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INTRODUGZKO

Ao longo do desenvolvimento de um organismo
multicelular, diferentes linhagens celulares especializam-se
para vdesempenhar fung¢¥es diversas. Esse processo, chamado
geneticamente de diferenciag¥o celular, tem sido um dos pontos
centrais de interesse da Biologia. Ele é resultado da express3o
diferencial.- de genes e . sBua compreensio esti intimamente
associada 3 prdépria regula¢iio da atividade génica nos
cromossomos eucariontes. Dentre os mecanismos que participam na
diferenciagio ceiu]ar, um doé mais estudados é d’que envolve a

regulagdo da atividade génica por horm8nios.

Os‘hormanios s8do substancias‘orgaﬁicas, secretadas
'por células especigis de organismos multicelulares e que atuam
provo;ando respostas especiais em células ou tecidos geralmente
local izados é.disésncia €& sem aparenté relagdo com seu sitio de\»
origem. S3%o 'substﬁncias altamente especificas e, apesar de
serem langadas na corrente sangufinea, na heﬁo]infa oul passérqm
de célula a ‘célula por difusdo, entrando, dessa forma, em
contato com.um grénde nﬁméro de tecidos,.sé agenm sobré alguns
t:paé celularea que, par iaaa, &30 denominados "célula-alvo” do

horménio.



A idéia de que oz horménios participam da regulag3o

da atividade génica em organismos eucariontes,  foi
originalmente proposta independentémente por Karlson ( 1861,

1963) e Zalokar ( 1961). Esses autores propuseram que o8

hormdniog produzem seus efeitos regulando o programa genetico,

expresso em termos de produg¥o de enzimas especificas e
consequentemente mudanga nb metabolismo celular. Assin, criaram
a teoria "hormdnio-gene”, segundo a qual - os horménios
desempenhamxsuas fungdes através da regulagdo do funcionamento
génico das ”cé)ulas;alvo”. Nas duas dltimas décadas, diversoé
aspectos do mecanismo de ag¥o hormonal ﬂem gido estudados,

~

levando a confirmag¥o da teoria "horménio-gene”.

Das duas.grandes'clasées de horménios existentes, os
protéicos e o8 esterdides, estes \dltimos t&m sido mais
estudados no que se refere i sua participagdo no controle. da
agividadé, génica., Esseg eétudos tém ‘demonstrado a grande
complekidade dos seus mecanismos de agdo e é necessidade de

serem estudados novos sistemas e empregados novos métodos para

a melhor compreensio desse importante mecanismo de controle da.

atividade génica ( Kerkurt & Gilbert, 1985).
' Os horménios esterdides s3o Eonstitufdos por uma
estrutura qufmica‘ bédsica, que apresenta ﬁrééuanéis de seis

dtomos de carbono cada e um. anel com cinco  carbonos,

et e a3

-



interligados no centro. As diferenéas entre os vérgos
esterdides sHo determinados pelo padrdo de liga;ﬁes..qufmicas
nesses anéis e pela natureza e orientagdo dos grupos laterais a
eles ligados. Os horménios esterdides g%o, portanto, molécuias
»qufm;cas pequenas com 20 a 30 dtomos de carbono, que podem
passar. facilmente através da - —membrana ( Florkin; & Stotz,

1963; Coffey, 1971; Lehninger, 1977).

~ Unm importante’passo na compreensﬁo'do ﬁgcanismo
bdsico de ag¥o dos horm&niés esterdides foi a damonsﬂragﬁo da
existéncia de uma afinidade particﬁlér das "células~alvo” pelos
'seus.respectivos horménios. Jensen (1958) e Jensen & Jaéobson
( 18962), utilizando o hormdnio esterdide estradiol, marcado
radioativamente, verificaran que as células que respondem .a
esse hormdnio t&m capacidade de retd-lo e acumul d-lo em soeu

interior por algumas horas. Ji nas c¢élulas n3o alvo, o

horménio, apesar de penetrar em seu interior, n3%o se acumula. -

Pdde*se concluir que,'-nas célplas ndo alvo, o horménio passa
através da membrana celular em ambas as diregdes e  sua
concentraéﬁo dentro da célula n¥o excede a-do meio circundante.
Por outro lad6,~~naé Ycélulas-alvo”, o hbrm&nio, de alguma
- forma, fica retido em seu interior, acumu)andO*se‘e atingindo

uma concentrag¥o muito mais alta do que a do meio circundante.



Foi sugerido mais tarde, que umavmolécu]a receptéra
capaz de se ligar especificamente ao homenio deveria estar
presente ﬁas "células;alvo" ‘conferindo-lhes a capacidade de
acumular o horménio esterdide espécffico. Em 1965, Noteboom &
Gorski détectaram um receptor estereoespecifico vpara' o
estradiol, sugerindo ser esse receptor uma molécula protédica,
Em seguida, Toft & Oorgki (1966) demonstraram qué o estradioi,
ao penétrar na .”Célula-alvo”, combina- se com uma ﬁrotefna

denominada "receptor hormonal”, formando um complexo "horm&nio-

receptor”.

Esses estudos iniciais abriram caminho para que
muitos aspectos do mecanismo de agio dos hormanios esterdides
fossem r;pidamente elucidados ( revjsses em Tomkins & Martin,
1970; Lisk, 1971; O0O-'Halley & cols., 1976; Baulieu & cols.,

1976; Kerkurt & Gilbert, 1985).

Baseado na ag%o da progesterona gobre celulas de
- pvidu#o de galinha, foi proposto um modelo basico de
- funcionamento geral péra os hormbnios esterdides ( 0O"'Malley &
cols., 1976). O receptor hormonal da progesterona nesse sistema'
é um dfmero brotéico_composto de duas subunidades, denominadés'
A e B, que »poésuem propriedades difefentesv e especificas
.{(SChradér & O°'Malley, 1972; Schrader & cols., 1975). Esse -

dimero, que tem um = fndice de,sedimehta;ﬁo de 658 (Schrader &



cols., 1975), esti localizado no citoplasma das ”células~al§o”.
0 receptor hormonal'ser;a.especffico para cada tgpo de horménio
esterdide. Ao penetrar na célula, moléculas de horménio
ligam-se a cada uma das duas subunidades, causando a agregagio
dessas subunidades, com formag3o do complexo
"~ "hormdnio-receptor”., 0 complexo uma Qez formado, migra do
citoplasma para o nmicleo ( Maurerv& Chalkey, 1967; Brecher &
colé., 1967; Jensen & cols., 1968; de Sombre & cols., 1969;
0‘Malley & ;ofﬁ, 1971; Hohia & cols., 1972), onde se associa

a cromatina (0O"'Malley & cols., 1972; Buller & cols., 1975

a,b).

" Foi deménstradé em experimentos com DNA purifi;ado, e
com cromatina ”in vitro” que a frag%o A do complexoc horménio-
receptor liga-se inespecificamente a DNA purificado enquanto a
subunidade B se liga a proteinas &cidas do cromosgomo, mas n3o
a DNA (O'Malley & cols., 1972; Schrader & G ‘Malley, 1972;
Schrader & cols., 19755; Com base nesses resultados, foi
“proposto que a subunidade B especificaria os locais da
cromatina aoéiquais o complexo hormsnio~rece;tor deve éa ligar'
® que a subunidade A participaria mais diretamenﬁe néA indug3o

da atividade transcricional do DNA (O‘'Malley & cols., 1976).

Suplem-se que a ligag¥o do complexo hormfnio-receptor .cause

- modificagBes conformacionais na cromatina, permitindo a ligagdo



de RNAs polimerases e a transcrig¢3o de genes especificos (-

Mohla & cols., 1972; Schwartz & cols., 1976; revis3o em—

O Malley & cols., 1977).

Nos insetos, o hormdnio esterdide tipico & a

ecdisona, isolado primeiramente a partir de extrato de pupas de

Bombyx mori por Butenandt & Xarlson em 1954. Esse hormdnio

atua sozinho ou em conjunto com outros hormdénios em .diveréos
processos  fisioldgicos vrelacionados a embriogénese. a
morfogénese de diécos imaginais, a reprodugdo | e,
.principalmente, aos mecanismos responsiveis pela metamorfose (
Gilbert, 1974; Reggi; 1977; Rgddiford, 1980; Kurstak & cols.,

1980), sendo conhecido mnmuitas vezes como ”hormaﬁio da muda”.

Existem diversos tipos de ecdisonas, isoladas a partir de

insetos, crusticeos e plantas, todas derivadas de uma estrutura

basica, semelhante ao: Colesterol.

Dos pelo menos 25 diferentes tipos de ecdisterdides
de insetos ( Smith, 1985); o8 mais importantes s%o a
alfa-ecdisona ( Karlsoh & cols., 1963; Huber & Hope, 1965) e

a beta-ecdisona ( Karlson, 1956)., A partir de 1978 ( Goodwin &

cols., 1978), esses hormdnios passaram a ser definitivamente

denominados, respectivamente, de ecdisona e 20-hydroxiecdisona

ou ecdisterona, nome esse ja sugerido por Hoffmeister, em'1966..

[N
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Nos insetos, a ecdisona & produzida nas glindulas
protoricicas de larvas, pré-pupas e pupas ( revisdo em Gilbert,

1964). Com os trabalhos de Romer & cols,(1974) e Sakurai &

cols. (1977), ficou demonstrado que apesar de ocorrer a
transformagio . de colesterol om ecdisona nas gl &ndul as
protoracicas, estas n¥o produzem a'20~hydroxiecdisona. Ssgundo

Smith & cols.(1385), apds gser liberada para a hemolinfa, ‘a

v

oecdisona é oxidada pelos oendcitos ( Romer & “cols,, 1974)
recebendo uma hidroxila no carbono 20 e dando origem a

20--hydroxiecdisona, uma forma mais ativa do horménio, como

sugerido inicialmente por King, em 1972.

Apesar de a ecdisona e a ecdisterona serem muitas
vezes chamadas de hormdnios da muda, os processos relacionados
ao desenvolvimento e | metamdrfoée pés-embriondria 8o
determinados pela variag¥o da concentrag?o de, pelo menos, trés
horménios principais . Baseadoé nosg trabélhos de Kopec ( 19227,
Wigglesworth (1936, 1940, 1947), Fukuda (1946 a, b, 1944) e
Williang ( 1947, 1948, 1952) delineéu-se, por volta de 1950, um
‘modelo basico de controleﬁ ehdécrino do desenvolviﬁénto-
»pés-embriénériqdos insetos. De acordo 'cqm esse._modé}o,' em
respoéta a estimulos ambiéntais, as célulés neuro- secretoras
.cerebréis produzeh um hormdnioo protoracicotrdpico fPTTH) que

estimula as glandulas protordcicas a secetarem a ecdisona,



Depois de serv secretada pelas glandulas protoréciéas, . a
ecdisona & rapidamente liberada para a hemolinfa, onde &
transformada em ecdisterona que entra em contato com as células
dos diferentes tecidos do inseto, provocando, nos tecidos-al§o,
diferénﬁes alterages. Nas células epidéfmicéa, o horménio
pPOV0§Q a secregio de uma nova cutfculé determinando a muda.

para o estiagio seguinte do desenvolvimento.

Embora a muda seja determinada pela e;distefona, gua
expressio qualjtativa & controlada peio horm8nio juvenil,
secretado pelas. "corpora-allata”. Aséim, na presenga de altas
taxas do hormdnio Jjuvenil, a muda serd larval; caso a dése do
hormdnio juvenil seja interﬁediéria, forma-se uma cutfcula de
pupa; se houver apenas vestigios desse horménio, havera .a
formag¥o de cutfcula de adulto ( revisio em Gilhert, 1964;

Wigglesworth, 1970).

Os dipteros s%o materiais bioldégicos ’particularmente
favordveis para o estudo dos mecanismos de agHo do hormbénio
'écdisterona, pois neles a resposta génica ao horménio pode ser
visualizadé em:alteracaes especificas no padrio de pufes dos

cromossomos politénicos.

Os cromossomos polit&nicos que ocorrem nas gl&ndulas

salivares. e em outros tecidos larvais de dipteros 830



cromossomos gigantes que apregentam uma diferenciagio
longitudinal em faixas e interfaixas e onde as alteracHes

morfoldgicas decorrentes da atividade de genes especificos

podem ser visualizadas a nivel microscdpico,

Os cromossomos politénicos foram observados pela
primeira vez por Balbiani em 1881, nas gl@ndulas salivares de

um chironomidio, Foram, ent%o, degcritos apenaa como corddes

cilindricos enrolados sobre =sf mesmos, como um intestino. .

Balbiani n3o0 digcutiu qualquer possivel rignificado daquele=r
cordgdes e ele n3o poderia =supor a sua natureza cromossfmica
visto que, na época, cromogsomo era uma estrutura pouco

. ) -~ . 3 . "
entendida. A natureza cromossdmica desses corpos cilindricos sd
' /

foi finalmente estabelecida em 1933 com os trabalﬁés de Heitz
o

& Bauer em células dos tudbulos de Malpighi de Bibio hortulans

e de Painter em células das glandulas salivaree de Drosophila

mel anogaster. No ano seguinte, Koltzoff (1934), trabalhando com

Drosophila sugeriu, pela primeira vez, a "hipdtese politénica ”

para a origem daqueles cromossomos gigantes. Segundo esta

hipdtese, os cromossomos gigantes dos dipteros seriam formados

"~ pelo emparelhamento ponto a ponto dos cromossomos homélogos. e
sucessivas duplicagBes longitudinais dos seus filamentos

basicos. Essa hipétese foi logo em seguida corroboréda pelos
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trabalhos de Bridges (1935), Bauer (19353), White (1948), Bauer

& Beermann (1952), Alfert (1954).

0 processo de politenizag¥o se inicia algumas horas

antes da eclos¥o do ovo em todos os tecidos larvais, com
excessdo dos ginglios nervosos, cdélulas germinativas e discos
imaginais ( Rieffel & Crouse, 1966). Nesse processo, o8

cromossomos homélogos sofrem emparelhamento somiatico, =seguido
de ©sucessivas dﬁplicaﬁ&és de cada um .6034_ elementms.
cromossamicos, gendo que as centenas de filamahtos resultantes
permanecem emparelhados. Assim, as <células que apresentam
cromossomos politénicos estdo em intérfase permanentemente; n3o
mais se dividem e aumentam mﬁito em volume, atingindo témanhés

gigantescos em relagdo as -células dipldides normais, ——

Ao longo do seu comprimento, os filamentos
cromoss8micos que congtituem o cromossomo politénico apreseniam
configuragc8es compactas, denbminadas crom@merog, intercaladas
com regides mais distehdidas, denominadas intercrom8meros. -
Devido ao emparelhamento e duplicag¥o dos cromonemas,:oéorre a
Justaposig3o dos cromBmeros e intercrom@meros, originando um
ApadPSO de faixas @ interfaixas csracterfstiCO' de . cada
cromossomo politdnico. Gragas a eése padr8o, 6 possivel a
confeccﬁo.de mapas.cromossamicos.onde 6 padrdo de  distribuigdo

de faixas e interfaixas & wusado para caracterizar cada um  dos
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cromossomos da célula. A partir‘do trabalho pionéiro de Bridées
(13935 associando o padf%o dev heranga de mutag@es génicas 2a
transmissio de  aberragfes cromogssdmicas mapeadas nosg
cromossomos politénicos, tornou-sgse possivel a localizagdo .da
genes especfficos em faixas e interfaixas dos cromossomos
gigantes de Drosophila. A partir desse trabalho,. comegou a
ficar evidente a importancia dos cromossfmor péliténicos para a

Genética.

O padr3o de faixas e interfaixas dos cromossomos
politénicos &6, em geral, o mesmo pafa todos o= tecidoé de um
mesmo individuo e, também, entre diferentes indivfﬁuos de ‘uma
mesma.espécie (Bridges; 1940; Pavan & Breuer, 1952; Beermann,
1952; = Guevara, 1970) . No  entanto, no decorrer &o
desenvolvimento do organismo, océrrem alteragBes estruturais ao
longo dos cromogsomos polgténicos dev um dado . tecido. Essas
alterag®es, que aparecem como intumesc8ncias em regifes
especfficas, s%o conhécidas como pufes ou anédis de Balbiani (-
Bridges, 1935; Beermann, 13952; Breuer & Pavan, 1352; Meckelke,
19535. Sua ofigem é admitiaa - como. sendo consequéﬁccfav da
déﬁéSPiPalizacﬁo dos crombmeros que constituem as faixas dos
cromossomos politénicos (Swift, 1962; Gall, 1963; Zhimulev- &

cols., 1981; Semeshim & cols., 1985).
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0 padr3o de pufes.é, normalmente difefente em céluias
de diferentes tecidos de um mesmoindividuo e emvcéluias de um
mesmo tecido em diferehtes fases do desenvolvimento do animal
(Breuer & Pavan, 1952, 13953, 1955; Beermann, 1952; Ashburner,
1970a; Guevara & Basile, 1973; Amabis, 1974, 1983a). Estes
fatos levaram Breuwer & Pavan (1952,1953, 1955), lBeermann
(1952, 1356), Meckelke (1953) e Pavan & Breuer (1833) a
sugerirem que os diferentes padraes. de pufes refletiriam
diferentes ;adPSGS de atividade génica e que os pufes poderiamn
ser interpretados como a manifestagdo morfoldgica da atividade

génica diferencial nos cromossomos politénicos,

A hipodtese .proposta por Breuer & Pavan ( 1952,

1954,1955), Beermann . ( 1956) e Meckelke ( .1953) de que os
. diferentes badraes dé pufes refletiriam diferentes padrfes de
atividade génica e «que os pufes correspondeﬁ a genes eom
atividade tem sido corroborada nas ﬁltimask trés décadas,
Diversos trabalhos demonstraram que os pufes s3o0 locais - de
intensa sintese de RNA e outros tém estabelecido correlagdes
positivas entpe a.presen;a de determinados pufes e a sintese de

produtos génicos especificos.

0 primeibo trabalho que mostrou uma relag¥o positiva
entre a presenga de um produto génico e um pufe foi o de .

Beermann (1961). Trabalhando com duas éspécies de Chironomus,
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eate pesquisador verificou que o citoplasma de célular

~

especiais da glandula salivar . de Chironomus pallidivitatus

apresentava granulos de secregio caracteri{sticos e apenas nos

cromossomos dessas células, estd presente o anel de Balbiani 4

(BR4). As glindulas de Chiromonus tentans nio apresentavam\"nam

o BR4 nem o8 granulos de secre¢ido mencionados, nas células

correspondentes as de C. pallidivitatus. Nos hibridos obtidos

do cruzamento de indiv{duos dessas duas espécieg, as células

glandulares apresentavam metade da quantidade de grinulos

presente em C. pallidivitatus e, em seus cromossomos, o pufe

BR4 era assimétrico, estando ausente apenas no homdlogo

proveniente de C. tentans.

Dando continuidade ao trabalho de Beermann (1361),

Grossbach ( 1969, '1973) analisou eletroforéticamente as
'proteihas da  secregdo salivar de C. tent.ansg e C.
pallidivitatus. Essa andalise revelou que um pelipeptidio

especifico presente_-na secregdo de C. pallidivitatus (]

produzido pelas células especiais das glindulas malivares, as
mesmas que apresentam os ér%nulos,‘protéicos. - Atraves de
anéiises citogenéticas em hibridos interespecificos, o gene
relacionado a essa fraglo protéica fbi localizado no cromossomo

>IV, navregiﬁo onde se forma o BR4.
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Um pssso importante no esgtabelecimento de correlsagles

entre pufes e protefnas foi dado em 1974 por Tissieres e
colaboradores. Esses pesquisadores utilizsndo a técnica de

eletroforese em - placa e autorradiografia, consgeguiram

relacitonar ag Pépidas alteragties nd padr¥c de pufes de

Droegophila melanogaster, desencadesadas pelo choque térmico, com

alterag8es rspidas no padr3o de sintese de proteinas.

Como origjnalmente descoberto por Ritossa (1962) em

Drosophila buskii e observado posteriormente em outas . espécies

deage mesmo género, o choque .térmico produzido pela
ﬁransferéncia de larvas da temperatura de 25C para azeC, indﬁz
o aparecimento de novos pufes em locoa especificos e a
Fﬁg?ﬁﬁﬁﬁo de pufes pré»existentes { Ritossa, 1963; Bérendes &

cois.,‘1965: van Breugel, 1966; Ashburner, 1970b). Analisando o
padr3o de sintese de proteinas nas gl8ndulas salivares de

- larvas de D. melanogaster spds choque de temperatura, Tissi®res

& cola. (1974) mostraram o aparecimento de seis novos

polipeptidios ¢ o desapareciménto de outros. Essas mesmas
alterag@es foram verificadas em células de cérebro e de tibulos.
‘de. Malpight. Considerando a quantidade de Uridina sy
~ incorporada nos pufes e 0 nivel de’ggiionina asg presente nas
proteinas, Tissiéres & cols, (1?74) sugeriram uma relag¥o

entre o pufe 87B e unma pPOtefﬁa ‘de pesso molecular: Z0.000
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daltons, induzida pelo choque térmico. Trabalhando com células

de D. melanogaster em cultura, HMNcKenzie & cols. (1975>,
mogtraram que o choque de temperatura causa um rapido
degaparecimento de polizsomoz pré- existentes, seguido pelo
aumnento da produgdo de novos polissomos. A hibridizag¥o "in
g1tu” em cromoszomos politénicos mostrou que a maior parte do

RHA aszoctado & frag%o polissbmica presente apdés o choque

térmico era poliadenilado e hibridizava na regi%io 87B.

- Ainda em Drosophila melaanogaster, uma excelente

correlag¥o entre genes estruturais e produtos celulares
especificos foi obtida por Korge ( 1975, 1977). Esse autor,
utilizando a técnica de életroforesé em géis de poliacriiamida,
analigou as fragBes polipeptidicas da secreg¥o salivar de

diferentea 1linhagens de D. melanogaster, portadoras de

inveredes e deficiéncias. Seus resultados permitiram relacionar
fragBes polipept{dicas da secregdo salivar e asz regies 3Cl1 e
3C12 do cromossomo X e as regides 66D2 e 72E5 do cromossomo
I11. Estee dadoz foram confirmados por Akam & cola. (1978) e

por Veliegzariou & Ashburner (15980).

Além das mudangas na atividade génica que ocorrem nas
glindulas salivares durante o desenvolvimento larval e apds
- choque térmico, é'poss{vel_induzir, nesse érg3o, alteragBes no

funcionamento génico através de diversos agentes injetados na
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hemolinfa das larvas ou adminisgtrados ”“in vitro”. Eeses

gtegtemas Lém permitido n3o s6 uma melhor comprees3o do
mecanismo de ag¥o desses agentes sobre o funcionamento génico,
coino também o estudo de regiBes génicas especfficas do genomna,
principalmente aquelas que desenvolvem pufes nos cCromosgomosg
peliténicos. Dehtre as sgubst8ncias que tem =8sido utilizadas
negees  experimentos, deatsca-aé o . hermdnio esieréide'

ecdisterona.

A indug¥o de pufes pela ag¥o da ecdisierona foi
primetranents demongtradda por (Clever & Karlson (1960) em

larvaz de Chironomuz tentans. Ezsez auntores obsgervarsm gque s

injec¥o de ecdisona em meio de quarto estiddio, induz o

aparecimento de pufeg caracteristicos da época da muda.

A partir desse trabalho'ﬁlonelro, diversos outros
experimentos levaram 5 ‘confirmacﬁo de. que a ecdisc&a ou seu
derivado mate ativo, g ecdxe;erana, ccntrala' a indug¥o e a
regress3o doé pufes dés cromosgomos politénicos nas giandulas
gal ivares de diversas :éspécjes'de dfpterds ( Befendes, 1967;
Amabis & Cabral, 1970; Bé’péndes & 'Thusgen, 1971;: Amabis &
Simdes, 1971; Ashburner, 1§7ia,h, 1972,1974; Amabis, 1972;
Desaen & DPerondint, 1976; Richards 197Ga,b; Amabig, 1978;

Amabig & cole., 1977: Amabis & Amabisz, 1984a,b).
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0 mecantemo pelo qual a ecdisterona atua de forma a

provocar a indug¥o de pufes especificos vem sendo estudado nas

duas ltimas décadas. Clever (19643) trabalhando com larvas de

~Chironomue tentans, verificou que somente doig pufes 830

indu=idoa rapidamente pela ecdisterona ( pufes primérios), Os
demate pufes (  pufees secundirios ) 86 aparecem -dépojs de um
intervalo de tempo de varias horas 2apds o tratamento. Aiém
diegso, Clever (1964b) e Clever & Romball (1966), verificaram
que & indug¥o dos pufeé primirios & indepéndente da sintese de
proteinas, mas que os pufes mais tardios n3%o s¥do induzidos

quando egsga eintese é inibida. Resultados semelhantes foram

obtidoe para glandulas salivares de Drosophila (Berendes, 1967;

Aehburner, 1972;: Ashburner & cola., 1974; R1charda, 1976a,b;

Aghburner & Berendse, 1978) e Trichogsis pubegcens (Amabtie,

1977; Amabiz & Amabie, 1984a).

Alguns trabalhos tem sugérldo a existéncia de
receptores intracelulares para ecdlsteréjdeé,nas "células—
slvo®. Oz trabalhoz de Emwmerich ( 1970, 1972) mostraram que o
tratamento de gl3ndulas salivares de D. hydei com ecdisona,
provoca o aparecimento, no cltoplasma, de uma fraglo prétéica
egpecifica. Essa protefna, na presenga do horm8nio, passa do
citoplasma para o nﬁcleéf Helmsing & Berendes (¢  1971)

sugeriram ainda que esta proteina deve ser aquela que se
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acumula noe pufes induzidosg pela ecdisona, imediatamente antee
do injcio da sintese de RNA como verificado por Clever (1964b)
em Chironomua. 0O aparecimento de uma prote{na especifica no
citoplasma e sua passagem para o nmicleo, apés tratamento com
ecdieterona foram moetrados en células de discos imaginais
(Yund & cole., 18978) e células em cultura da linhagem Kc (

Maroy & cole., 1978) de Drosophila.

Essee resultadoes sugerem que © mecaniesmo de ag¥o da
ecdisona é semelhante ao de outros hormbnios esterdides. Esta
gugeet3o recebeu apoio com o trabalho de Sage & cols.( 1982)

que)dgtectaram, apdés a adninistrag¥o de horménio tritiado em

células Kc ae Drosophila, o vaparecimento de um complexo
cltoplasﬁético com 45, que passa para O ﬁﬂcleo na férma de um
cdmp¥exo 65 e apresenta 'capacidade de =e ligar ao _DNA.
Schaltmann & angg‘(isﬂg) ident:?scaraﬁ,uma proteina com peso -
molecular de 130.000_daitoné que ge llgabé ecdisona formandovum
complexo hormdnio-receptor, tanto em gléndulas salivares quanto
em células Kc. Esses autores verificaram ainda éue 70% bdeése
complexo passa do .cltoplasma para o nﬁcjeo; no periodo de 1
hora apés o tratamento com o hormdnio ecdisona. Além ~disso,
através de técnicas imunolégicas, foi possivel localizar
moléculas de ecdiéona associadag a regides especificas dos

cromossomos politénicos de glandulas saliveres de Drosophila (
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Gronemeyer & Ponge, 1980 e de Chironomus ( Gronemeyer &
cole., 1981) noe locaie onde se deegenvolvem pufes induzidoe

pelo horménio.

Assim,‘tem gido sugerido que, como outrog horménios
esterdides estudados, a ecdisona penetra no citoplasma da
"cglula-alvo”, associa-se a uma protefna receptora formando um
complexo horménio- receptor que passa para o nmicleo. Esse
complexo liga-ge, ent3o, 3 cromatina préximo ou diretamente
gsobre og genes que respondem ao hormdnio, induzindo a sua
expresgdo. Além disso, segundo O‘Connor (19855 og sitios que
regpondem 3 ‘ecdisona teriam a mesma composig¥o quimica, em
termoe de DNA, sofrendo variag3¥o na estrutura secundéria lda
cromatina, provavelmente por diferengag nas protefﬁés' a 'ela
aaspc;adas, duranté o degenvolvimento & em dlfefentes pecldoé.
Iggo causaria umavvar;aggo na afinidadé entre a crbﬁatiﬁa e o
complexo hormdnio-receptor e a ativac§6 djferencial dos genes

que respondem a ecdisterona.

Nos Sctlarijdios, élém dos efeitos comuns a 6utros.
dipteros, a ecdisona induz uma sincronizag3o da sfﬁtes de DNA
entre o8 niucleos das gléndﬁ]as salivares ( Gabfusewycz—Gabcia.
1964; Crouse, 1968; Simdes, 1967,1970; Perondini, 1968;
Machado~Santelll; 1973). Neeses . dipteros ocorre, portanto, um

ciclo adictonal de duplicaglo cromossBmica antes da pupaglo. E
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durante esse ciclo que se formam os chamados pufes de DNA (

Pavan, 1965a,b).

Os pufes de DNA constituem uma classe especial de
pufes, caracteristicos de larvas da famf{la Sciaridae. Este tipo
de pufe foi descoberto em 13955 por Breuer & Pavan em larvas de

Rhynchosciara angelae ( = R. americana). Esses pesquisadores

demonstraram através da rea¢¥o de Feulgen, que aqueles pufes
desenvolvem-se em determinadas regiBes dos cromossomos das
gléndulaa ealivarea onde ocorre acimulo adicional de DNA em

fases especificas do desenvolvimento.

A sintese adicional de DNA nos locais ondg. se
desenvolvem os pﬁfes de DNA corresponde a uma amplificaésq
génica, ou seja, a um aumento localizado na quantidade de
genes. Esse fenbmeno & comum nos Cromosssomos politénicos .de
glsndulas'salivares'de diveréas_.espécjes dé.SciarfdiOS e pode
.ocorrer antes ou durante a expans3o do pufé C Bfeuer & Pavan,
1955; Gabrusewyészapcia, 1964, 1971%1; Simaes; 1870; Pavan & da
Cunha, 1969; Sauaia & cols., 197%1; Amabis, 1874). O aumento
desproporcional da quantidade: de genes em locais esﬁecfficos
dos cromossomos foi interpretado por Bfeuer & Pavan (1853,
como éendo uma adaptac%o da cé]ulé no sentido de aumentar a
s8intese de um determinado produto génico. Assim, o RNA

produzido em grande quantidade nesses pufes poderia ser
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transportado para o citoplasma e traduzido em proteinas,

neceagirias em grandes quantidades em épocas especificas do

degenvolvimento larval.

A interpretag¥o de Breuer & Pavan (1955) para os
pufes de DNA sé veio ter suporte experimental na década de 70,

com diversos trabalhoe em Rhynchosciara. Winter & cols.

(1977a,b: 1980) detectaram nesse Sciaridio, a sfntese de uma
gérie de polipeptidios que:sﬁo produzidos somen£é na época em
que aparecem os pufesz de DNA. Eszsmes autgfes foram capazes de
correlacionar dote degsee pallpept{diog, produzidos pelas
glandulas salivares e presehtés na gecregdo salivar, com os
pufes de DNA BR e C3. Okretic & cole.( 1977) wostraram éu& o
ciclo de expansio e regress3o do pufe B2 na regi¥o - 51 da
glandula salivar de R. americana & paralelo 2 sfntese de uma
frag¥o de RNA poliadenilado especifica, sugerindo que este éeja
transcrito Qaquela regt3o cromossémica. Bonaldo & Lara (1978)

conseguiram hibridizar 51n 2itu” a espécie de RNA descrita
acima com a reglio cromossdmica deo onde se origina o pufe de
DNA BR2. Reallgando a tradug¥o ”in vitro” ‘do RNA poliadenilado,/
-extrafdo-da régiﬁo S1 da gla3ndula salivar de R. americana (onde
o pufe 'B22 estd. mais ativo), de Toledo & Lara (1978

conseguliram caracterizar uﬁ .:P91}£€Ptfdio' de 21.000 d,

gemelhante aa deacrito por Utntéb & cola. (1977a,b), como-
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gendo correlacionado ao pufe B2. Além digsso, o= resultaaos
obt1dos por Bonaldo & colz. (1979) com RNA extrajdo de pufeéb
apos microdissecgdo ¢ hibridizagdo "in situ”, mostraram que ese
RNA tem uma consténte de sedimentaglo de 14 S, & poliadani]aad,

z

migra rapidamente para o citoplasma e é instavel.

Nas glandulas do Sciaridio Bradysia hygida, foi

pogeivel correiacionar o aparecimento de diversas fragdes
poltpeptidicas com a expans¥o de  pufes de DNA ao iongo do
degenvolvimento larvél, através da inibig3o meletiva de pufes
de ﬁNA por drogae inibidoras da sintese de DNA ( Laicine &

cole., 1980). -

Em noego laboratdorio, o fendmeno da amplificagdo
génica e alguns aspectos do controle hormonal de pufes tem gido

estudado em larvas do Sclaridio Trichogia pubescens. A seguir

hi uma breve descriglo desse s%stema que foi o utilizado no

presente trabalho.

Aé glﬁnduias de Trichosia pubescens s¥o dois drglos
cilindricos que percorfém ventro- lateralmente todg a extens3o
do corpo da larva. Cada gléndula é férmada por cérca de duas
centenas de células que diferem morfoldgicamente em diferentes
regiBes do érg%o ( S1, S2a, S2b e 53) ( Axﬁabis, 1974, 1983a).

 Aa células das gléndulas salivares contém quatro crqmossomos'
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politénicos denominados A,B,C e_X ( Amabis, 1§74, 1983a), .de
aéordo com a nomenclatura utilizads por HMetz ( 1935) para
Sciaridios. Em preparagBes citoldgicas de glandulas salivares,v
em geral s3o encontrados sete elementos.cromossemicos, Ja éue

os cromozsgomog A,B e X normalmente =se quebram em pontos

especificos.

A caracterimagdo do padr¥o de atividade nas glandulas
galivarez de T. pubescenz & muito facilitadaﬁﬁéla éxcelente
qualidade, em termos de tamanho e de definigio de faixas e
interfaixagz, de | geug cramoaabmos politénicos. Essa
caracteristica permitiu uma anslise detalhada das variagBes no

padrio de pufes ao longo do desenvolvimento larval ( Amabis,

1983b).

0O padrio de pufes dentro de uma mesma regiio
glandular ¢é bem constante ao longo da maior parte do
degenvolvimento larval. HNo entanto, algumas horas antes da

larva defxar a masga de alimento, 5 procura de um local para
congtruir o caasulo e coibc;dentemente ao aparecimento das
primeiras manchas oculares, o padrio de pufes comega a se
alterar. A primetira Elt&fécﬁo' consiste na regressio de alguns
pufes tfpjcos da fase de intermuda e no aparecimento de uns
#oucos'pufes novos ( pufee primérips ). Apéds essés primeiras

alterac@es, o padr¥o permanece praticamente inalterado por
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algumas horas para, em seguida, entrar em uma 8sequéncia de
alterag@es contfinuas que 84 terminarda com a autélise da
glandul a; é nespa fase de drasticas alterages no padrdo de

pufacio que se desenvolvem enormes pufes de DNA.

A formag¥o dos pufes de DNA na fase que precede a
muda pupal esgti intimamente associada a um ciclo de duplicagBes
cromogedmicas que ocorre especificamente nessa f{ase do
desenvolvimento (J.M. Amabis, comunicacio pessoai). Este ciclo
de duplicagi¥o caracteriza-se por uma sincronizagdo da =sintese
de DNA entre os nucleos celulares das glindulas salivares, E
durante esge ciclo de duplicagio do DNA que ocoorre a
amplificagdo génica em certas regides cromossémicas, a  partir
dasg qualis desenvolver-se-ﬁp os pufes de DNA ( Amabis, 1983b).
Fot wverificado que pelo menos 30 fal#as dos cromossomos
Polltﬁnicos dag gl3ndulas salivaresbde T. pubeséens sofrem
amplificagio génica durante essa fase e or}ginam pufes de DNA,
apegar do procesgo  de amplificag¥o iniciar-se simultaneamente
am diferentes fages d6 dezenvolvimento. Assim, observa-ge deade
pufes que intciam sus expang3io simultaneamente ao infcio> do
processo dé aﬁpltflca;ﬁo génica; até aqueles que 86 sé expandenm
muitas horas apds o térmiho de sfntese do DNA. Diferentemente
dos pufes tfpicoé da fase de intermuda, os pufes de DNA atingem

enormes  dimensSes e mantém-se expandidos por curtissimos
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egpagos de tempo. Nesse caso também, observa-se uma variacﬁq
intraglandular, tsto é, certas faixas que sofrem amplificagHo
génica e desenvolvem pufes de DNA nas células da regido
antertior da glandula ﬁantém"se inalteradas‘na regido posterior
e vice-veraa ( J.¥.Amabisa, ‘& D.C.Amabis, comunicaglo pessoal

).

Az sltersg¥es no padrio de atividade génica que .
ocorrem nag. gléndulas salivares de larvas de I;'pubescens ao
final do desenvolvimento larval s3o desencadeadas por um
sumento da  taxa do hormanio.da muda na hemolinfa.‘Assjm, a

eliminac¥o da fonte desse hormdnio, pouco antem do infcio das

alteragBes no padr%o de atividade génica, bloqueia
completamente essas.a;teracaes.( Amabis & Amabig, 1984b). Por
outro lado, a injeg3o de ecdisterona em larvas Jjovens

desencadeia prontamente todas as alteragaeg obsgryadaa no fim
do desenvolvimento larval ( Amabie, 1977;: Amabla & Amabisa,

19843); Por exemplo,‘cerca de 15 minutos apés a injegdo do
hormdénio em larvas em»intermuda, observa--se o aparecimento dos
primelrog pufee primarios e a regressdo de alguns pufes tipicos
de larvas jovens. Duag“horas aﬁés a inje¢¥o do hormdnio, as
alteracées primirias est¥o completas é novas alteragBes s8¢ irdo
ocorrer apds 3 a 4 horas. As alterag®es secundirias induzidas

pela ecdisterona ’compfeendem' a induglo do 4ultimo ciclo de
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duplicag¥o cromoss8mica, do processc de amplicicagdo génica e a

gequéncia de alterag¢HBes no padrdo de pufes caracteristicos do

fim da vida larval.

Em Trichosia pubescens é possivel se induzir a
expangjio dos pufes de DNA enm ngnduias salivares incubadaas "in
vitro” em meio de cultura, acrescido de ecdisterona ( Ferreira,
iBQl).'Neasas condi ¢Bes foi ‘possive}l mostrar que, apds 15
minutoe de./contato \daé ,gl%ndulas salivares c;m o meio de
cultura contendo‘o.horﬁanio, ge detecta o infcio de expans3o de
pufes de DNA. Es=za 1nduc50, além disso, & dependente da sintese
"de novo” de proteinas ( Ferreira, 1951). Segundo Benogzggi
(1978) & Benoz=zatt & Amabis ( 19835, s fungio primordial das
glandulas salivares das larvas de T. pubescens é a sintese de

" uma secregdo mucosa que, nas fases jovens da vida, parece ser

uti1lizada na lubrificagdo do corpo ® no revestimento de canais,.
dentro da mazsza de alimento, no interior dos quats o animal ee

degloca. No fim da vida larval, na fase que‘ precede a muda.

pupal, a secreg¢3o das gl@ndulas salivares é utilizada para a

i

congtrug¥o de um casulo frouxo dentro do qual ocorre a pupagdo.

0x reaultados obtidos até o presente sugerem que as
glandulas gal ivares de larvas de T. pubescens desempenham duas -
fungBes basicas: a produg¥o de  uma secre¢o tipica da fase de-

intermuda e a produgZo de um ‘outro tipo de secre¢¥o tipica: do.-

A
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fim do desenvolvimento larval. Nossa proposigio €& que o
degsempenho dessas fungBes depende de dois sistemas de
diferenclagio digtintos, umvdeles atuande durante a maior parte
do desenvolvimento larval e o outro restrito ao fim do quafté
estadio. O pfimeiro sistema geria correspondente ao 5long time
congtant syzstem of lef&fentlatlon" propogto por Kafatos &

cola.  (1977), onde a eintese de grandes‘>quantidades- de
proteinas especificas seria.decorrepte de uma amp}ifiéacﬁo ao
nivel da'tr;dugﬁo. Aiguns fatos favorecem essa hipdtese: a) a
sintese de polipeptidios da secregH¥o salivar na fase de
intermuda é intensa; b) nSo se observa amplificaﬁ%o de gehes
especificos; c) os pufes de intermuda é%o reiativamenﬁe
pequenos & & 8intese de RNA nesses locaig n3¥o & particularmente
intenza; d) o padri3o de sintese de _polipeptf&ios mantém -se

praticamente inalterado por viarias horas apdés a regreszs3o dos

pufea de intermuda ( Benozzati & Amabis, 1983:; Amabis, 1983b). _
No f1im da vida larval, ocorrerta uma reprogramac¥o génica que
lavaria sao aagundﬁ gletemns de diferenct agfo cglulap;
corregpondente ao "ghort time -constant syastem of
differentiation” ( Kafatos & 4ccls.; 1977). HNesse caso, a

produgio de ~gran&es quantidades de proteinas - espécfficas

durante curtos e8pagos de tempo exigiria um sistema de

mensageiros instiveis e a sfintese © . a amplificag¥o dos ‘genes
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codificadores. As evidéncias de que  tal sistema de

diferenclag¥o atua nas gldndulas salivares de T. pubescens, no

final do desgenvolvimento larval, s2%3o: ‘a) nessa fase ocorre a
produg¥o de grandes quantidades de proteinas especi{ficas por
curtigsimos perfodos de tempo @ o padr3o de sintese wvaria
continuamente a0 longo do d&aanvalv1ﬁenta; h) ocorre
amplificagio de genes especificos que transcreven RNA
at.ivamente em fases determinadas do desenvolvimento & cuja
st.ividade p;de aer"tempafalment& relacionada j; érntese de

polipeptidios especificos ( Amabis, 1983b).

Esse quadro permite-nos concluir que o =sistema
constitui-ee em um modelo particularmente favoriavel para o
estudo de certos processos envolvidos na diferenciagfo celular,

Por um lado, ele apresenta cromossomos politénicos , onde a

atividade génica pode ser estudada a nivel microscépico; por

outro lado, tudo indica que nele atuem dois gigtemas distintos
de diferenctag3o celular, gendo a ecdisterona o fator
regpongjivel pelo desencadeamento e provivel manuteng3o da
feprogramacﬁo:genétiéa necessdria a produ;ﬁo dos polipeptidios

que congtituem asz proteinas do casulo,

Eete projeto teve por objetive obter maiores

informac®es a respeito da sintese de polipeptidios glandulares
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na fase que precede a muda pupal de Trichosia pubescens e o
estabelecimento de possiveis correlagBes entre a sintese desses

polipeptidios e a atividade de pufes de DNA especificos.

Para atingir esse objetivo, necesgsitamoe conhecer

diversasoe agpectos relacionados a sintese de RNA na regifo dos
pufes de DNA e a sintese de proteinas nas gl8ndulas =salivares,

leeo noa levou a eagtshelecer os seguintes passos para o

dagenvolvimento do presente trabalho

- Egtudar a &intese de protefnas nas gl8ndula salivares de

Trichostia pubescens, durante os periodos do desenvolvimento

larval em que aparecem os pufes de DNA;

Verificar de que maneira os diferentes pufes de DNA =se

comportam na presenga de ecdisterona ”in vitro”;

- Estudar a eintese de protefnas nas glandulas salivares de
larvas, apds incubag3o ”in wvitro”, na presenga de

ecdigterona:

- Caracterizar o tipo de RNA produzido nas regides que originam

pufes de DNA.
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MATERIAL

Neste trabalho foram utilizadas larvas do diptero

gciaridio Trichosia pubescenzs (Morgante, 1969). O0Os animais

foram retirados de um estoque que vem sendo mentido no
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da
Univerzidade de Sio Paulo, segundo tdcnhica descrita por BAmabis

(19745 . -

0 ciclo de vida desgta espécie tem uma duragdo
aproximada de 30 dias a 21~C. A fase larval conziste de quatro
estidios; a primeira muda acontece tres dias apds a eclosio .do
ovo: a 2egunda ao redor do Eétimo'dia; a terceira, por volta do
décimo dia e a quérta, que corresponde 3 muda pupal, ocorre por
volta do vigésimo'segundo dia apés‘a eclos®o do ovo. Esgsta
ltima muda dé-se no interior de um casulo igdividual,

construfdo a partir da secre¢lo salivar da larva. 0 adulto

emerge quatro dias apdés a muda pupal e tem uma vida de

aproximadamente dez dias ( Morgante, 1969).

Em 'todosvos experimentos aqui mencionados foram
utillzadaz larvaé fémeas eﬁ qgarto estddio larval. Esse estddio
@ arbjtrariamenté‘_ dividido .em periodos, definidos  por
caracteristicas e#ternas da larva e pelo.comportamento quanto a

allmenﬂéc%o e locomogdo ( Amabis, 1974), como pdde ser

vigualizado na Tabela 1.
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Subdivizio do fim do quarto estiddio larval de T.

- pubesceng, modificado de Amabis (1983b) e Amabia &

Perijodo

L1

L2

L3

L4

L5

L6

L7

P1

b2

P T
SERREEREERCS

Amabhie (1984s) .

I T N T NN T T S N N N I I N I N I N D L S S R N N N NS SRS I E o oS RmsE s

Duracio
aproximada Caracteri{sticas e comportamento
(horas)
100 Ausdncia de manchas oculares. Larva no
) interior da massa de alimento
25 Inicio do desenvolvimento das manchas
~oculares. Larvas no interior da magsa de
alimento.
20 Manchas oculares de tamanho médio. Larva
no interior da massa de alimento.
10 Larva locomovendo- ee sgobre & terra.
10 Larva g8ob a terra. In{cio da construgio do
cagulo. Presenga de alimento no intestino
6 Larva no interior do casulo individual,
com forma de U. Presenga de terra no
intestino ' '
6 Larva no intertfor do casulo, com forma de
J. Intestino vazio.
3 Inicio da migragido das manchas oculares
3 Manchag oculares migrando
10 Fim da migragio das manchas oculares

25 Perjiodo entre P3 e a pupaglo

- . - St G S v S v S e Sy Yy s T e v Ay Mee WS Ak S SmE e S Tt e e Y S S fus e et Sd e ATV wmm MW WS MWS wmm eme e L L T A mve e S mee w
N N T L L L N N S I N N N I N T N N S N N L S S, S SN rm e mma = -~
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HEDOTOS

El

1- Incubag3o de gléndulas salivares "in vitro”

Az larvas eram digsecadas em uma gota de PBS (HaCl
1,4M; KC1 2BmM; Na_HPO, 1mM; KHZPO, 15 mﬂ) e parte dasg
glandulas saliv?res transferidas para 2 jnl de meio de cultura
pers Trichozis (meto Tp descrito ew Barbosa, 1984) sobre
parafilme. Nesesas Céndiqaes as gléndulas eram mantidas pelo
tempo deszejado em c3mara dmida e a temperatura'ambi@nte (em
torne de 20«C)., Uma porg¥o das .gléndulaé' salivares era,
tmedt atamente apos a dissecg¥o, fixada, corada e esmagada entre
l3amina e laminula para determinagifo do padrﬁo. de. pufés ‘9 -

consequentemente do perfodo de desenvolvimento larval.

1.1- Incubsg¢¥o ”in vitro” na presenga de ecdisterona

Em todos os experimentos foi utilizada ecdisterona (
Rohto Pharmaceutical Co.v Ltd.) numa concentragio de 2x10-+H,
feita a partir de uma solug3o estoqﬁe de 2x10-2M, A spoluglo
egtoque era preparads dissolvendo-ge & quantldade degajadas do
hormdnio em 1/20 do voluﬁe final de etanolAe complementando- se
com agua destilada. Em todos oé exper imentos ' de incubagdo,

enquanto uma glindula . do ar era incubada na presenga do
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hormdnio, a outra era incubada na presenga <o polvente deste,

para szervir como cantrole.

1.2 Incubag3do "in vitro” na presenga de alfa-zmanitina

Neseges experimentos, foram utilizadas glindulas

sallyares de larvas em periodo L7. 0O par de gléndulas de cada
lana era 1ncubédo por 30 minutos em 2 Pl de meio de cultura
tzento de h;PmSnio e acrescido de alfa-amanitina ( Boehringer
Hannhein Gmbiﬂ), sm ume  concentracio de 10 mg/ml. Em  smeguida,
uma das glﬁndulas‘do par era.transferida éara uma gota de nmeio
de cultura contendo alfa-smanitina ( 10 mg/nl) e ecdlé;erona
2%10~-4H, e incubadas por 4 horas. A outra gl8ndula do par era

incubads em melio contendo apenasg =cdiasterona 2x10-41, também

poer 4 horas.

2- PreparagBes de cromossgomos corados com Orceina

As porgBes S1 e 52 das éléndulas sal ivares éram
4separadaa. dof resto dp _materlél da larva e fixadas en
etanol-dcido acético (3:1) por 5 minutos. Em seguida, o
‘material era transferido para uma goté de icido acético a 50%,
gobre uma laminula. Apds 1 hinuto, uma gota .de ércefna

latico-'acética a 2% era, ent3o, adicionada ao écido acético
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contendo a glindula. A lamfnula era ent¥o, virada sobre uma
limina e o conjunto esmagado entre duas por¢¥es de papel de
filtro. Aeg bordas da laminula eram vedadas com esmalte & as
prepéracﬁes citoldgicag mantidas no refrigerador até serem
examinadag. Em alguna casosz, a= preparagses' foram tornadas

permanentesg pelo seguinte processo:

- remog3io da laminula em Nitrogénio 1{quido;
- banho em &tanol por 10 winutos;
gecagemn;
- banhoe em Xtlol;
retirads do exceszszo de iiial & montag&m com Verniz Criétal
Ipiranga

- secagem i temperatura ambiente

3- Extrag¥o de RNA total

Ag larvas eram diessgecadas em PBS e as glandﬁlas
galivares estocadas, congeladas em "Nitrogénio lfﬁuido atg
atingir -ze a quantidade deeejada. Az glandulas eram entZo
digeridas por 2 horas a 37=C em uma solugo contendo Pronase (
1 mg/nl), SDS.(O,4%), Trts ( 10 mM) e EDTA ( 1 mM) pH 6.8. Apds
a digest3o era adicionado b'vmisturé 1 volume de Fendl-

Clorofdrmio 1:1 e o conjunto era agitado por 20 minutos. A fase
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aquoga era separada por centrifugagcdo (A15 minutos a 16.000 g7,
tranefertds pars um-aﬁtro tubo e tornsada O,i M dé Cloreto de
Sddio. Os &cidos nucléicos eram precipitados com 2,5 volumes (
da solug¥o zquosa) de Etanol Absoluto gelade por, no minimo, 2
horas a ~ 20oC, 0 precipitado era recolhide por centrifugagdo (
15 minutoz & 16.000 g), seco 0 ar & res3UgpansEc &t Uma éalu;go
10 mM de Trie ¢ 5 wl de HgCl_, pH 7.5. A solug¥o era submetida
a digest3So _com DNase ( Rﬁase "free”) na cqnééhtracﬁo de 50
ul/ml por 15 minutosz, a 20¢C & a mistura extrafda com 1 volume
de Fenol -Clorofdrmio 1:1, como descrito anteriormente. A fase
aquoza era separada por centrifugaglo ( 15 minutos a 16.000 g)
e tornada 0,1 M de RaCl. O RNA era precipitado pela adi%ﬁo de
2,5 volumees ( da SOlucﬁo.aquosa) de Etanol Absoluto gelado por,

no minimo, 2 horas a -20=C,

4- Separag¥o de RNA poliadenilado

0O RNA total era disgolvido em 10 mM de Tris, 0,5 H de
KCl pH 7.5 e submetido a cromatografﬁé de afinidade em cofuna
de oligo dT—célulose, geguindo bazicamente o método descrito
por Aviv & Leder k 1872). Seguﬁdo esgge método, na presenga de
uma 2olugHo tampFo (10 mM de Trisi de alta forga iaﬁica (0,5 H
~de KC1), apenas o RNA Plboaa&mfco é elufdo da coluna. Com a

diminui¢g¥o da forga idnica para um valor intermedidrio (0,1 M
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KCl) ¢é elufde o RNA de Dbaixo pesgo molecular, 0 RNA

_pblxadenxlado fica retido na coluna devido ao emparelhamento da
cauda de poli A soe gegmentos de oligo dT e 26 6 sluido quando

a coluna é submetida ao tamp¥o de baixa forga ifnica (10 mM de

Tris).

0 RNA poliadenilado, eluido da coluna sob baixa froga
idnica era precipitado pela agdo de 2,5 volumes de Etanol

Abzoluto gelado, apdés a solugHo ter sido tornada 0,1 M emvNaC],

como menclionado anteriormente.

5 HibridizagXo ”in situ”
5.1- Hibridizag3o com RNA enddgeno

As gléndulas‘saliQares eram fixadas em etanol-dcido
acético (3:1) por 5 :minutos. Em seguida, as glandulags eram
tranasferidas para uma gota de acido acétibo.SO% e mantidas por
10 minutos s=obre uma auperffcie aquecida a 40eC, Apds a
incubag¥o a quente, as gléndulas eram qsmagadas entre.lamina e
laminula, as preparagBes congeladas em Nitrogénio liquido e as.
laminul as retifadas com auxflio de uma l8mina de barbear. Apdsz
re50g39 dag laminulas, as preparagles - eranm imediatamente

mergulhadas em Etanol Absoluto gelado e mantidas por, no
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minimo, 2 horas a -~ 20eC, antes de serem processadas para

tmunof luorescencia.

5.2~ Hibridizagdo com RNA exdgeno

Nesse caso, foi utilizado o procedimento bagico
dezecrito em Bonner & Pardue, 1976 com algumas modificacles. As
,glﬁndulas salivares eram fixadas em etanol-#cido acético (3:1)
por 5 minutos. Em seguida, a& glandulas eram trangferidés para
ﬁma gota .dé’ écjdovaéético 50% e esmagadas entre 18mina e
laminula. 2Apds congelamento em Nitrogénio liquide, as laminulas
eram removidas e a preparagfo mantida em Etanol a -20¢C por, no
minimo, 4 horas. As preparag&es eram, entdo, lavadas em 2Zx85C
(NaCl 0,30 M e Citrato de &ddio 30 mM) ( 3 banhos de 10 minutos
cada) antes de mersm submetidass ao tratamento com RNase. Frra
essé tratamento, uma gota de 20 Fl de uma golugio 200 Pg/ml de
KNage A em 2x5858C eré édlocada gobre uma lémfnula; vjra;a sobre
uma l3mina contendo a prepara;%q cromossdmica. ainda uUmida da
_dltima lavagem com ZXSSC, As preparagies ;ontendo RNage
permanecian, ent3o, 2 horas a 37<C em uma c3mara umida, apés o
que eram lavadas eﬁ 2x88C ¢ 3 bsnhos de 10 minutos cada). Apéds
a lavagenm, és preparages eram submetidas a um banho em 2x55C a
7QeC por éo_minutos e uma lavagem rdpida em 2%xS5C 2 temparatﬁra

ambiente. A denaturacio do DNA cromossfmico era feita pela

{
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imers3o das preparagfez em uma  solugio 0,07N de NalH por um

minuto, seguido de.um banho em 0,1x55C e 3 outroé banhos de 10
minutoé cada, em 2x55C gelado. Apds esse procedimento, cada
preparagdo a{nda imida era virada sobre uma laminula contendo
uma gota de 20 wul de uma solug¥o de RNA exdgeno sm 2xSSC ou
2xTNS (Trie 0,02 ¥ e NaCl 0,3 M). Ags preparages eram incpbadas
em cémaravﬁmida por 18 a 24 horas , a 63<C.

6 - Detecgdo de hibridos DNA/RNA por imunofluorescéncia indireta

Os hibridos DNA/RNA produzidos como descrito no item
anﬁerlor' foram detectados atraves da técnica de
tmunof luorescéncia indireta - utilizando-se 'soro de . cabra
tmunizado com poli A/4T :( Kitagawa &. Stalyar, 1982 & unm
gegundo anticorpo entt 1gG de cabra conjugado com FITC. Nesasze
procesaso, asg pPePEFS¢899 eram lavadas em PBS ( 3 banhos de 10
minutos cada), viradas sobre uma laminula conﬁendo 20 pl do
~anticorpo diluido 1/20 em PBS e incubadas em c&mara ﬁmida a
37eC por uma hora. Em seguida; aé lamfnulas eram retiradas com
uma rapida lgvagem em PBS e as preparagdes submetidas a 3
banhos eﬁ; PBS ( 10 minutos cada). Procedia-ge, 'entﬁo, a
thcubag¥o com 20 pl  de uma mistura do segundo anticorpo (
dtlufdo_i/qo em PBS) é Azul de Evans 0,54 ( dilufdo 1/400 - em

PBS) nos moldes da primeira incubaglo, Apdés essa incubag¥o, as



preparagdes eram lavadas.em PBS ( 3 banhos de 10 minutos cadé),
e cada uma ?ol virada gobre uma laminula contendo 10 nl de uma
golugfo de Glicerol- PBS (9:1), esmagada_levemente entre papel
de filtro e analieada em microacopio de epifluorescéncia. ﬁas
diversag etapas do procedimento deszcrito aclmé, for evitada =a

gecagenm do material.

7 - Eletroforese de proteinas
7.1 - Preparagio das amostras

Az glindulas a serenm submétidas a eletroforese eram
fixadas em TCA 10% por 30 minutos, a 4«C, lavadas por 10
mlnutda em etanol 70%, =eguida de uma migtura de etanol 95% e
clorofdérmio (1:1) e secas em estufa, a 379C, A cada amostra
eram, ent3o, adicionados 15 ypl de Tamp¥o de Amostra ( 0,01 M de
tamp3o fosfato, pH 6,9; 1% SDS; 0,1% de Mercaptoetanol e 4M de
Uréia. A mistura era fervida por 2 minutos a 1002C e 5pul do
volume restante eram acrescidos de uma solu¢o contendo Qpl de
Azul de Brbmafenal e 1Pl de Mercaptoetanol e egubmetidos a
eletroforese. Em divereos casos, outrog 5 Bl eram utillzadoe_

para a dosagem de proteinas solidveis.

7.2~ Eletroforese em géis de poliacrilamida-SDS

39
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A separago eletroforética dos polipeptidios das

glindulas salivares de larvas de Trichosia pubescens foi

realizada em placas verticais de 1 mm de expessura com géis de
poltacrilamida & = 8DS (Laemml1, 1870, modificado ﬁor
MacGillivray & cols., 1972). 0O gel de separago ( popgg.finos)

era preparado misturando-se 1 wvolume dBVSOIU¢§o A ( 48 ml de
HC1 i1M: 3,6 g de Tries; 0,23 ml de TEMED e égué destilada para
100 ml; pH 8,9) - com 3 wvolumez da Solug%¥% B ( 40 g de
acrllamidag/b,ﬁ g de'bls-acrllamidal e agua destilada para 100
ml), 4 volunmes da Solug¥o C ( B8M de uréia; 0,2% de SDS e dgua
destilada para 100 ml) e 0,014 g de pefsulfato de Am&nio. Apds
2 horaz de polimerizagio, era preparado o gel de empacotamento
(poro grosso) pela mistura de 1 volume da Soiugao D (48,0 ml de
HCl; 5,98 de Trits; 0,23 ml de TEMED e igua destilada para 100
ml, pi 6,7), 2 volumes da Solug¥o E ( 10 g de acrilamida; 2,5 g
de bis-acrilamida e &gua destilada para 100 ml), 1 volume da
Solug¥o F ( 4mg de Riboflavina e égﬁa destilada para 100 ml) e
4 volumes da Sélu;go C. A mistura era colocada sobre o gel de
separag¥o e um pente ( feito de acetato ou acrilico com 1 mm de
expeasura) para a formaglo dos pogos &e aplicag3do das amostras,
Apds a polimerizagio dé gel superior ( n¥o mais que 1 hora) o
pente eré retirado e a placa montada em uﬁa cuBa‘vertical, na

qual era adicionado o tampfo de corrida. Esse tamp¥o consistia
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de 3 g de Tris, 14,4 g de GClicina e 1 g de 5D5, completado péra

o volume de 1 litro com agua destilada.

A eletroforese era realizada em geladeira ( 4«C), com
amperagem constanté de 12° mA. Apdés a corrida, os géis eram
fixadoa por 1 hora em uma migtura de psrtes iguais de Metanol e
dcido acétiéo a 204, Os gdis eram, em 'seguida, coradog con
Coomagatie Blue ( 0,5% do corante em icido acético 7%) por 2
hafaava -dl{erenaladaa &1 banhaé BUuceggivag dé"uma g2olugclo

contendo metanol, 3dcido acético e dgua ( 300:70:630),

7.3~ Determinac3o dos pesos moleculares

Para estimarmos o pesog moleculares dos
pOllpéptfdios, foram corridas em paralelo misturas de proteinas
de pesgos moleculares‘ éonhecldos ( Foefatage b, 941000 d:
Albumina Bovina, 67{000 d; Catalage, &60.000 d; . Piruvato
qulnése, 57 .000 d; Ovoalbumina, 43.000. d: Lactato
Desidrogenasge, 36.000 ‘d; Anidraee Carbdnica, 30.000 d;
Qulmotrlpslna, 25.700- d:; Intbidor de> Tripstna, 20.000 d;:
Mioglobina, 17.200 d). Eesas proteinas eram dissolvidas em
Tamp3o de Amostra e a mistura agueqida a 100<C por 2  minu£os

-

anteeg de ger submetida 3 eletroforese.

7.4~ Incorporag3o de aminodcidos radioativos "in vitro”.
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Para a - andlise das Fracaes  polipeptfdiéés
recém~-gintetizadas, as ¢glindulas salivares eram incubadas em
SolugFo Salina ( NaCl 36 mM, KC1 52 mM, CaCl,, pH 6,8) contendo
uﬁa migtura de amtinoiacidos radioativos ( New England Nuclear
L-(32CU); 55,0 mCi/matom carbon, O,l mCi/ml). Em dois
experimentos Fdi ut1lizadoe como precuragor radioativo L-Leucina
@Y ( Schwartz Mann, sp.act.55 Ci/mM). Em todos os casos, 1 pl
do precursor era seco a Vacuo sobre parafilme e, em seguida,
digsolvido éor >30 minutoz com 1 nl de solugdo =salina. Unma

glandula era , entdo, incubada nessa gota, em ca3mara udmida, 2a

temperatura ambiente por 30 minutos.

8- Fluorografia

Apés' a eletroforese os g&is eram corados,
diferenciados e tratados para f luorografita, segundo‘ metodo
descrito por fBonner & Laskey, 1974). Esta técnica consiste ns
desldrata;go do gel em dois banhos com DMSO por 30 minutos
cada, seguidos por embebigio em uma solucﬁovde PPO 22,2% em
DMSO, por 4 horas, e precipitagdo do PPO por lavagem do gel em
2 banhos de 3igua destilada por 1 hora. Esse processo era feito
a ﬂemperatura ambiente em uma capéla e sob agitag¢do constapte}
:Os géis eram, ént%o, secos8 sob vicuo a tembeﬁatura de 00°C,

- cobertoas com filme de Raio X (XR-1,X-Omat, R da Kodak) e
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mantidos por diferentes periodos de tempo ( até 30 dias) enm

expogligdo a =-B0O=C. As chapas foram reveladas segundo indicagles

' do produtor do filme e fotografadas.

9- Quantificagdo das proteinas soldiveis nas amostras de

eletroforese

A dosagem das proteinas presentes em alfqﬁotas das
amoétras supmetidas a eletroforese foi feita uﬁtlizando"se o
"k1£ Protein Aeaéy" da Bito-Rad, o dqual se baszata en métgdo
descrito bor Bradford (1976). Nesse caso, uma aliquota de 5 pl
era retirada de cada amosira antes da éolocacﬁo do corante.. A

eceza aliquota eram acrescentados 395 nul de dgua e 100 pl do

reagente Bio-Rad e ag letturas foram feitas a um comprimento de
onda de 535 nm em espectrofotdmetro Beckmann, modelo ACTA I11.
Ag curvas padrdes foram construfdas com diluigBes sucessivas de

golu¢Bes de Albumina Bovina « Sigma).A Essas determina;ﬁes

mostraram que a quantidade de proteina nos 5 nl de amostra
aplicados no gel era da ordem de 8 + 0,8 ng.

’

" 10+ An3ilise densitométrica dos fluorogramas

Para essa anjlise, as chapas fluorogréficas eram
cortadas em tiraa correspondentes a cada amostra submetida a

eletroforese. Para cada uma dessas tiras era, fnictalmente
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determinada a menor absorbincia a 500 nm em espectrofot&meiro
Beckmann modelo ACTA IT!. Em sgeguida, o aparelhovera callbfado,
sendo esse menor valor normalizado para um valor padrﬁé
utilizado para todas as leituras. Cada tira dé_Fluorograma era
ent3o submetida a um "scanning” com veiocidade de leitura, de
avango do papel e da penaléontroladas._Asaim, era obtido um
densitograma para cada amostra de glandula salivar submetida a

eletroforese.

3 drea total e dos picos de absorgdo dos diversoé
densttogramas foi determinada utilizando-se um Planimetro. O
valor relativo final doa picos de absorbancia, correspondente
aos diferentes polipeptidios separados por eletroforése, e
expresso em porcentagem, -fol' conseguido através da seguinte

relacgo:

valor relativo de o drea da regido

um pico de abaorg¥o = : 100%

drea total do densitograma
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RESULTADOS .

1. 0 padr3o de sintese de polipeptidios das glandulasz =zalivares
varia sequencialmente no fim do quarto estidio em paralelo a

alteragdes no padrdo de pufes.

Foram realizados experimentos com o objetivo de
determinar o padr3o de-sfntese de polipeptidios das giandulas
salivares de  larvas entre os periodos L3 e  P3 db
desenvolvimento larval. Nesses experimentos, as larvas eram
separadas em perijiodos, segundo as caracteristicas morfoldgicas
externas. Essa classificag¥o era depois confi;mada pela andlise
citolégica do padr3o  de pufés de uma das gl3ndulas do par,

enquanto a outra era utilizada para eletroforese.

Nas Figuras 1, 2, 3 e 4vest§o éprasentados ~os
fluorogbamaé de Separacﬁas‘eletroforéticas dos polipeptidios de
glandulas salivares de larvas em diferentes periodos do
desenvolvimento en£r9 L3 e PB.‘ Pode—-se verificar que o padrﬁo
de sintese & benm constante entre os pér!odos_ L3 e LS‘e passa
a variar drasticamente a partir dessé -ponto. Entre LS 9'P1, 6
padr3o de sintese & déminado po; uns boucos polipeptidios que

formam manchas muito fortes de marcacg%o, principalmente na



46

67.000 —
57.000 — |
43.000 —

25.700 =™

T 200 —%

BUuLLL4L5 16 6L L7 7P P P2 P2P2P3

‘Figura 1- Fluorograma de eletroforese de glandulas salivares de

Trichoeila pubescens emn diferenteas ‘periodos do

desenvolvimento no fim do quarto estidio larval, marcadas

"in vitro” com L-leucina 34, As setas indicam a posig¥o das

proteinas de pesos moleculares conhecidos.

2
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Figura 2- Fluorograma de eletroforese de gl8ndulas salivares de

Trichogia pubescens em diferentes periodos do

desenvolvimento no fim do quarto estidio larval, marcadas
”in vitro” com uma mistura de aminodcidos L-*4C, Ag setas
indicam a posig¥o das protefnas de pesos moleculares

conhecidos.
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Figura 3- Fluorograma de eletroforese de glindulas salivares de

Trichoaia pubescensa emn diferentes periodos do

desenvolvimento no fim do quarto estiadio larval, marcadas
”"in vitro” com uma mistura de aminodcidos L+%*+C. As setas

indicam a posig¥o das proteinas de pesos moleculares

conhecidos.
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Figura 4- Fluorograma de eletroforese de glandulas salivares de

Trichosia pubescens em diferentes periodos do

desenvolvimento no fim do quarto estadio larval, marcadas
"{n vitro” com uma mistura de aminoacidos L-*4C, As setas
indicam a posig3o das proteinas de pesos moleculares

conhecidos.
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regifo de  baixo peéo molecular. Em  alguns caéos, pode- e
verificar polipeptidios que comegam a ser Bintepizados ‘em
pequena Quantidade, nos per{odos‘mais Jovens,_aumentam muito
 n6s periodos subsequentes, para diminuir logo em seguida. Com
relagHo a certas fragdes, todo esse processo ocorre entre trés
periodos consecutivés do desenvolvimento larv;l, cuja dur;;ﬁo &

de poucas horas.

'.Os resultados obtido; mostram_hitidamente .a
-constancié de sfntesé de‘ Qérios‘polipeptfdios ao longo de
grande parte do desenvolvimeﬂté larval comb; por éxemplo, os de
aproximadamente Q0.000 d, 70.600 dA e 57.000 d. E evidente,
ainda; a variag3o continua de grande niumero de polipeptfdios.
Dois exemplos dessa variag3o s¥0 mostrados nas Figuras 3 e 4,
_éom relag¥o a um polipeptidio de aproximadamente 25.000 d. que
comeca‘a ser sintetiiado em L&, aumenta até. Pl o desaparece

entre P2 - P3.

A anélise‘dos chmoésomos das gl 8ndulas 'salivares‘
utilizadas nos experimentos de'éfﬁtese de proteinas, mostrou
que,‘no perfodé estudado, ocorrem grandes alteragtes no padrﬁo
de pufes, com a regressio de grande parte dos .pufes .antes
ativos_elo .apareciméntO'de um grande'nﬁmero de novos. Esées

- pufes.e#pandem e regridem em uma ordem éequeﬁcial definidé,_ e
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muitos deles atingem grandes dimensdes. Assim, foi possivel
relacionar os padrdes especificos de pufes com os diferentes

periodos do desenvolvimento larval.

A partir do fim do periodo Lé, as faixas que
originam os pufes de DNA comegam a sofrer aumento de espessura.
Esses pufes, no entanto, 84 comegam a se expandir um pouco mais
tarde, no fim do periodo L4 e infcio de L5. As .principais
'vériacﬁes-no padrdo de pufes’de'DNA que ocorrém-a.paftir do fim
do periodo . L3, 830  apresentadas no esquema .da Figura 5.
Pode-se verificar-qﬁe cada pufe permanece‘expandido durante um
curto espago de témpo que, ém alguné casos, @& de apenas .umas

poucas horas dentro de um i\nico perfodo do desenvelvimento.

2. As alteracBes no padr¥o de pufes no fim do quarto estédio

830 dependentes da presenga continua de ecdisterona.

Para testarmos o efeito da ecdisterona sobre os pufes
de DNA foram realizados experimentos de incubag3o "in vitro” de
gla@ndulas salivares, em diferentes periodos do desenvolvimento,

em meio de cultura acrescido do hormdnio. Nesses experimentos,

enquanto as porglBes 51 e S52a de uma gl8ndula salivar era
incubada "in vitro” na presenga de ecdisterona p0r>4 horas, o

segmento correspondente na outra gl8ndula do par permanecia o
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Figura 5- Representag¥o esquemdtica do comportamento  dos
matores pufes de DNA que ocorrem na regl3o Sl de gléndulas
salivares de Trichosia pubescens, durante o fim do quarto
estidio larval. A espessura das figuras indica o grau

relativo de expansg3io dos pufes.
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mesmo tempo em meio de cultﬁra acrescido apenas do solvente -do

hormdnio. As porgles S52b dasm gl%ndu}as incubadags na presenga e
auséncia do horménio foram fixadas imediatamente apds a
dissece¢lo e utilizadaz para determinagdo ‘do pericdo do

desenvolvimento das larvas utilizadas.

Nos experimentos aqui rélatadés foi utilizada apenas
a concentragdo de 2x10-4M de ecdisterona. Essa concentragiio foi
escolhida pois, em experimentos anteriores de Iinjegio de
ecdisterona/ém larvas em L1 (Amabis, 1977; Amabis & Amabis,
1984a) e de indugio de pufes de DNA "in vitro” ( Ferreira,
18981), foi a que proporcionou o8 melhores fesultados. Da mesma
forma, o meio de cultura wutilizado foi o Tp (Trichosia
pubescen); o melhor pafa incuba;ﬁo de glandulas deséa espécie;
segundo resultados de Barbosa (1884). Quant§ ao tempo de 4
horas para a maioria das incubagles "in vitro”, a escolha foi
bagseada em resultados anteriores ( Ferreira, 1981> que
mosﬁraram ser esse tempo o ideal para induzir pufes de DﬂA como

o A28BbCa, que foi o mais estudado nesse trabalho.

Em preparagdes citoldgicas das por¢les S1 e S52a de

. 9landulas salivares, coradas con orcefna, foi possivel

detectar-se 24 faixas que sofrem amplificag3o génica ao loﬁgo
dos diferentes periodos do deseﬁvolvimento, entre L3 e P3,

- Essas regiSes cromossbmicas foram caracterizadas como =sitios.
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de amplificag%p pelo sumento desproporcional da quantidade de
DNA, visualizado pelo engrogsamento e aumento de colorag3io das

faixas em quest3o, em relagio a faixas vizinhas.

Na Tabela 2, pode-se verificar o efeito da incubagHo
de gl8Sndulas em meio de cultura izento de hormdnio, sobre o

padr3o de pufes da porgdo S1 de gla8ndulas em diferentesn

per iodog do desenvolvimento., Doz locos que sofrem amplificagHo,
n3o foram obmervados pufes nas seguintes regides: AZ2Eb, Al3Bb,

ClEd, CBCa,/CSDa; C23Ab @& X18Db. Na Tabela 3, visualiza-se o

efeirto da incubaglo de gl2ndulas em meio de cultura acrescido

do horménio. Dom locos que =ofrem amplificagdo génica, ndo

foram observados os pufes: A2Eb, A13Bb, B6A, ClEd, C3Ca, C25Ab

@ X18Db.

~Um fato interessante ¢ o do pufe BbA ter =gmido

induzido en glandulas: incubadas na auséncia de ecdigterona e
ndo ter sido detectado 2m gl8ndulas incubadas na presenga do

horménio.

Uma andlise comparativa das Tabelas 2 e 3 nos mostra

que, na grande maioria dos casos, na presenga de ecdisterona,

os pufes s8¥o precocemente induzidos, em relagdo ao que acontece

na augdncia do hormdnio.



Tabela 2+ Principais regides cromossbmicag que originam pufes
de DNA em T. pgggggggg e seu grau de expanﬂﬁé na porgio &1
de glandulas salivares de larvaz em diferentez perfodos do
fim do quarto esgtiadico larval e (C= Contrelel), e apés
tratamento ”in vitro na presenga do solvente da ecdistercna
pob 4 horas (T=Tratadas). OUs nimeres 1,2 @ 3 repregentanm
respectivamente pequeno, médio e maximo grau de expansgdo do
pufe. A auséncia de numeragd@o significa que o pufe nZo

estava presente.
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Tabela 3~ Principais Pegiaea' cromogsbmicas qQue originam pufes
de DNA em T. pubescens e seu-grau de expansio .na pérgﬁo S
de glandulas salivvares de larvas em diferentes perfodos.do
fim do quarto estidio larval e (C= Controle), e apdsz
tratamento ”in vitro na preseﬁca de @cdisterona 2m10--H por
4 horas (T=Tratadag). O0Og numeros 1,2 @ 3 repre=zentam
respectivaménte pequeno; médio e méximo grau de expans3o do
pufe. A“ auséncia de numeragﬁo_significa'.qﬁe_o ﬁufe ndo

estava presente.
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A  indu¢¥o precoce dos pufes em meio de cultura

suplementado com ecdisterona & evidente, quando. se compara ©

padr3o de pufes  das glindulag incubadagz com o8 padrieg
observados durante o desenvolvimento normal das larvas. Em
geral, a gl3ndula incubada por 4 horas na presenga de

gcdigterona apregsenta um padr3o de pufeg similar ao que

ocorreria 1 ou 2 periodogs mais tarde no demsnvolvimento normal.

A maioria dos pufes de DHA detectados apds tratamento
"in vitro”, na presenga Q» augéncia _de wecdigterona aparecem
tanto - na porg3o 851 quanto na porgdo SZa das glandulasA
éalivares. Apenas os pﬁfes A28AB e Cl0D apareceram somsnte enm
S1 e o pufe C3Cb somente em S2a. Foi posesivel obssrvar, pelo
menos &m relag¥o a algunz . pufes, que a expanaido iniéia¥sel
antes em S2a do que enm Sl; Da mesna forma, a éxpanséo maxima de

virios pufes & atingida antes em S52a do que em Sl.

Alguns dos maiores pufes de DNA induzidos "in vitro”

na presenga de ecdisterona, sd0o apresentados na Figura 6.

3. As alteragfes no padr¥o de pufes induzidos pela ecdizterona
se refletem no padr3dc de s8intese de polipeptidios. 0O pufe

de DNA A28BbCa, em particular, pode ser correlacionado 2a

sintese de um polipeptidio de 25.000 daltons.
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Figura 6~ Aspecto de algumas regides cromossimicaz (setazm) que

desenvolvem pufes de DNA nas glandulas =salivares de

Trichogia pubescens. Em cada foto, 3 esquerda, aparece a

regiio no momento da incubag¥o e, a diresita, depoiz da
incubag¥o por 4 horas na presgenga de scdisterona 2x10-*H,
As fotog apresentam as regi@es a) C4B; b)B25CD; c)Cl3Ea;
d)A28BbCa; @)C21CbDa e f)C2Bb, cujos pufes foram induzidos
em glandulas em perfode LS5, L6, L&, L7, Pl e P2,

respectivamente.



Figura 7- Fluorograma de sletroforese de glindulas =zalivares de

Trichosgia pubescens om diferentes periodos “do

degenvolvimento no fim do quarto estidio larval, incubadas
”"in vitro” na presenga de ecdisterona 2x10-*HM o por 30
minutos em uma mistura de aminodcidog L-3*2C, Az =etas
indicam a posigBo dams proteinas de pesoz molecularez
conhecidos. 0 quadro apresenta as principais regifes que
originam pufes de DNA nos respectivos periodos do
desenvolvimento, o tempo de incubagio @ o tamanho relativo
do pufe apds a incubagHo. Os numeros 1, 2 & 3 representan,
respectivamente, pufes com grau relativo de expansdo
pequeno, médio e miximo. A auséncia de numeraglo gignifica
que o pufe n3o estava expandido. 0 %X indica a regifo de
25.000 d.
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Figura 8- Fluorograma de eletroforese de gl3ndulas salivares de

Trichosetia pubegcens em diferentes periodos do
desenvolvimento no fim do quarto estiadio larval, incubadas
"in vitro” na presenga de ecdisterona 2x10-*M e por 30

minutos em uma mistura de aminoacidos L-*2C, As setas
indicam a posligBo das proteinas de pesos moleculares
conhectidos. 0 quadro apresenta as principals regides que
originam pufes de DNA nos respactivos periodos do
degenvolvimento, o tempo de incubacio e o tamanho relativeo
do pufe apds a incubagHo. Os numeros 1, 2 e 3 representan,
regpectivamente, pufes com grau relativo de expansio
pequeno, médio e méximb. A auséncia de numeragilo significa

que o pufe n3o estava expandido. O % indica a regiSo de
25.000 4.
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Figura 9- Fluorograma de eletroforese de glandulas salivares de

Trichogia pubescens am diferentes periodos  do

degenvolvimento no fim do quarto estadio larval, incubadas
"in vitro” na presenga de ecdisterona 2x10-*M e por 30
minutoz em uma migstura de aminocacidos L-**C. Az sgetas
indicam 8 po2ig¥o das proteinas de pesos moleculares
conhectdoas. 0O quadro apresenta as principata regides que
originam pufes de DHA nos reaspectivos periodos do
desenvolvimento, o tempo de incubag¥o e o tamanho relativo
do pufe apds a incubagFo. Os nimeros 1, 2 e 3 representan,
resgpectivaments, pufez com grau relativo de expangao
pequeno, médio e maxime. A auséncia de numeragido sgignifica
que o pufe n3o estava expandido. O X indica a regi%o de
25.000 d.
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A inCQba¢50 "in vitro” de glandulas de larvas entre
os perfodos L5 e P2, na presenca de écdjsperona,u prpvoﬁa
alteracﬁas:no padr3do de sintese dOSnpOlipGptfdiOB. Nas Figuras
7, 8 e 9 s%o mostfados fluorogramas de eletroforeses de
glandulas salivares em diferentes perfcdos do desenvolvimento
larval, apds incubagHo ”in vitro", por diferentes intarvalos_de
tempo, na presenga de 2x10 -*H de ecdigterona. Nota-se, neassagr
figuras, a predominSncia de éfntaée de algumar fracdes
polipeptfdi&és, priﬁcipalmenta uma com cerca de 25.000 d, outra
com aproximadamente 60.000 d e uma terceira com apfokimadamente
70.000 d. Além dessas faixas bem evidentes, ocorreram, em

alguns casos, outras muito mais fracamente marcadas.

Um resultado marcante em todos os fluorcgramas de

gléndulas L5 a Pl incubadas com o hormfénio foi a presencga, com
difefentes inpensidadés de marcaglo, do polipeptidio de cerca
der25.000 daltons. VOandice ¢9 cofrelacﬁo entre a 7presenca
dezsse polipeptidio e a ao pufe  de DNA A2BBbCa, em diferentes
graus de expansio, foi dé 97,5 %. Em vériog cagoz, quando és
larvas éncontravam*selem periodo L7 no momento da di=zsecglo,
egse foi o dnico gr;nde pufe> presenté nos cromoséomas
politénicos.' Nessa sftuacao, en diversos exsmplos,

principalmente quando o tempo de incubagio ”in vitro” .foi de 4
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horas, um dos unicos pelipeptidios claramente marcados nog
fluorogramas foi o de 25.000 daltona.

Quando s%o comparadas as figuras 3 e 4 com ag 8 & 9,
fica clara a alteragio no padrdo de sintese de polipeptidios
nasg gléndulas salivarea, apds incubag¢io "in vitro” na pressnea
de ecdisterona. No caso de gléndulaz de larvas om periodo L7, &
nitida a diminuigdo de =zinterse de uma série de polipeptidicos e
o' aumento de sintese da frag¥o de 25.000 d. Hesse caso, o
padrdo de sintese =o torna semelhaﬁte ao- de glandula=z no
periodo seg;inte do desen?olvimento larval (P1 - P2, nSo

incubadag ”in vitro”.

Og fluorogramas, aﬁés terem gido fotografados, foram
cortados © ag tiras corregspondentes a cada amdstra de giandula.
foram submetidas 3 andilise denmitométrica. Todes o8 valores
obtidos nessas andlises s%o relativos, uma vez que para cada
tira de fluorograma, era feita uma leitura prév;a o determinada
a D.0. da chapa de Raio X. Em seguida, com base nesse valor, o
espectrofotdmetro era normalizado para um valor menor de
‘absorbancia, previamente egtabelecido para todos og

f luorogramas.
Na Figura 10a, encontram-sze o fluorograma e a

corregspondente anialise densitométrica de uma gl8ndula de larva
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caracteristicamente em periodo 'L7, incubada ”in vitro” .na
presenga de ecdisterona, por.é_hqras. Nessa améstra, a dnica
marcagdo bem definida ¢ a da regido de 25;0001d, apegar de .na
densitometria ocorrer uma outra regifio de absorbancia muito

pequena. A absorb%n;ja da regi%o de 25.000 d rapresehta, nesgga

amostra, 34% do;téﬁal'dé abéorb%ncia do fluorograma. A andlise
'Cit016gjca de p&rgﬁes dessa glandula moestrou que, no momeﬁto da
‘dissecgdo, esﬁavam presentes os pufes de DNA Cc78, Ci3Es,
C21CbDa, B25CD é X3C e, apdés 4 horas de incubag¢¥o com b
. hormdnio, apenas o pufe AZSBbCa, inicialmente augente, estava
presente em grau maximo de expansdo; as demais regifies, antesr

expandidas, agora ndo apresentavam pufes.

A Figura‘ 10p, aprasénta o fluorograma e a
correspondente anéiise densitométrica de uma élandulavde larva
éntre os periodos L& - L7, incubada "in vitrof por 4 horas, na
presenca de eqdisterona. Pode-se nétar a grande abgorbincia na
regifo correspondente a 25.000 d e a presenga de alguns outros
picoé bem menores de absorbincia. Neése cago, a absorb%ncia da
.regido de 25,000 | délténs representa 30,86 % Qo total de
absorbancia ao fluorograma..A andlise citoldgica de porgas
dossa gl8ndula méstrou que, ﬁd infcio da incuba;ﬁb.. ezt avam
presentes~os pufes de DNA C3Ca, C4Ba f em faze de 'regreésﬁo);

C7B, C21CbDa, B25CD ( em infcib de expans%o)'é X3C. Apés 4
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{+)

Figura 10- Densitogramas de dois fluorogramas de ngndulas de

larvas de Trichosla pubeacens incubadas “in vitro” na

presenca de ecdisterona 2%10-4M por 4 horas. Em A) gl8ndula
em periodo L7 e em B) glandula em perfodo L6-L7. Em cada
anilise encontram-se inseridos o regpectivo fluorograma e o

aspecto do pufe A28BbCa no momento da eletroforese. A seta

indica a regiSo de 25.000 d.
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horag de 1incubagWo na  presenga de ecdisterona, estavam
presentes, ainda que com pequeno grau de expangio, os pufes

C13Ea e B25CD. O pufe A28BbCa, ausente no injcio da incubag3o,

apresentava-ge em grau miximo de expansio.

A fim de melhor comparar os resultados daé glandulas
lncubadasA"in vltro";.na presehga do hbfm&nio, com aA situaco
que ocorre no ~desénvolvlmenthnbrmal, Fobaml feiltas medidas
aensltométpicas.de fluorognamas' del gléndulas ~em diferentes

periodos do desenvolvimento.

Na figura 1irapfesentam§3'exemplos dessas analises.
Negse casgo, 08 gPéFicQs densitométriéos estﬁo' ordenados enm
sequéncia correspondente aos perfodbs do desenvolvimento larval.
entre Lb e P2, justamente aéueles-que foram detalhadamenie
egtudadoe nazs incubag¥es ”in vitro” e onde ocorre a expansio do
pufe A28BbCa . Pode-se observar, nessa figuba; a presenga do
polipeptidio de 25.000 d e o aspécto da regi%o A28bBCa, em
cada uma das éhostras de glandula salivar submetida a

eletroforesge.

No grafico da Figura 12, est%o comparadas as
quantidades relatlvaévda proteina de 25.000 d, expressa em % de
absorb3ncia da regifo correspondente, em diferentes per{odos

do desenvolvimento larval. Pode-ge verificar que essa proteina
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Figura 12- Hedidas ré]ativas de densidade dptica da regido de
25.000 d, em densitogramas de fluorogramas de glandulas

salivares de larvas de Trichosia pubescens, em diferentes

periodos do fim do quarto'estédio larval.




69

comega a ser sintetizada entre os periodos L5 e L6, aumenta
gradativamente em quantidade até P1 e diminui progressivamente

até P3., Todo o ciclo de sintese da protefina de 25.000 d dura

cerca de 12 a 15 horas.

Em dois experimentos de separagio eletrofordética
de polipeptidios, utilizamos como. amostras a secreg¢ho palivar
de glandulas em diferentes periodos do desenvolvimento. Para a
obtengio da sécre;%o, a boca das larvas eéera tampada com
parafina aquecida. Apds 2 horas, as larvas eram dissecadas com
cuidado, para evitar o rompimento das gl3ndulaz e essar efam,
ent3o, transferidas para uma gota de solucﬁo salina onde eram
perfuradas 'com um estilele. A secregio que extravasava pjr-a a
gota de.salina era aspirada com auxilio de uma micro agglha de
vidro. 0 material recolhido era, ent%o, dissolvido em Tamplo de
Amostra e tratado para eletroforese da mesma maneira que as

glandulas.

Na Figura 13 & apresenﬁado um gei de separagdo
@letroforética dos polipeptfdios da secreg¢do salivar, corado
com Coomaszie Blue. Neése caso, & possivel verificar a présen;é
de um polipeptidio de 25.000 daltons , componénte da seche;ﬁo'
salivar de | larvas entre os . periodos L7 e P2 ' do
desenvolvimento. Esses resultados esﬁﬁo’ de acordo com os

obtidos por Benozzati M.L. ( comunicaglo pessoal), que mostram
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Figura 13- Separa¢do eletroforética dos polipeptidios da
gecregdo malivar de larvas de Trichosia pubezcenz, en

diferentes periodos do fim do quarto estédio larval. As

setas indicam as posigles das proteimas de peso molecular
conhecido. O % indica a regiSo de 25.000 d. '
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ser o polipeptidio de 25.000 d um dos componentes da secregdo

de larvas nesge periodo do desenvolvimento.

4- A transcrig¢¥o na regif¥o A28BbCa inicia-se antes da expangdo

do pufe. 0 produto de trancrigio desse pufe & um RNA

poliadenilado, muito abundante em c¢células de glandulas L7,

tncubadag na presencga de ecdisterona.

A fim de se detectar a presenga de RNA complementar i
reglio A28BbCa, nos per{odos anteriores e durante a expansdo do
pufe, foram utilizadas as técnicas de hibridizag¥o enddgena e

detec¢Bo imunoldgica dos hibridos.

Através dessa metodologia, foi possfvel verificar que
RNA complementar 3 regiZo A28BbCa estd presente naquela regifio
cromossdmica a partir do periodo L5, isto &, cerca de 15 horas
antez do infcio da expansZo do pufe ( Figura 14). A origem de

hibridos enddégenos em preparagdes cromossdmicas ndo agtd

totalmente esclarecida, mas tudo itndica que a malor parte
deles gzeja produzida pela hibridizagio do RNA recdm-
gintett=ado do DNA molde no decorrer do proceszzamento da
preparag¥o citoldgica. Assim, a fixag¥o com dcido acético
provocaria a denaturagio do DNA cromossdmico e, durante as

lavagena com PBS, nas regies ativas, ocorreria hibridizagdo do
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Figura 14- Seg3o do cromossomo A de Trichosia pubescens en

preparag@es de glandulas salivares de diferentes periodos
do desenvolvimento, apds hibridizagHo enddgena e detecgdo
dos hibridoz DNA/RNA por imunofluorescéncia indireta. O

trago indica a regi%oc AZ28BbCa.
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RNAirecém— sintetizado com o DNA complementar. Essa reagHo
gerta mutto rapida em consequdncia, por um lado, da proximidade
e talvez mesmo da ligag¥o, atravég da RNA polimerase, do RHNA
recém- sintetizado ao DNA molde e, por outro lado, da grande
concentrag¥o de RNA, quando se considera uma dada regifo

cromog2aeomica que se encontra em atividade.

Oz hibridos presentes nas preparagdes de glandulas em
diferentee fasesz do degenvolvimento foram detectados através de
anticorpos especificos. Em preparagBes tratadas com RNase, a

reagdo com o anticorpo foi totalmente negativa, n%o 86 na

regiio A28BbCa como em todas as demais regiBes cromoszsdmicas.

Em glandulas de larvas em periodo L7 incubadas "in
vitro” na presenga de ecdisterona e onde o pufe A28BbCa foi
induzido a se expandir, foi possivel detectar intensa
fluorescéncia nessa regido cromossbmica, apds tratamento para

hibridizagio enddégena ( Figura 15).

Em glandulas de larvas em periodo L7, incubadas ”"in
vitro” na presenga de ecdisterona e alfa- amanitina e tratadas
para detecgFo de hibridizagdo enddgena, verifica-ze que a
intenasidade de fluorescéncia na regifo nucleolar praticamente
n3o se altera, sendo compardvel § dos controles n¥o tratados

com o inibidor ( Figura i16). J3 na regi%o do pufe de DNA

-
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Figura 15- Se¢lo do cromossomo A de Trichosia pubescens

apresentando o pufe A28BbCa (seta), induzido a se expandir

"in vitro” em glandulas salivares de larvas em pericdo L7,
incubadas ”in vitro” na presenga de ecdisterona por 4
horas. As preparagdes foram submetidas a hibridizagH¥o
endégena e os hibridos DNA/RNA detectados por

tmunof luorescéncia indireta.
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Figura 16- 5Seg¥o do cromossomo X de Trichogia pubegcens

apresentando a regiio organizadora do nucléolo (seta), en
gléndulas incubadas na presenga de : A) ecdisterona, B)
ecdisterona e alfa —-amanitina. As preparagdes foran

submetidas a hibridizag¥o enddgena e o8 hibridos DNA/RNA
detectados por imunofluorescéncia indireta.
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A28BbCa a fluorescéncia diminui muito em relaglo ao controle
nao tratado com inibidor e em relag¥o &#as RONz da moesna
preparag3o. Além disso, como mostra a Figura 17, nessas
condigBes, esse pufe deixa de se expandir. Na verdade, nos
experimentos com alfa- amanitina, ocorre uma variag3o dentro de
cada preparag¥o, sendo que tanto a diminui¢H¥o de hibridizagHo
quanto a n3o expans¥o do pufe AZ8BbCa n¥o & homogénea em todas
as células. Em muitas células n%¥o se detecta maiz hibridizac¢Ho,
em outras ocorre diminul¢Ho da hibridizag¥o e, em algumam, a

hibridiza¢Ho aparece em niveis semelhantes ao dos controles.

Com o objetivo de se verificar a abundincia de
transeritos da regi3o A28BbCa em glindulas salivares de larvas
L7, itncubadas na presgenga e na auséncia de ecdisterona, RNA=
totate foram extrajdos dessas glandulas e hibridizados ”in
gitu” em preparag8es de cromossomos politénicos de gl3ndulas
galivareas de larvas em perjodo L4. Através da técnica de
imunof luorescéncia indireta, foi possivel determinar as regides
dos cromosgonos pollténicés com sequéncias de  DNA
complementares aos RNAs extrajdos das gliandulas, nas condig¢8es
degerittas acima. A Figura 18 mostra a hibridizag%o com RHNA
extraido de glé@ndulas de larvas em L7, incubadas né presenga de

ecdisterona. Pode-se notar a intensa fluorescéncia na porg3o

terminal do cromozzomo A. E possivel verificar ainda que a=s
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Figura 17- Segdo do cromossomo A de Trichosia pubescens

apresentando a regido A28BbCa (seta), enm gl 8ndul az
incubadas na presenga de : A) ecdisterona, B) scdisterona e
alfa -—amanitina. As preparazdes foram submetidas a

hibridizag3o enddégena e os hibridos DNA/RNA detectados por

imunof luorescéncia indireta.



Figura 18- Hibridizag%o ”in =itu” com RNA total extrafdo de

glandulas de larvas de Trichosia pubescens, em periodo L7,

incubadas "in vitro” na presenga de ecdisterona 2x10-*M por
4 horas. OQOs hibridos DNA/RNA foram detectados por

imunof luorescsncia indireta. A seta indica a regigo
A28BbCa. '
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marcagfes em outras regifes dos cromossomnog politénicos foram
muito fracas, com excess3o da regifo nucleolar do cromossomo X,

que aprezentou  uma  intenzildade de mardago relativamente

grande.

Uma constincia nas preparagBes descritas acima foi o
aparecimento de duas faixas de fluorescéncia, na porg¢iHo
terminal do brago curto do cromossomo A. Essas faixas foram

lécallzadas, reapectivamente, nas regiBes AZOAB e A28BbCa. Nas
preparagfes hibridizadas com RNA extraldo de glandulas
incubadas tanto na presenga quanté na auséncia de ecdisterona,
az intensidadesz de fluorescéncia sobre as regifes A28AB  foram
gemelhanteas. Ja com relag?e 2a regiZo AESBbCa; chgervou-ge unma
malor fluorescéncia nas prepara¢Bes hibridizadas com RNA de
glandulas tratadas com ecdisterona, em relagio as tratadas com

RNA de glandulas incubadas na auséncia do hormdnie ( Figura

T30,

Uma evidéncia de que o RNA que hibridiza na regido
A28BbCa & transcrito a partir de um DNA que sofre amplificagio
génica, foi obtida no experimento descrito a seguir. Nesse
caso, foram feitas preparacBes mistas de.gléndulas em periodos
L2 e L5-L6, de modo que na mesma l3mina coexistiam cromossomos
com a regido A28BbCa n%o amplificada e amplificada. As

preparagdes foram hibridizadas com RNA extrafdo de glandulas de
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Figura 19- Hibridizag%o ”in situ” com RNA total extraido de

gl3ndulas de larvas de Trichozia pubescenz, em periodo L7,

incubadas ”in vitro” por 4 horas na presenga: A) de
ecdisterona 2x10-4M , B) do solvente do hormbnio. Os
hibridos DNA/RNA foram detectados por imunofluorescéncia
indireta. A seta indica a regi3io AZ28BbCa @, o trago, a

regi3o AZ28AB.
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larvas em periodo L7 incubadas ”in vitro” na presenga de
ecdisterona. A intenzsidade de fluorescéncia na porgiHo terminal
do brago curto do cromossomo A foi comparada em cromossomos de
periodo L2 e L5-L6, reconhecidos pelo tamanho e padrio de
pufes. Verificou-se que enquanto a fluorescéncia na regifo
A28AB & semelhante nos dois tipos de cromossomos, na regi3o
A28BbCa ela € maior noz cromossomos das larvas en fases mis

avangadas do desenvolvimento ( Figura 20).

0 RNA total extraido de gléndulas L7, incubadas A"in
vitro” na presenga e na auséncia de ecdisterona, foi submet ido
a cromatografia de afinidade em <coluna de oligo dT— celulose,
para geparagfo da fragHo poliadenilada., A c¢oluna teatada com
RNA poltiadentlado esintético mostrou uma eficiéncia de retengio

de 97,55%.

Para o RNA de glandulas incubadas na presenga de
ecdisterona, foil possivel obter, a partir de 200 pares de

glandulas, uma quantidade de aproximadamente 15 png de RHNA

poltadenilado, o que representava cerca de 0,3% do RNA total

passgado na coluna de separagio,

O= RNAe poliadenilados foram hibridizadoe "in eitu”,

em preparagles de cromossomos politénicos de glindulas de

larvas em periodo L4. HNessas hibridizagBes, foi possivel



Figura 20- Hibridizag%o "in situ” com RNA total, extraido de

glandulas de larvas de Trichosia pubescens, em perfodo L7,

incubadas ”in vitro” por 4 horas na presenga de ecdisterona
2R10-*H e ] RNA foi hibridizado sobre preparagfes
citoldgicas mistas, contendo cromossomos de glandulas de
larvas em periodo: A) L2; B) L5-L&6. 0Os hibridos DNA/RNA
foram detectadosg por imunofluorescdncia indireta. A seta

indica a regi3o A28BkCa @, o trago, a regifc A28AB.
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verificar que as duas faixass ( A28AB e A28BbCa) da porg¢io
terminal do brago curto do cromossomo A, hibridizam com AQ
frag%o poliadenilada. Como pode ser visto na Figura 21, a

marcagdo na regifo A28BbLCa foi maior nas hibridizagliea com RNA

poliadenilado extrajdo de glandulas salivares, incubadas na
pregenga de ecdisterona. Por sua vez, , na regifo A28AB, a
intensidade de  marcag¥o foi semelhante  para os RNAs

poliadenilados provenientes de gléindulas submetidas aos dois

tipos de tratamento.
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Figura 21- Hibridizag%o ”in sgitu” com RNA poliadenilado,

extrajdo de glandulazs de larvas de Trichogia pubescens em

periodo L7, incubadas "in vitro” por 4 horaz na presenga:

A) de ecdisterona 2x10-4M ; R) do solvente do hormbénic, Oz

hibridos DNA/RNA foram detectados por imunofluorescéncia
indireta. A seta indica a regi3o AZ28BbCa e, o trago, a
regizo A28AB.
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DISCUSSEO

| : .
Em Trichcaia-pubeacens, como em outros dfptepos’

modificagces no padrfio de atividade génica das células da=m
gl&ndulas salivares podem ser facilmente detectadas gragas a

modificag¥es no padr¥o de pufes. Esga caracteristica permitiu

uma analise dés variagdes no pgdrﬁo de atividade génica no=
cromossomosﬁdéasa espécie, ao longo do desenvolvimento larval (
Amabieg, 1974; 1983h). Hesgses trébalhaa, for wverificado que‘ wl
padPaonde at;vidade gdnica & bém constante durante a maior

parte do quanto estidio larval e que ele passa a variar

dristicamente nas fases que precedem a muda pupal.

Og rezsultados obtidos neste trabalho confirmam esgses

dadog antertores mostrando que, & partir da fage L3~ L4,
|

intctam-ge dridsticas alterag@es no  padr¥o de pufes das
glandulas salivares. Essas alterag@ies snvolvem, principalmente,

pufes de DNA. Algune desses pufesz iniciam a expans3o ainda en

! : o
peribdo L3-L4, mas a fase de maior atividade, representada pelo

nimero e dimens3o dos pufes, ¢ atingida noa perfodos seguintes
: L5, LG, L7 e PL. Em larvas mate velhas ( per{odos p2 e' P3),
préximas da época de pupag3o, o nimero de pufes de DNA diminui

‘novamente. Pode-ze verificar que, de modo geral, h medida que

ge avanga no desenvolvimento, os pufes de DNA passam a ter

—
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t

cingticas de gxpansﬁo @ regregsdo maig rapidas, permanecenao
menos tempo expandidos. Aassin, por exemplo, os pufea de DNA
C4p, B3Cb, Ri&Db, R2ECD, BEF, Ciaés, .AQEBbCa, CeAbHa, CiHb,
CiEdFa, A13Bh. e CQiCbDa épresehtam cinéticas de expans3o e

F&gréaﬂﬁobrépidas; eles completam todo o ciclo entre & & 10
. |
horas.’ '

A época que precedé a muda pupal & uma.Fase. de
drasticas algeracﬁes de atividade génica nés glandulas
saltvares de  larvas de dlveréag espécies de dipteros (
Asghburner, iﬁ?pb). keta fato mﬁatré que ezasg org¥osm esto
relactonados Eés grandes modificagtes morfoldégicas e

fisioldgicas que ocorrem com o animal durante a pupagio, dende
a8 conetrucio do casulo até a histdlise dosg tecidos larvais. Os
- |

rezultados em 'Rhynchosciara sugerem que, nog Sclaridios, as

‘drasticas alterag®es no padr¥o de pufes das gléndulas salivares

estlo relacionadas u produg¥o, por eases drgdos, de fragles
| . : .

protéicas que (participam da formag¥o do casulo ( Winter &

cola., 1977b).1

Em Trichosia pubeecens, uma importante funglo das

gliandulas salivares & a sintese de polipeptfdios que fazem

|

parte da secreg¢3o salivar ( Benozzati & Amabis, 1983). No
decorrer do perjodé L1, o padrdo de sintese de polipeptidios

nag glindulas & bem constante e as fragBes quantitativamente

|
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male 1mportan£es 830 componentes da secregio salivar. Egsa
conetincia noy padrdo de sintese de polipeptfdioé pode- sér_.
relacionada atuma congtincia no padr3o de pufés, ao longo dessa
Pasé do desen?olvimeﬂto' larval ( Amabilgz, 1383b, Benozzati &

Amabie, 19683) .

P@r outro lado, nasﬁoe rezultados mosgbram que a
partir do periédo L4-L5, paralelaﬁente as alterages no padrdo
de pufeg, ocorre uma variagio seéuencial no pad;ﬁo de ainteae
de polipeptidios das gléndulas sélivares. No entanto, durante
az fagee L2,L3 e L4,‘58 alterag8es no padr¥o de pufes ( Amabis,
1974, 1983b) n3o so acompanﬁadasl por alterag¢es no padrdo de
gintese de proﬂefnas. Nészas fasés, a8 glandulag continuam a
alntetlzar‘praﬂ4camente as megmasifragses protéicas que vinham
gendo gintetizsdae no periodo L1 (Benozati & Amabis, 1983).
Una vez que o8 {pufesvpresentes em L1, muttoe doe quals davemn
codificar para_ias proteinas da sécrecﬁo de larvas jovena. (
Benoéééti & Amaﬁis, 1883), regridem no periodo L2 ( Amabis,
1974, 1983b; Amébls & Amsbiz, 13984a), o controle da &{ntese
dessesn polipeptidios deve ser mais  a nivel de tradugdo do que
de tféneérlc%o.‘gssas observagfes ?ﬁdicam; portaﬁﬁo, éue nessaé
faseé»do desenvélvlmento, og RﬂAslmensageiros que codificam
paré oe pOllpePtfdios da se;re;ﬁo‘sﬁo. estdveis, com uma vida

média relativamente grandé.
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Ag alteragles no padrZo de gsintege de pdlipeptfdios

que ocorrem a partir da faze L5‘8§o particularmente drdsticas,
com a sintese de aigumas fraqae% chegando a ser detectada em
apenag uma fage larval, com durac¥o.menor do que & horaz. Ilsmo
indica que muttom dos RHAz wmensageiros que codificam parsa ezasa
frag8es protéicas devem ser altamente instdveis. Uma vez que as
BltEPagﬁes no padrdo de sintese de pelipeptidios s3o paralelas
a alterag8es sequenciaiz no pédrﬁo de #ufes de.DNA, & possivel
supor -ge que p&la nenos alggna déaeea pufes =zejam responzaveis
pela antesé de RNAs'meﬁsageiros inétéveis,_que codifiquen para

aqualae fragles protdicas.

Essa hipdtese exblicaria o significado dos pufes de
DNA : a produgio de grandesl quantidades de protefnaé
egpecificas em curtos espagos de tempo exigiria um sistema de
mengageiros instiveis e, consequéntemente, a amplificag3o dos
genes codificadores. A sugest3o de que o8 pufes dé DNA
codificam para proteinas sintetizadas por perfodos de tempo
relattvamente curtos, tenm apoio em trabslhos com outras
espécies de sciarfdios. Em Bradzsié hygida, foi verificado que
a inibi¢glo seletiva de pufeé de' DNA provoca diminuigHo ‘na
sintese ae ralgumas fragdes 'polipeptfdicas nas glandul;s
galivares que s3o éintetizaaas em fases especfficas do fim do

desenvolvimento larval ( Lélcxne - & ecole., 1980). Era
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Ehynchosciara americana,' fot posaivel correlacionar pufes de

DNA especificos com a sintese déiRNAs po]iadeniladbs inptdveis
e com a producio de fragles protéicas presentes na secreg¢do
galivar ( Winter & cole., 1977b; de Toledo & Lara, 1978;

Bonaldo & cols., 1979; Alvarenga, 1980).

Cowo e outrod dipteros ( Ashburner & Berendes,
1978), as alteragdes no padr¥o de pufes de  cromossomos

politénicosde glandulas salivares de Trichosia pubescens sdo0

deasencadeadas por um sumento da taxa de ecd8lterons na
hemblinfa de larvasg em fim de quarto estadio ( Amabis, 1977;
Ferrreira, 1981; Amabtie & Amabis, 1384a,b ). 0O efeito dessge
.hDPmanio sobre pufes ten sido deménstrado em diversas espdcies
de dipteros, através da inje¢Ho do horménio em larvas Jévens )
da incubag3io ”in vitro” de gléndulas salivares na presenga do
hormdnio ( Clever & Kétlson, 1966; Clever, 1964a ; Clever &
Rbmball, 1966; Crouse, .1968; Aéhburné?,' 1970b; Asghburner,
1974 a; Herendesg & Thijeen, -19713 Stocker & Pavan, 1974;
.Ashburner_ ] cols.,. 1974; Amabgs, 1977} Alﬁarenga, 1980:

Ferreira, 1981). "

A indug¥o de queB "fn;vitro” pela ecdisterona tem

gido obaervada em divergos sistemas. Em Chironomus (Kroeger,

1966) , a indugo "in vitro” ficou restrita a pufes primirios.

* 'Em Drosophila hydeil (Berendea, 1967), um grande nimero de pufes
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primarios também foi induzido, apdés tratamento "in vitro” com

ecdieona. Enm Drosophtla melénoqaater, por  outro 1 ado,

congeguiu-ge & induglo tanto de pufes primdrios quanto de
gecundarios, apds incubagles por periodos de até 12 horazm, em

meto Grace contendo ecdisona ( Ashburner, 1872). Em

Rhynchosectiara émerlcana, Alvarenga (1980) cita a indugio de um

pufe de DNA em gl3ndulas salivares de larvas em infcio de rede,

apos incubag¢Zo em meio TBGPL, suplementado com ecdisterona e

coﬁ hamolinfa. Em Trlchogia.pube&é&ng, & incubago de gl&ndulas
de larvas JAQens ( perfodolLl) ”}n vitro”, em meio de cultura
suplementado'com ecdieteréna, induz o rapido aparecimento dos
pufeze primarios, mas o ciclo de ?nducﬁo ﬁﬁo progride mesmo em

!nCUbagses de at6724 horag (Barbosza, 19884)., No entanto,: neossa

especie, apds a injeg¢Fo de ecdisterona em larvas jovens s8%Ho
induzidos pelo menos 16 pufes entif/yeia hora e duas horas:; 12

entre ¥ & 6 horsa & muitog outrog aparecem s partir de 10 horase
.0 ciclo de atividade génica induzido pela ecdisterona, que se
reflete na expansio e regress3o ordenada de pufes, dura cerca

de 30 horas a partir da injesg%o do hormbnio e & muito
“eemelhantevao ‘observado no fim do desenvolvimento’ larval (

Amabiz & Amabie, 1984a).

Com bhase nos resultados de induglo de pufes de T.

pubescensg pela ecdistercona, pode-ge tndagar se, nesse gistema,
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o hormdnio atua apenas como um gatilho, desencadeando todo o
proceessgo de indugFo pequencial, ou s sua presgenga seria

necesgiria continuamente para a manutengdo do procesgso.

Experimentos de llgadu;é de larvaé dessa egpégie-
mostraram que a ecdizterons é  necessdria pelo menos até o
periodo L4, ou =seja, bem apds é indué%o dos primeiros pufes
secundirios. A partir dessa Fafe, a indugdo sequencial dos
pufes prgagegue  normalmente, meamo na ausdncia do principal

ziztema enddcrino (  Amabis & Amabis, 1984b). Fenbmeno
semelhante fol observado em experimentos de ligadura de larvas

de Rhynchosciara ( Amabie & cola., 1977).

Esses resultados, no entanto, n%Ho nogs permitem
concluir se apds o perfodo 1.4, a presenga de ecdisterona nio &
maig neceszZaria para a manutehcﬁé do procezgso de indugHo
gadquenctial does pufes. 5Se hessa fase fosse atingida uma
concentragido crftica suficientg para dar continuidade ao
proceseo de indugcio de pufes, -ele progrediria nérmalmente,
independente da eltiminac¥o do sistema enddcrino, .Par outro
lado, n3o se pode descartar a possibjlfdéde desse horménio
estar sgendo egintetizado por outro d4rg¥c, apés aquela fasme

1

critica.



A debsndéncia da premenca de ecdirterona para a
indug¥o de pufer caracteristicos de larvas apds o perfodo LS,
foi demonstrada em éxperimentos, de incubagldo "in vitro”. Um
| estudo detalhado do pufe de DNA A28BbCa, caracteristico de
larvas om periodo P1-P2, mostrou a necessidade de ecdisterona
no meio de cultura para sua indugfo ”in vitro”. Hessge caso, a
presenga de ecdisterona no meio de cultura na concentragio . de
i .
2%10~%M, § necesséria, pelo menos, nos 15 minutos iniciais de
incubagio e-o pufe atinge seu grau maximo de exéansﬁo_apds  4

horas (vFerreiré, 19817 .

No presente trabalho, verificamos que diversos pufes
tardios de T. pubescens, da mesma forma que o A238BbCa, dependem
da presencav de ecdisterona no meio de cultura pafa seren

induzidos. Foi possivel detectar a indug¥o de pelo menos 1/3

dos pufes de DNA de 'irichosia, em gldndulas entre oz periodos
L4 ¢ P3, incubadas‘ ﬁin ‘vitro".por 4 ihoras na presenga de
2x10_4ﬁ de ecdisterona. Na Tabe{a 4 dee—ée visualizar alguns
dosses pufes e o8 respectivos periodos do desenveolvimento ~da

gldndula incubada.

-Além da indug¥o propriamente dita, foi poseivel
observar um aumento no grau de expansio de élguns pufes, apds o
tratamento ”in vitro” c¢om. ecdisterona.. N¥o houve grande

diferenga no comportamento des pufes quando comparadas as
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regives S1 e 52a das gla8ndulas 'walivares, a ndo ser pelo fato
de que og pufes, de maneira geral, iniciam sua expansio em 52a,

antes do que em S1.

Tabela 4 - Principais pufes de DNA de T. pubescens induzidos a

‘se expandir ”in vitrof na presenga de ecdiaterona,.

oo BBl s et el o s o irve oot i ol e e e ot st i i R s R e o e e e s e S

Periodo larval Pufes induzidos -
LS C4B, C10D, Cl13Ea
L6 A28BbCa, B25CD, C13Ea
L7 _ A28BbCa, BSF
P1 . C2Bb, C8Ch, C21CbkbDa
P2 CZ2Bb, C21CbDa
Nossos resultadoos mostram que, alguns pufes

mantem -se expandidos no meio isento de horménio, enquanto que

nas glindulas incubadaz com ecdisterona eles regridem. Este foi

o caso, por exemplo, do pufe A28AB que aparece expandido em
’ !

gl3ndulas L5 e L6 incubadas ”"in vitro”, na auséncia do

hormdnio, enquanto que, nas incubadas com o horménio, ele

regride. Durante o desenvolvimento larval este pufe. regride
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‘ainda no periodo L5. Por outro lado, em alguns casog, en

incubagBers em meic n3¥o suplementado com ecdisterona ocorre a

indug¥o precoce de certos pufes. Assim, por exemplo, © pufg
BQCb‘é induzido em. glanduias de larvas em L4 incubadas ”in
yitro" na auséncia do horménio, quando gé deveria aparecer enm
L5, no desenvolvimento larvalL Os pufes B25CD e -CIQEa

comportaram-se de modo semelhante, foram induzidos em gl3ndulas
de larvas em L6, incubadas "in vitro” na auséncia do horménio,

quando s8é deveriam aparecer em L7. No entanto, esses dois pufes

atingiram, nessas condig8es, um pequeno grau de expansfo.

Os pufes precocemente induzidos em meio isento de
ecdisterona exdégena atingem, em geral, graus de ekpans%o
menores do que quando s3o. induzidos a se expandir "in vitro”,
na presenga de ecdistérona ou QUando se expandem durante o
desenvolvimento larval. Na verdade, acreditamos que esses pufes
ndo foram induzidos precocemente em meio igento de hormdnio,
mas sim que eles se expandiram no seu devido tempo, apés- um
certo periodo de incubag¥o, Nesse caso, o que observamos foi a
continuag3o ”in vitro” de um processo que Jé westava \em
andamento quando da dissecgﬁo_da larva. O fato desées pufes

atingirem um tamanho menor do que nas glandulas incubadas na

presenga de ecdisterona, sugere que a presenga do horménio,
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megmo apdg iniciada a expansfo do pufe, & neceggaria para o

pleno desenvolvimento desse processo.

Un modelo para explicar o controle da atividade dos

pufes pela ecdisterona, foi proposto para Drosoplhila por

Ashburner & cols. (1974) e Ashburner & Richards (1976).
Segundo esses autores, um complexo ecdisterona- receptor induz
os pufes primarios, enquanto mantém o8 pufes secunddrios

inativos. A medida que cessa a aglo do complexe horménio-

receptor, os pufes primériosi 830 inibidos e o= pufes
secundarios sHo ativados, com a participag¢lo do produto dpos
pufes primarios. Esse modelo n%o pode, no entanto, ger

egtendido aos Sciaridios. Em Rhynchogciara, foi verificado que

a indug¥o dos pufes tardios & dependente da presenga de
gl&ndulas enddcrinas ativas e, portanto, de oecdisterona (

Amabis & cols., 1977). Foi s@gerido ainda, por Alvarenga

(1980), que nessa espécie a indugo do pufe de DNA B2, que é um

,

efeito tardio da ecdigterona ( Stocker & Pavan, 1877), @
dependente ”in vitro” da presénca do horm&nio em concentragdes

entre 2,26%10-4M o 4,46x10-9M. Em Trichosia pubescens, os

experimentos de’ligédura de larvas ( Amabis & Amabis, 1384b) e
induc¥o de pufes de DNA "in vﬁtrp" pela ecdisterona sugerem

que, pelo menos até o perfodo P3, a ecdisterona é continuamente
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necessiria para a ‘progressdo .do ciclo de atividade génica

caracteriatico do fim da vida larval.

As alteraglies no padr3o de pufes induzidos pela.
ecdisterona ”"in vitro” s%o acompanhadas por modificagfies no

padr3o de sintese de polipeptidios, nas gl8ndulas salivares de:

Trichosia pubegcens. Essas modificaglBes, em geral, levam a um
padrﬁo'de sintese que a glindula atingiria na fase wgmeguinte

hquela em que se encoentrava no infcio da incubagHo,

Nossos experimentos concentraram—-se em glandulas de
larvas entre as fases L6 e P2 por ser esse o periodo de maior
~atividade dos pufes de DNA e de maiores alteragfes no padr3o de

-sintese dos polipeptidios g]andulares.

iv |
Quando se co@para o padr3o de sintese de

polipeptidios de glandulas L7 iﬁcubadqs ”in vitro” na presenga
de ecdisterona com o de gl&ndulas.nﬁo'incubadas, verifica-se um
aumento de sintese do polipeptidio de 25.000 d nas g!l8ndulas
ipcubadas. Além disso, aléuns polipeptidios sintetizadoz om
giﬁnduias L7 n¥o s3o mais observados nas gl8ndulas incubadas
com . ecdistérona, o  que torna o padrio de s{nteée de
polipeptidios daésas glandulas mﬁito samelhapte_ao observado
nas_faées imediatémenté seguﬂntes ( P1~P2) no desenvolvimento.

normal.,
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Em todoé o8 e#perimentos de analise do padr3o de
sintese de polipeptidios de glaédulas salivares.incubadas ;in
vitro”, dois controles citoldgicos foram realizados. Um deles '
consistiu na fixag% de parte da gl8ndula no momento da
dissecg¢Fo da larva, que serviu para a verificagio do grau de
expansdo dos pufes de DNA no infcio da incubag%o. Um segundo
controle era realizado no fim do periodo de-incubagﬁo @ gperviu
para verificarmos as alteragBes ocorridas no padr%o de pufes de
DNA, no decorrer do experimento. Com isso, "foi poséfval
verificar uma alta correlagﬁo entre a indu¢¥o do pufé de DHA
AZ28BbCa e a.sfntese. do polipeptidio de 25.000 d. Em vidrias
amostras de glandulas tipicamenle em L7, onde apenas o pufe
A28BbCa havia sido induzido a se expandif "in vitro” e inenhum
outro grande pufe de DNA estava presgente, a8 unica fpagﬁo
vpolipeptidica nitidamente detectgda nbs fluorogramas foi a de
25.000 d. Em alguns desses casos; pelas anailiges
densitométricas, pode-se vsrificar qQque a absorbéncia na regido

de 25.000 d chegava a representar 34% do total do fluorogramma.

Tentativas de correlacionar a sintese de outras fragden
polipéptid}cas vcom av-indugﬁo de outrog pufes n3o - foram
conclugivas. No entanto,bem muifos casos onde os pufeé B25CD e
C13Ea estavam preéentes apds a incubag¥o de gl8ndulas L6-L7 emnm

meio suplementado com ecdisterona, observou-se a sintese de
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duag fraglies pfotéiéas de aproximadamente £0.000 d e 70.000 d,
Acreditamos que deve éxistir uma ré1a¢§o entre egpas fragles
protsicas .e aqueslesg .pufes, " uma vez que, - durante o
desenvolvimento larval, dois ﬁolipeptfdios com pegos'
noleculares da ordem de 60.000 4 & 70.000 d s% sintetizados

nas fases em que os pufes B25CD e ClSEé est3o expandidos.

|

CorrelagBes positivas entre polipeptidios especificos
e pufes.de Cromossomos politén%cos tém sido Qspabeleqidaé em
diferentes espécies de dfpgero; ( Beermann, 1%61; Grossbach,
1969, 1973; Tissiéres, 1374; Korge, 1975,1977; chKenzie &
cols., 1975; Spradling & cols.; 1975; Henicoff & Meselson,
1977 ; Biessmann &'cols., 1981). Esses trabalhog, no entanto,
foram restritos a Gspécies'que' ndo apresentam o fenfmeno da
‘amplificagio génica, em cromossomos politénicos das gl8ndulas

i

salivares e que, portanto, n3o desenvolvem pufes de DNA,

A restrigdo dos pufes de DNA a espécies da familia
Sciaridae fez com que durante muitos anos o prdprio fendmeno da
amplificag3o génica fosse contestade ou, na melhor  das
hipdteses considérado um fendmeno restrito aqueles organismos.
Pouco crédito fof dado 3 hipétgse ofiginalmente proposta por

Pavan & Beuer (iBSS),de que .oé pufes de DNA serviriam para

aumentar o numero de cdpias de genes especificos e facilitar a

sintese_de polipeptfdios necessdrios em grande quantidade. Essa
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hipﬁtese 80 éome;du a ter  suporte gxperimental com . a
~demonstragio de que alteragfies no padrdo de pufes de DNA =e
ref'letem em alteraglies no padr%é de =2intese de proteinas nas
glandula= salivares ( Winter & c§ls:, 1977a; Laicine & cols.,

1980; Amabig, 1383b). Nesée sentido; foi possivel ainda

estabelecer -se correlagles entre 'os-pufes de DNA B2 e C2 de

Rhynchosciara americana e fragBes polipeptidicas especificas,
' sintetizadas nas gl3ndulas e presentes como componentes da

gsecregdo salivar ( Winter & cols., 1977b, 1979). -

No entanto, tentativas para se testar essa hipdtege
‘em outros sistemas especializados na sintese de  grandes
quantidades de proteinas especificas, mostraram que n¥%o ccorria

amplificagio dos genes que codificam para essas proteinas.
(Suzuki & cols.,A 1972; Gage & Manning, 1972; Bishop &

cols., 1972; Anderson & Schinke, 1976).

Nossos resultados vemireforcar a iddia de que os
pufes de DNA est3o »relacionadosicom' a sintese de fragBes
polipeptidicas espeéfficas no fim da vida larval, Como
‘mencionado anteriormente, nog experimentos de Lnéubagao "in

vitro” de glandulas salivares dé Trichosia pubescens, foi

verificada uma estreita correlag3do entre o pufe de DNA AZ8BbCa
e avantese de um polipeptfdio espécffico. Com relag¥o a esse

_polipeptidio, foi possfvel wverificar que, no deborrer do

t
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desenvvolvimento larval, a sua #intese inicia-se entre ~os
periodos L5-L6 e aﬁmenta progressivamente ateée P1-P2 quando
passa a diminuir. No entanto, a eéxpansio do pufe AZUBbCa 846 s=e
inicia em L7-P1, sendo que o méximé de expansdo ¢ atingido em
P2. Assim, & possivel detectaf Bintese do polipeptidio de
25.000 d mesmo em épocas onde ainda n%é & possivel verificar a
gxpansdo do kpufe A28BbCa, Isso peoderia significar que a
correlag%o observada nosg experimentos "in vi#ro", © ndo
representa uma relagdo direta lentfe um loco yg@nicé e aéu

produto de sintese. Por outro lado, a regido AZ8BbCa poderia.

ser ativa em transcri¢¥o, mesmo antes da expans¥o do pufe.

Resultados anteriores (Ferreira, 1381), utilizando
precursgor radioativo ( Uridina 31) de RNA, =sugeriam que o pufa.
A28BbCa & muito ativo na =intess de RNA nas fases em que estd
expandido. Os resultados autorradiogrificos, no entanto, n%o
permitiram verificar com Pprecisido gquando ge inicia a
transcrigdo na regi%o-que origina aquele pufé. istoise deve a
uma limitag3o da autorradiografia, que n%o-apresenta resolugio
suficiente para esse tipo de..estudo. A grande dispers3io dos
grios de marcag3o sobre o cromossomo,'nﬁo permite a localizagdo

~precisa de marcagdo em uma faixa especi{fica.

A possibilidade de detecg¥o de hibridos DNA/RNA

- através de técnicas imunoldgicas, permitiu um estudo detalhado
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da presenga de RNA complementar a regiﬁQv A28BbCa, nas
diferentes fases de expansio desse pufe. Como relatado por
alguns autores, o tratamento de preparagdes de vcromossomos
politénicos com anticorpos'anti‘ hibridos DNA/RNA Bseguido de
incubag¥o na presenéa de um segundo anticorpo marcado com
fluorescefné, resulta em uma série de faiwmas fluorescentesz ao
longo de todé o cromossomo polit&nico, com concenﬁragﬁo' nos
pufes e nas regides organizadoras de nucldolo ( Rudkin &
Stollar, 19{7b; Biingen & cols., 198%: Alcoover &ﬂcols., }981)
Tudo indica que, pelo menos, a maior parte desses hibridos
presentes em cromossomos politénicos aejam originados no
decorrer da preparag3¥o das l3minas, pela hibridiza¢do do RNA
récém~ sintetizado ao DNA molde dénaturado ‘pela Fixacﬁo com
dcido acético. A favor dessa hipétese, existem og fatos de que
Véluéo de.fixador ndo denaturante abole a formagHdo de hibridos (
Bunsen & cols., 1882), enquanto que a incubagio dasg
preparacaes na pregen¢a de formamida, antes. do tratamento
imunoldgico, auhenta em ﬁuito a intensidade de fluorescéncia ao
;ongo dos cromossomos ( Biinsen & cols., 1982; Alcoover &
cols., 1981). Em nosso labératérié, foi verificado que‘o mesmo
resultado da ‘in¢uba630 na presenga de formamida 'pode se;
obtidé, com a vahtagem de que a estrutura do cromossomb é

melhor mantida, conservando-se as preparaéses, antes do
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esmagamento, na presenga de 50% de 4cido acetice, por 10 a 20
- minutos a1 temperatura entre 36= g 40«C, Acredi#amos que esge
tratamento provoque uma denaturagl¥o mais efetiva do DNA
cromossdmico, que fica assim mais disponivel % hibridizagdo com

o RNA complementar presente nos cromossomos.

Na anglise de preparagies de glindulas em difersntes
fases do desenvolvimento tratadas pelo método mencionado acima,
detectou-se fluorescéncia na regifo A28BbCa, a partir da fase
L5. A grande resolugio do método imunoldgico permitid que .a
faixa Fluoreécente, presente naquela regi3o cromoss8mica, fossé'
relacionada 3 faixé cromozsfmica que sofre amplificagdo génica
e origina o pufe de DNA em qﬁestﬁo. Como esse método detecta a
presenga de hibridos DNA/RNA, é possivel sugérir que a regi%o
A28BbCa esti ativa mesmo antesz da expans3o do pufe de DNA nessa

regido.

Verificamos ainda, através dessa técnica, que a
incubagio de glandulas salivarea'na presenga de alfa -amanitina
diminui muito a fluorescéncia na regi%o A28BbCa e em outras
.regiﬁes cromossbmicas, em relagdo ao controle ndo tratado com o
inibidor. No <caso de algumas regides cromossdmicas ‘e,
principalménte. db nucléolo, a intensidade de Fluorescéncia ndo
foi praticamente afetada pelo inibidor. Além disso, o fato de

algumas células responderem mais = ao tratamento do que outras,
. . | . )
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est4 de acordo com os resultados obtidos por Beermann (1971)
que mostram .uma variacﬁo na ag¢d¥o da alfa- amanitina,
principalmenge ém experimantés "in vitro”;. Esses resultados
sugerem que o RNA transcrito na regido AZ28BbCa tem
caracteristicas de mensageiro. A alfa ~amanitina foi
relacionada como- inibidér egpecifico de RNA vpolimerasel](

-

Kedinger & cols, 1370; Bonner & Kerby, 1982 ) a qual &

responavel pela sintese de RNA mensageiro ( Plagenzs & cols,

1976; Jamvrich & cols, 1977; Kramer & cols., 1980)

Uma outra evidéncia de que © RNA transcrito na regise
A28BbCa & mensageiro, foi o fato de que RNA poliadenilado,
purificado através de crqmatografia de afinidade em coluna de

oligo dT -celulose, hibridiza-se naquela regiio cromoss8mica.

Nogsos resultados mostram que RﬁA peoliadenilado,
§btido de glandulas L7 incubadas "in wvitro” pér 4 horas na
presenga de ecdisterona e, onde o dnico pufq 'induzido era o
A28BbCa, hibridiza ”iﬁ situ” preferencialmente em duas faixas
do crémossoﬁo A: nas faixas A28AB e A28BbCa. A fluorescgncia da
‘regiﬁo A28BbCa foi maior no caso dessas hibridizécaes do que
quando foi utilizado RNA poliadenilado, extraido de -gl&ndulas
L7 incubadas na auséncia do horm@nioﬂ Além da marcagdo nas
regides A28AB e A28BbCa, avﬁnica outta'regiﬁo bem marcada foi a

organizadora do nucléolo. Essa marcag¥o pode ser étribufda n
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contaminag¥o com RNA ribozsbmico, que normalmente ocorre _em
isolamentos de RNA poliadenilado pelo método de cromatografia
de afinidade em coluna de oligo dT—- celulose ( Bantle & cols.,

1876). Esses resultados sugerem ainda que, nas'conéicéas em que
o pufe A28BbCa & induzido a =e expandir "in vitro” em glandulas
L7, um RNA mensageiro espécffico domina o perfil‘de saintese de

RNAs poliadenilados.

No caso das hibridizacdes de RNA'dQ glandul as L7
incgbadas na presenga de ecdisterona com preparaglies mistés,
contendo cromossomos de glindulaa em periodo L2'-9 L5-L6,
-verificamos que a fluoresqéncia na regiﬁo A28BbCa & maior nos
cromosgsgomog das gléndulaa ﬁais velhas. Por outro lgdo, a
intensidade de fluorescéncia na regiZio A28AB foi semelhante em

ambos oz tipos de cromossomos.

Nossa interpretagdio & que a fluorescéncia
desprdporéional na regido A28BkCa entre os bromossomos das
glandulas'de larvas dés duas idades reflete uma quantidadq
maior de hfbridos nog cromossomos L5-L6, em relag3o aos de L2. —

Isto ocorreria devido a um maior nimero de cdpiasv de DNA
Coﬁplementar ao RNA em quest3o, naquela regildo cromossdmica.
qutanto, o RNA qﬁe 8e hibridiza na regido A28BbCa, deve ser
prodﬁto_ de genes que. sofrem aﬁplificacgo ao longo do

desenvélyimento larval.
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Esses-resultados,' em conjunto, N30 invalidam a
hipdtese de que o polipeptidio de 25.000 d =geja produto do pufe
de DNA A28BbCa. A n3o relac%o‘entre a cindtica de sfﬁtese
daquele polipeptidio e a cinética de expéns%o do pufe, durante
o desenvolvimento .larval, pode ser explicada com base nos
resultados de hibridizagdo com RNA'endégeno.'Foi verificado que
a_regi%o A28BbCa & ativa em trénscric%o a partirbdo periodo L3,

apegar do pufe 80 ge expandir a partir de L7-Pl.

F}nalmente; noszos resultédos mostram gue uma frag%o.
polipeptidica de 25.060 d ost3a presepte na pecregdo galivar de
larvas enm perfoao L7-P2, Jjustamente na fass em que o pufe de
DNA AZBBbCa se expande. Acreditamos que essa fragio corresponda
aquela cuja sintese relacionamos & transcric%o na regido
cromossdmica A28BbCa. Assim, esses resultados sugerem que o
pufe de DNA A28BbCa & responsivel pefa codiffcacﬁo de uma dasz

proteinas da secregio salivar de Trichosia pubescens, no

periodo em que a larva esti formando o casulo. A.rela¢597ﬂéntfé..
um‘pufe‘de DNA o a sfqtese de uma proteina de secréég6iééli§;r;
em um periodo espacffico da formag¢do do casulo, vem de encéntro

a prépria fungo dos pufes de . DNA, éugerida iniéialmente por
Pavan & Breuer f1955).'Essa fase de formacﬁo'dé‘casulo'é muito

curta em Trichogia pubescens e as mudangas no padr3o de sintese

protéica 8s3o muitb répidas. Em tal sistema, haveria demanda de



106

grandes quantidades de diferentes proteinas em curtos espagos
de tempo, o que geria solucionado com a amplificagio dos genes

codificadores @ o desenvolvimento dos pufes de DNA.
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RESUHO

Neste estudo analigamos o padr3o de sintese dé
pdllpeptfdios naé gl8ndulas salivares de larvas de Trichosia
pubegcens, em diferentea periodos durante o fim do quarto
estadio. Foi verificado .que nessa fase 'do desenvolvimento as
giéndulas'salivares sofrem drésticas mudancaé ‘no p;dr%o de -
gintese d? pelipeptidios, Essas mudancésv' podem ser
correlacionadas a alterag@es no padrio de pufesz dos ﬁromossémos

politénicos, principalmente com a atividade dos pufes de DNA.

Com a finalidade de determinar o papel da ecdisterona
nag mudangas do padrdo dé pufes e de sintese ae polipeptidios,
realizamos experimentos  "in vitro” tncubando gléndulaé
salivares na presenga e auséncia desse hqrmanio. Verificamos
Que, pelo. menos entre ‘o8 perijodos L4 e P3, a presehga do
hormdnio é continuadamente necessiria péra a manuteng¥o das
alteracBes sequenciais no padr¥o de pufes de DNA e de sfnﬁese
de pollpeptfdios.‘Em geral, a incubagdo de glandulas " salivares
na.presenca d9'2x10~4M ‘de ecdisterona por 4 horas modifica a
.at;vtdadeAgénica'.para um lpadrﬁo que seria atingid§ ~algumas

 hOP8B ma}suiarde, durante» o degenvolvimento normal. Por outro

lado, a";ncubacﬁo de gl8ndulas em meio sem o horménio
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normalmente_blgquexa a progresggio das alteragtes de atividade

génica que ocorrem no desenvolvimento normal.

Particularmente interessante foi a possibilidade de
se estabelecer uma correlag3io entre o pufe de DNA da fegiﬁo
23BbhCa do cromossomo A e a sintese de um ﬁolipeptfdiohccm peso
molecular de aproximsdamente 25.000 4. Apesar do fato de que
nés experimentos 51n vitro® encontramos uma correlaéag
slénlf&catlya entre s zintese desse polipeptfdio e a indug¥o do
pﬁfa AZ28BbCa, durante o desenvolvimento normal & gintese do
pollpep#fdio se inicia algumas horas antes da expans3o do pufe.
Eésa aparente contradi¢%o Fﬁi, no entanto, elucidada pelos

resultados obtidos em experimentos delineados para estudar a

tranacrig¥o na regizo A28BbCa.

Através de técnicas imunoldgicas que wutilizam

anticorposa ant1 -hibridos DNA/RNA foi verificado que a partir do

periodo L5, isté é, algumas horas antés da expans3io do pufe
A28BbCa, estBo presentes no cromossomo mé]éculas de RNA
complementares 3 faixa que origina aquele pufe. Nossé
interpretagiio para esse fato & 1a de que a transcrigdo nessa
Pegiﬁo cromossbmica particular se inicia antes dp aparecimeﬁto
do pufe. Nes=e casb, n3o hé copﬂbédiéé&_énﬁre os resultados ”in

vitre®” e "in viva®.
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A partir de experiﬁentoe ut.1 1 1=ando alfa-smaniﬁina
como intbidor de RNA polimerase Il & através de hibridizag¥o
"in attu” uesando RNA polt A+, foi deduzido que ‘o produto de
tranaérlcﬁo do pufe A28BbCa tem caracte;fsticas de mensageifo.
Vertficamos que a alfa-amanitina intbe s transcric¥o na regifo
A2BBbCa e que RNA polladeﬁlladp obttdo de gl3ndulas nas quais

aquele pufe tinha stdo tnduzido, hibridiza intensamente neesa

regi3o cromossbmica.

Finalmente pela andlise eletroforética da secregdo de
larvas em diferentes periodos, pudemos  concluir que o

polipeptidio de 25.000 d é um dos componentes da secreg¢do

galivar de larvas entre os periodos L6 o P2.
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ABSTRACT

In thie etudy we have analyzed the pattern of

polypeptide asynthesis in the =aalivary glands of Trichosia
pubegceng larvae at different sastagea during the late fourth
tngtar. It wae found that during these developmental astages the

galivary glande undergo drastic changes in the pattern of

polypeptide synthesia. These changeas could be correlated with .

the alterationz in the puffing pattern of the polyﬁene

chromoegomes, esgentislly with the activity of the DNA-puffe

In order to asgcertain the role of the ecdysterone " in

the changee of hoth the DNA -puffing pattefn and polypeptide

eynthagia, we carried oul experimentz "in vitro” by incubsting

galivary glande 1in the preegence and in the ausence of thie

hormone. 1t was found that, at least during the period between

estages L4 and P3, the presence of the hormone 1g continuouely

neceegeary to support the seQuenctal alterations both in the

DNA~quFing pattern and 1n the protein eynthesie. Az a rule,

the incubation of a ealivary gland in the presence of 2x10-4M

of ecdysterone for 4 houre modifies the gene acttvltyvto a

pattern that would be attained a few houre later during ‘normal

development. On = the other hand, the incubation of gland 1in
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medium lacking the hormone normally hinders the'progresaion' of

the developmental alterationes of gene activity.

Particularly interesting was the possibility to
egtabligh a éorre}atloh between the} DNA -puff at the regilon
28BbCa of the chrama&ome A and the synthesgie of a polypeptide
of MU - 25,0001 d. In egpite of 'the.Fact that "in vitro®
ekper!ments we  found & gignificant correlation between the
syntﬁesla of thie polypepttde and the 1ncubatf0n‘of the puff
A28BbCa, during nofﬁal development the synthesig of  the
polypeptide startz a few hourse before the expangion  of .the
quF. Thie apparent vcontradiction wag, hovever, eluctdate by
feaultz obtélned in experimente delineated to etudy the

tranzcription at region A28BbCa.

By means of immunologtcal techniques using antibéd&es
agalnsﬁ hybrlds'DNA/RNA it wag found that ase eaply”as atageILS,
namely, a few houre before the expansion of puff ARZOHLbCs, RNA
&oleculea complementafy to the band which originates that puff
are prezent in the ehramoaom&f Our interpretation for thga fact
tg that transcription at that partlculaf chromogomal region
:starta long before the appearenée of'vthé puff. In guch a caze
thére-la no contradiction between "in vltré? and "in vivo”

resulte.
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The fact that the product of transeription of ﬁu??
A28BbCa has characteristica of messenger was inferred from
experiments using alfs amanttin as  an  inhibitor of RNA
polymerase Il throughout "in sttu” hybfldlﬁatxon uslﬁg poly A
RNA. It wag verified that alfa-amenitin inhibite transeription
at. region A28BbCas and that #olyadenllated RNA obtained from
glande in which that puff had been induced strongly hybridises

to that chromosgomal region.

Finally, we could conclude by electrophoretic
analysig of the secretion of larvae at different developmental

gtageez that the polypeptide of KW = 25,000 4 18 a component of

the egalivary secretion of larvae from stages L6 until P20
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