriz mitocondrial (Kang et al., 1990; Ostermann et al., 1990).

A Hsp70 citosodlica esta intimamente associada com a sintese, dobramento

e secrecao de proteinas e todos os organismos tém, pelo menos, uma Hsp70 no
citosol. Em células de mamiferos ha a forma constitutiva abundante denominada
Hsp73 e a forma indutiva chamada de Hsp72 (Becker e Craig, 1994).

1.3.4. Hsp90

Diferente da Hsp70, a Hsp90 geralmente ndo atua no dobramento
de proteinas nascentes. Hsp90 € essencial para a manutencdo da atividade de
numerosas proteinas sinalizadoras, que desempenham um papel fundamental na
rede de transducdo de sinal. A familia altamente conservada de Hsp90 com
proteina de 90 KDa, presente no citosol eucaridtico, € denominada variavelmente
de HSP90a (isoforma maior) e HSP90B (isoforma menor) em humanos, Hsp86 e
Hsp84 em camundongos, Hsp83 em Drosophila, Hsc82 e Hsp82 em leveduras
(Young et al., 2001).

Defeitos na fisiologia celular causados pela interrupcéo da Hsp90 levam a
defeitos em nivel de tecidos e do organismo, associando a sua funcdo com a

evolucdo morfolégica, um processo que frequentemente requer efeitos de
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mudancas genéticas independentes (Rutheford e Linquist, 1998). Mutacdes que
desativam a Hsp90 sdo letais em eucariontes, mas surpreendentemente sua
interrupcdo parcial em Drosophila por mutagdo sensivel a temperatura ou baixa
quantidade de GA mostra uma diversa amplitude de variacBes fenotipicas
hereditarias. As variacbes morfologicas parecem surgir da expressao dos alelos
de genes de desenvolvimento, cujas proteinas sdo mutadas, e sua supressao do
fendtipo dependerd da funcéo plena da Hsp90 como um tampao conformacional
para manter a atividade do tipo selvagem, mas cujo fenotipo pode ser estabilizado

por outros genes (Rutheford e Linquist, 1998).

l.4. Elementos transponiveis e estresse

Um dos mecanismos que pode explicar a origem da variabilidade genética
nas populacdes € aquele envolvendo a mobilizacdo de elementos transponiveis
(Capy et al, 1997). Os elementos transponiveis sao um potente agente
mutagénico com potencial para produzir amplas alteracdes no genoma de seus
hospedeiros (Kidwell e Lisch, 2000; 2001; Kidwell, 2002). A quantidade de
“mutacfes” induzidas pela atividade dos elementos de transposicdo estende—se
desde modificagbes no tamanho e arranjo de genomas inteiros a substituicéo,
delecéo e insercdo de um unico nucleotideo. Elementos transponiveis induzem
ainda rearranjos cromossOmicos como delec¢des, duplicacbes, inversdes e
translocacdes reciprocas, amplamente aproveitados pela sele¢cdo natural e
encontrados na maioria dos organismos estudados, propiciando reorganizacao,
amplificacdo e reducdo do genoma em pequena ou em grande escala (Kidwell,
2002).

A maioria dos elementos de transposicdo pode ser distribuida em duas
classes principais, de acordo com o mecanismo de transposicdo (Finnegan, 1989;
Capy et al.,1997; Kidwell, 2002):

(1) Elementos de Classe | ou autbnomos, sdo capazes de catalisar sua
propria transposicédo. Eles usam um intermediario de RNA para transposicao e
codificam uma transcriptase reversa. Nesse grupo incluem-se semelhantes aos
retrovirus. Estes elementos sdo amplificados pelo processo de transposicao e tem
um grande potencial para aumentar o numero de cépias. Podem ser divididos em

duas subclasses: os retrotransposons que possuem, de forma direta, Long
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terminal repeats (LTRS) e os retroposons que ndo possuem LTRs. Na subclasse
dos retrotransposons incluem-se quatro diferentes grupos, Tyl-copia, BEL, DIRS
e Ty-3 gypsy, que sdo amplamente distribuidos em animais e plantas. Os
retroposons incluem os long interpersed nuclear elements (LINES) e os short
interpersed nucleat elements (SINES).

(2) Elementos de Classe IlI, mais conhecidos como transposons,
caracterizam-se por possuir repeticbes terminais invertidas e transpdem-se
diretamente por via de um intermediario de DNA, usando uma enzima chamada
transposase. Temos como exemplo de elementos dessa classe, elementos da
superfamilia hAT (hobo, Activator, Tam-3), da superfamila mariner-like e o
elemento P.

McClintock (1984), sugeriu que a atividade dos elementos de transposicao
pode ser a resposta para os desafios do genoma. Esta hipdtese foi discutida por
Hall (1998), que trabalhou com elementos IS de bactéria, que podem se transpor
em resposta a sinais ambientais externos. O sinal externo utilizado pela autora foi
0 estresse causado pela deficiéncia do substrato. Em E. coli, operons silenciados
podem ser ativados por insercéo IS e entdo contribuir para o fitness da célula. Por
exemplo, os operons B-glucoside sao silenciados em linhagens selvagens e
podem ser ativados por elementos IS para usar agucar do tipo B-glicosideo como
fonte de carbono e energia (Hall, 1999).

Na revisdo realizada por Grandbastien (1998), o autor cita um numero
razoavel de elementos transponiveis em plantas (principalmente
retrotransposons) que sao ativados por estresses. Por exemplo, a transposi¢cao do
elemento Tntl de Nicotiana tabacum pode ser induzida apds varios estresses
bidticos e abidticos (Grandbastien et al., 1997).

Em Drosophila simulans o niumero de copias do elemento 412 aumenta
com a latitude (Viera e Biémont, 1996), e este fenbmeno foi observado em varios
continentes e em ambos os lados do Equador. De forma independente, mas na
mesma espécie, Giraud e Capy (1996), descreveram uma clina latitudinal entre a
Africa tropical e a Europa para a atividade somatica do elemento mariner,
sugerindo um efeito de fator(es) intimamente relacionados a temperatura. Isto

esta de acordo com resultados de laboratério que mostram um efeito da
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temperatura sobre o desenvolvimento medido pelas taxas de excisdo, somaticas

(Charkrani et al., 1993) e germinativas (Garza et al., 1991).
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Objetivos

Objetivo geral:

Contribuir para o conhecimento da dindmica do estresse celular por
agentes quimicos e fisicos e suas possiveis implicagbes sobre a mobilizacdo de
elementos transponiveis presentes em Drosophila.

Objetivos especificos:

1) Avaliar os possiveis efeitos toxicos de disseleneto de difenila
durante diferentes estagios do ciclo de vida de Drosophila melanogaster e seu
potencial para promover estresse celular, através da transcricdo do gene Hsp83
(Capitulo 11);

2) Caracterizar o padrao de estresse celular no grupo willistoni de

Drosophila (Capitulo 111);

3) Caracterizar molecularmente os padrées de expressao dos genes
das proteinas de estresse (hsp70 e hsp83) em mutantes Sepia e white de

Drosophila willistoni (Capitulo 111);

4) Verificar o efeito do estresse celular como agente potencial na

ativacdo do elemento de transposicdo P no genoma de D. willistoni.(Capitulo V).
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Capitulo Il

Over-activation of the Drosophila melanogaster hsp83

gene by selenium intoxication
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Abstract
Selenium is an important dietary micronutrient and an essential component of
selenoproteins and the active sites of some enzymes, although at high
concentrations it is toxic. We investigated diphenyl diselenide ((CsHs)2Se») for its
effects on the developmental stages of Drosophila melanogaster and found that in
the larval and pupae stages the toxic threshold for this compound when added to
the banana-agar medium on which the larva were fed was 350 umol. In adult flies,
fed on the same media, there were no observable toxic effects below 500 umol but
there were toxic effects above 600 umol, indicating that adult flies were more
resistant to selenium intoxication. In larvae, a when diphenyl diselenide was
present above the toxic threshold there was increased activation of the hsp83 heat
shock protein gene. Selenium promotes oxidation of sulfhydryl groups and affects
the folding of proteins and this could explain the over-expression of hsp83
because the product of this gene is involved in protein folding and defense

responses, including the response to heat shock.

Introduction

Cellular responses to stress are evolutionarily ancient, ubiquitous, and essential
mechanisms for the continued survival and reproduction of organisms (Lindquist,
1986; Feder and Hofmann, 1999). An important part of the cellular response to
heat stress is played by a group of genes coding for heat shock proteins (HSP) or
stress proteins, because their expression can be induced by high temperatures
and a whole range of other stress factors (Sgrensen et al., 2003; Sgrensen et al.,
2005). Stress responsive genes are of interest to the study and understanding of
not only environmental stress resistance and stress response in general but also
protein folding-mediated diseases in humans, immunological responses, animal
breeding, genetic stress, protein quality control, developmental biology and gene
regulation (Sgrensen et al., 2005).

Selenium, a nonmetal related to sulfur and tellurium, has long been
recognized as a dietary antioxidant and as an important dietary micronutrient in
mammals (Walter et al., 1972; Combs and Combs, 1986; Leibovitz et al., 1990;
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May, 2002). At the molecular level, selenium is an essential component of the
active sites of the enzymes glutathione peroxidase (Enzyme Commission number
= EC 1.11.1.9), iodothyronine 5'-deiodinase (EC 1.97.1.10) and mammalian
thioredoxin reductase (TrxR, EC 1.8.1.9) and is also present in several other
mammalian selenoproteins. A deficiency in dietary selenium results in decreased
levels of selenoproteins, thus compromising biological processes that are
maintained by these proteins (Martin-Romero et al., 2001). Both glutathione
peroxidase and TrxR catalyze reactions that are essential to the protection of
cellular components against oxidative and free radical damage. As a consequence
of the growing recognition of the important biological role of selenium, a number of
novel pharmaceutical agents which are selenium-based or which target specific
aspects of selenium metabolism are under development (May, 1999; Meotti et al.,
2004).

A variety of seleno-organic compounds are now considered as potential
antioxidant and chemopreventive pharmacological agents (Commandeur et al.,
2001; Klotz and Sies, 2003). Muller et al. (1984) described 2-phenyl-1,2-
benzisoselenazol-3(2H)-one, a synthetic lipid-soluble selenium-containing
heterocyclic also known as PZ 51, DR3305 or Ebselen, which mimics glutathione
peroxidase activity an which has been successfully used experimentally and pre-
clinically in a variety of situations where free radicals were involved (Parnham et
al., 1987; Harman et al.,, 1992; Kobayashi et al., 2001; Kono et al., 2001;
Porcitncula et al., 2001; Rossato et al., 2002a, 2002b; Farina et al., 2003; Klotz
and Sies, 2003). Diselenides are good candidates as antioxidant agents because
they have some chemical and biochemical characteristics in common with Ebselen
in that they exert glutathione peroxidase-like activity and can react with sulfhydryl
groups to form selenosulfide (—Se-S) and disulfides, (Engman et al., 1994;
Barbosa et al., 1998). Of particular importance is diphenyl diselenide ((CgHs).Se>),
the simplest of the diaryl diselenides, which has been shown to be even more
active as a glutathione peroxidase mimic (Wilson et al., 1989) and less toxic to
rodents than Ebselen (Meotti et al., 2003; Nogueira et al., 2003). Furthermore,
diphenyl diselenide shows anti-inflammatory and antinociceptive activity (Nogueira
et al., 2001) and has a neuroprotective effect on in vitro models of ischemia
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(Ghisleni et al., 2003) and glutamate neurotoxicity (Porciuncula et al., 2001,
Rossato et al., 2002a).

The fruit fly, Drosophila melanogaster, has been used for over a century as
a model for probing the mysteries of genetics and biology (Ashburner, 2005;
Tickoo and Russell, 2002). Comparative studies between the fly and human
genomes have identified strong evolutionary conservation from insects to
mammals at both sequence (structure) and pathway (function) levels (Rubin et al.,
2000; Ballatori and Villalobos, 2002). The use of sophisticated genetic approaches
combined with emerging genomics technologies suggest that the fly has much to
offer as a tool for understanding basic cellular processes and provides an
attractive and complex model system for exploring the molecular basis of human
diseases such as cancer, Alzheimer’s disease and Huntington’s disease (Rubin et
al., 2000; Tickoo and Russell, 2002).

Heat shock proteins (HSP) are members of a larger group of proteins called
molecular chaperones, characterized by their ability to affect the structure or
folded state of other proteins and are a family of proteins that are constitutively
expressed at high level, with levels increasing when cells are stressed. The HSP
include both highly conserved and more variable members, and are induced in all
cells in response to heat stress (Lindquist, 1986). In Drosophila, six major HSP
(Hsp-83, Hsp-70, Hsp-27, Hsp-26, Hsp-23 and Hsp-22) are induced in response to
heat stress, with Hsp83 being constitutively expressed and upregulated several
times during heat stress. The functions of Hsp83 include regulating the activity of
other proteins such as specific steroid hormone receptor molecules (Picard et al.,
1990; Parsell and Lindquist, 1993). Heat stress causes trimerization and activation
of the constitutively expressed heat shock transcription factor (HSF), which is
required for hsp gene induction (Jedlicka et al., 1997; Westwood et al., 1991). The
hsp83 gene is a member of the hsp90 gene family, which has been highly
conserved through evolution (King and Tower, 1999).

In this paper, we describe the toxicological effect of diphenyl diselenide
during different stages of the D. melanogaster life cycle and present Hsp83
transcription data on the potential of this seleno-organic compound to promote

cellular stress.
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Materials and Methods
Drosophila stock used and rearing conditions

We obtained Drosophila melanogaster (Harwich strain) from the National
Species Stock Center, Bowling Green, OH, USA. The flies were reared in 2.5 cm X
6.5 cm bottles containing 5 ml of cornmeal medium (Klein et al 1999) at constant
temperature and humidity (20 °C + 1 °C and 60% relative humidity). Analyses of
viability and developmental rate of the flies in different diphenyl diselenide
molarities were performed in banana-agar medium (20% v/v homogenized
banana; 1% (w/v) brewer’s yeast; 2% (w/v) sucrose; 1% (w/v) powdered milk; 1%
(w/v) agar; and 0.08% (v/iw) methyl p-hydroxybenzoate (Nipagin® Delaware,
Brazil). Diphenyl diselenide (molecular formula (CgHs).Se, (molar mass 312.13 g
mol?, CAS 1666-13-3). Diphenyl diselenide was synthesized according to
literature methods (Paulmier, 1986) dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO,
Sigma-Aldrich, USA) and added to the medium to produce diphenyl diselenide
concentration, from 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 and 1000 umol
(CsHs)2Ses/kg of medium. In the control treatment only DMSO was added to the
medium.

To test egg to adult survival and developmental rate in different diphenyl
diselenide molarities about 200 adult flies were transferred to a 300 mL empty
bottle, which was inverted over a Petri dish containing banana medium to allow the
flies to deposit fresh embryos. After 30 minutes the eggs were picked with a
histological needle and rinsed in 0.5% (v/w) sodium hypochloride solution, after in
distilled water and transferred to medium containing the desired molarity of
diphenyl diselenide. Thirty eggs were placed per bottle and observed daily to
accompany the developmental stages. Five replicates were prepared per
treatment.

To determine the lifespan of the adult flies when they were unexposed or
exposed to diphenyl diselenide freshly ecloded flies were collected and reared on
banana-agar medium containing the desired diphenyl diselenide molarities. For
each experiment, 10 vials, each containing 5 males and 5 females, were
maintained at 20°C. Flies were transferred to new vials every 3 days. The number

of dead flies was counted every day. Generally, five replicates were prepared per
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treatment but in some cases up to eight replicates were made.

Molecular methods

To investigate whether exposure to diphenyl diselenide induced cellular
stress we estimated the transcriptional expression of the Hsp83 gene using the
Northern blot method. Total RNA was isolated from third-instar D. melanogaster
larvae which had been exposed to one of following treatments: i) reared
completely in banana-agar medium supplemented with 300 umol of diphenyl
diselenide; ii) transferred 8 hours before RNA isolation to banana-agar medium
supplemented with either 300 or 800 umol/kg of diphenyl diselenide; iii) transferred
2 hours before RNA isolation to a 30 °C chamber to induce heat shock. A group of
control larvae were reared on unsupplemented banana-agar medium. Total RNA
was isolated with TRIzol® Reagent (Invitrogen™ Life Technologies) using 30
larvae in each treatment. Total RNA (10 ug) was fractionated on 1.5% (w/v)
agarose gel in 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulphonic acid
(HEPES)/formamide buffer and transferred to Hybond® N+ nylon membrane
(Amersham Bioscience). The membranes were hybridized to the random prime-
labeled probes at 65° C in a mixture containing 0.1% (w/v) sodium dodecyl sulfate,
5% (w/v) dextran sulfate and a 20-fold dilution of liquid block (Gene Image Kit®-
Amersham Biosciences) in 5x saline-sodium citrate (SSC) buffer. The filters were
washed twice at 65° C, firstly with 1x SSC and 0.1% (w/v) SDS and then with 0.2%
SSC and 1% (w/v) SDS, in both cases under agitation for 15 minutes. For
detection, the Gene Image CPD-Star kit (Amersham Biosciences) was used,
following the manufacturer's instructions.

The phsp83 plasmid (Straten et al., 1997) containing the D. melanogaster
Hsp83 gene was used as probe. To control the quantity of RNA applied to the gel,
the membrane was re-hybridized with the plasmid containing the 18S rRNA

sequence (Straten et al., 1997).

Statistical analyses
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The Kaplan—Meier method was used to generate survival curves for all survival
experiments using the SPSS 10.0 for Windows Software. Differences in survival
between treatment groups were compared using the non-parametric Log-Rank
test, where p < 0.05 indicates a significant difference between experimental and
control groups. The individual P values were adjusted for multiple testing by
controlling for false discovery rate using the Benjamini and Hochberg false
discovery rate method (Benjamini and Hochberg, 1995). The Northern blots were
analyzed with the Lablmage® Gel Analysis and Documentation System program
version 2.62°1999-2001 (Kapelan GmbH, German).

Results

In the experiments to test the effects of different diphenyl diselenide
molarities on D. melanogaster egg-to-pupae developmental rate and viability we
found a molarity-dependent relationship between diphenyl diselenide
concentration and the rate of development of D. melanogaster. As the molarity of
diphenyl diselenide increased there was a delay from one to four days for larvae to
reach the pupae stage (Figure 1). This data was subjected to chi-squared analysis
and the Benjamini and Hochberg false discovery rate method (Benjamini and
Hochberg, 1995) and the results presented in Tables 1. In most cases a higher
diphenyl diselenide molarity was related to a significant reduction in the viability of
the flies. The exception was 300 umol diphenyl diselenide which showed a slightly
increased percentage viability (89%) compared with control flies treated with
DMSO only, for which only 88% of eggs reached the pupae stage. However,
viability decreased when the larvae were exposed to diphenyl diselenide molarities
exceeding 300 umol (Table 1), with the pupal stage being reached by 76% of eggs
exposed to 350 umol diphenyl diselenide, 73% exposed to 400 pumol, 37%
exposed to 450 umol and only 7% exposed to 500 umol. At diphenyl diselenide
molarities exceeding 500 umol all larvae died. Almost all pairwise comparisons
were statistically significant, the exception being the lack of significance between
diphenyl diselenide molarities of 350 umol and 400 umol (Table 1).

The effect of different diphenyl diselenide molarities on the pupal stage of

the D. melanogaster life cycle is shown in Figure 2. In the control without diphenyl
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diselenide the percentage viability at this stage was 80 % but the viability
increased to 86% at 300 umol diphenyl diselenide, although there was an average
delay of two days for the flies to complete their developmental cycle. However, at
higher diphenyl diselenide molarities there was a significant decline in viability
from 72% viability at 350 umol diphenyl diselenide to 3.33% viability at 500 umol
(Table 2) and the development cycle increased from two to seven days as
diphenyl diselenide concentration increased. At 600 umol diphenyl diselenide and
above none of the pupae survived. Almost all pairwise comparisons were
statistically significant, the exception being the lack of significance between
diphenyl diselenide molarities of 350 umol and 400 umol (Table 2).

The adult flies were more resistant to diphenyl diselenide intoxication than
larvae or pupae. Below 500 umol diphenyl diselenide there was no significant
alteration to the lifespan of adult flies (data not shown). However, contrasting with
the lower diphenyl diselenide molarities, there was a significant decline in the
lifespan of the adult flies at molarities exceeding 500 umol when compared to the
control group without diphenyl diselenide (Figure 3, Table 3). Between 500 umol
and 1000 umol diphenyl diselenide there was, with one exception, no significant
difference in the lifespan of the flies, suggesting a similar level of toxicity. The
exception was that when 600 umol diphenyl diselenide was compared to the
control group without diphenyl diselenide there was no statistically significant
difference (Table 3) but there was a statistically significant difference between the
600 umol and 800 umol diphenyl diselenide molarities. These experiments were
replicated five times and produced similar results (data not shown), with 500 umol
diphenyl diselenide failing to produce significantly different results from the control
without diphenyl diselenide in some replicates while in other replicates 600 uM
diphenyl diselenide failed to produce significantly different results from the control.
These results suggest that the interval between 500 umol and 600 umol is the
threshold at which diphenyl diselenide affects Drosophila adult lifespan. We also
found that on the first five days the mortality of the adult flies exposed to various
diphenyl diselenide molarities was very similar to that for unexposed control flies
but, subsequently, the lifespan of the flies decreased, mainly for the flies exposed

to the higher diphenyl diselenide molarities.
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Northern blot analyses showed differential expression of hsp83 in the
different treatments (Figure 4). The treatments were able to increase the
transcription of this gene, though not to the same intensity as heat shock
treatment. Quantification of hsp83 expression with the Lablmage program gave a
Northern blot value of 1.197 + 0.053 for larvae maintained on medium containing
300 umol diphenyl diselenide and 1.421 + 0.051 for larvae growing on the same
medium but which were also heat shocked. In comparison, larvae maintained on
medium containing 800 pumol diphenyl diselenide gave a Northern blot value of
1.19 + 0.036 compared with 1.604 + 0.021 for larvae growing on the same medium
but which were also heat-shocked. All these Northern blot values compare to an
arbitrarily defined value of 1 given to the control without diphenyl diselenide. The
Northern blot values for the diphenyl diselenide treatments were significantly
different from control without diphenyl diselenide (both with and without heat shock
treatment), suggesting that although this seleno-organic compound is able to
induce a cellular stress responses the response is not as strong as that caused by

heat shock.

Discussion

Selenium, while essential to the metabolism of living organisms, presents toxic
effects when present at molarities higher than required in the diet. These effects
could be observed in our experiments with D. melanogaster. The importance of
selenium in D. melanogaster metabolism is indicated by the fact that when a low
concentration of elemental selenium (Rosenfeld and Belth, 1964) or sodium
selenite (Lewgoy and Cordeiro, 1971) was added to D. melanogaster culture
medium there was a significant increase in the viability of the flies, although these
authors also showed that high molarities of selenium decreased the viability of the
flies.

The results obtained in our present work using the organic compound
diphenyl diselenide, as a selenium source were consistant with those previously
described by other authors (Rosenfeld and Belth, 1964; Lewgoy and Cordeiro,
1971).

In our study, 300 umol diphenyl diselenide caused a 6% increase in the
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viability of D. melanogaster larvae/pupae/adult flies, while at molarities higher than
350 umol it produced toxic effects. These results support other studies described
in the literature that show that selenium is toxic to various organisms when present
at molarities in excess of dietary requirements (Painter, 1941; Wilber, 1980; Yang
et al., 1983; Helzisouer et al., 1985; Navarro-Alarcon and Lopez-Martinez, 2000).

Interestingly, we found that pre-adult stages were more susceptible to
selenium intoxication than adult flies, with the baseline diphenyl diselenide
concentration producing toxic effect in adult flies (500 umol) being lethal to larvae.
This is possibly explainable by the metabolic differences between these stages,
with larvae and pupae possessing cells undergoing active mitotic divisions while
adults are post-mitotic. Affleck et al. (2006) have shown that methotrexate (an
antimetabolite and antifolate used the treatment of cancer and autoimmune
diseases and which acts by inhibiting folic acid metabolism) presents toxic and
teratogenic effects in both larvae and pupae of drosophila but produces no such
effects in adult flies, possibly because adult drosophila are post-mitotic. One
explanation for such effects could be that larvae are more susceptible to selenium
intoxication because they are in permanent close contact with selenium in the
medium on which they are feeding. However, we observed the same toxicity
pattern for pupae, which are generally on the surface of the medium and which are
not actively feeding. It thus seems probable that the toxic effects of selenium in
regard to drosophila pupae are probably related to ingestion and absorption of
selenium during the larval stage.

In the experiments designed to investigate the effects of various diphenyl
diselenide molarities on the lifespan of adult D. melanogaster we found that on the
first five days mortality was very similar to that for control flies not exposed to
diphenyl diselenide but the lifespan of the flies subsequently decreased, principally
flies exposed to the higher molarities. These results were similar to those
described by Leal and Neckameyer (2002) who found that there was a delay of
about three days in the initiation of feeding by adult D. melanogaster when the
gamma-aminobutyric acid (GABA) transport inhibitor DL-2,4-diaminobutyric acid
(DABA) was added to their medium, possibly because the flies took around three

days to start to ingest the medium. This may also have been the case for our
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experiments with adult flies, although it is also possible that diphenyl diselenide
has a delayed effect and only acts about five days after ingestion.

At toxic molarities we found that diphenyl diselenide induced the hsp83
cellular stress response gene. The product of this gene is an 83 kD protein
reported to be involved in variouse processes, including protein complex
assembly, protein folding, the defense response and the heat response (Lange et
al., 2000). Several authors have shown that diphenyl diselenide promotes
oxidation of sulfhydryl groups in proteins and affects the folding of these
macromolecules, such oxidation also being promoted by cadmium and lead as
well as selenium (Barbosa et al., 1998; Maciel et al., 2000). We suggest that
activation of hsp83 is an attempt by cells to recover the correct shape of proteins
disturbed by high selenium molarities. It is also possible that other stress related
genes involved in the refolding of proteins (e.g. hsp70 and hsp23) could also be
activated by diphenyl diselenide.

The increased viability seen by us when diphenyl diselenide was added to
D. melanogaster culture medium below the toxic threshold concentration suggests
that organic selenium compounds can be a source of necessary dietary selenium
but, conversely, at levels higher than the threshold concentration diphenyl
diselenide activates the stress responsive gene hsp83 in D. melanogaster larvae.
Diselenides such as Ebselen and diphenyl diselenide have been used in pre-
clinical trials for their pharmacological properties but our drosophila study has
shown that at high molarities these compounds can promote activation of cellular
stress protection systems, indicating that further research in this area is warranted.
Since cellular stress mechanisms are highly conserved, we suggest that

drosophila can be a good model for studying the effects of selenium compounds.
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Table 1 — Pairwise chi-squared (3?) comparisons of the D. melanogaster egg to
pupae developmental rate for flies fed on banana-agar medium supplemented with
different molarities (umol/kg of medium) of diphenyl diselenide dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO). The comparisons use the Benjamini and Hochberg
false discovery rate method and are ranked (i) in order of decreasing y? value and
probability level (P) is in increasing magnitude. The corrected p-value (A) is equal
to the p-value multiplied by the rank (i) and divided by the total number of
comparisons (A= pxi/15) for an error rate = 0.05. The treatments were significantly
different in respect to developmental rate when A>P, with the higher diphenyl
diselenide molarities showing lower development rates. The control was DMSO
only and 30 D. melanogaster eggs were used for the control and each diphenyl

diselenide concentration.

Diphenyl diselenide molarity Significant
xz P i A=0.05x i/15 (A>P)
0.00 versus 500 157.11 0.000000 1 0.00333 Yes
300 versus 500 145.13  0.000000 2 0.00667 Yes
0.00 versus 450 110.90 0.000000 3 0.01000 Yes
350 versus 500 100.53 0.000000 4 0.01333 Yes
400 versus 500 90.76  0.000000 5 0.01667 Yes
300 versus 450 88.62  0.000000 6 0.02000 Yes
0.00 versus 400 59.45 0.000000 7 0.02333 Yes
0.00 versus 350 58.83  0.000000 8 0.02667 Yes
350 versus 450 38.87  0.000000 9 0.03000 Yes
300 versus 0.00 36.91 0.000000 10 0.03333 Yes
400 versus 450 30.86 0.000000 11 0.03667 Yes
450 versus 500 25.82  0.000000 12 0.04000 Yes
300 versus 400 20.20  0.000000 13 0.04333 Yes
300 versus 350 19.66  0.000010 14 0.04667 Yes
350 versus 400 0.24  0.623300 15 0.05000 No
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Table 2 — Pairwise chi-squared (%) comparisons of the D. melanogaster pupae to
adult developmental rate for flies fed on banana-agar medium supplemented with
different molarities (umol/kg of medium) of diphenyl diselenide dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO). The comparisons use the Benjamini and Hochberg
false discovery rate method and are ranked (i) in order of decreasing y? value and
probability level (P) is in increasing magnitude. The corrected p-value (A) is equal
to the p-value multiplied by the rank (i) and divided by the total number of
comparisons (A= p xi/15) for an error rate = 0.05. The treatments were significantly
different in respect to developmental rate when A>P, with the higher diphenyl
diselenide molarities showing lower development rates. The control was DMSO
only and 30 D. melanogaster eggs were used for the control and each diphenyl

diselenide concentration.

Diphenyl diselenide molarity Significant
a P i A=0.05xi/15 (A>P)
300 versus 500 142.00  0,0000 1 0.00333 Yes
0.00 versus 500 129.24  0.0000 2 0.00667 Yes
350 versus 500 97.44 0.0000 3 0.01000 Yes
300 versus 450 87.93 0.0000 4 0.01333 Yes
400 versus 500 84.23 0.0000 5 0.01667 Yes
0.00 versus 450 7403 0.0000 6 0.02000 Yes
350 versus 450 36.33 0.0000 7 0.02333 Yes
0.00 versus 400 34.64  0.0000 8 0.02667 Yes
0.00 versus 350 3316 0.0000 9 0.03000 Yes
450 versus 500 31.78 0.0000 10 0.03333 Yes
300 versus 400 28,59  0.0000 11 0.03667 Yes
300 versus 350 27.82  0.0000 12 0.04000 Yes
400 versus 450 23.13 0.0000 13 0.04333 Yes
0.00 versus 300 16.24  0.0001 14 0.04667 Yes
350 versus 400 1.04 0.3077 15 0.05000 No
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Table 3 — Pairwise chi-squared (y?) comparisons of D. melanogaster adult lifespan
for flies fed on banana-agar medium supplemented with different molarities
(umol/kg of medium) of diphenyl diselenide dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO). The comparisons use the Benjamini and Hochberg false discovery rate
method and are ranked (i) in order of decreasing y° value and probability level (P)
is in increasing magnitude. The corrected p-value (A) is equal to the p-value
multiplied by the rank (i) and divided by the total number of comparisons (A=
pxi/21) for an error rate = 0.05. The treatments were significantly different in
respect to developmental rate when A>P, with the higher diphenyl diselenide
molarities showing lower development rates. The control was DMSO only and 30

D. melanogaster eggs were used for the control and each diphenyl diselenide

concentration.
Diphenyl diselenide molarity Significant
a P i A=0.05xi/21 (A>P)

0.00 versus 800 2382 0.0000 1 0.0024 Yes
0.00 versus 700 11.71  0.0006 2 0.0048 Yes
600 versus 800 8.91 0.0028 3 0.0071 Yes
0.00 versus 900 8.88 0.0029 4 0.0095 Yes
0.00 versus 1000 6.23 0.0125 5 0.0119 Yes
0.00 versus 500 6.07 0.0138 6 0.0143 Yes
800 versus 1000 4.83 0.0280 7 0.0167 No
0.00 versus 600 3.97 0.0464 8 0.0190 No
500 versus 800 344 00637 9 0.0214 No
700 versus 800 271  0.0998 10 0.0238 No
800 versus 900 2.26 0.1328 11 0.0262 No
600 versus 700 2.07 0.1506 12 0.0286 No
600 versus 900 1.43 0.2313 13 0.0310 No
700 versus 1000 0.52 04721 14 0.0333 No
500 versus 600 0.40 0.5248 15 0.0357 No
900 versus 1000 0.37 0.5413 16 0.0381 No
600 versus 1000 035 05524 17 0.0405 No
500 versus 700 0.34 0.5583 18 0.0429 No
800 versus 900 0.16 06895 19 0.0452 No
500 versus 1000 0.02 08988 20 0.0476 No
700 versus 900 0.01 0.9413 21 0.0500 No
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Figure 1 — Diphenyl diselenide molarity and Drosophila melanogaster viability and

developmental delay curves for the egg to pupa stage. For each of five replicates,

30 eggs were placed on banana-agar containing different molarities of diphenyl

diselenide and assessed for viability every day up to the pupal stage, the Y-axis

representing the percentage of viable larvae surviving to this stage.
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Figure 2
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Figure 2 — Diphenyl diselenide molarity and Drosophila melanogaster viability and
developmental delay curves for the pupa to adult stage. For each of five replicates,
30 eggs were placed on banana-agar containing different molarities of diphenyl
diselenide and assessed for viability every day up to adulthood, the Y-axis
representing the percentage of viable larvae surviving to this stage.
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Figure 3
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Figure 3 — Diphenyl diselenide molarities and Drosophila melanogaster adult
survival curves. For each of five replicates, 30 eggs were placed on banana-agar
containing different molarities of diphenyl diselenide and assessed for viability
every day up to adulthood. Data are expressed as the cumulative survival
probability.
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Figure 4
A B

Figure 4 — Northern blot results. A) 18s ribosomal gene; B) D. melanogaster
hsp83 gene. Total RNA was isolated from third-instar larvae raised on banana-
agar media with or without diphenyl diselenide and with or without heat shock. 1)
banana-agar media containing no diphenyl diselenide (control); 2) banana-agar
media containing 300 umol diphenyl diselenide; 3) banana-agar media containing
no diphenyl diselenide and heat shocked at 30 °C; 4) banana-agar media
containing 300 umol diphenyl diselenide and heat shocked at 30 °C; and 5)

banana-agar media containing 800 umol diphenyl diselenide.
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Capitulo Il

Parametros do desenvolvimento de moscas do
subgrupo willistoni de Drosophila em condicéao de

estresse quimico
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l1l.1. Introducéo

O género Drosophila compreende mais de 1.700 espécies (Bachli, 2006)
de moscas pequenas, distribuidas praticamente em todas as regiées do mundo. A
maioria delas se alimenta de microrganismos presentes em fungos e em vegetais
em decomposicdo. Algumas espécies sdo mais restritas ecologicamente,
utilizando como sitio de desenvolvimento e reproducdo somente uma espécie
hospedeira; outras sdo mais versateis, podendo utilizar uma variada gama de
recursos em diferentes fungos e/ou plantas. Por estes motivos, na coleta de
Drosophilidae, geralmente s&o wusadas armadilhas com iscas de frutas
fermentadas (revisdo em Carson, 1971). Entre as espécies de Drosophila atraidas
pelas iscas de frutas, as espécies do subgrupo willistoni salientam-se pela sua
ubiquidade, especialmente ao longo da vasta area que compreende a regiao
amazonica e a América Central, onde chegam a conviver em simpatria, mais de

quatro das espécies cripticas.

O subgrupo da D. willistoni inclui seis espécies cripticas, de morfologia
praticamente idéntica, mas perfeitamente diferenciaveis por testes de cruzamento,
padrées enzimaticos espécie-especificos revelados por eletroforese (Garcia et al.,
2006), padrées de bandas cromossémicas nos nucleos politénicos (Burla et al.,
1949, Dobzhansky e mais recentemente Rohde et al., 2006) e algumas
caracteristicas morfologicas da sua genitdlia externa de machos e interna das
fémeas (revisdo em Ehrman e Powell, 1982).

O grupo willistoni de Drosophila e em especial as espécies cripticas que
dele fazem parte, foram eleitos pelo eminente evolucionista Theodosius
Dobzhansky como seu objeto de estudo no Brasil, onde permaneceu por varios
anos desde o fim da década de 1940, sendo que deste grupo de organismos
vieram muitas evidéncias que deram suporte a Teoria Sintética da Evolucdo do
Século XX, da qual ele foi um dos artifices.

O grupo willistoni pertence ao subgénero Sophophora, e € formado por 25
espécies neotropicais (Throckmorton, 1975), das quais, seis delas séo cripticas, e
quase indistinguiveis do ponto de vista de sua morfologia externa (Ehrman e
Powell, 1982; Grimaldi, 1990; Cordeiro e Winge, 1995; Gleason et al, 1998). Sao
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elas: D. willistoni, D. paulistorum, D. equinoxialis, D. tropicalis, D. insularis e D.
pavlovskiana, havendo ainda sub-especiacdo em D. willistoni (willistoni willistoni e
willistoni quéchua) e em D. tropicalis (tropicalis tropicalis e tropicalis cubana)
(revisdo em Cordeiro e Winge, 1995). Como se vé em Spassky et al., (1971),
suas distribuicdes geograficas sdo amplas e parcialmente sobrepostas, sendo D.
willistoni a de maior area, seguida pela D. paulistorum, que possui 6 semi-
espécies, D. equinoxialis, D. tropicalis e as duas outras, de menor distribuicéo,
sendo D. insularis endémica das ilhas do Caribe.

No vasto territorio ocupado pelo grupo willistoni, muitos climas diferentes
ocorrem, bem como muitos substratos vegetais sdo explorados por estas
espécies, dai o interesse de estuda-las do ponto de vista de sua resposta a
estresses. Assim, Bonorino et al., (1993 a, b) avaliaram a resposta aos estresses -
choque de calor e anoxia no grupo willistoni de Drosophila, estabelecendo o perfil
de proteinas induziveis pelos tratamentos. Ja Saavedra (1999) encontrou
diferencas na longevidade e mortalidade em Drosophila willistoni relacionadas
com o clima (invernos frios ou moderados) de onde as amostras provinham.
Esses achados sugerem que a selecéo natural opera diferencialmente sobre os
genomas na natureza, maximizando as defesas contra estresses atuantes nos
diferentes ambientes.

Por outro lado, recentemente foi demonstrado (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007), que, ao contrario de todas as outras espécies sequenciadas,
D. willistoni parece ter perdido homologia com tRNA de selenocisteina no seu
genoma, tornando-se o primeiro animal conhecido a perder as selenoproteinas.
Dai também a importancia de se avaliar a resposta desta espécies e de suas
espécies cripticas a estresses quimicos, como exposi¢ao a doses néo fisioldgicas
de Selénio e a compostos téxicos como o Paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-
bipyridylium-dichloride), herbicida conhecido como potente gerador de moléculas
reativas de Oxigénio.

O Selénio € um micronutriente essencial na dieta e de fundamental
importancia para a saude. O principal efeito desse elemento € provavelmente
mediado por selenoproteinas, no qual € covalentemente incorporado na forma do

aminoécido raro selenocisteina, o 21° aminoacido (Hatfield e Gladyshev, 2002). A
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maioria das selenoproteinas parece ter um papel como antioxidante ou nas
reacoes de oxi-reducdo. Como componente de enzimas antioxidantes, o selénio
ajuda a proteger as células dos efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Morey et al., 2003), o qual inclui peroxido de hidrogénio, &nion superoxido
e o radical Hidroxil. Experimentos realizados principalmente com linhagens
mutantes de D. melanogaster para funcdo nula do gene da selenofosfato
sintetase, enzima chave para a biossintese de selenoproteinas, demonstraram
que nas células ocorre acumulo de ROS que entra em apoptose (Alsina et al.,
1999).

O consorcio internacional para o sequenciamento de 12 genomas de
Drosophila (Drosophila 12 genomes consortium, 2007), em suas analises de
predicdo de genes ndo encontraram o tRNA de selenocisteina no genoma de D.
willistoni, tornando-se o primeiro animal conhecido a perder as selenoproteinas.
Se corretos, esta observacdo é um fato notavel dada a ubiquidade das
selenoproteinas e de sua maquinaria de biossintese em metazoarios e sua
importancia na toxicidade do excesso de selénio e na protegcdo contra o estresse
oxidativo mediado pelas selenoproteinas. Entretanto, continua sendo possivel que
esta espécie codifique selenoproteinas por outro caminho (Drosophila 12

genomes consortium, 2007).

l11.1.1. Proteinas de Chogue Térmico

Todos os organismos respondem ao calor pela inducéo da sintese de
um grupo de proteinas chamadas de proteinas de choque térmico (Heat Shock
Proteins, HSP). Sua descoberta foi consequéncia da indugédo de um grupo de
pufes em cromossomos politénicos de larvas de Drosophila busckii expostas a um
choque térmico e a DNP (2,4-dinitrifenol) por Ritossa (1962). Em outros estudos,
observaram-se que: (1) os pufes sédo induzidos em varios outros tratamentos de
estresse (Ashburner, 1970, 1972), (2) eles sdo produzidos em poucos minutos
(Ashburner, 1970), (3) estdo associados aos RNAs recém sintetizados (Ritossa,
1962) e (4) sdo encontradas em outras espécies de Drosophila e em muitos
diferentes tecidos (Ritossa, 1964; Berendes, 1965).
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A analise molecular mostrou que estes pufes coincidem com a sintese de
novas proteinas, e, estas respostas, levaram-nos a se tornarem um sistema
modelo para a investigacao da estrutura e regulagdo do gene. Os genes de hsps
de Drosophila estdo entre os primeiros genes eucarioticos a serem clonados
(Artavanis-Tsakonas et al., 1979); a ter sua estrutura de cromatina determinada
antes e depois da ativacdo (Keene et al.,, 1981); a ter suas sequéncias
regulatérias identificadas (Pelham, 1982) e possuir os fatores de transcricao
interagindo com esta sequéncia caracterizada (Wu,1985).

A resposta ao choque térmico € um conservado e bem conhecido sistema
genético que existe em todos os organismos, de Archaebacteria a Eubactéria, de
plantas até animais. Embora certas caracteristicas da resposta variem de
organismo para organismo, muitas sdo universais (Lindquist, 1986; Lindquist e
Craig, 1988; Georgopoulos e Welch, 1993). Originalmente fora descrita em
Drosophila como resposta as altas temperaturas, origem de seu nome. As
respostas ao choque térmico, sdo reguladas por diversos estresses, incluindo
choque de frio, dissecacdo, anoxia e a exposicdo de uma ampla gama de metais
pesados, etanol e outros contaminantes. Além disso, as HSPs estdo presentes
em todos 0s organismos em temperaturas normais e desempenham funcdes no
funcionamento normal da célula (Lindquist, 1986; Lindquist e Craig,1988; Parsell e
Lindquist, 1993; Feder e Hofmann,1999; Rinehart et al., 2007).

Em todos os organismos, a inducdo das HSPs é rapida e intensa, e existe
uma notéria relacdo entre a temperatura de inducdo e a temperatura no ambiente
do organismo. Em diferentes organismos uma dada temperatura pode induzir
diferentes respostas. Assim, em Drosophila melanogaster a indugédo das HSPs
ocorre entre 33-37 °C, temperaturas comuns nos dias quentes de verdo
(Lindquist, 1980). Ja em bactérias termofilicas, que crescem a 50 °C, as proteinas
sao induzidas quando a temperatura sobe para 60 °C (Daniels et al., 1984). Em
peixes articos que crescem a 0 °C elas séo induzidas de 5-10 °C, em mamiferos
elas sdo induzidas pela febre e na soja, no campo, pelas temperaturas comuns
em dias ensolarados e quentes (Kimpel and Key, 1985; Li and Laslo, 1985;
Lindquist e Craig,1988). Um exemplo particularmente interessante é fornecido por

uma variedade de patdgenos dimoérficos que tém uma fase em temperaturas
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baixas e outra em temperaturas mais elevadas em seus mamiferos hospedeiros.
Esta mudanca de temperatura € acompanhada por uma forte inducdo das HSPs
em ambos 0s patdgenos, procaridticos e eucaridticos, estando estas proteinas
relacionadas a antigenos imunodominantes em muitas dessas infeccdes.
Anticorpos e ceélulas T circulantes demonstraram ter especificidade pelas
principais proteinas HSPs de organismos tado diversos quanto Mycobacterium
leprae (Agente causador da Hanseniase), M. tuberculosis (Tuberculose), Coxiella
burnetti (Febre Q), Plasmodium falciparum (Malaria), Schistosoma mansoni
(Esquistossomose), Brugia malayii (Filariose), Trypasnosoma cruzi (Doenca de

Chagas) e Leishmania major (Leishmaniose cutanea) (Young et al., 1988).

O mais convincente argumento de que as HSPs tém uma funcéo protetora
é a forte correlacdo entre sua inducdo e a inducdo de termotolerancia. Uma série
de experimentos semelhantes sobre termotolerancia, realizados em cultura de
células de uma ampla variedade de organismos, incluindo bactérias, leveduras,
fungos, soja, moscas das frutas e camundongos foram realizados. As
observacbes mostraram que um grupo de células ou o proprio organismo morre
rapidamente quando transferido diretamente de uma temperatura normal de
crescimento para uma alta temperatura, enquanto um grupo correspondente, o
qual foi induzido as HSPs por um tratamento de pré-aquecimento, a morte foi
muito mais lenta. Além disso, tratamento de pré-aquecimento induz tolerancia a
outras formas de estresse e outras formas de estresse induzem tolerancia ao
calor. Assim, aparentemente, as HSPs seriam induzidas por estresse moderado,
nao necessariamente letal, para proteger o organismo de um estresse mais
intenso. Estes estudos sugerem que em temperaturas moderadas a resposta é
transitoria na maioria dos organismos, com o retorno das atividades normais
depois de uma pausa temporaria e mantida em altas temperaturas até as células
comecarem a morrer lentamente (Lindquist, 1986; Lindquist e Craig,1988). Genes
muitos semelhantes aos genes de heat-shock 0s quais sdo expressos
constitutivamente e talvez nao induzidos por estresses sdo denominados de
genes heat-shock cognate (hscs) (Becker e Craig, 1994).

Entretanto, é na biossintese de proteinas que as HSPs desempenham sua

funcdo mais importante, agindo como chaperonas moleculares, auxiliando
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polipeptideos nascentes a assumirem sua conformacéao tridimensional correta. Da
mesma forma, as HSPs protegem as células da desnaturacdo e agregacao de
polipeptidios induzidos durante o estresse, aumentando as chances de
sobrevivéncia da célula (Lindquist e Craig,1988; Becker e Craig, 1994; Feder e
Hofmann,1999).

Um dos mecanismos que pode explicar a origem da variabilidade genética
nas populacdes sdo aqueles envolvendo os elementos transponiveis (Capy et al.,
1997). Os elementos transponiveis sdo um potente agente mutagénico com
potencial para produzir amplas alteracbes no genoma de seus hospedeiros
(Kidwell e Lisch, 2000; 2001; Kidwell, 2002). A quantidade de “mutacdes”
induzidas pela atividade dos elementos de transposicdo estende—se desde
modificacdes no tamanho e arranjo de genomas inteiros a substitui¢cdo, delecéo e
insercdo de um unico nucleotideo. Elementos transponiveis induzem rearranjos
cromossdmicos como delecbes, duplicacdes, inversdes e translocacfes
reciprocas. Esta atividade proporciona o potencial de pequena e grande escala na
reorganizacao, amplificacéo e reducao do genoma (Kidwell, 2002).
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[11.2. Material e métodos

[11.2.1. Estoques de Drosophila

Os seguintes estoques foram utilizados: Drosophila willistoni México;
D. tropicalis Catatumbo (Venezuela); D. paulistorum Ribeirdo Preto (Brasil); D.
equinoxialis Tefé, Amazonas (Brasil); D. insularis St Kitts e os mutantes de
Drosophila willistoni, Sepia e white. Todas as linhagens foram mantidas por
cruzamento massal em camara de temperatura a 20°C £ 1°C, em tubos contendo

meio de cultura padréo (Klein et al., 1999).

[11.2.1.1) Inducéo de estresses quimicos

Compostos utilizados nos estudos de viabilidade e estresse
quimicos:

A) Paraquat - [dichloride.(1,1-dimethyl-4,4-bipyridinium)], (Cl;H14CIoN2e
2Cl), um composto conhecido por sua capacidade intrinseca de geracao de
espécies reativas de oxigénio, em especial do radical superoxido (O2) e por esta
caracteristica € utilizado comercialmente em pesticidas, em especial herbicidas,
de uso agropecuario. Acredita-se que os radicais peroxidos e superdoxidos sejam
responsaveis pelos efeitos letais apresentado por esse composto. Em Drosophila
melanogaster, a resisténcia ao paraquat esta relacionada a longevidade (Arking et
al, 1991; Cunha et al, 1995). Dessa forma, este composto (Paraquat - Methyl
Viologen - Sigma®) foi empregado para as diluicdes dos diferentes tratamentos.

B) Disseleneto de difenila - (PhSe),, um organocalcogénio, cujo uso
provocou estresse celular, atrasou o desenvolvimento, diminuiu a viabilidade e
causou aumento na expressao da hsp83 em D. melanogaster (Golombieski et al.,
2008- Capitulo Il desta Tese). Este composto foi sintetizado no Laboratério de
Quimica Orgéanica do Prof. Dr Gilson Zeni, Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Santa Maria, RS - Brasil.
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l1l.2.2. Determinacdo da viabilidade das espécies em

diferentes concentracfes dos agentes quimicos

[11.2.2.1. Meios de cultura

Para a preparacdo dos meios de cultura com os agentes quimicos
foi feita uma solucdo estoque de 15 mM (PhSe), dissolvido em Etanol, 100 mM de
Paraquat dissolvido em agua .

Os meios de cultura continham:

C 1 litro de agua;

C 10g de agar bacterioldgico;

C 10g de levedo de cerveja;

C 10g de leite em po;

C 20g de Acucar;

C Anti-flingico — 8 mL de solucao etandlica de Nipagin® a 10%.

Estes meios foram preparados da seguinte forma: misturou-se o agar e 0
acucar em 700 mL de agua. Ferveu-se para dissolver o agar e em seguida foram
misturados os restantes dos componentes e a agua. Apdés a mistura estar
homogeneizada, foi adicionado o produto quimico da solucdo estoque, até atingir
a concentracdo final desejada. Em seguida, o meio foi distribuido em frascos com
aproximadamente 20g de meio/frasco. As concentracdes estudadas para (PhSe),
variaram de 100-600 umol/kg meio de cultura e para os tratamentos Controle foi
adicionado apenas Etanol na mesma quantidade do tratamento. Para o estudo da
viabilidade das populagbes com paraquat, as concentragdes variaram de 5-60
mM/g de meio de cultura, e para os tratamentos Controle, foi adicionado apenas

agua ao meio de cultivo.

[11.2.3. Desenvolvimento dos ovos de Drosophila em meios

de cultura
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As moscas foram colocadas para ovopositarem em placas de petri (1cm X
7,5cm) contendo meio especial de ovoposicao, preparado com: 100 mL de agua;
50g de banana madura; 1,5g de Agar bacterioldgico; 0,1g de Nipagim® fervido por
5 minutos e apés colocava-se corante alimentar vermelho até obter a coloragéo
desejada. A finalidade deste corante foi facilitar as visualizacbes dos ovos.

Os ovos foram retirados das placas de petri com auxilio de uma agulha
histoldgica, e tratados com Hipoclorito de sédio (Alvejante comercial 10%) para
reduzir a quantidade de microorganismos aderidos aos ovos que poderiam
proliferar no meio de cultura e interferir no crescimento e sobrevivéncia das
larvas. Para este tratamento, os ovos foram transferidos para uma cesta feita de
tela de ago inox de 1,5 X 1,5 cm e mergulhados em uma solugdo de 10% de
alvejante comercial, por 10 seg e posteriormente em agua destilada por mais 10
seg.

ApoOs esta assepsia, 30 ovos/frasco foram colocados nos meios de cultura
dos tratamentos.

Os tratamentos foram acompanhados diariamente, para observacdo das

mudancas de estagios Ovo-pupa e posteriormente de Pupa para Imago.

[11.2.4. Analise estatistica

Os dados de desenvolvimento dos ovos e de sobrevivéncia foram
submetidos a Andlise de sobrevivéncia, teste de Kaplan-Meyer ao nivel minimo
de 95% de significancia (P<0,05) com o auxilio do programa “SPSS for Windows”,
versdo 10.0.1 (Copyright® SPSS Inc., 1989-1999). Para a montagem dos gréaficos
foi utilizado o programa “SlideWrite Plus 4.0” (Advanced Graphics Software Inc.
USA, 1996).

[11.2.5. Andalise molecular das expressdes dos Genes das
Proteinas de Choque térmico e Elemento transponivel P por PCR

em Tempo Real
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[11.2.5.1 Oligonucleotideos para a reacdo de PCR em

tempo Real

Para o0s desenhos dos primers dos genes de expressao
constitutiva Actina e Tubulina, utilizados como controle da expresséo, foram
realizadas buscas nos “contigs” do genoma de D. willistoni, através de BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi?organism=insects) usando
como referéncia os genes de D. melanogaster e obtendo-se uma sequéncia
consenso através da qual foram desenhados os pares de primers. Para o gene da
B-actina, foram eles: ActinaSense 5 TGTGTGACGAAGAGGTTGCT 3 e
ActinaAnti 5TACGAGTCCTTTTGTCCCAT 3, amplificando um fragmento de 140
pares de bases. Para o gene da Tubulina, os primers foram: TubulinSenseRT
5'CGACGAACAGATGCTCAACA 3 e TubulinAntiRT 5’
GCCAATGAATGTGGCAGAC 3, e o produto amplificado deve corresponder a
130 pares de bases.

Para analise da expressdo dos genes de Heat Shock, Hsp70 e Hsp83,
foram realizadas buscas no genoma de D. willistoni através da ferramenta BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi?organism=insects) usando
como referéncia os genes de D. melanogaster, para obter uma sequéncia
consenso. Com base nessa sequéncia foram desenhados os primers do gene de
Hsp70: 70Srtpcr 5CGTTCTTCTGGTGGATGTGG 3 e 70Artpcr
5GTCGGCATAGGTGGAGAACG 3’ gerando um fragmento amplificado de 130
pares de bases. Para Hsp83, o0s primers foram: 83SenseRTPCR
5GAGGGTGATGGCAAGAAGAA 3’ e 83AntiRTPCR
5CCGTATTCCTCCTGGCTGAT 3, gerando um fragmento correspondente a 118
pares de bases.

Todos os pares de primers foram desenhados com o auxilio dos seguintes
programas: “Oligo Versao 3.3” (MBI Software) e o programa online Primer3

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi.

[11.2.6. Extracdo de RNA total
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Para a extracdo de RNA total, larvas provenientes dos tratamentos foram
selecionadas e colocadas dentro de um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
homogeneizado com TRIzol® Reagent, da Invitrogen™ Life Technologies. Todo o
processo de extragdo seguiu as instru¢cbes do protocolo que acompanha o
produto, até a ressuspensdo com H,O DEPC. Para cada tratamento foram

extraidas triplicadas biologicas.

[11.2.7. Analise eletroforética dos RNAs

As amostras de RNA foram preparadas em tampdo de amostra, com
brometo de etidio (0,2 pg/mL) e os géis em tampdo TAE 1X pH 7, na
concentracdo de 1,0% de agarose. As corridas eletroforéticas foram realizadas
em tampao TAE 1X pH 7, com voltagem de 90 V. A visualizacdo do RNA corado
com brometo de etidio foi realizada sob luz ultravioleta (transluminador HOEFER,
MacroVue uv-20). Os géis de agarose foram fotografados sob luz ultravioleta por
camera digital Kodak® DC120 e, em seguida, transferidos ao computador para

posterior analise.

[11.2.8. Sintese de DNA complementar

Apos verificacdo da qualidade da extracdo dos RNAs totais, estes foram
submetidos a uma reagdo de digestdo enzimética com a enzima DNase RQ1
RNase-Free DNase (Promega), seguindo o protocolo do produto, para a
eliminacdo de eventuais contaminacdées com DNAs. Em seguida, foi realizada
uma reacdo de PCR usando 1L deste RNA para comprovacao da eficiéncia da
atividade da DNase.

A sintese dos cDNAs foi realizada com a enzima M-MLV Reverse
Transcripase (Invitrogen), utilizando “random primers” e seguindo as orientacdes
do fabricante do produto. Logo apds, para testar a qualidade dos cDNAs,
montava-se uma reacdo de PCR nas seguintes condi¢cdes: 1 uL de cDNA, tampéao
1X, 1.5 mM MgCl,, 2pmol de cada “primer”’, 1ImM de dNTPs e 1U enzima Taq
polimerase, em 35 ciclos de 20 segundos a 94 °C, 15 segundos a 60 °C e 20

segundos a 72 °C.
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[11.2.9. Quantificacdo das expressdes génicas por Real Time
PCR

Para a quantificacdo por PCR em tempo real, cada cDNA foi diluido na
proporgao de 1:100 com uma concentracao final de 2,5 ng/puL. O Mix da reacéo foi
preparado da seguinte forma: 0,1 uM de cada primer, 0,1 mM de dNTPs, Tampéao
de PCR 1X, 1,5 mM de MgCl,, SYBR green 0,1X, Platinum Tag DNA polimerase
0,25 U, H,0 para completar o volume desejado e acrescentados 10 uL de cDNA
diluidos em cada reacdo. Em seguida a placa contendo as reag¢fes foi colocada
na maquina de PCR em Tempo Real da Applied Biosystems (7500 System SDS
Software versao 1.3.1). As quantificacdes, o preparo, a utilizacdo dos reagentes e
os experimentos foram realizados no Laboratorio de Genomas e Populacdes de
Plantas (LGPP), do Centro de Biotecnologia da UFRGS, coordenado pelo
Professor Dr. Rogério Margis.
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[11.3. Resultados sobre o desenvolvimento do

subgrupo willistoni de Drosophila

111.3.1. Efeito de concentracOes variadas de disseleneto
de difenila sobre os diferentes estagios de
desenvolvimento das espécies do subgrupo

willistoni

O selénio, embora essencial para o metabolismo para muitos seres
vivos, apresenta efeitos toxicos, quando estes sdo expostos a concentracdes
muito acima das requeridas na dieta. Este efeito pode ser evidenciado nos
nossos experimentos com Drosophila do subgrupo willistoni.

Na figura 1 e tabelas 1 e 2 estdo apresentados os resultados do
desenvolvimento de D. willistoni expostas a disseleneto de difenila. Pode-se
observar que houve diferencas significativas das concentragdes utilizadas em
relacdo ao tratamento controle, sendo que em concentracfes acima de 500
umol de (PhSe), foi verificado a inviabilidade de todos os ovos expostos. E
importante ressaltar que esta tendéncia se manteve também nos mutantes de
D. willistoni, Sepia e white (Figuras 3 e 5, Tabelas 5, 6, 9 e 10). Para os
mutantes Sepia e white, a concentracdo maxima de viabilidade foi 450 pumol de
(PhSe),. Diferencas dependentes do background genético das linhagens podem
ser observadas nas curvas de viabilidade-sobrevivéncia acumuladas em D.
willistoni, onde as linhagens mutantes Sepia e white apresentaram padréo
proprio de resposta dose-dependente.

Em D. equinoxialis (Figura 7, Tabelas 13 e 14), o efeito do selénio, foi
menos acentuado do que em D. willistoni e suas cripticas, a julgar pelas
maiores concentracdes de (PhSe), usadas e seus efeitos menos drasticos. A
viabilidade dos ovos em D. equinoxialis foi observada até 600 umol de (PhSe)..

Nas figuras 9, 11 e 13, com as espécies D. insularis, D. paulistorum e D.
tropicalis, respectivamente, verificou-se algumas variacdes na sensibilidade ao
selénio das diferentes espécies cripticas do grupo willistoni de Drosophila. Nas
tabelas 13, 14, 17, 18, 21, 22, 25 e 26 encontram-se as significancias
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estatisticas das diferencas entre doses e efeitos em cada uma das espécies de
Drosophila testadas no presente trabalho.

Nas concentracdes estudadas acima de 100 umol de (PhSe),, passou-se
a observar o efeito toxico deste composto, uma vez que ocorreu uma
diminuicdo na viabilidade dos ovos, sendo que muitos ndo atingiram o estagio
de pupa. Estes resultados concordam com os descritos na literatura, onde
mostrou-se que o selénio causa um efeito toxico em diversos organismos

quando estes estdo expostos a concentracdes acima da requerida na dieta
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equinoxialis, D. insularis, D. paulistorum e D. tropicalis, respectivamente, e nas
tabelas 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27 e 28 a significancia
estatistica das diferencas entre doses de paraquat aplicadas as espécies
cripticas do grupo willistoni de Drosophila.

Pode-se observar que houve diferencas significativas das concentracdes
utiizadas de paraquat em relacdo ao tratamento controle, sendo que em
concentragcoes acima de 30 mM de paraquat foi verificado a inviabilidade de
todos 0s ovos expostos, para 0s mutantes Sepia e white. Entretanto, para as
outras espécies a concentracdo acima de 40 mM de paraquat provocou a
inviabilidade dos ovos. Assim como ocorrera para disseleneto de difenila, cabe
ressaltar que para paraguat manteve-se também a tendéncia da viabilidade
dose-dependente para todas as espécies do subgrupo.

A submissdo ao paraquat e ao seu efeito causador do aumento de
radicais livres, embora em concentracbes bem menores do que as de (PhSe),,
resultou em decréscimos bem mais acentuados dos parametros de viabilidade-
sobrevivéncia em todas as espécies do subgrupo willistoni.

Experimentos realizados por Cunha et al. (1995), com D. melanogaster
expostas ao paraquat, concordam com os resultados do presente trabalho,
onde encontraram uma diminuicdo da sobrevivéncia de machos e fémeas apdés
24 e 48 h em uma concentragéo de 20 mM.

O gquanto as diferencas de sensibilidade das espécies do grupo willistoni
aos compostos testados refletem diferencas relacionadas a exploracdo de
recursos mais ou menos ricos em Selénio e diferencas metabdlicas em relacao
a Drosophila melanogaster acumuladas ao longo dos 50 milhées de anos que
separam as radiacbes melanogaster-willistoni, entretanto, ainda € matéria para

futuros estudos.
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Tabela 1 - Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni

concentracdes de (PhSe); no estagio Ovo-Pupa.

em diferentes

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 62,82
(0,0000)
300pmol 98,16 2,25
(0,0000) (0,1333)
400 pmol 179,16 25,52 21,54
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500pmol 235,51 89,90 88,88 43,67
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 2 - Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni

em diferentes

concentracdes de (PhSe); no estagio Pupa-Imago.

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 47,19
(0.0000)
300pmol 92,85 5,07
(0.0000) (0.0244)
400 pmol 159,48 26,47 8,15
(0.0000) (0.0000) (0.0043)
500pmol 224,94 98,13 82,07 50,37
(0.0000) (0.0000) (0.0000) (0.0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 3 - Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Ovo-Pupa.

Tratamentos Controle 5mM 10mM 20mM 30mM
5mM 12,91
(0,0003)
10mM 91,72 27,36
(0,0000) (0,0000)
20mM 154,13 58,07 5,49
(0,0000) (0,0000) (0,0191)
30mM 208,21 105,78 32,14 13,63
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0002)
40mM 225,01 123,79 46,06 24,61 1,86

(0,0000) (0,0000) (0,0000)  (0,0000) (0,1723)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 4 - Analise da Sobrevivéncia de D. willistoni em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago.

Tratamentos Controle 5mM 10mM 20mM 30mM
5mM 54,85
(0.0000)
10mM 116,73 10,48
(0.0000) (0.0012)
20mM 148,57 26,78 6,51
(0.0000) (0.0000) (0.0107)
30mM 199,85 66,70 36,26 15,16
(0.0000) (0.0000) (0.0000) (0.0001)
40mM 210,98 78,50 47,67 24,65 1,29

(0.0000) (0.0000) (0.0000)  (0.0000) (0.2562)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 5 — Andlise da Sobrevivéncia do mutante Sepia de D. willistoni em

diferentes concentracfes de (PhSe), no estagio Ovo-Pupa.

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 40,77
(0,0000)
300umol 65,24 3,70
(0,0000) (0,0544)
400 pmol 160,30 65,21 50,62
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
450pmol 196,61 105,78 94,90 14,27
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0002)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 6 — Analise da Sobrevivéncia do mutante Sepia de D. willistoni em

diferentes concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago.

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 34,48
(0,0000)
300umol 73,19 7,94
(0,0000) (0,0048)
400 pmol 156,79 58,83 28,74
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
450pmol 199,60 107,57 81,82 18,87
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 9 — Analise da Sobrevivéncia do mutante white de D. willistoni em

diferentes concentracdes de (PhSe), no estagio Ovo-Pupa.

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200pmol 43,20
(0,0000)
300pmol 88,76 10,39
(0,0000) (0,0013)
400 pmol 198,85 99,60 60,89
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500pmol 230,82 141,41 103,59 13,63
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0002)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 10 — Analise da Sobrevivéncia do mutante white de D. willistoni em

diferentes concentracfes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago.

Tratamentos Controle 200pmol 300pmol 400 pmol
200pumol 61,93
(0,0000)
300umol 123,03 15,72
(0,0000) (0,0001)
400 pmol 193,42 94,19 53,03
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500pmol 226,76 136,71 93,95 13,50
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0002)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 11 — Analise da Sobrevivéncia do mutante white de D.

willistoni em diferentes concentracdes de Paraquat no

estagio Ovo-Pupa.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM
5mM 132,20
(0.0000)
10mMm 126,98 4,22
(0.0000) (0,0400)
20mM 158,04 20,76 4,87
(0.0000) (0.0005) (0,0273)
30mM 221,79 83,57 50,86 35,63
(0.0000) (0.0000) (0.0000) (0.0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 12 — Analise da Sobrevivéncia do mutante white de D.

willistoni em diferentes concentra¢cées de Paraquat no

estagio Pupa-Imago.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM
5mM 127,39
(0.0000)
10mM 119,07 2,25
(0.0000) (0,1336)
20mM 144,34 17,36 3,16
(0.0000) (0.0005) (0,0756)
30mM 221,78 94,48 51,28 40,67
(0.0000) (0.0000) (0.0000) (0.0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 13 — Analise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes

concentracdes de (PhSe); no estagio Ovo-Pupa.

Tratamento Controle 100umol 200pmol 300 ymol 400 pmol 500 pmol
100pmol 90,19
(0,0000)
200pmol 100,57 5,26
(0,0000) (0,0219)
300 pmol 96,67 0,12 4,87
(0,0000) (0,7331) (0,0273)
400 pmol 76,95 1,60 9,30 0,64
(0,0000) (0,2060) (0,0023) (0,4246)
500pmol 125,93 16,65 6,16 16,50 21,70
(0,0000) (0,0000) (0,0131) (0,0000) (0,0000)
600pmol 121,52 21,22 6,54 18,28 25,02 0,18
(0,0000) (0,0000) (0,0106) (0,0000) (0,0000) (0,6731)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 14 — Analise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes

concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago.

Tratamento Controle 100umol 200umol 300 pmol 400 ymol 500 pmol
100pmol 59,18
(0,0000)
200pmol 82,22 8,63
(0,0000) (0,0033)
300 ymol 74,99 0,00 6,53
(0,0000) (0,9589) (0,0106)
400 pmol 57,00 2,82 16,05 2,48
(0,0000) (0,0930) (0,0001) (0,1153)
500pumol
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Tabela 15 — Analise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes

concentracfes de Paraquat no estagio Ovo-Pupa.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM
5mM 119,22
(0,0000)
10mM 136,18 521
(0,0000) (0,0225)
20mMm 164,89 17,56 3,33
(0,0000) (0,0000) (0,0680)
30mM 210,02 57,91 28,31 13,77
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0002)
35mM 220,52 77,12 43,41 26,16 2,43
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,1187)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 16 — Analise da Sobrevivéncia de D. equinoxialis em diferentes

concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mMm 30mM
5mM 91,00
(0,0000)
10mM 104,27 4,85
(0,0000) (0,0277)
20mM 139,72 21,80 5,28
(0,0000) (0,0000) (0,0216)
30mM 185,59 59,25 28,46 10,71
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0011)
35mM 201,42 77,43 42,38 21,40 2,01
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,1564)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

74



1.00

o
©
o

Cumulative Viability Survival

o
N
o

0.00

A)

D. insularis

(PhSe)2 Estagio Ovo-P upa

Dias

10

11

12

16

—+— Controle

75



Tabela 17 — Andlise da Sobrevivéncia de D. insularis

concentracdes de (PhSe), no estagio Ovo-Pupa.

em diferentes

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 27,23
(0,0000)
300umol 32,19 0,02
(0,0000) (0,9022)
400 pmol 111,08 24,01 28.06
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500pmol 172,95 67,06 76,50 19,29
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 18 — Andlise da Sobrevivéncia de D. insularis

em diferentes

concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago.

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 15,48
(0,0001)
300umol 21,21 0,42
(0,0000) (0,5184)
400 pmol 69,25 21,84 18,05
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500pmol 133,08 75,40 78,03 26,20
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 19 — Analise da Sobrevivéncia de D. insularis em diferentes

concentracfes de Paraquat no estagio Ovo-Pupa.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM
5mM 20,05
(0,0000)
10mM 105,30 27,16
(0,0000) (0,0000)
20mMm 176,02 63,08 8,50
(0,0000) (0,0000) (0,0036)
30mM 220,44 106,10 35,50 12,11
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0005)
40mM 240,77 132,49 57,75 29,14 451

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0337)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 20 — Analise da Sobrevivéncia de D. insularis em diferentes

concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM
5mM 32,85
(0,0000)
10mM 125,67 31,34
(0,0000) (0,0000)
20mM 164,79 56,33 6,84
(0,0000) (0,0000) (0,0089)
30mM 203,25 92,18 28,50 9,65
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0019)
40mM 228,04 121,19 53,65 30,22 6,98

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0082)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 21 — Analise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em

diferentes concentracbes de (PhSe), no estagio

Ovo-Pupa.
Tratamento Controle 300pmol 400 pmol
300umol 17,32
(0,0000)
400 pmol 108,15 46,43
(0,0000) (0,0000)
500umol 209,26 137,08 39,45
(0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 22 — Andlise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em

diferentes concentragbes de (PhSe), no estagio

Pupa-Imago.
Tratamento Controle 300pmol 400 pmol
300umol 25,03
(0,0000)
400 pmol 79,20 25,28
(0,0000) (0,0000)
500umol 173,11 117,33 50,21
(0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 23 — Andlise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em diferentes

concentracfes de Paraquat no estagio Ovo-Pupa.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM 40mM
5mM 71,34
(0,0000)
10mM 85,47 7,00
(0,0000) (0,0081)
20mM 128,16 36,11 13,3
(0,0000) (0,0000) (0,0003)
30mM 132,23 40,69 16,47 0,10
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,7553)
40mM 198,62 87,53 51,93 15,2 13,54
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0001) (0,0002)
50mM 217,05 124,02 89,21 42,20 40,26 8,20

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0042)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 24 — Andlise da Sobrevivéncia de D. paulistorum em diferentes

concentracdes de Paraquat no estagio Pupa-Imago.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM 40mM
5mM 33,72
(0,0000)
10mM 79,65 11,45
(0,0000) (0,0007)
20mM 100,03 25,13 3,50
(0,0000) (0,0000) (0,0616)
30mM 108,91 30,97 6,62 0,33
(0,0000) (0,0000) (0,0101) (0,5659)
40mM 180,54 83,65 39,85 19,25 15,58
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0001)
50mM 194,11 112,31 72,36 45,86 42,10 9,13

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)  (0,0025)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 25 -

Andlise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes

concentracdes de (PhSe); no estagio Ovo-Pupa.

Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200pmol 4,03
(0,0446)
300umol 60,49 28,49
(0,0000) (0,0000)
400 pmol 144,09 108,57 49,54
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500umol 188,74 163,89 101,28 18,61
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
Tabela 26 — Analise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes
concentracdes de (PhSe), no estagio Pupa-Imago.
Tratamentos Controle 200umol 300umol 400 pmol
200umol 0,07
(0,7961)
300umol 54,71 29,76
(0,0000) (0,0000)
400 pmol 130,88 89,15 36,82
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
500umol 189,51 151,75 101,74 30,15
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Tabela 27 - Andlise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes
concentracdes de Paraquat no estagio Ovo-Pupa.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM 40mM
5mM 107,34
(0,0000)
10mM 101,96 3,85
(0,0000) (0,0496)
20mM 166,99 41,94 19,13
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
30mM 176,26 54,06 28,70 1,76
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,1848)
40mM 228,52 87,64 53,05 11,10 4,58
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0009) (0,0324)
50mM 227,62 110,87 76,91 31,57 22,18 8,59

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)  (0,0034)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.

Tabela 28 - Andlise da Sobrevivéncia de D. tropicalis em diferentes

concentracfes de Paraquat no estagio Pupa-Imago.

Tratamento Controle 5mM 10mM 20mM 30mM 40mM
5mM 83,74
(0,0000)
10mM 109,84 9,14
(0,0000) (0,0025)
20mM 156,87 42,24 16,82
(0,0000) (0,0000) (0,0000)
30mM 169,77 54,49 26,12 1,18
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,2765)
40mM 223,76 88,92 52,16 10,56 4,57
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0012) (0,0325)
50mM 233,20 122,92 91,09 43,07 32,43 16,03

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0001)

* Valores indicados entre parénteses: P < 0,05. Teste Log Rank.
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Ill.4. Resultados sobre a expressao de Hsp70 e
Hsp83 nos mutantes Sepia e white de

Drosophila willistoni

l11.4.1. Estudo da expressao génica dos genes de
hsp70 e hsp83 em mutantes Sepia e white de D.

willistoni
O estresse celular induzido pelos compostos Disseleneto de
difenila e paraquat foi avaliado pela expressdao dos genes hsp70 e hsp83,
quantificando comparativamente o total de mRNA produzido por esses genes, na
presenca dos compostos e na sua auséncia, com aquele produzidos por genes de
expressao constitutiva (“house keeping”). Os genes de expressao constitutiva
escolhidos foram B-Actina e tubulina.
Os efeitos dos tratamentos com (PhSe), e paraguat no mutante Sepia de
D. willistoni, sobre a expresséao do gene constitutivo de B-Actina avaliados atraves
da técnica Real Time PCR, podem ser observadas na Figura 1. Podemos ver na
Figura 1A, as curvas de amplificacdo a partir do cDNA do tratamento controle
onde verificamos dois grupos de amplificacdes separando as amostras bioldgicas,
mostrando uma diferenga de alguns ciclos (17 e 22) para alcangar o ciclo limiar
(“Cycle threshold, Ct”). Estas variagcbes entre as amostras biologicas sao
esperadas e indicam diferencas no rendimento das producdes de cDNA entre as
amostras. Na Figura 1B, temos as amplificacbes dos cDNAs de [-Actina
provenientes do tratamento com (PhSe),, e observamos que as amostras
separaram-se em dois grupos ndo formando um conjunto homogéneo. Ja na
Figura 1C, com o tratamento com paraquat, ocorreu a amplificacdo com trés perfis
diferentes, separando as trés amostras biolégicas. Na Figura 1D, temos a
amplificagdo do cDNAs de larvas submetidas ao choque de temperatura, Heat
Shock, onde aparecem dois grupos distintos de amplificacées. Na Figura 1E,
observamos os 4 tratamentos em uma mesma figura, e temos amplificacdes que
diferem em varios ciclos indicando uma grande varia¢cdo na quantidade de cDNA
produzido entre as amostras bioldgicas e entre os tratamentos.
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A especificidade das amplificagbes assim como uma estimativa da
qualidade dos cDNAs utilizados podem ser verificadas pelas curvas de
dissociacbes de todas as amplificacbes (Figura 1F). Podemos observar a
formacdo de apenas um pico de dissociacdo, demonstrando que 0s primers
desenhados para B-Actina sdo especificos para apenas uma regido, que nao
ocorreu a formacdo de dimeros de primers e também que os cDNAs nao

apresentam contaminacgdes por DNAs ex6genos.
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Em conjunto, avaliando as curvas de amplificacdo e de dissociacao,
podemos dizer que o experimento foi, tecnicamente bem conduzido, mostrando
variacdes do total de cDNA das amostras, tanto entre as triplicatas bioldgicas
como entre os tratamentos.

As amplificacées dos cDNAs do gene de B-Actina em mutante white
de D. willistoni sdo observadas na Figura 2. Na Figura 2A, observamos que houve
diferenca de alguns ciclos entre as amplificagBes das triplicatas biolégicas dos
cDNAs controle. Na Figura 2B, observamos o efeito do tratamento com (PhSe),, e
temos amplificacdes paralelas na fase exponencial, porém elas diferem em alguns
ciclos. O efeito do tratamento com paraquat sobre a expressdo de B-Actina &
representado na Figura 2C, onde observamos que ocorreu separacao das
amplificacbes em dois grupos distintos demonstrando que ocorreu diferencas nas
quantidades de cDNAs produzidas. Na Figura 2D observamos a expressao do
gene de B-Actina sobre as larvas submetidas ao choque de calor, onde a
amplificagbes mostram diferengas na quantidade de cDNA em cada amostra
biologica. Na Figura 2E, observamos os quatro tratamentos em uma mesma
figura e temos amplificacBes que diferem em varios ciclos indicando uma grande
variacdo na quantidade de cDNA produzido entre as amostras biolégicas e entre
os tratamentos. A especificidade das amplificagbes assim como uma estimativa
da qualidade dos cDNAs utilizados podem ser verificados pelas as curvas de
dissociacdes de todas as amplificacbes (Figura 2F). Podemos observar também a
formacdo de apenas um pico de dissociacdo, demonstrando que 0s primers
desenhados para B-Actina sdo especificos para apenas uma regiao e que nao
ocorreu a formacdo de dimeros de primers e que os cDNAs ndo apresentam

contaminacgdes por DNAs exdgenos.
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O efeito dos tratamentos com (PhSe), e paraquat no mutante Sepia de D.
willistoni, sobre a expressdo do gene constitutivo de Tubulina foram avaliados
através da técnica Real Time PCR, e podem ser observadas na Figura 3.
Observamos na Figura 3A a expressao desses genes em larvas Controles, onde
as amplificacbes formaram dois grupos separados por alguns ciclos, mostrando
uma grande diferenca nas quantidades de cDNAs entre as amostras bioldgicas.
No tratamento com (PhSe), ocorre o aparecimento de dois grupos de
amplificagbes, demonstrando existir diferenca de quantidade de cDNAs dentro do
mesmo conjunto de amostras biolégicas (Figura 3B). Na Figura 3C estdo
demonstradas as curvas de amplificacbes dos cDNAs provenientes do
tratamentos das larvas com paraquat, onde observamos a mesma tendéncia de
amplificagdo da figura anterior. Ja& na Figura 3D observamos o efeito do choque
de calor sobre a quantidade de cDNA do gene da Tubulina. As amplificacfes
ficaram separadas em trés grupos distintos mostrando divergéncia nas
quantidades de mRNA extraido dos tratamentos. Na Figura 3E, é mostrado um
panorama geral de todas as amplificacdes, observamos que todas as amostras
apresentaram um mesmo padrdo de amplificacdo, separando de forma geral em
dois grupos distintos. As curvas de dissociacdes para esse gene podem ser
observadas na Figura 3F, a qual demonstra que o par de primers desenhados
para esse gene apresenta-se especifico para somente uma regido do cDNA
levando a apenas um produto amplificado e com 0 mesmo peso molecular.

A quantificacdo da expressdo do gene de Tubulina por Real Time PCR
com cDNAs de larvas do mutante white de D. willistoni sdo demonstradas na
Figura 4. Na Figura 4A temos as amplificagdes com cDNAs controle,
apresentando dois conjuntos separados por varios ciclos, demonstrando
divergéncias na quantidade de mRNA extraidos e consequentemente nos cDNAs
produzidos dos mesmos tratamentos. O efeito do tratamento com (PhSe), sobre a
nivel de mRNA do gene de Tubulina é apresentado na Figura 4B. As
amplificacbes ocorreram de trés formas separadas por alguns ciclos,
demonstrando grande diferenca na quantidade de cDNA utilizado entre as
mesmas amostras bioldgicas, situacdo também observada no tratamento com

paraquat (Figura 4C). Os cDNAs produzidos a partir do tratamento com choque
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de calor (Figura 4D), amplificaram corretamente e indicaram que ocorreu variagao

na producdo de mRNA entre as amostras.
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Na Figura 4E, temos as quatro amplificacbes em uma Unica figura,
demonstrando a ampla variagcdo da amplificacdo desse gene nas amostras. A
especificidade das amplificagdes assim como uma estimativa da qualidade dos
cDNAs utilizados podem ser verificados pelas as curvas de dissociagdes de todas
as amplificacdes (Figura 4F). Observamos aqui a formacao de apenas um pico de
dissociacdo, demonstrando novamente a especificidade da amplificacdo, como
comentado anteriormente.

A gquantificacdo da expressao do gene da proteina de choque térmico,
hsp70, em larvas de mutante Sepia de D. willistoni, por Real Time PCR, esta
demonstrada na Figura 5. Na Figura 5A observamos que a amplificacdo desse
gene em amostras controle. Ocorreram diferentes quantidades de cDNAs,
separando as triplicadas bioldgicas em trés grupos. A Figura 5B representa a
curvas de amplificacdo de hsp70 em larvas tratadas com (PhSe),. Considerando a
fase exponencial da amplificacdo, cuja regido € utilizada para os calculos de
expressdo, observou-se que as amostras biologicas foram separadas em trés
grupos, significando quantidades diferentes de mRNA produzido. Da mesma
forma, também ocorreu separacdo em trés grupos, quando analisadas as curvas
de amplificagcbes de hsp70 em larvas tratadas com paraquat (Figura 5C). O
tratamento com choque de calor, atuou sobre o0s niveis de mRNA de hsp70 como
demonstrado na Figura 5D. Também ocorreu a separacdo das expressées em
dois grupos separados por alguns ciclos o que € suficiente para apresentar
diferencas significativas na quantidade de mRNA extraido entre as amostras. Na
Figura 5E, estdo o conjuntos das quatro amplificacdes onde se observa a ampla
diferenca de amplificagdo entre as amostras. A especificidade dos primers e
quantidade de produto formado € observado na Figura 5F. Os picos de
dissociacdo apresentaram uma mesma tendéncia caracterizando a presenca de
apenas um tamanho de fragmento formado.

A gquantificacdo da expressdo do gene das proteinas de choque térmico,
hsp70, em larvas do mutante white de D. willistoni, esta demonstrada na Figura 6.
Podemos ver na Figura 6A, as curvas de amplificacdo a partir do cDNA do
tratamento controle, onde se formaram trés grupos de amplificacées separando
as amostras biolégicas, mostrando uma diferenca de alguns ciclos (14 e 23) para
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alcancar o ciclo limiar (“Cycle threshold, Ct"). Estas variacdes entre as amostras
biolégicas sdo esperadas e indicam diferencas no rendimento das producdes de
cDNA entre as amostras. Na Figura 6B, vemos as amplificacdes dos cDNAs de
hsp70 provenientes do tratamento com (PhSe), e observamos que as amostras

separaram-se em dois grupos ndo formando um conjunto homogéneo.
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Ja na Figura 6C, com o tratamento com paraquat, ocorreu a amplificacao
com dois perfis diferentes, separando as trés amostras biolégicas. Na Figura 6D,
temos a amplificacdo do cDNAs de larvas submetidas ao choque de temperatura,
Heat Shock, onde a quantidade de cDNA variando em torno de 4 vezes entre as
amostras. Na Figura 6E, os 4 tratamentos estédo representados na mesma figura,
e vemos amplificacbes que diferem em varios ciclos indicando uma grande
variacdo na quantidade de cDNA produzido entre as amostras bioldgicas e entre
os tratamentos. Nos graficos das curvas de dissociacdes (Figura 6F), este par de
primers apresentou um produto Unico e sem formacdo de dimeros e com
auséncia de contaminantes.

A gquantificacdo da expressdo do gene das proteinas de choque térmico,
hsp83, em mutantes Sepia de D. willistoni, por Real Time PCR, estd demonstrada
na Figura 7. Os experimentos de amplificacdo do cDNA de hsp83 no grupo
controle resultaram em diferencas na quantidade de cDNA de varios ciclos entre
as amostras. Na figura 7B, observamos o efeito do tratamento de (PhSe), sobre a
producdo de mRNA do gene hsp83, que atuou de forma diferente em cada
amostra biologica, mostrando grande a amplitude na quantidade de cDNA
utilizado mesmo dentro da mesma amostra. Nas amostras tratadas com paraquat
(Figura 7C), a andlise das amplificacdes por Real Time PCR demonstrou uma nao
uniformidade na quantidade de mRNA produzido entre as triplicatas biologicas.
Na Figura 7D, temos a amplificacdo do cDNAs de larvas submetidas ao choque
de temperatura, Heat Shock, onde aparecem dois grupos distintos de
amplificacbes. Na Figura 7E estdo demonstradas todas as amplificacdes para o
gene de hsp83, observamos os quatro tratamentos em uma mesma figura, e
verificamos amplificacbes que diferem em varios ciclos indicando uma grande
variacdo na quantidade de cDNA produzido entre as amostras biolégicas e entre
os tratamentos. A especificidade das amplificagbes assim como uma estimativa
da qualidade dos cDNAs utilizados podem ser verificadas pelas curvas de
dissociacdes de todas as amplificacbes (Figura 7F). Em todas, podemos observar
a especificidade das amplificacbes pela formacdo de um Unico pico, como

comentado anteriormente.
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A quantificacdo da expressdo do gene da proteina de choque térmico,
hsp83, em larvas do mutante white de D. willistoni, por Real Time PCR, esta
demonstrada na Figura 8. A expressao no grupo Controle pode ser observada na
Figura 8A, onde as curvas de amplificacBes diferem em varios ciclos, mostrando
serem amostras heterogéneas quanto a quantidade de cDNA. Na Figura 8B
temos as curvas de amplificacbes em amostras tratadas com (PhSe ),, que

formaram dois grupos que diferiram em torno de 128 vezes.
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No tratamento com paraquat (Figura 8C), a amplificacdo da hsp83 mostrou
diferencas de quantidade entre as amostras bioldgicas, ficando em torno do 64
vezes de um grupo para o outro. No choque de calor, as amplificacées foram mais
homogéneas (Figura 8D) em relacdo as anteriores, porém a diferenca entre
algumas curvas podera chegar a uma diferenca em torno de 32 vezes. Na Figura
8E esta demonstrada os quatro conjuntos de amplificacdes, observamos a grande
amplitude entre os “Cts”. Na Figura 8F, podemos observar a formacéo de apenas
um pico de dissociacdo, demonstrando que os primers desenhados para hsp83
sdo especificos para apenas uma regido e que ndo ocorreram a formacao de
dimeros de primers e também que os cDNAs ndo apresentam contaminacfes por
DNAs exdgenos.

A analise da expressdo do elemento transponivel P em larvas dos
mutantes Sepia e white de D. willistoni sdo demonstrados na Figura 9. Pode-se
observar na Figura 9A que os primers utilizados ndo foram adequados para essa
técnica, pois ndo ocorreu uma fase exponencial de amplificagbes nas amostras.
Os sinais que aparecem sugerem que sdo apenas amplificacdes inespecificas,
fato que pode ser explicado pelas curvas de dissociac¢des (Figura 9B). Observa-se
que apenas em poucas amostras ocorreu a formagédo de algum produto, porém
ndo é especifico, j& que a temperatura de dissociacdo estd abaixo do esperado.
Além disso, na grande maioria das amostras ndo ocorreram amplificacdes.

Na analise comparativa de amplificacdo entre hsp70 e 0 gene constitutivo
tubulina no mutante Sepia (Figura 10A), observa-se que ocorreu uma diminui¢ao
da expressao desse gene no tratamento com (PhSe),. No entanto, para os
tratamentos com paraquat e heat shock ocorreu um aumento na expressao do
gene hsp70. Ja para o mutante white houve um aumento da expressdo desse
gene nos tratamentos com (PhSe), e paraquat e uma diminuicdo no tratamento
heat shock.

Na figura 10B, esta representada a quantificacdo de hsp70 e normalizado
pelo gene constitutivo B-actina no mutante Sepia, onde se observa que ocorreu
uma diminuicdo na expressao nos tratamentos com (PhSe), e heat shock e, um

aumento no tratamento com paraquat. Nas linhagens mutante white, ocorreu um
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aumento na expressao do gene nos tratamentos (PhSe), e paraguat, mas uma
diminuicao no tratamento heat shock.

Na Tabela 1 encontram-se os valores médios da expressdo de hsp70
representados na Figura 10 (A e B).
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Tabela 1 - Valores médios da expressdo de hsp70 em relacdo aos genes
constitutivos obtidos nos tratamentos.

Hsp70/tubulina Hsp70/B-
actina
Controle 9,98+ 1,32 1,37 +0,70
(PhSe), 1,11 +1,03 0,76 + 0,53
Sepia
Paraquat 322+215 2,78+ 1,08
Heat Shock 329+1,78 1,13 +0,34
Controle 524 + 3,05 249 +1,55
_ (PhSe), 2313 + 14,23 14,92 + 13,09
white b
araquat 16,08 + 11,82 8,37 + 5,24
Heat Shock 0,57 40,12 211+1,92

* Média + Desvio Padréo.

Os padrbes comparativos para hsp83 para os genes constitutivos tubulina
e B-actina encontram-se na Figura 11, onde para tubulina (Figura 11A) houve
diminuicdo da expressdo para a linhagem mutante Sepia no tratamento com
(PhSe), e aumento para os tratamentos paraquat e heat shock. Para a mutante
white ocorreu aumento na expressdo do gene para (PhSe), e paraquat, e
diminuicao no tratamento heat shock.

J4a, quando se utilizou o gene constitutivo da B-actina para normalizar a
expressao de hsp83 (Figura 11B), observou-se que para as moscas da linhagem
mutante Sepia o tratamento com (PhSe); e heat shock diminuiu a expressao de
hsp83 e aumentou para o tratamento com paraquat. Nas moscas da linhagem
white ocorreu aumento na expressao desse gene para os tratamentos (PhSe), e
paraquat e diminuicdo em heat shock.

Na tabela 2 encontram-se os valores médios da expressao de hsp70

representados na Figura 11 (A e B).
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Figura 11 - Representacao logaritmica da expresséao de hsp83. A) Quantificacdo

de hsp83 em relacdo ao gene de tubulina; B) Quantificacdo de

hsp83 em relacdo ao gene de B- actina.
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Tabela 2 - Valores médios da expressdo de hsp83 em relacdo aos genes

constitutivos obtidos nos tratamentos.

Hsp83/tubulina Hsp83/B-
actina
Controle 2,04+1,24 1,64+1,03
(PhSe), 1,22 +1,06 0,97 £ 0,47
Sepia
Paraquat 5,06 + 2,37 14,14 £ 11,95
Heat Shock 3,08 + 1,69 1,08 £ 0,28
Controle 3,06 + 1,96 1,55+0,95
(PhSe), 11,42 + 6,81 7,56 + 6,09
white Paraquat 4,62 +1,93 2,38+0,73
Heat Shock 1,18 + 0,31 3,72+ 2,60

* Média + Desvio Padréo.

Andlise da expressdo do elemento P em tecido gonadal dos

mutantes de D. willistoni Sepia e white.

A possivel inducdo da expressdo do elemento P em gbnadas, pelos
compostos disseleneto de difenila e paraquat foi avaliado quantificando-se
comparativamente o total de mRNA produzido por esse gene, na presenca dos
compostos e na sua auséncia, com aqueles produzidos por genes de expressao
constitutiva (“house keeping”). Os genes de expressdo constitutiva escolhidos
foram o da B-Actina e da tubulina.

A analise da expressdao do elemento P em gbnadas, iniciou-se pela
quantificacdo da expressédo do gene constitutivo 3-Actina (Figura 12) no mutante
Sepia de D. willistoni. Em gbnadas Controle (Figura 12A), a amplificacdo de [3-
Actina demonstrou uma variagcdo dentro das amostras bioldgicas, ocorrendo a
formacdo de trés grupos de amplificacdes com um diferenca em torno de oito
vezes. O tratamento com (PhSe), (Figura 12B) ocorreu de forma semelhante a
figura anterior, porém com a formacéo de dois grupos distintos. Na figura 12C, a
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amplificacdo dos cDNAs dos tratamentos com paraquat, demonstrou ser mais
homogénea, estando as curvas muito proximas e paralelas. Na Figura 12D, ndo
ocorreram grandes diferencas de ciclos entre as amostras bioldgicas,
demonstrando que a quantidade de mRNA extraida foi semelhante. As quatro
amplificacbes estdo reunidas na Figura 12E e pode-se observar a variacdo nas
amplificacfes. A especificidade das amplificacdes assim como uma estimativa da
gualidade dos cDNAs utilizados podem ser verificados pelas curvas de
dissociacao de todas as amplificagcdes (Figura 12F). Pode-se observar a formacao
de apenas um pico de dissociacdo, demonstrando que os primers desenhados
para B-Actina sdo especificos para apenas uma regido e que ndo houve a
formacdo de dimeros de primers e também que os cDNAs ndo apresentam
contaminagdes por DNAs exdgenos.

A analise da expressdo do gene constitutivo B-Actina em goénadas do
mutante white de D. willistoni estd exposta na Figura 13. A expressao de B-Actina
no grupo Controle (Figura 13A) demonstrou que ocorreu uma diferenca de varios
ciclos na amplificacdo dentro das amostras bioldgicas, separando em dois grupos.
No tratamento com (PhSe), (Figura 13B), a expressao da p-Actina demonstrou-se
semelhante em todas as amostras biologicas, obtendo uma diferenca dentro do
grupo em torno de duas vezes. Nas amplificacbes dos cDNAs provenientes do
tratamento com paraquat (Figura 13C), ocorreu uma separacado das amplificacoes
em dois grupos distintos devido as quantidades de cDNA serem diferentes. Na
Figura 13D, esta demonstrado o efeito do tratamento do choque de calor sobre a
producdo de mRNA de [-Actina, onde ocorreu pouca variagao na amplificacao,
indicando que as quantidades de cDNAs utilizadas foram bastante proximos. Os
conjuntos das amplificacbes estdo colocados na Figura 13E, onde observamos
todas as amplificacBes juntas. A especificidade das amplificacbes assim como
uma estimativa da qualidade dos cDNAs utilizados podem ser verificados pelas as
curvas de dissociacbes de todas as amplificacbes (Figura 13F). Podemos
observar a formacdo de apenas um pico de dissociacdo, demonstrando que 0s
primers desenhados para 3-Actina sdo especificos para apenas uma regiao e que
ndo ocorreram a formacdo de dimeros de primers e também que os cDNAs nao

apresentam contaminacgdes por DNAs ex6genos.
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Figura 12 - Real Time PCR, Curvas de amplificacdo do cDNA de B-Actina para
D. willistoni Sepia em Gbnadas; A) Controle; B) (PhSe),; C) Paraquat;
D) Heat Shock; E) As 4 amplificacdes; F) Curvas de dissociacdes.
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Figura 13 - Real Time PCR, Curvas de amplificagdo do cDNA de B-Actina para
D. willistoni white em Goénadas; A) Controle; B) (PhSe),; C) Paraquat;

D) Heat Shock; E) As 4 amplificacdes; F) Curvas de dissociacoes.
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Outro gene utilizado como Controle e padronizacdo da expressao foi o
gene da Tubulina. As curvas de amplificacdo do cDNA de Tubulina para o
mutante Sepia D. willistoni em gonadas estdo expostas na Figura 14. As
amplificacbes das amostras controle (Figura 14A) demonstraram um mesmo
padrdo de amplificacdo, ficando agrupadas em um anico bloco de amplificacao,
embora possam notar que ocorreu uma diferenca de até quatro vezes na
quantidade de cDNAs. Na Figura 14B, estd demonstrado as amplificagcbes dos
cDNAs de gbonadas provenientes do tratamento com (PhSe),, onde observa-se
que ocorreu diferenca nas amplificagdes dentro do mesmo tratamento. Na Figura
14C, tratamento com paraquat as amplificacdes das amostras demonstraram um
mesmo padrdo de amplificacdo, ficando agrupadas em um Unico bloco de
amplificacdo, embora possam notar que ocorreu uma diferenca de até quatro
vezes. Ja na Figura 14D, tratamento com choque de calor, ocorreram separacdes
das amostras bioldégicas em trés grupos, sem apresentar uma amplificacdo
homogénea. O padrdo geral de amplificagOes estao representadas na Figura 14E.
Na Figura 14F, as curvas de dissocia¢gbes estdo demonstrando a especificidade
da amplificacdo, com a formacao de apenas um produto.

As curvas de amplificacdo do cDNA de Tubulina para mutante white de D.
willistoni em gbnadas estdo expostas na Figura 15. Nas amostras Controle
(Figura 15A), a amplificagdo de Tubulina demonstrou uma variagdo dentro das
amostras biolégicas, ocorrendo a formacao de dois grupos de amplificacbes com
um diferenca em torno de 32 vezes. Na Figura 15B, estd demonstrado as
amplificacbes dos cDNAs de gbnadas provenientes do tratamento com (PhSe)s,,
onde observa-se que as curvas de amplificacbes de Tubulina mostraram-se
semelhante em todas as amostras bioldgicas, tendo uma diferenca dentro do
grupo em torno de duas vezes. Figura 15C, tratamento com paraquat as
amplificacbes das amostras mostram uma ampla variagcdo na amplificagdo em
torno de 32 vezes. Ja na Figura 15D, tratamento com choque de calor, ocorreu
variacdo na amplificacdo em torno quatro vezes. O padrao geral de amplificacdes
estdo representadas na Figura 15E. Na Figura 15F, as curvas de dissociacfes
estdo demonstrando a especificidade da amplificacdo, com a formacgao de apenas

um produto.
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A analise da expressdo do elemento transponivel P em gbnadas dos
mutantes de D. willistoni, Sepia e white sdo demonstrados na Figura 16. Podemos
observar na Figura 16A que os primers utilizados n&do foram adequados para essa
técnica, pois ndo ocorreu uma fase exponencial de amplificagcbes nas amostras.
Os sinais que aparecem sugerem gque sao apenas formacdes inespecificas, fato
que pode ser explicado pelas curvas de dissociacdes (Figura 16B). Podemos
observar que apenas em poucas amostras ocorreram a formacdo de algum
produto, porém néo é especifico, pois a temperatura de dissociacao esta abaixo
do esperado e ndo devem ser consideradas. Também observamos, de forma

geral, que na grande maioria das amostras ndao ocorreram amplificacées.
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Figura 15 - Real Time PCR, Curvas de amplificagcdo do cDNA de Tubulina para
D. willistoni white em Goénadas; A) Controle; B) (PhSe),; C) Paraquat;
D) Heat Shock; E) As 4 amplificacdes; F) Curvas de dissociacdes.
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I11.5. Discusséo, Conclus0fes e Perspectivas

Em populacbes naturais, a maioria dos organismos regularmente esta
exposta a ameacas agudas a sobrevivéncia, como temperaturas extremas e
privagdo alimentar, por exemplo. Estresses s&o fatores ambientais que provocam
mudancas no sistema biologico, sendo potencialmente prejudiciais.

Os dados obtidos na presente tese nos mostram primeiramente que
Drosophila melanogaster e as espécies do subgrupo willistoni, sdo bastante
diferentes quanto a sua sensibilidade a intoxicacdo por selénio. Assim, as
concentracdes de disseleneto de difenila aplicadas as cinco espécies do subgrupo
willistoni e as trés linhagens de D. willistoni (Capitulo Ill), necessitaram ser bem
menores do que as aplicadas em D. melanogaster (Capitulo IlI) conforme
resultados de nossos experimentos pilotos (dados ndo mostrados). O fato dessas
espécies serem neotropicais, tendo evoluido num ambiente potencialmente mais
rico em substratos alimentares e a variacdes climaticas ao longo dos 50 milhdes
de anos de separacao da radiacdo melanogaster-willistoni, pode em parte explicar
as diferencas encontradas. Um achado extremamente relevante foi propiciado
pelo recente sequenciamento do genoma de onze novas espécies de Drosophila
comparativamente com D. melanogaster (Drosophila 12 Genomes Consortium,
2007): apenas na D. willistoni ndo foram encontradas seqiiéncias homologas as
dos genes que produzem selenoproteinas. Considerando que selenoproteinas
estdo presentes em todos os animais, D. willistoni parece ser o primeiro animal
conhecido a “perder” essas proteinas. Considerando ainda, que selenoproteinas
séo responsaveis pela reducdo das quantidades excessivas de selénio presentes
numa grande variedade de substancias alimentares, fica claro que D. willistoni (e
talvez suas cripticas ainda ndo sequenciadas) ndo pode prescindir de um
mecanismo de defesa como as selenoproteinas. Portanto, nossos dados dao
suporte a idéia de que D. willistoni possa codificar proteinas com funcgéo
semelhante por uma via alternativa, abrindo caminho para novas pesquisas, que
incluam as suas espécies cripticas.

Cabe comentar, que a resposta ao selénio foi muito mais drastica nos

estagios ovo-pupa do que nos estagios pupa-mosca de todas as espécies
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estudadas, sugerindo que no comeco do desenvolvimento, incluindo a
morfogénese e fase de alimentacdo, a toxicidade do selénio seja mais efetiva.
Diferencas de sensibilidade nessas fases, entretanto, foram encontradas entre D.
melanogaster e as espécies do subgrupo willistoni. Em D. melanogaster verificou-
se um pequeno incremento na viabilidade na fase pupa-mosca em resposta ao
selénio na concentracdo de 300 umol, possivelmente por ela possuir um sistema
de protecdo via selenoproteinas mais eficiente do que o0s possivelmente
existentes no subgrupo willistoni.

Diferencas de sensibilidade ao selénio, entre linhagens de D. willistoni
também foram detectadas, sendo o maior efeito mostrado nas linhagens mutantes
Sepia e white, como normalmente esperado, considerando a menor
adaptabilidade dos fenétipos mutantes.

Entre as espécies cripticas, a D. equinoxialis foi a mais resistente a
intoxicacdo por selénio, e D. insularis a mais sensivel. Uma explicacdo mais
precisa para essas diferencas ainda ndo esta disponivel, mas pode se conjeturar
que possivelmente elas reflitam diferencas ambientais atuantes em seus locais de
origem. Por exemplo, D. insularis é endémica das ilhas do Caribe, enquanto D.
equinoxialis ocupa um amplo territorio que vai da América Central até a metade
da América do Sul (Spassky et al., 1971).

Quanto a resisténcia ao paraquat [dichloride.(1,1-dimethyl-4,4-
bipyridinium)], composto que age gerando radicais livres de oxigénio, novamente
observamos que as espécies do subgrupo willistoni foram mais sensiveis a esse
composto quando tratadas nos estagios ovo-pupa. As concentracdes utilizadas
chegaram até a 50 mM apenas em D. paulistorum e D. tropicalis, as mais
resistentes, enquanto as linhagens mutantes Sepia e white de D. willistoni que
foram as mais sensiveis resistiram até o maximo de 30 mM. Na D.willistoni
selvagem concentracdes de até 40 mM foram toleradas. Essas diferencas talvez
reflitam diferentes estratégias de defesa contra o dano oxidativo, utilizadas por
espécies que evoluiram sob pressdes seletivas diferentes.

Entre os mecanismos de defesa contra estresses quimicos, nos
propusemos a estudar os niveis de expressao das proteinas de choque térmico,

Hsp70 e Hsp83, envolvidas em importantes processos celulares, como a
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manutencdo da conformacédo tridimensional das proteinas (Feder e Hofmann
1999). Quanto a Hsp83, que corresponde a Hsp90 em vertebrados, sabe-se de
uma nova funcéo a ela atribuida por Rutherford e Lindquist (1998) que seria a de
tamponar a variabilidade fenotipica devida a mutacfes em rotas criticas para o
desenvolvimento embrionario. Talvez por interferir com a protecdo da Hsp83, os
compostos utilizados tenham sido mais toxicos no periodo ovo-pupa de todas as
espécies estudadas.

O uso da metodologia do PCR em tempo real, foi uma tentativa de detectar
a variacao da expressado dos genes hsp70 e hsp83, em resposta aos tratamentos.
Os resultados demonstram que ocorreram variacfes nas expressées dos genes
de choque térmico, mas também na dos genes constitutivos tubulina e B-actina,
para todos os tratamentos testados ((PhSe),, paraquat e heat schock), inclusive o
tratamento controle. Assim diferentemente da hipotese inicial e do que é referido
na literatura, nossos resultados ndo foram totalmente conclusivos. Apesar disso,
foram estabelecidas condi¢cbes experimentais para estudos futuros apds os
ajustes necessarios.

Observou-se nesses experimentos que ocorreu uma ampla variacdo de
amplificacdo em todos os genes estudados dentro do mesmo tratamento, levando
a um grande desvio padrdao na expressao desses, como demonstrado nas tabelas
1 e 2. Entretanto, Golombieski et al. (2008- Capitulo Il desta tese) trabalharam
com D. melanogaster expostas a (PhSe), e encontraram um aumento em torno de
15% na expressao do gene de hsp83, utilizando Northern blot o que € sugestivo
do uso desse sistema de protecdo também no grupo willistoni. Em experimentos
futuros se utilizard Northern blot para detectar a expressédo de hsp70 e hsp83 nas
espécies anteriormente citadas.

Ainda quanto as amplificacdes por PCR Real time observou-se uma grande
variacdo dos genes estudados entre as linhagens Sepia e white de D. willistoni, o
que foi atribuido a diferencas genéticas no desenvolvimento das larvas,
intrinsecas as linhagens.

Também foi encontrada uma diferenca de comportamento das larvas
tratadas de todas as espécies em relacdo ao tratamento controle. Essas

diferencas se expressaram desde o0 momento da ecloséo até o terceiro instar, que
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€ a fase em que elas ingerem alimento no meio de cultura. Muitas vezes
observou-se nas larvas de primeiro instar um comportamento de fuga, saindo do
meio de cultura e ficando nas laterais do vidro até buscarem novamente o
alimento. Isto ocorreu até o terceiro instar, quando entdo as larvas subiam nas
laterais dos vidros para atingir o estagio de pupa. Esse comportamento ndo é o
padrdo da espécie que se observa nas culturas mantidas em condi¢des 6timas.

No caso dos tratamentos com choque de temperatura (Heat shock) foram
encontrados resultados que demonstram a diminuicdo da expressao génica de
hsp70 e hsp83, o0 que contraria totalmente a literatura sobre o assunto. Todos 0s
estudos realizados mostram que as proteinas de choque térmico (Hsp) sao
induzidas por temperaturas criticas para a sobrevivéncia dos organismos,
ocorrendo um acentuado aumento na expressao desses genes (Lindquist, 1980;
Lindquist e Craig, 1988; Feder e Hofmann, 1999; Sgrensen et al., 2003).

Cabe ressaltar que ao utilizar-se a técnica de Real Time PCR (RT-PCR) a
qualidade das amplificagfes foi excelente demonstrando também que os cDNAs
utilizados foram bons, mas que as variagcdes de amplificagdo mostradas dentro
dos tratamentos comprometem a analise biolégica dos resultados apresentados.
De acordo com Bustin (2000), Schmittgen e Zakrajsek (2000) e Nicot et al. (2005),
para a técnica de RT-PCR o0s genes housekeeping ndo devem sofrer variagdes
nas expressoes.

Finalmente, a tentativa de detectar a possivel mobilizacdo do elemento P
paralelamente aos tratamentos através de PCR em tempo real, produziu
resultados inconclusivos. Isso se deve possivelmente ao fato de os primers
utiizados para amplificar a transposase n&o terem se mostrado 0s mais
adequados. No entanto, experimentos futuros serdo realizados buscando o

emprego de outros primers para essa técnica, além de outras metodologias.
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