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FIGURA 1 — Fémeas de (Chrysomya putoria oviponda
sobre carne. Observar a presen¢a de grandes
massas de ovos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Chrysomnya putoria

1.1.1 Biologia

Chrvsomva putoria é uma moscsa varejeira da familia

Calliphoridae, cuja biologia tem sido muito estudadas em fun¢fo da

recente introducg#o deste género nas Américas (Laurence, 1986).

Muitas varejeiras, COomo Cochliomvia hominivoerax nas
Américas (Zumpt, 1965), sua equivalente no Velho Mundo,
Chrysomva bezziana (Norris,1965; Zumpt, 1965), Lucilia cuprinsa
na Austrédlia e Africae (Zumpt, 19865) e Chrvsomva albiceps na
regifo Etidpieca (Zumpt, 1965), =s8o conhecidas por causarem

miiase®l primaria.

Qutras espécies de Calliphoridae podem ocasionar miiase a
partir de um ferimento, ou mesmo expandir uma miiase iniciada
por uma das espécies primdrias. Neste casc a fémea coloca os ovos
no animal e as larvas podem ai se desenvolver até o momento da
pupariagzo, quando caem no solo (Zumpt, 1965). Alternativamente,

essas espécies nao primérias podem colocar seus ovos em material

! Mijase: infestag¥s de vertebrados por larvas de dipteros que, pelo aenos por certo periedo de vida,
zlimentze-se de tecidc smorto ou vivo, de substdncias liguidas destes vertebrades ou, zinda, do alimento ingeride
por eles {lumpt, 1943).
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orgénico em decomposicdo, onde se incluem cadédveres e fezes
usados pelas larvas para seu desenvolvimento. Chrvsomya putoria
inclui-se nesse grupo de varejeiras, que ora sao saprotréficas,

ora s30 necrotr6ficas (Swift et alii, 1979). S#o referidas também

como parasitas facultativas (Zumpt, 189635).

Essas varejeiras com biologia varidvel podem apresentar
diversos graus de sinantropiaZ, ou seja, desde uma espécie
habitante tipica de mata (grau de sinantropia = -100) até
espécies cujo desenvolvimento ocorre de maneira inteiramente

dependente do ambiente urbano (grau de sinantropia = +100).

0 grau de sinantropia encontradc para (. putoris no Brasil
foi de +31,7 para a regifo de Campinas (SP) (Linhares,198l) e de
+88,39 para regisic de Goiénia (GO) (Ferreira, 1880), o© que
demonstrou a preferéncia dessa espécie por 4dreas habitadas. Na
Africa, C. puytoria é referida como uma presenca constante nas
latrinas e em esterco, onde se cria (Lewis, 18535, Busvine et
alii, 1983; Norris, 1985; Greenberg & Polvony, 1971; Curtis,
1884). Dades nao publicados desta autora e de outros
pesquisadores obtidos no Estado de S&o Paulo, mostram que, em

determinadas épocas do ano, C. putoris é a espécie predominante

no esterco que se acumula sob as gaiolas de galinhas poedeilras,

7 Sipantropia: denmta a dependéncia que certas espécies anieais (roedores, moscas e outros arirdpodes) tée,
para sua existfncia, do ambiente modificado pelo homes e seus animais desésticos. O grau de sinantropia ¢ dado
por uea escala que varia de -100 (n¥o-sinantrépicas) a +100 (altasente sinantrépicas) (Polveny, 19711,
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suplantande em numero todas as outras espécies normalmente
apontadas como causadoras de problemas em avidrios. HNo sul da
Africa, peloc contrério, C. putoria ¢ descrita como ocorrendo em

densidade bastante baixa nestes criadouros (Hulley, 18986).

Assim, por ser saprotréfica/necrotréfica e estar presente na
circunvizinhanca do homem, C. putoria é considerada uma espécie
potencialmente veiculadora de agentes patogénicos para o ser

humano (Greenberg, 1971, 1973; Sulaiman et alli, 1988).

1.1.2 Distribuicido

As espécies do génerc Chrysomyva s8c descritas nos livros
textos como encontradas somente no Velho Mundo, sendo aqui, no
Novo Mundo, substituidas pelo género equivalente, Cochliomyia

(Zumpt, 1985; Greenberg, 1973).

No entanto, em dezembro de 13975, adultos de Chrvsomyva
putoria foram capturados em Curitiba (PR) {Imbiriba et alii,
1977). No ano seguinte, espécimes foram coletados na capital,
litoral e 1interior do estado de Sao Paulo (Guimar8es et alii,
1978) e um levantamento realizado de 1978 a 1978 revelou a
presenga de C. putoria em varios outros estados, incluindo Para,

Rahia e Rio Grande do Sul (Guimaraes et &lii, 1980). Em 1980,
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viarias localidades, que o trabalho anterior mostrava ainda ndo
terem sido alcangadas, Jja abrigavam C. putoria na sua
dipterofauna, entre elas Amazonas, Cearda, Pernambuco e Rio
Grande do Norte (Prado e Guimarides, 1883). Em 1883, essa espécie
foi registrada em todo o Brasil e levantamentos realizados em
outros paises sul-americanos, naquela virada de décadsa,
mostravam, assim como aqui, a presenca em abundéncia nac sé6 de C.
putoria como de outras duas espécies do género, C. albiceps e C.
megacephala (Mariluis, 1980; Laurence, 1981; Prado & Guimarides,

1983; Baumgartner & Greenberg, 1984; Lsaurence, 1886).

Coincidentemente com o registro de grandes niveils
populacionais de C. oputoria no Brasil, houve um declinio
significativo da presenga de Cochliomvia macellaria, o que tem
sido apontado como resultado de deslocamento por parte da

primeira (Ferreira , 1980; Baumgartner & Greenberg, 1984)

A hipdtese levantada para s entrada e estabelecimento de C.
putoria no pais relaciong—os & chegada de varios navios com
refugiados africanos, provenientes de ex-colbnias portuguesas
emancipadas a época (Guimarses et alii, 1980). Trazendo animais
domésticos e alimentos armazenados por longo tempo, em condigdes
sanitarias bastante precdrias, os refugiados devem ter promovido
o desembarque de muitos exemplares jovens e adultos de Chrysomva.

Aliado a isto, deve ser considerads a intensificacgg do tréfego
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comercial entre as Américas e a Africa nestas duas tltimas

décadas.

1.1.3 Taxonomia

0 "status"” taxonbmico de Chrvsomyva putoria € ainda
questionavel. Alguns autores como Zumpt (1956; 1985) e Pont
{1980) consideram C. putoria apenas uma variagdo de C.
chloropvega. Por outro lado, Boyes & Shewell (1875) e
Baumgartner & (Greenberg (1884) reconhecem que se tratam de duas

espécies.

Considerando a identificagioc realizada por Dr. B.R. Laurence
(com. pessoal) bem como a auséncia na espécie em estudo de sinais
tordcicos caracteristicos de C. ¢chloropvgs (Greenberg, 1871),

optamos pela terminologia adotada por Baumgartner & Greenberg
(1984): C. putoria = €. chloropyga forma putoria. Seria esta,

entao, a espécie que chegou as Américas.

1.1.4 Dados cariocotipicos

A snélise cariotipica de C. putoris foi realizada por Boyes

& Shewell (1975) para = espécie coletada na Afriea do Sul
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(Joaneshurgo) e no Quénia (Nairebi), por Ullerich {1978), de uma
linhagem mantida em Londres, que por ter sido fornecida por
Pr.J.R.Busvine, deveria ser proveniente de alguma regizo do
Congo (com. pessoal Dr.B.R. Laurence), e por Azeredo-Espin &
Pavan (1983), para exemplares mantidos no Departamento de

Parasitologia (IB) da UNICAMP e coletados na regifico de Campinas

(SP).

Como todo membro da familia Calliphoridae, €. putoria
apresenta nimero de cromossomos 2n=12, com 5 pares de autossomos
mnetacéntricos e 1 par de cromossomos sexuais homomdrficos (XX)
na fémea e heteromdérficos (XY) no macho. O par sexual € o menor
de todos os do lote (Azeredo-Espin & Pavan, 1983). Ullerich
(1976) descreveu, através de estudos de padrac de banda-C em
cromossomos mitdticos e meidticos, a presencga de heterocromatina
constitutiva em todos os cromossomos dessa espécie. Nos 5 pares
dos autossomos ela & restrita a pequensas regides adjacentes &aos
centromeros. 0Os cromossomos sexuals sio gquase totalmente

heterocromaticos.

Avancini & Mello (1987) descreveram a natureza
heterocromdtica de um corpo gue aparece no niacleo das células
tréficas a partir da fase III de desenvolvimento ovariano, o
gual poderia ser resultante da associacio da heterocromatina do

X com a centromérica dos autossomos.
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1.2 AS CrELULAS TROFICAS OVARIARAS

Os ovdrios dos insetos s#o constituidos por um conjunto de
ovariolos, os quais s30 classificados segundo explicagfo que se
segue. HA os pancoisticos, nos quails os foliculos ai originados
s@io formados pelo odcito envolvido por uma camada de epitélio
folicular e, hd os meroisticos, onde também concorrem para &
formagia do foliculo uma ou mais células tréficas (Brandt,

1874). Baseando-se na localizagioc das células troficas em

relacso so oécito, hd uma subdivis#o na classificacdo dos
ovariolos meroisticos (Gross, 1903). Se estas células estido
junto ao odcito, formando um conjunto envolto pelo epitélio

folicular, os ovariolos sfo chamados mercisticos politrdficos.
As células tr6ficas podem, no entanto, estar distantes do
odcito, préximas a0 germério, mas ligadas ao odcito por corddes;
os ovariolos s#Ho ent3io denominados meroisticos acrotrdéficos
(revisdes de: Engelmann, 1970; de Wilde & de Loof, 1873; Telfer,

1875; Berry, 1885).

Os dipteros apresentam ovario com ovariolos do tipo
meroistico politréfico (revis3o: Martoja, 1977), representado na
Figura 2, a qual mostra também um esquema de um foliculo
ovariano, com seus componentes: odcito, clmara tréfica e epitélio
folicular. Em Calliphoridase todos os ovariolos sapresentsam

desenvolviments sincrdnico e os ovos, formados a cada ciclo, s3o



FIGURA Z:

24} Esquema de ovario contendo vdrios covarioclos do
tipo meroistico politréfico. Ao lado um desses
ovariolos.

ZB) Esquema de um foliculo ovariano contendo
odcito em desenvolvimento, c8mara trofica, com
algumas células troficas representadas, e eplitélio
folicular. Somente as 4 (duas no desenhfo) células
troficas proximalis estdoc em contato diretec com o
odclito.
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postos geralmente de uma s6 vez (Figura 1).

0 foliculc ovariane de €. puteriz ¢ composto de 18
cistoécitos. Estes sf3o derivados, como produto de 4 divisdes
mitéticas, de uma célula germinativa denominada cistoblasto

(terminologia segundo Brown & King, 1364 que, por sua vez,
originou-se no germdrio a partir de uma divis38c mitdética da
oogdnia (Avancini & Prado, 1986). Somente um dos cistécitos
transforma-se em o0d6cito; as 15 células 1irmEs remanescentes
desenvolvem-se em células trdéficas, sendo gque os citoplasmas
das mesmas permanecem interconectados entre si e ao do odcito por
pontes intercelulares (ring canals) (Brown & King, 1964;

revisdes: de Wilde & de Loof, 1873; Telfer, 189735).

Apesar de todas as 16 células serem de origem germinativa,
as 15, que se transformam em células tréficas, tém como funcio a
produgdo de RFEA que seré& fornecido a0 odcito. O RNA, do tipo
ribossomal principalmente, a ser usado na embriogénese, é
transportado ao o0b6cito emn desenvolvimento através das pontes
intercelulares gue o comunicam com as 4 células tréficas mais
basalmente localizadas (revisao: de Wilde & de Loof, 1973;

revisgo: Telfer, 1975; Ribbert & Buddendick, 1984).

Existem casos excepcionais de OVArios meroisticos

politréficos onde foram descritas samplificacgso de rDNA nos
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nucleos dos oécitos (Ribbert & Bier, 1967), amplificacdo nos
nicleos das células tréficas (Cave, 1882) e alguns casos de sub-
replicacdo destes mesmos genes (Renkawitz & Kunz, 18735). Apesar
disto, aceita-se que a poliploidizacio da c¢élula tréfica, sem
qualquer amplificacgio seletiva, possa ser responsével pela
quantidade aumentada de rDNA disponivel para transcrever esse

RNA (Cave, 1982).

Hia trabalhos que atribuem d&s células tréficas também o papel
de sintetizadoras das proteinas que comporao o vitelo
(Gutzeit, 1980). A maioria dos autores, no entanto, refuta esta
teoria, considerando-a baseada em dados ndc muito conclusivos
(Brennan et alii, 1982). Assim, para gue o o6cita complete seu
desenvolvimento, ele deve, partindoc de uma c¢élula inicialmente
semelhante as 15 células tré6ficas, aumentar seu volume cerca de
100.000 vezes e ser totalmente preenchido por vitelo, segundo
cédlculos de King et alii (1956) para Drosophila melanogaster.
Este vitelo é composto dentre outros elementos, de proteinas,
das guais as principais sio as vitelinas (Engelmann, 1970, 1878;
Bownes, 198B). As vitelinas, codificadas por genes presentes no
cromossomo X, c¢omo foi verificado em Drosgphila e Logusta
(Postlethwait & Jowett, 1980; Bradfield & Wyatt, 1983), tém
sintese exdgena 8o ovéArio, principalmente nos corpos gordurosos
abdominais (revisges: Engelmann, 1879; Hagedorn & Kunkel, 1979).

As vitelogeninas, como sio chamadas as vitelinas quando presentes
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na hemolinfa, s@o cspturadas por Ppinocitose pela cértex do
oécito. Para atingi-la, essas proteinas devem atravessar os
espacos 1ntercelulares modificades das células epiteliais que
recobrem o od6cito (Hagedorn & Kunkel, 1979; Telfer et alii, 1982;

Berry, 18985).

1.2.1 Endociclos

Os termos endorreduplicag¢dc e endomitose, bem como outros
relacionados a modificacdes do c¢iclo mitétice tém sido
apresentados por diversos autores sem grande concordincia

quantoc & nomenclatura empregada para os fendmenos (Pearson,
1974; Brodsky & Uryvaeva, 1877; Nagl, 1978; Lima de Faria, 1983;
Therman, 1886, para citar alguns). Optamos por usé-los de acordo
com Brodsky & Uryvaseva (1977) por uma simples gquestdc de clarezs

quanto a apresentacio de conceitos.

Nos chamados endociqlos, ocorre duplicacgdo do material
cromatinice sem haver divis#o celular subsequente nem dissociacg#o
do envélucro nuclear. Se ocorrida a replicagio de DNA, as
cromatides filhas nin se sepsrarem, permanecendo intimamente
pareadas e, além disso, houver pareamento de homélogoes,
formam-se unidades cromossfmicas conhecidas como Ccromossomos

politénicos. 0 grande nimero de croméatides dispostas, assim
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pareadas, torna a alternédncia de regiges cromoméricas e
intercroméricas visivel, originando os conhecidos padroes de
bandas e interbandas dos c¢romossomos politénicos. E importante
lembrar gue, em dipteros, os cromossomos politénicos aparecem em
nimero correspondente ao nimerc n do genoma, dadc o pareamento

de homdlogos.

Segundo Brodsky & Uryvaeva (1877) e também Nagl (1978) a
endorreduplicagio n#lo necessariamente leva & politenia, ao gque

parece quando o niimero de replicacdes & menor.

Uma segunda possibilidade que ocorre neos endociclos é a
replicagdo do material cromatinico, seguida por algumas das
fases caracteristicas da mitose porém sem formacd3o de placa
equatorial nem movimento de andfase (Geitler, 1939) e, por fim,
pela separagao de cada par de cromossSomos filhos. Como n#o
houve rompimento da membrana nuclear neste processo, os autores o
denominam endomjitose. Neste c¢aso o produto é um nidcleo
polipldéide, com um namero de cromossomos maior do que 2n. Deve-
se lembrar gue a poliploidia pode decorrer naoc sé de endociclos,
mas também de distarbios de uma mitose normal e de fussoc nuclear

(Brodsky & Uryvaeva, 1977).
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1.2.2 Heterocromatina

Assim como em relacao aos conceitos apresentados no sub-item
Endociclos, ha ou houve, com relacdo 2 heterocromatina,
divergéncias entre diversos autores quanto & sua conceltuacgdo

(revisdo: Mello, 1278).

Este termo foi definido por Heitz (1828) para designar a
cromatina de partes especificas de certos cromossomos, que
permanecem condensadas durante a intérfase, retendo as
propriedades de colorabilidade intensa caracteristica de
cromossomos metafdésicos. Em  contraposicdo & heterocromatina, a

cromatina que se apresentava difusa foi chamada eucromatina.

Brown (1966) prop6s uma distingdo das heterocromatinas em
dois grandes grupos. A neterocromatina constitutiva estaria
presente em ambos os homélogos, sendo um exemplec a que ocorre
vizinha a4 regidc centromérica dos cromossomos. FPor sua vez, a
heterocromatina facultativa estaria presente em apenas um dos
cromossomos do par, da qual um bom exemplo é o lote de
cromossomos paternos dos pulgbes coccideos (Brown & Nur, 1864) ou
o comportamento de um dos cromossomos X em fémeas de mamiferos

(Barr & Bertram, 1949; Lyon, 1961; 1962; 1874).

Uma das caracteristicas bem conhecidas da heterocromatina
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constitutiva é gque se trata de um tipo cromatinico especial, que
apresenta em sua composicac um DNA altamente repetitive (revisdo:
Mello, 1978). Como bem lembra essa autora, outros tipos de DHNA,
que ndo repetitivo, também constituem o DNA da heterccromatina e,
por outro lade, nem todo DNA repetitivo estéd localizado na fragdo
heterocromiatica, razdes pelas quais o8 termos DHNA repetitivo e
heterocromatina constitutiva n&g¢ devem ser considerados como

equivalentes.

Um método para detectar-se citologicamente a8
heterocromatina constitutiva é o método da banda C (Pardue &
Gall, 1970), onde scredita-se que haja uma remocaoc diferencial do
DNA cromossdmico e que as regides heterccrométicas sejam mais

resistentes a essa remocdo (Comings, 1878).

Desde o 1inicio das pesguisas com cromossomos politénicos,
Heitz (1834) ja4 havia notado que a porgdo da cromatina total que
é heterocromdtica é muito menor nos cromossomos politénicos do
que nos mitéticos. Assim, no processo de politenizacie em
Drosophila, & alfa-heterocromatina contendo DNA satélite nao é
politenizada (Rudkin, 1869; Gall et alii, 1971; revisdo: Spear,

1977).
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1.2.3 0 aumentc de contetido de DNA e alteracdes em estrutura

cromatinica nas células trdficas de dipteros

Diversos autores jd trataram da guestio do aumento de DNA
nas células tréficas de dipteros (Hertwig, 1935; Bauer, 1938;
Painter & Reindorp, 1939; Hsu & Hansen, 1853; Schultz, 1856;

Bier, 1957; Brun & Chevassu, 1958; Beattie & Cheney, 1979).

Apdés as primeiras constatagges da ocorréncia de alteragdes

morfoldgicas nucleares nas células tréficas de dipteros

(Hertwig, 1935; Bauer, 18938), os estudos que se seguiram
tentavam explicar o fenémeno, baseando-se cada qual nas
interpretacdes préprias de cada autor. Pelo fato de Geitler
(1937) Jja ter descrito o gque chamou de endomitose, esta

tornou-se o objeto mais constante das suas explicagdes (Painter
& Reindorp, 1839; Bier, 1957; Jacob & Sirlin, 1859). Ha que se
considerar, porém, a influéncia que novas descobertas tém sobre
a interpretacdoc dos relstos subsequentes. E assim que tentamos

entender o contexto em gue ocorreu o uso daguele termo.

Geitler (1937) havia entdc descrito a endomitose em células

de testiculos de Hemiptera, guase a0 mesmo tempo em QqQue as
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descrito originalmente por Geitler (1837), parece nac ser de
ampla ocorréncia em insetos, muito embora, no dizer de Brodsky &
Uryvaeva (1975) seja, na maioria dos casos de poliploidis,

erroneamente utilizado para explicéd-las.

As figuras, representando os nticleos endomitdticos,
encontradas em vArios trabalhos de Geitler (White, 1973), sia
muito diferentes de qualgquer fendtipo observado nas células

trdficas.

Alguns autores como Hsu & Hansen (1953) n8c aceitavam as
alteracdes cromatinicas como consequéncia de endomitoses ou de
duplica¢des do numero de crom#tides., Congidersvam que o aumento
do volume nuclear era devido 380 aumento no comprimento dos
cromossomos. Qutros como Brun & Chevassu (1958) ndo aceitavam nem
rejeitavam qualquer uma das duas explicagdes, arriscando até uma
terceira: uma expansio do material creomatinico &s custas do

nuclecplasma.

Quanto aoc detalhamento dedicado & parte morfoldgica do
processo, Bier (1857), baseando-se nas descrigdes de Painter &
Reindorp (1933), parece ter realizado o trabalho mais completo
de gque chamou de endomitose nas células tré6ficas. Mostrou,
através de estudos volumétricos, que o0s cromossomos apresentam

morfologia de politénicos tipicos qQuando seu contetido Feulgen-DNA
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€ 1B C, desintegrando-se nas varias cromédtides no ciclo de

replicacdo seguinte (32 C).

Dentro da ordem Diptera os principais estudos referentes ao

aumento do conteddo de DNA nas células troficas acham-se

sumarizados na tasbela I.

TABELA I
ESPECIE CONTEODO ¥eT0D0 AUTORES
FEULGEN-DNA GUANTITATIVD
GU FLDIDIA
Prosophila selanogaster a2 C volume ea corte Hertwig {1933)
histelégice
Prosophila aeiancgaster 12 € voluee en corte Painter & Reindorp {1939}
histolégice
Prosophila melanogaster 104 C picroespectrofotometria Schultz {1936)
Drosophila eelanogaster 512 € auts radiggrafia dacob & Sirlin {1959)
Lalliphara erythrocephala 4094 € voluse em corie Bier (1937}
histolégico
Rhynchasciara angelae 64 n contagem aphs Basile (1964)
escaganentc
Lucilia cuprina 1024 C picroespectrofotometria  Beattie & Cheney (1979]

de corte histoldgico

Os dados sapresentados na tabela I, obtidos através de
diferentes processos metodoldgicos, servem mais como valores

indicativos dos que podergio ser encontrados dentro da ordem
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Diptera, poils, como podemos notar, hd algumas discordfncias nos

valores, mesmo dentro da mesma espécile.

A nosso ver, a maior fonte de discrepfincia entre eles
nac € 86 a metodologia empregads, was sim, o valor referencial
adotado como dipldide. Para exemplificar melhor, tomaremos o caso
de Jacob & Sirlin (1959). O valor considerado por eles como 2n,
foi o resultante de medigdes nss células epiteliais de foliculos
em fase 7 (segundo classificacidoc de EKing et alii, 1958) que
corresponderia 4 fase V de Avancini & Prado (1986). Ora, mesmo
que Jacob & Sirlin (1859) tenham considerado a distribuicgszoe
bimodal dos valores, interpretando-os como pré e pds periodo S
do ciclo mitético, portando 2C e 4C, n3do podemos concordar quando
dizem que estes nicleos nao sofreram, posteriormente, qualquer
mudsnca ou crescimento que indiguem gque atinjam nivel mais alto

de ploidis.

Mahowald et alii (1979) encontraram gque nsa fase 7 em
Drosophila, os ndcleos epiteliais s3o poliplédides, 4C e BC. Desta
forma, sem se analisar o trabalho de Jacob & Sirlin (1958} como
um todo, podemos deduzir qQque o valor final atingido nas células
tréficas daguela espécie deveria ser 1024 C e n3c 512 C como os

autores concluiram.

No caso de Beattie & Cheney (1879), eles ndo usaram qualguer
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valor medido como referéncia, mas sim, o estimaram, baseados em
dados biblicgréaficos de Drosophila. Consideraram gque o© menor
valor medido para o niucleo de células tréfica, quando o foliculo

apresenta os 16 cistdcitos na porgdc basal do germdario, é 4 C.

Apesar de ter feito uma apresentagic de maneira extremamente
resumida, Schultz (1856) foi, na nossa opiniio , quem chegou ao
valor final de valores Feulgen-DNA de maneira mais sistematizads,
pois medindo andfases de células epitelials, estabeleceu , assim,

valores referenciais 2 C.

Vale a pena ressaltar gue no final da década de 50, quando

muito se pesquisou sobre os métodos que visavam o© controle de

alguns insetos-pragas, o conhecimento dos processas
endorreplicativos e seus momentos de ocorréncisa no
desenvolvimento das c¢élulas tréficas eram de grande valia

(revisgo: La Chance et alii, 1968). I=sto pode ser depreendido de
alguns destes trabalhos, pois a produgio de ovos ers mais
facilmente inibida se o tratamento por esterilizantes, gquimicos
ou fisicos, coincidia com o que erroneamente considersvam o pico
da chamada endomitose, ou seja, com a presenga de politénicos
nas células tréficas. Antes ou depois deste momento, o mesmo
efeito sé era conseguido com doses bem maiores dos esterilizantes
{Morgan & La Brecque, 1962; La Chance & Bruns, 1963; La Chance &

Leverich, 19868).
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Nesta unltima década, os pesquisadores tém reconhecido a
importéncia das células tréficas no estudo da fisiclogia

cromossdmica, desde que o grupo de R.C. £King (King et alii,

otu (ovarian tumour) nos quais as

1981) identificou mutantes
unidades politénicas mantinham-se como tal, mesmo apds as
primeiras endorreplicag¢des. Nestas células, chamadas pseudo-
trdoficas ( pseudo nurse cells), produzem-se cromossomos
politénicos com elaborada organizacao banda-interbanda, o gue

permite qgue elas sejam as mais adequadas para andlises

citélogicas no inseto adulto (Sinha et alii, 1987).

Os estudos mais recentes sobre o conteddo de DNA nes
células tr6ficas, de algumas das espécies anteriormente
estudadas, mostram que as replicagges n#io s8c do genoma como um
todo, ocorrendo sub-replicacdes significativas de algumas
sequéncias. 0O DNA satélite parece ser o mals unanimemente
relatado como sub-replicado (Renkawitz & Kunz, 1975; Renkawitz-
Pohl & Kunz, 1975; Redfern, 1981; Hammond & Laird, 1985). Menos
frequentemente descritas como sub-replicadas S80 as sequéncias
codificadoras de histona e, por fim, com resultados bastante
divergentes, que ora favorecem a hipdtese da sub-replicagio ora
nic, s#o descritas as sequéncias de rDNA (Renkawitz & Kunz, 1875;
Jacobs-Lorena, 1980; Beckingham & Thompson, 1982; Hammond &

Laird, 1985).
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1.3 AS CRLULAS FOLICULARES EPITELIAIS

As células foliculares constituintes do epitélio funcionam
como elementos que podem facilitar ou impedir a passagem de
precursores do vitelo presentes na hemolinfa. Durante a
vitelogénese, espagos intercelulares s#do gerados por algum dos
diversos processos ativos gque permitem a passagem de grandes
moléculas até & cortex do o©dcito, onde serdoc incorporados por
endocitose. Com o final da vitelogénese esta permeacido &
encerrada pelo surgimento de zonas de oclus&o entre as células

foliculares (revisdao: Telfer et alii, 13982).

Descobriu-se também gque complexos juncionais de alta
permeabilidade entre células foliculares e o6cito possibilitam
a incorporagac de pegquenos solutos hidrofilicos diretamente no

opoplasma (revis3io: Telfer et slii, 1982).

As células foliculares epiteliais tém como principal fungdo
sintetizadora descrita a produg¢do da membrana vitelinica e das
proteinas do cdrion (King & Vanoucek, 1960; King & Koch, 1983;
revisdes: de Wilde & de Loof, 1973; Huebner, 1984). Os pgenes de
pelo menos 3 destas proteinas foram descritos como amplificados
até 10 vezes em Drosophila melanogaster (Spradling & HMsahowsald,
1980). Antes que a amplificag¢fdc ccorrsa, no entantoe, as células

foliculares desta espécie passam por 2 ciclos de endorreplicacgiho.
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Quandec os genes coridnicos entram em funcionamentc nos niacleos
das células foliculares de Drosophila, os wvalores Feulgen-DNA
aumentam sainda mais, mas nsc ocorrem duplicacdes exatas do
contetido de DNA, indicacioc da sub-replicac¥3o de algumas partes do
genoma (Mahowald et alii, 1979). Hammend & Laird (1985)
determinaram por hibridizacgo in situ que as segquéncecias
codificadoras de DNA satélite, histonas e rDNA s3o as

responsiveis por esta sub-replicacsgo.

Além dessa fungfo sintetizadora considerada geral para
vrios 1insetos, as células foliculares foram descritas como

locai=s importantes de sintese de proteinas de vitelo, pelo menos

em Drosophila (Brennan et alii, 1982).

1.4 DIETA E OVOGENESE

0 desenvolvimento dos foliculos ovarianos estudado
detalhadamente sob seus aspectos bioquimicos, ultraestruturais e
citoquimicos, pode ser simplificadamente dividido em duas etapas
bem nitidas nos ovédrios meroisticos politréficos: a etapa
pré-vitelogénica, quando nac foi ainda iniciada deposic#ioc de
vitelo no odcito e a etapa vitelogénica que se carscteriza pela
deposicaoc crescente de vitelo no oécito, até gque sejsa totalmente

preenchido ¢ espaco delimitade pelo foliculo. Em C. putoria estas
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etapas sHo representadas respectivamente pelas fases I a II1 e IV
a X (Avancini & Prado, 1986} (Figura 3). Este processo esta, na
maioria das espécies, scb a regulagdc do horménic Juvenil
secretado pelos corpora allata e também sob a regulagio de
outros fatores, p.ex. a dieta e outros horménios, gue parecem
variliar bastante dependendo da biclogia da espécie em
consideracdoc (Hagedorn & Kunkel, 1878; Schwartz et alii, 19835;

Raabe, 1986).

Sem se pretender detalhar esta ampla variagio existente
guanto ao tipo de fatores reguladores, ¢é possivel fazer-se uma
separagdo dos insetos, em dois grandes grupos, baseads num desses
fatores, ou seja, & dieta ingerida pela fémea adulta. Se =a
fémea, recebendo nada mais deo que uma dieta de manutengso,
produzir ovos através da mobilizacioc de recursos internos, &
espécie é dita autdgena (Baxter et alii, 1873). Se, por outro
lado, os ovos s6 forem produzidoszs quando a dieta do inseto adulto
fornecer o0s nutrientes necessdrios para tal producfo, a espécie
¢ dita anautdgena (Spielman, 1971). €. putoria faz parte deste
dltimo grupo, pois, se ndo lhe for fornecido alimento proteico
(figado, carcaca), ela atinge no miximo a fase III de
desenvolvimento ovariano, ou seja, nda inicia vitelogénese

{Avancini, 1888).
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Desta forma, as modificagdes nucleares cbservadas durante
uma ovogénese completa podem ser diferentes das gque ocorrem

quando a ovogénese é interrompida.
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2. COLOCACE0O DO PROBLEMA E OBJETIVOS

Estudos iniciados hd algum tempo com ovegénese de C. putoria
(Avancini & Prado, 19886) mostraram haver alguns aspectos

pertinentes ao assunto que mereciam melhor aprofundamento.

Jé haviam sido observados nas células trdficas, durante uma
fase bastante inicial do desenvolvimento ovarianc, cromosSsonos
que, morfologicamente, assemelhavam-se a politénicos. Estes,
porém, apés um curto periodo nac eram mais notados (Avancini &
Prado, 1986). A partir de ent8c, tornava-se presente, nos
niicleos em constante crescimento, um corpo fortemente corado apés
TERCHO de Feulgen, gue demonstrou-se ser heterocromético

(Avancini & Mello, 1887).

Verificou-se também, gue essa espécie de diptero, guando sob
dieta de acicar, n3oc inicia vitelogenese (Avancini, 1988) e,
assim, os nicleos das células troficas nio atingem grandes

proporgoes.

Por outro lado, como foi apresentado na INTRODUCRO,
percebemos que nio existem estudos em Diptera que aliem um
detalhamento morfolégico das alteragdes por que passam oS nlicleos
das células tréficas a um estudo quantitativo do conteddo

cromatinico desses niicleos durante esta evolugao.
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Assim, estudos que permitissem esclarecer certos pontos
levantados sobre a ovogénese de €. putoria poderiam contribuir na
compreensio de algumas questées bésicas da Biologia, como a
ocorréncia e significado de politenia e poliploidia, bem como

seus respectivos mecanismos de controle.

Sob outro aspecto, consideramos que o conhecimento das
alteracdes cromatinicas/cromossdmicas que oOCOrrem durante o
desenvolvimento das células relacionadas a producldo de ovos
poderd servir, inclusive, de subsidie a futuros programas de

controle dessa espécie.

Tendo eszsses objetives em mente, pretendemos abordar com este

trabalho os seguintes tépicos:

1. Verificar as mudangss morfoldgicas por gque passa o

material cromatinico das células tréficas de ovério de

Chrvsomva putoria, durante o seu desenvolvimento.

2. Confirmar, =através da determinacdoc de conteddo de DNA, a
presenca de cromossomos politénicos em células tréficas de (.

putorias em determinada fase da ovogénese.

3. Determinar, aoc longo do desenvolvimentoc ovariano, como

evoluem os valores Feulgen-DNA nos niicleos das células trdéficas.
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4. Sabendo-se que a partir da fase III ha nas células
tr6ficas a presengca de um corpo heterocromatico (Avancinil &
Mello, 1987), pretende-se também conhecer seu cotiportamento em
termos de nivel de replicacic nas fases seguintes, em comparacdo

com & respectiva eucromatina.

5. Busca-se conhecer o efeito de uma dieta aproteica sobre

as alteracdes nucleares das células troficas.

8. Tendo em vista a estreita relagio topografica aque existe
entre células tréficas e células epiteliais, decidiu-se
verificar o conteiddo Feulgen-DNA das c¢élulas do epitélio

folicular durante a ovogénese.
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3. MATERIAIS

3.1 OBTENCAO DAS MOSCAS

As moscas utilizadas no trabalho foram de geragdo Fl1 a F3,
obtidas de exemplares coletados no campus da UNICAMP em Campinas
(8P). Foi realizada captura com pucd dos exemplares que
sobrevoavam uma isca, que consistia de carcagas de ratos ou
camundongos mortos hé& algum tempo, e gue, portanto, apresentavam

forte odor.

No laboratério a geragdo parental (P) era mantida em gaiolas
com 4agua, aclicar, além de figado ou carne moida onde realizavam

a postura de ovos.

3.2 CRIACAD

3.2.1 Larvas

As larvas eram criadas em meio de cultura (Leal et alii,
1982) ou em carcaca. Os vidros com as larvas eram mantidos em
estufa a temperatura de 27°C. Apds cerca de 8 dias as larvas de
terceiro estagio (L3) deixavam de =se alimentar e iniciavam

migracdo a procura de substrato, que podia ser serragem fina ou
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areia , para empupar.

3.2.2 Adultos

As moscas utilizadas no trabalho eram mantidas em gaiolas
de 30 x 30 x 40 cm confeccionadas com armagio de ferro e cobertas
por telas de nylon, permanecendo na sala de criacdo a
temperatura de 24°C *1°C, fotoperiodo 12/12 horas. A populacido
nas gaiolas era formada por um namero que variava de 200 a 400

moscas cuja emergéncia estava compreendida num periodo de 6

horas.

3.2.2.1 Dieta padrio

Os adultos eram alimentados com aglcar de cansa refinado e

agua ad libitum e figado bovino cru por cerca de 3 horas/dia.

3.2.2.2 Dieta de acicar

Foram mantidas populagdes en gaiolag cuja alimentacg#o

consistia de ac¢lGcar refinado e d4gua somente.
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3.3 REMOCAO DOS OVARIOS

A intervalos que variasram de 4 & 12 horas, os dois ovarios
eram retirados das fémeas anestesiadas previamente com éter
sulfirico e dissecadas em solugdo de NaCl 0,85% . Esses Grg#os

eram, entdo, submetidos aos diferentes procedimentos descritos em

METODOS.
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4. METODOS

4.1 CLASSIFICACAO DAS FASES DA OVOGENESE

Os foliculos ovarianos submetidos 4s técnicas de preparacdo
citoldgica foram previamente classificados de acordo com a
descricao de Avancini & Prado (1988). Esta classificac#o, que
consiste de 10 fases, foi baseada em vVvaArias alteragdes
morfolégicas que o foliculo sofre so longo do desenvolvimento
ovariano. As 10 fases, ilustradas esgquematicamente na Figura 3,

estdo resumidamente descritas abaixo:

s Fase I: os 1B cistécitos originados da oogdnia estio
localizados na porgéo inferior do germdrio piriforme, formando um
cisto esférico, que, apds ser envolvido pelo epitélio formado de
uma Gnica camada de células, separa-se do germério, dando origem

a um foliculo ovariano.

= Fase II: o foliculo, completamente separado do germdrio pelo
pedicelo interfolicular, é aproximadamente esférico, contendo o
o6cito na regido basal e as 15 células tréficas, com tamanhos
similares, distribuidas pelo restante do espaco folicular. Nessa

fase sf#o vistos cromossomos politénicos nas células tréficas.



FIGURA 3 — Esquemma das 10 fases da ovogénese de
Chrysomva putoria (Avancini & Pradse, 1386) (nio

est8o representadas todas as células trdficas).
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s Fase III: o foliculo aumenta bastante de tamanho, os nicleos
das 15 células tréficas tornam-se mais separados entre si e
observa-se nitidamente a distribuic8oc polarizada deles: os
maiores, mais préximos ao obcito e os menores, mais distantes, na
regido sapical. As células do epitélic deixam de ter a forma

ciibica pasra tornarem-se mais achatadas.

s Fase IV: o foliculo em crescimento torna-se ligeiramente
elipséide e gréanulos de vitelo sao vistos ao redor do oéeito. O

segundo foliculo comega a se formar no germéario.

« Fase V: o foliculo além de maior, torna-se mais elipséide. A

deposicio do vitelo ocupa toda a porg#o basal do foliculo.

a Fase VI: o oécito, preenchido por vitelo, ocupa cerca de 1/3
do foliculo. O epitélio ao redor do cdécito torna-se colunar e ao

redor da cémara tré6fica , mais achatado ainda do que estava em V.

w Fase VII: o oécito ocupa cerca de 1/2 do foliculo jé
bastante asumentado; ocorre uma migrag8oc posterior de células
epiteliais, estabelecendo uma alta densidade ao redor do odcito e

ums densidade bastante baixa ao redor da c&mara trofica.

= Pase VIII: o foliculo, maior em comprimento, torna-se mais

estreito, e o odcito ocupa cerca de 2/3 do feoliculo.
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s Fase IX: as células tré6ficas, em degeneracde, ocupam somente

um pequeno cone apical do foliculo.

a Fase ¥: o0 odcitc atinge seu tamsnho final e as célulsas

tréficas desaparecem. E um foliculo maduro.

4.2 OBTENCAQO DOS PREPARADOS CITOLOGICOS

4.2.1. Preparo do material

Os ovarios submetidos aos diferentes procedimentos
metodoldgicos foram manipulades In  toto ou preparados por
esmagamento entre la&mina e laminula, apés fixac8o por 1 minutec em
dcido acético a 45%. HNesse ultimo caso, as laminulas eram
retiradas apdés congelamento e as léminas, apds secagem, eram

guardadas ao abrigo de p6 e luz.

4.2.1.1 Reaczao de Feulgen

Os ovarios in toto foram fixados em solucBo de etanol
absoluto e dcido acético glacial 3:1 per 1 minuto e lavados
rapidamente em etanol a 70 % ( 2 minutos). Procedeu-se entdio &

reacio de Feulgen, em gque 3 hidrélise se realizou em HC1l 4N por
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45 minutos a 25°C, baseando-se em testes preliminares onde se
variou ¢ tempo de hidrdlise e se estudou a resposta a reacacg. A
seguir o material foi tratade com reative de Schiff, a
temperatura ambiente por 40 minutos no escuro. Procedeu-se &
lavagem do material em 3 banhos de &gua sulfurcsa, 2 minutos
cada banho. Em seguida, os ovarios foram lavados em dgua
destilada por 2 minutos, colocados sobre ldmina limpa,
separando-se os ovariclos com ajuda de estiletes. Os ovariolos
foram levemente esmagados entre limina e laminula numa gota de
dcido acético a 30%4. As laminulas foram retiradas apés
congelamento do material. Os esmagamentos foram entio
desidratados em série alcodlica ( 70%, 95%, 100%) por 1 minuto
em cada banho, clarificados em xilol/dleccol e xilol por 1
minuto em cada um e montadas em béAlsamo natur=zl. Apds
etiquetagem, as ladminas foram guardadas em caixas de madeirsa

fechadas ao abrigo de luz e poeirs.

4.2.2.2 Hétodo de banda € (Sumner, 1972)

Inicialmente as 1l&minas contendoc o material foram tratadas
com uma solugio de Ba(OH)z a 5% por 60 segundos e, a seguir,
lavadas em Agua destilada. As l&minas foram, entfo, incubadas em
banho maria em solugic de 2355C ( NaCl O0,3M + citratoc de sddio

0,03HM) a B80°C por 3 horas ou, numa modificagic do método, por 1
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hora e 30 minutos. Apds lavagem em dgua destilada, foram secadas
a0 ar. Em seguida foram coradas com solugio de Giemsa (Gurr) a pH
7 durante 30 minutos, lavadas rapidamente em &gua destilada,

secadas ao ar, diafanizadas em xilol por 10 minutos e montadas em

badlsamoc do Canada.

4.3 ANALISE MORFOLOGICA

As laminas foram examinadas ao fotomicroscépio Zeiss e os

fenétipos nucleares mais tipicos foram fotografados com filme

Kodak Plus-X Pan.

4.4 MHICROESPECTROFOTOMETRIA

Os wvalores Feulgen-DNA em unidades arbitrédrias foram
determinados PAara no minimo 2 fémeas por fase de

desenvolvimento covariano.

Os nticleos medidos foram os de maior difimetro dentro de cada
foliculo, isto é, o0s mais préximos ao o6cito. Quando se quis
verificar a relacdo entre o maior e o menor valor de algumas
fases foram feitas também medi¢®es do niicleo mais apical e,

portanto de menor difémetro. O numero de nacleos medidos wvariou
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conforme sua disponibilidade em atender condigdes béasicas para

medidsa.

As células epiteliais foram escolhidas ao =acaso e apds a

fase VI o0s wvalores foram separados entre os daquelas que
envolviam a cfmara trofica 2 os das células que envolviam o
odcito.

A andlise microespectrofométrica foi toda realizada com
equipamento Zeiss. Para o caso das células epiteliais e para as
células troficas até fase II fez-se uso de um
microespectrofotémetro de varredura automdtica acoplado a
microcomputador tipo PC e impressora Grafix 100. A interface foi
construida pela Imo-Informéatica e o programa utilizado foi
desenvolvido por Linus Vidal. HNessa situsg¢Bo, as condicgdes
operacionais foram as seguintes: objetiva Planapo 100/1.23,
optovar 2, diémetro do diafragma de medida = 0.1 mm, difmetro do
diafragma de campo = 0.2 nmm, condensader LD-Epiplan 16/0.30,
passo de varredura = 0.5 pum x 0.5 um. As medidss foram realizadas
em A= 580 nm, cbtido com uma régua monocromadora Schott, e

escolhido apés teste preliminar que mostrou ser este o A que

permitia obter valores mais elevados de absorbéncia. Isto ers
desejdvel no caso do material em estude, visto que tsl escolha
ndo induzia aparecimento de absorbéncias aoc redor de 1.5, ndo

havendo, portando, afastamento da lei de Beer (erro
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sistemdtico) (Ewing, 1983).

0 movimento de varredursa foi predominantemente

monodirecional. 0Os pontos gque apresentavam absorbfncias menores

gque 0.020 foram considerados background e automaticamente
removidos da imagem nuclear. Os valores Feulgen-DNA nucleares
consistiam da absorbdncia total integrada, computada ponto por
ponto.

Dado o tamanho dos nidcleos, os valores Feulgen-DNA, para as
células tréficas de fase III a IX, nap puderam ser determinados
com o microespectrofotbmetro de varredura automdtica, uma vez
que © programa do seu computador n&oc era compativel com tal
execugfo. Assim esses valores foram obtidos através de outro
egquipamento, medindo-se as absorbfnecias com o método de
maltiplos plugs (varredura manual) e mualtiplicando-se a sua
média pelo valor da &drea nuclear. As absorbéncias foram,
portanto, obtidas em microespectrofotdémetro Zeiss equipado com
fotbmetro 01, fotomultiplicador EMI 6256, objetiva 40/0.85,
optovar 2, difmetro do diafragma de medida = 0.16 mm, dif@metro
do diafragma de campo = 0.1 mm, condensador LD- Epiplan 16/0.30
& A =580 nm, obtido com régua monocromadora Schott. As dreas
foram determinadas com o] uso de ocular milimetrada,

considerando-se A e B o©s dois eixos nucleares principzais,
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perpendiculares entre si e aplicando-se a fdérmula: S = n@éiﬁ)z

(Mello & Vidal, 1980).

Paras que o estabelecimento de c¢lasmses de duplicag8o dos
valores Feulgen-DNA além da fase II fosse compardvel ao das
classes das fases 1 a 11, determinaram-se valores Feulgen-DNA
para uma subfase final da prépria fase 11 também com o método de
miltiplos plugs, comparando-os com os obtidos com 0

micrespectrofotdmetro de varredura automética.

4.5 APRESENTACAO DOS DADOS QUANTITATIVOS

Os wvalores Feulgen-DNA e de drea nuclear foram plotados como
histogramas de freguéncia (Mosteller et alii, 1983) distribuidos
numa escala de valores em progressio geométrica, como preconizado
por diversos asutores, inclusive Bucher & Horisberger (1850),
Valeri (1980), Ferreira e colaboradores (1867), Palkévits &
Fischer (1888), Melle (1971), Helleo & Takahashi (1971) e Hello &
Vidal (1880). As células epiteliais de menor tamanhc na fase 1

foram consideradas o controle 2 C.

Os dados foram analisados graficamente através do uso de
diagrama de blocos de Tukey (Tukey, 1977; Chambers et alii,

1983). Nesses diagramas, o primeiro trago horizontal inferior de
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cada um dos blocos representa o gquartil inferior, ou seja, que
25% dos valores medidos, estdo abaixo daguele valor e 75%, acima
dele. © sgsegundo trago horizontal é a mediana e o terceiro traco
representa o gquartil superior, indicando agque 25% dos valores
medidos estdo acima daguele valor e 75%, abaixo dele. Assim, 350%
dos valores estio compreendidos dentro dos limites do bloeo. As
linhas verticais extendem-se dos finais dos blocos aos valores
adjacentes que s80 definidos como se segue. Primeiramente,
explica-se o que é a diferenca Interguartilica. Ela & calculada
subtraindo-se o valor do guartil inferior do wvalor do quartil
superior. 0 valor adjacente superior ¢é definido como a maior
observacio que sejs menor ou igual a0 quartil superiocr mais uma
diferenga intergquartilica e meia. O valor adjacente inferior é
definido como sendo & menor observacfo que € maior ou 1igual ao
quartil inferior mais uma diferenga interguartilica e meia. O=
comprimentos das linhas verticais que saem dos blocos mostram
quio estendidas s#o0o as caudas das distribuigdes. Se algum valor
cal fora do intervalo entre os 2 valores adjscentes é chamado
ponto desgarrado e foi representadc nos disgramas por um
quadradinho escurc (Chambers et alii, 1983; MHosteller et alii,

1983).

Evidentemente, que qgquanto mais curto o bloco e as
linhas verticais, menor dispersdo ocorreu dos valores referentes

dquela fase. Esses diagramas permitem, ainda que parcialmente,
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uma avallacfoc da simetria nas distribuig¢es. Se a distribuilgdo é
simétrica entd3o o bloco € simétrico em relagdo & mediana

(Chambers et al1ii, 1983).

Tais andlises bem como a confecgdo de graficos
tridimensionais foram feitos em microcomputador compativel com
IBM PC/XT através do programa STATGRAPHICS, da S8TCS, Inc., 1985

(Maryland, USA) e impressos em impressora EPSON LX-800C.

Na apresentagzo dos resultados referentes a heterccromatins
foram utilizadas dois parametros: Ah% (Vidal, 1984), que
expresssa &a relagido percentual entre g drea ocupada pela

heterocromatina e a drea ocupada pela cromatina corada total:

drea coberta por heterocromatina x 100

Ah% =
drea coberta por cromstina total

e Abh¥%, que expressa a relac8o percentual entre os valores
Feulgen-DNA da heterocromatina e os valores Feulgen-DNA da

cromatina corada total:

valores Feulgen-DNA da heterocromatina x 100

Abh¥% =
valores Feulgen-DNA da cromatina totsl
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5. RESULTADOS

5.1 CeLULAS TROFICAS

5.1.1 Fendtipos nucleares

5.1.1.1 Alteracdes ao longo do desenvolvimento

Estes resultados foram obtidos através da observagio de

oviarios submetidos & reacdio de Feulgen.

Na fase I (Figura 4), guando as células tréficas tornam-se
reconheciveis como tal, o material cromatinico encontra-se
bastante espalhado, <com aparéncia interfédsica. Assim que o
foliculo separa-se do germdrio (Figura 5), na fase 1l portanto, a
ecromatina inicia um processo de organizagdo em Cromossomos

identificdveis como unidades distintas.

Durante a fase II foram observadas grandes modificagdes
quanto & organizacfio do material cromatinico (Figuras 8,7 e 8).
Para melhor descrever estas modificacdes, elas foram referidas,
nesse trabalho, como sub-fases da fase 1II, numeradas de 1 a 8

(Figuras 9 a 18).

Na sub-fase ! a cromatina comega & se reorganizar, levando o

——— .
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FIGURAS 4 a &

Foliculos ovarianos submetidos 8 reagfo de
Feulgen. Barra = 20 um.

4. Fase I, sem esmagamento. Seta: nicleo de célula
tréfica. '

8. Fase IlI, sem esmagamento. Nicleos das células
troficas com cromossomos politénicos.

G - germdrio.

E. Fase [II, apds esmagamento. Sio vistos 14 dos 15
ntieleos das células trdficas, em 3 sub-fases
diferentes.

7. Fase IIl. Detalhe de foliculo com nicleos de
células trdoficas em sub-fases mais Iinjiciais
(1l a 3).

8. Fase Il. Detalhe de foliculo com nidcleos de
ceélulas troficas em sub-fases mais avancadas
(d a 7).
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FIGURAS 9 a 16 — Nicleos de células tréficas de
foliculos em fase II, submetidos 8 reacio de
Feulgen. Sub-fases 1 a 8. O cromossomo X estd
indicado pela seta (10 a 14) e o corpo
heterocromitico indicado por seta maior (15 e 18).
Barra = 10 um.

g. Sub-fase
10. Sub-fase
11. Sub-Ffase
12. Sub-Ffase
13. Sub-fase
14. Sub-Ffase
15. Sub-fase
16. Sub-fase
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material cromatinico a =e apresentar sob a forma de filamentos
longos, emaranhados uns sobre os outros, de maneira que as
unidades cromossdmicas ainda nao podem ser claramente percebidas
(Figura 9). Na sub-fase 2, é nitida a alterndncia de regides mais
coradas com outras menos coradas ao longo de toda a extens3io dos
CromosSSOmos, oS Quais nesss fase Jja se tornaram bem
individualizados. Pelo fato de se observar somente B unidades
cromossémicas, gquando se sabe que nessa espécie 2n=12, deduz-se
gue os homdélogos estejam pareados (Figura 10). Na sub-fase 3,
pode-se verificar a presenga das unidades cromossfmicas mais
encurtadas, mostrando ainda regides mais claras alternadas com
regides mais escuras (Figura 11). Em alguns casos, s#o observadas
regides de despareamento de homélogos (Figura 29). Na sub-~fase
4, os cromossomos encontram-se bastante encurtados, praticamente
nic se visuslizando mais a alternéncia de regides mencionada
para &as sub-fases 2 e 3 (Figura 12). Na sub-fase 5, guando
visualmente parecem ter atingido o seu médximo de encurtamento, os
cromossomos estioc todos praticamente do mesmo tamanho (Figura
13). Na sub-fase 6, alguns filamentos comecam a se protrair do
agrupamento, do gque resulta a aparéncia de dster do conjunto
(Figura 14). Na sub-fase 7, um grande ntimerc de unidades
bastante pequenas, resultantes da dissociagcdo do conjunto
cromossfmico visto na sub-fase anterior, s#o vistas dispersas por
todo o nucleo (Figura 15). Na sub-fase 8, todo o espago nuclear é

preenchido pelo material cromatinico, que retorna a uma aparéncia
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semelhante & interfédsica. Apenas um ponto fortemente corado, que
trabalho anterior mostrou ser formado por heterccromatina
constitutiva (Avancini & Mello, 1987}, destaca-se nessa estrutura

reticular do nticleo {(Figura 18).

A partir dai (fase 1III), até fase VIII, =a aparéncia dos
nticleos serd semelhante &8 da sub-fase 8, apresentando, porém,
variac¢des principalmente quanto ac tamanho dos nacleos (Figuras
17 a 22). Nas fases IV e V o material cromatinico estd mais
homogeneamente distribuideo pelo nicleo, enguanto de VI em diante
hd o aparecimento nesse material de regides mals condensadas e
cutras menos (Figuras 24 e 25). Talvez possam representar, embors
de maneira incipiente, a organizacio do que Bier (1857) chamou de
politénicos secunddrios, mas gque, dado o seu difimetro, sejam, no
presente caso, mais apropriadamente chamadas de fibrilas
oligoténicas. Na fase IX, aparentemente, a cromatina se compactsa

e o préprio contorno nuclear torna-se irregular (Figura 23).

5.1.1.2. 0 cromossono X na fase Il

0 cromossomo X & descrito como o menor dentre os B
cromossomos de fémeas de C. putoria (Azeredo-Espin & Pavan,
1983). Devido & ocorréncia de grande encurtamento dos cromossomos

descrita no sub-item 5.1.1.1, torna~se dificil distingii-los



FIGURAS 17 a 23 — Nicleos de células trdéficas
proximais de foliculos em fase de desenvolvimento
de IITl a IX. O ponto mais fortemente corado em cada
um deles & o corpo heterocromdtico (reagdo de
Feulgen,). Barra = 10 um.

17. Fase IIT
18. Fase IV
19. Fase V
20. Fase VI
2l1. Fase VII
22. Fase VIII
23. Fase ITX






FIGURAS 24 e 25 — Detalhes de niiclecos de células
troficas de foliculo em fase VII e VIII. Observar
regifes onde estariam presentes fFibrilas
oligoténicas (reagdo de Feulgen).

Barra = 10 um.

2d. Fase VIT
25. Fase VIIT

FIGURAS 26 a8 28 — Nicleos de células proximalis de
Ffoliculo em fase VIII (Reagdo de Feulgen)

28. Dois nicleos apresentando coloragdo com
intensidades diferentes (reagdoc de Feulgen).
Barra = 25 um.

27 e 28. Os mesmos nidcleos em malior aumento.
Barra = 10 um.
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através de seus comprimentos relatives, motivo pelo qual valemo-
nos de uma outra caracteristica do cromoszssomo X para identifica-
lo. Para tal, utilizamo-nos da técnica da banda C, pcis sabe-se
gque o cromossomo X & parcialmente heterocromdtico (Ullerich,

1878).

Assim, pudemos observar nas sub-fases 4 e 5 (Figuras 12 e
13) gue, embora os cromossomos estejam bastante compactados, € o
cromossomo X que spresenta-se com aparéncia frouxa em parte de
sua extensidc. A técnica de Banda C, permitiu-nos evidenciar que
a porcidoc descondensada do cromossomo X n#Ho € a heterocromatica
(Figuras 31, 32 e 33). A parte heterocromatica, por sua vez,
permanece bastante compsctada durante as sub-fases 4 e 5§ e, mesmo
na sub-fase 5, quando os demais cromossomos estidoc sendo
dissociados em pequenas e numerosas unidades. Desta forma, o
ponto mais fortemente coradc nos nicleos da sub-fase 7 seria =
regido hetercocromidtica do cromossomo X (Figura 15). A partir dai,

como j& foi descriteo, um corpo heterocromdtico, que pode As vezes

apresentar-se subdivido, permsnecerda visivel no nGcleo até & fase

VIII.

N8o se pdde determinar, se para a formacfoc desse corpo, apdés
sub-fases 7 e 8, concorre somente 8 heterccromatina dos
cromossomos X ou se concorrem também &8s heterocromatinas

centroméricas dos amutossomos, as quais respondem positivamente ao



FIGURAS 29 e 30 — Nicleos de células tréficas de
foliculos em fase II submetidos & reacio de
Feulgen. Barra - 10 unm.

289. Cromossomos politénicos com regides de
despareamento (setas).

30. Cromossomos politénicos com espessuras
diferentes, pertencentes a dois nicleos do
mesmo foliculo.

FIGURAS 31 a 33 — Nidcleos de células tréficas de
foliculo em fase II submetidos so método de Bands
C. O cromossomo X apresenta descompactacdo precoce,
m3s a porgdo heterocromitica permanece compactada
(seta). A regido heterccromdtica centromérica de
alguns autossomos aparece também marcada pelo
meétodo de banda C. Barra = 10 um.

FIGURAS 34 e 35 — Cromossomos politénicos
observados em células trdéficas de fémeas submetidas
a dieta de agicar (reagdo de Feulgen).

Barra = 10 um.
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métode de banda €. No entanto, até dquele momento as figuras

deixam bastante eclara a génese do ponto heterccromiatico.

A descompactacao parcial do X poderd futuramente ser melhor

estudada tendo em wvista a fisiclogia dagquels regiBoc cromossbmica.

5.1.1.3 Dieta de agicar e cromossomos politénicos

Na populagac submetida &4 diets de agliicar foram encontradas
fémeas que, permanecendo na fase II do desenvolvimento ovariano,
apresentavam cromossomos individualizados, semelhantes aos da
sub-fase 3, nas células trdéficas. Estes, de duragioc bastante
curta (das 40 #as 70 horas de vida imaginal) na populacgido
submetida & dieta padrso, foram encontrados em fémeas com até

cerca de 30 dias sob dieta de acglcar.

A aparéncia dos cromossomos € visivelmente diferente, com

filamentos sainde do eixo principal do cromossomo (Figuras 34 e

35).

5.1.2 Conteido Feulgen-DNA e dreas cobertas por cromatina

5.1.2.1 Alteracoes ao longo do desenvolvimento
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Os valores Feulgen-DNA obtidos para as células tréficas nas
9 fases da ovogénese onde tais c¢élulas est8oc presentes acham-se

plotados na Figura 386.

Como jad referide em METODOS, foram medidos, no minimo 12
nicleos de cada fase, pertencentes s foliculos diferentes de
pelo menos 2 individuos. Na fase Il a amostra é malor do que =a
das demais fases, pois foram, dentro da mesma, discriminadas
morfologicamente as suas 8 sub-fases. 0Os valores Feulgen-DRA
referentes & cada uma das sub-fases serio objeto de

considersacdo malis adiante, em item subsequente (5.1.2.2)

Na fase IX aparecem representados somente 3 valores, pois
os demais atingiram niveis de absorbfncia que excediam o limite

de viasbilidade de sua consideragio.

Nas fases III e VIII aparece um segunde grupo de valores,
representado por gquadrados preenchidos, que correspcondem 4&s
medidas reaslizadas nos menores niicleos de cada foliculo, ou seja,
nos mais distais. Este procedimento teve como cobjetivo mostrar a
ccorréncia de endorreplicagdes n#c sincronizadas em todos os
niicleaoas do foliculo. Com isto pode-se evidenciar que, tanto no
gue se pensava ser o inicio da polarizac8o dos nacleos (fase
III), como na fase final da atividade das células tréficas (fase

VIII), os valores Feulgen-DNA dos menores niicleos mantém-se



FIGURA 36 — Histogramas de frequéncias dos valores
Feulgen-DNA, em unidades arbitrdrias, dos nidcleos
das células tréficas proximais de foliculos em 9
fases (I a IX ) do desenvolvimento ovariano. Nas
fases III e VIII estdo também representados os
valores dos nicleos distais do folifculo (drea
preenchida). Os intervalos de duplicagdoc foram
caleculados com base nos menores valores das células
epiteliais, considerados 2 C (Figura 48).
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sempre abaixo dagueles dos niicleos maiocres.

Com excegdo de um tdnico valor de fase II gue ocorre na
classe 4 C, nota-se que as células tréficas guando comegam a ser
identificadas como tal, isto &, guando jA4 ocupam a posi¢io basal
do germério, sHo células com conteddo de DNA superior ao valor

dipléide, ou seja, pelo menos 8 C.

Durante a fase II ocorre o maior nimero de duplicagdes deste
contetdo. Ao final desta fase, isto é, nas sub-fases 7 e 8

(Figura 41) os valores atingem os mesmos niveis dos da fase ITI.

No inicio da vitelogénese (Fase IV) os nicleos jé passaram
por 7 ou 8 duplicacdes de conteiddo Feulgen-DNA, Jja que seus

valores ocupam as classes 256 C e 512 C (Figura 36).

Apdés os valores terem atingido a classe 1024 C, na fase V,
nao mais ocorrem replicacBes de DNA, até que seja atingida a
Fase VIII. Nessa fase s#o alcangados os valores Feulgen-DRA
méximos, que ocupam & classe 2048 C (Figura 36). HNa fase
seguinte, IX, quando ocorre a degeneracio das células tréficas
(Figura 23) € visivel a compactagsc do material cromatinico
corado, tornando-se, inclusive, dificil perceber a regido

ccupada pela heterocromatina.
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Desta forma, as células tréficas de C. putoris, partindo de
valores 8 C na fase I, atingem valores eguivalentes ao nivel
2048 C de ploidia na fase VIII de desenvolvimento ovariano.
Sahendo-se de sua origem como célula irm& do odcito, portanto,
com contelddo 2 €, e mais ainda, pela comparacdo feita com os
valores Feulgen-DNA das células epiteliais, considera-se que,
durante todo o seu desenvolvimento, ocorreram 10 duplicacdes do

contetdo Feulgen-DNA.

As dreas nucleares das células tréficas, desde fase I até
fase IX da ovogénese, correspondentes aos valores Feulgen-DNA

foram plotadas segundo histogramas de frequéncia na Figura 37.

De modo geral, para as 10 duplicagBes do contelido Feulgen-
DNA nas células troficas de C. putoria ocorrersm,
correspondentemente, peloc menos 12 duplicacgdes de wvolume
nutclear, ou 15 , se for levado em consideracio o intervalo de
menores valores de drea (volume) das células epiteliais (Figura

47)>.

Na fase V (Figura 37), os valores médximos de drea nuclear j&
foram alcancados, permanecendo neste patamar até fase VIII,
quando, entdo, declinam por retrag8io nuclear. Assim, embora os
nicleos atinjam seus valores mdximos de 4drea logo apds o inicio

da vitelogénese, o seu crescimento mais expressivo ocorre nsa



FIGURA 37 — Histogramas de freguéncias dos valores
de drea nuclear, em umZ, dos niicleos das ceélulas
troficas proximais de foliculos em 9 fases ( I a
IX )do desenveolvimento ovariano. Nas fases IIl e
VIII estdo também representados os valores dos
nicleos das ceélulas tréficas distais do foliculo
(drea preenchida). As linhas verticalis representam
as duplicagdes sucessivas gue ocorrem
correspondentemente nos volumes dos niicleos
(Palkovits & Fisher, 18968)
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etapa pré-vitelogénica (até fase III).

Os diagramas de blocos apresentados a seguir (Figuras 38 e
39) auxiliam, através da =anédlise gréafica, =a compreensio da
distribuigdo dos valores de drea nuclear e Feulgen-DNA

representados nas Figuras 38 e 37, respectivamente.

A maior parte dos bloecos apresenta distribuicgdo
assimétrica, indicando haver maior dispersfo nos valores acima ou

abaixo da mediana, dependendo do caso.

Em ambos og diagramas, a escala utilizada no eixo das
ordenadas foli escolhida de formas a comportar os valores medidos
em todas as fases. No entanto, devido a compress8o sofrida pelos
valores das fases 1 a 1V, gue poderia levar a interpretagtes
incorretas de suas distribuigdes, ampliou-se este trecho

(representado por dreaz sombreada) ao lado de cada diagrams.

No gréafico referente aocs valores Feulgen-DNA (Figura 38),
percebe~-se claramente os valores crescentes até fase V, com
estabilizag¢do até VII e posterior aumento em VIII. A pequena
amostra de valores na fase IX ndo permite descrever, na
realidade, uma diminuicfo, pois a dispers#o deles & ampls,
impossibilitando perceber uma tendénecia de aumento, diminuigao

ou estasbilizacio.



FIGURA 38 — Diagrama de blocos representando a
distribuigdo dos valores Feulgen-DNA, em unidades
arbitrdrias, para os nicleos das células troficas
proximais,dentro de cada Ffase da ovogénese (I a
IX).

FIGURA 39 —— Diagrama de blocos representadoc a
distribuigdo dos valores de drea nuclear, em um=,
para os ndcleos das células troficas proximais,
dentro de cadas fase da ovogénese (I a IX).

0 primeiro trace horizontal inferior de cada bloco
representa o quartil Iinferior, ou seja, que 25X dos
valores medidos dentro dagquela fase estiao gbaixo
dele e 752, acima dele. O segundo traco € a
mediana, e o terceiro trago horjizontal, representa
o gquartlil superior, indicandoc gque Z25% dos valores
medidos estdo acima dagquele valor e 75%, abaixo
dele.

Ao lade de cada um dos diagramas representativo
das fases de I a IX, foi Feita uma ampliacdo da
regidoc correspondente ds fases de I a IV (drea
escurecida), para uma melhor discriminagdo dos
seus valores.
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A amplitude dos valores da fase VIII & grande, sem porém
apresentar pontos desdarrados. Esta ampla variacso dos valores
encontrados para algumas fases, pode, no caso da fase VIII, ser
melhor explicada pelas Figuras 26, 27 e 28. Nelas é possivel
observar dois ntcleos proximais ao od6cito, de um mesmo foliculo,
com diferente intensidade de coloragdo, dgue, aquando medidos,

resultaram valores Feulgen-DNA bastante distintos.

Noe diagrama de blocos relativo & distribuicido dos valores de
Area pelas diferentes fases (Figura 39) € nitido o crescimento
dos mesmos até fase V, guando se estabilizam até fase VIII com
posterior declinio em IX. Para a fase 11X, neste caso, como &
amostra &€ malor, é possivel perceber-se que h& um declinio reszl,
chegando a niveis de valores de dreas comparévels sos existentes

na fase IV (comparar Figuras 17 e 23).

Umn grdfico tridimensional (Figura 40 ) ilustra de maneira
mais abrangente a relacfo entre as 3 varidveis: 1) Fase (X)), 2)
Valores Feulgen-DNA (Y) e 3) Ares nuclear (Z). Com a progressio
das fases, sumentam os valores de area e DNA. Come no caso da

fase 1X, somente 3 niclecs apresentam as 3 variiveils, somente

eles foram plotados nesse gréafico.



FIGURA 40 — Diasgrama tridimensional : 1) no eixo
X, fases da ovogénese (I a IX), 2) no eixo Y,
valores Feulgen-DNA, em unidades arbitrdrias; 3)
no eixo Z, dreas nucleares, em um=,
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5.1.2.2 Alteractes durante a fase I1

Na Figura 41 foram plotados os histogramas de fregquéncia
referentes aos valores Feulgen-DNA para as diferentes sub-fases
da fase II, discriminadas conforme descrigdes das Figuras 9 a 16,

item 5.1.1.1 .

As classes 1B C e 32 C ocorreram simultaneamente em todas
as sub-fases, sendo gue, somente a partir da sub-fase 6 € que =

classe seguinte , 64 C, tornou-se mals representativa.

Na sub-fase 2 ocorreram ainda valores da classe 8 C e um em
4 C, que nao sera objeto de consideracdes pois podera

representar um erro do experimentador.

Durante as sub-fases em que a cromatina se apresentava sob
a forma de cromossomos individualizados (2 a 5), foram medidos
nicleos que haviam atingido 3 ou 4 intervalos de duplicacéo
acima do valor referéncia. Mesmo ocupando mais de uma classe de
valores, os dados n3o indicam que haja duplicac8io do material
cromatinico, pois as classes representadas s#3o as mesmas durante
toda a permanéncia neste estado. As duplicac8es s8o reiniciadas
apés a dissociagiio dos cromossomos (sub-fase 8). 0 fato de terem
sido encontrados valores em duas classes, durante as sub-fases em

que s8oc observadas unidades cromossdmicas, pode ser indicativo



FIGURA 41 — Histograma de frequénciss dos valores
Feulgen-DNA, em unidades arbitrdrias, para os
nicleos das células tréficas nas 8 sub-fases ( 1 a
8) da fase II da ovogénese, representada na Figura
389. Os Intervalos de duplicapgio foram calculados
com base nos menores valores das células
epiteliais, considerados 2 C (Figura 48).
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de um outro fenbmeno. E importante lembrar que no item METODOS
foi explicado o© critéric para as medicoes dos nldcleos: os
pertencentes aoc grupo de 4 mais prdximo do odecito, e, portanto,
os maiores nicleos. Esta metodologia é dificil de ser aplicads 2
fase 1I, principalmente quando o material cromatinico encontra-se
sob a forma de cromossomos, pois ndoc hd como estimar o tamanho
dos nidcleos, a menos gque estes tenham mantido, durante a
preparagido, a relagdo espacial existente no foliculo. Assim, a
presenca de duas classes de valores indicaria terem sido medidos
nido so nidcleos do grupo mals préximo sao odbcito, come também do
grupo 1imediatamente vizinho a ele e, portanto, com menor
quantidade de DNA. A coexisténcia de lotes cromossOmicos com
diferentes niveis de DNA dentro do mesmo foliculo € ilustrada na

Figura 30.

Este fato demonstra gque, Jd no inicio da fase II, ocorre a
chamada polarizacdo das células tréficas. Isto era visualmente
percebido somente na fase 1I1I, gquando ¢ material cromatinico
ocupa todo o espago nuclear e 8 diferenga entre os tamanhos dos

nicleos é possivel ser detectada.

Na Figura 42, gque mostra os valores de Aresa nuclear e/ou
cromossdmicos obtides para as sub-fases da fase I1I, nota-se
que 0 material cromatinico sofre uma compactacic 4 medida em gque

se organizam oS cromossomos, ocupando, portanto, uma drea menor



FIGURA 42 — Histograma de fregquéncias dos valores
de drea nuclear/cromossémica, em um<2, para ndcleos
das célulias tréficas nas 8 sub-fases (1 a 8) da
Fase II da ovogénese, representada na Figura 40. As
linhas verticalis representam as duplicagies

sucessivas que ocorrem correspondentemente nos
volumes dos niicleos.
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apds a sub-fase 1. Nas sub-fases 7 e 8, wvalores mais altos
voltam a ser encontrados, embora tenha aumentado a dispersfo de

valores no grdafico.

5.1.2.3 Resultados relativos & dieta de acgiicar

Quando os wvalores Feulgen-DNA, dos cromossomos observados em
fémeas alimentadas somente com acglcar, foram comparados acs
obtidos para os cromossomos anteriormente representados (Figura
41), n8o se observou diferenca (dadozs n#o apresentados). Desta
forma, o ntmeroc de endorreplicacdes alcancgado gquando s8o
identificadas unidades cromossémicas € o mesmo, independentemente
da dieta a gue a mosca estava submetida. JAa a permanéncia neste
estado, parece ser influenciada pela diets, gque =eria, neste
caso, um dos fatores gue regulariam o desenvolvimento até & fase

seguinte.

Qutra parcela de fémeas ¢é encontrada com ovaArios em fase
III. N8o foram feitas mediglBes nesta fase, primeiramente por
termos a 1indicac¢8o dos dados acima, de gue n#o havia variascgdo do
nivel de ploidia atingido, em funcdo da dieta. Além disso, as
preparagtes realizadas com fémeas na fase 111, sob dieta de
aglcar, ndo permitiram obter nudcleos de células troficas sem

superposicio por células epiteliais.
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5.1.2.4. Contetido Feulgen-DNA e area do corpo heterocromatico

Os diagramas de blocos representados nas Figuras 43 e 44
mostram gue tanto a drea quanto os valores Feulgen-DNA do corpo
heterocromatico observado nas fases II1 até VIII crescem, de umsa

maneira gZeral, durante o desenvolvimento ovariano.

Uma observag8oc mais detalhada dos diagramas permite notar
gque, embora seja dificil descrever as variagdes occorridas como um
todo nas distribui¢des das fases V, VI e VII, ¢é evidente o
declinio dos valores da fase VIII. Desta forma, haveria uma
ligeira diminuicao dos valores identificédvels como pertencentes a
heterocromatina em alguns ntcleos da fase VIII, o que explicaris
a menor Area ocupada. Além disto , cerca de 50% dos niicleos da
fase VIII apresentaram valores Feulgen-DNA menores do que os das

fases anteriores.

Quando se quis verificar se o crescimento da 4rea ocupada
pela regiao heterocromdtica acompanhava proporcionalmente o
crescimento da dresa nuclear, langou-se m3o do parimetroc Ah¥%.
Para fazer-se o mesmo tipo de verificacfo em relac8o msos valores
Feulgen-DHNA das duas regides, usou-se o parémetro Abh%. Os
valores encontrados para esses dois parfmetros foram plotados num
grafico tridimensional (Figura 45) que os relaciona &s fases de

desenvolvimento.



FIGURA 43 — Diagrama de blocos representando a
distribuicse dos valores Feulgen-DN4, em unidades
arbitrdrias, da regiaoc heterocromdtica dos nicleos
das células proximais pelas fases de
desenvolvimento ovarianc (IIlI a VIII).

FIGURA 44 — pDiagrama de blocos representando a
distribuigio das dreas ocupadas pela regido
heterocromditica, em um2, dos nidcleos das células
proximais pelas fases de desenvolvimento ovariano
(III a VIII).

FIGURA 45 — Diagrama tridimensional @ no eixo X :
fases de desenvolvimento ovariano (III s VIII); no
eixe Y: valores Feulgen-DNA, percentuais,da
regifdo heterocromdtica ( AbhX); no eixe Z: 4rea
percentual ocupada pela heterocromatina (AbZ).
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Quanto ao pardmetro gue relaciona ambas as dreas (Ah%),
percebemos que a fase III é a que apresenta os maiores valores.
Estes diminuem nas fases posteriores, sendo gque em VIII, ocorrem
0s menores valores. Desta forma, & wmedida que as fases se
sucedem, -] ares ocupada pela heterocromatina torna-se
proporcionalmente mencor em relagdo & area ocupada pela cromatinsa
total, néo acompanhando o crescimento dessa. Isto é relativamente
facil de ser percebide pelo exame das Figuras 17 a 22, e com
maior destague, para a 17 e a 22. A Area ocupada pelo ponto mais
corado na fase VIII (Figura 22), em relagdo & Aresa total, é

nitidamente menor do gque a ocupada por esse pontoc na fase III

(Figura 17).

A comparacidc, entre os conjuntos de medidas de cada fase, da
varigvel que relaciona os valores Feulgen-DNA da heterocromatina
e da cromatina total, representada no eixo Y da Figura 45,
mostra que apds a fase III hd também diminuigioc desses valores.
Os menores valores, como um todo, s&o novamente os da fase VIII.
Assim, os valores Feulgen-DNA da heterocromatina n3c acompanham o

crescimento dos valores da eucromatina.
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5.2 CELULAS FOLICULARES EPITELIALS

A Figura 48 mostra a distribuicio dos valores Feulgen-DNA
para as células epiteliais que recobrem o foliculo ovarianc nas

diferentes fases de desenvolvimento da oogénese.

Os wvalcores pertencentes a0 primeiro intervalo de valocres
Feulgen-DRA dos histogramas foram considerados 2 C e, portanto,

referencial para todos os demals cdlculos de valores Feulgen-DNA.

A anédlise dos histogramas desta figura mostra que na fase
considerada 1inicio do desenvolvimento, fase I, os valores
Feulgen-DNA acham-se distribuidos principalmente no intervalo
correspondente &4 classe 4 C & também alguns poucos valores da
classe 8 C se acham presentes. Uma vez que nas fases 11 e 111,
subsequentes, do desenvolvimento hd alta frequéncia de valores
2 C, e que nas fases IV e V a maior frequéncia de valores se
distribui ne intervalo 4 C, é de se supor que os valores 4 C
observados nos preparados da fase I correspondessem a células em
fase G2 do ciclo celular. Aparentemente o nimero de celulas
epiteliais nf8oc aumenta até que o foliculo definitivamente se
separe do germario. Esta separacic caracteriza a fase II da
oogénese, onde o grande namero de figuras mitdéticas observadas
(Figura 48) nas células epiteliais corrobora a distribuig¢fo dos

valores Feulgen-DNA no histograma, representando células em G2 e



FIGURA 46 — Histograma de freguéncias dos valores
Feulgen-DNA, em unidades arbitririas, para os
nidcleos das células epiteliais de foliculos nas 8
fases (I & IX) da ovogénese. Nas Fases de VI a IX ,
os nicleos representados por x, Sjo os que recobrem

o obcito e os representados por um ponto, recobrem
a8 clmara trdéfica.
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Gl do ciclo mitodotico.

Na fase III repete-se a situagcdo encontrada em II. Nessa

fase as figuras mitéticas s8o ainda constantes (Figura 49).

Na fase IV hid uma presenca quase que exclusiva de ndcleos

4 C e, pelc fato de nfo serem mais observadas figuras mitdticas

nas células epiteliais, deduz-se <que se tratem de niticleos
polipldides. 0 deslocamento na distribuigdo dos valores dentro
da classe 4 C e o aparecimento de alguns valores na classe
seguinte, 8 C, na fase V, mostram gue a poliploidizagdo &
crescente.

Na fase VI a maioria dos niicleos jd faz parte da classe
8 C, alguns poucos nlcleos se distinguindo na classe 18 C.
Deorreu, portanto, uma segunda duplicacfo dos valores Feulgen-DHRA
com relacdo ao 1inicio do desenvolvimento. Em fungdo das
modificacdes morfoldgicas ocorridas no fFoliculo ovariano a
partir desta fase, as medi¢des foram feitas em duas regides
distintas: em células gque recobriam o odécite (assinaladas nas
Figuras 46 e 47 com x) e em células que recobriam a cémara
tr6fica (assinaladas nas Figuras 46 e 47 com um ponto). As
células das duas regides mostraram fazer parte de um conjunto

inico situado predominantemente na classe de valores 8 C.
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Na fase VII as células Jj& passaram por outro ciclo de
endorreplicagio, pois 0s valores Feulgen-DRNA estio ,
predominantemente, contides na classe 16 C, embora se detectem
nicleos 32 C. A situacfo & a mesma nas fases posteriores, VIII e

IX.

Na Figura 47 foram plotados os valores de area em umZ2
ocupada pelo material cromatinico corado das células epiteliais.
A observar, da fase I até IV, os valores de 4&rea aparecen
ccupando 4 intervalos de classes due corresponderiam a trés
duplicacdes do volume nuclear (Palkévits & Fisher, 1868). Um
aparente aumento de &area ocorre na fase II com ligeira
compactagio nuclear posterior, mais notadamente em fase IV.
Deve-se lembrar gque os nicleocs na fase IV sdo em sua guase
totalidade, polipldides, mas que, no entanto, a classe

predominante de seus valores de &area € inferior 4 classe

predominante dos valores de drea dos ndacleos da fase IT.

Na fase V ocorre um grande sumento na area desses nicleos,
com uma estabilizac8o dos valores na fase VI. As medicdes
diferenciadas por regisio do foliculo resultaram em valores que se
distribuiram igualmente pelas 3 classes assinaladas. E possivel
perceber, na fase VI, indicios da situac8o que se define com
clareza na fase VII: as dreas dos niicleos envolvendo o oécito si3o

nitidamente menores gque as das células que recobrem a cémara



FIGURA 47— Histograma de fregquéncias dos valores
de drea nuclear, em umZ2, para os niticleos de células
epiteliais de foliculos nas 9 fases (I a IX) da
ovogénese. Nas fases de VI a IX, os nicleos
represepntados por x, sSdo os que recobrem o odcito

e os representados por um ponto, recobrem a cdmara
trofica.
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FIGURAS 48 a 52 — Cgélulas foliculares epiteliais
(Reapgdo de Feulgen):

485. de Ffoliculo em fase I] (estdo presentes &
cromossomes politénicos em sub-fase 5).
Observar algumas figuras mitdticas.

489. de foliculo em fase III. Observar vidrias
figuras mitoticas (algumas ampliadas embaixo, &
direita).

$0. Foliculo em fase VIII. Observar a diferenga na
densidade de células epiteliais sobre o odcito
e sobre a cdmara trodfica.Barra = 50 unm

81 e 52 .Células epiteliais de Foliculo em Fase
VII. 51. da regiio que recobre a camara
trofica e 52, da regiido que recobre o odcito.
Comparar as dimensdes. Barra = 10 um. (Figuras
48, 48-ampliada, 51 e 52 apresentam o mesmo
aumento).
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trofica (Figura S1 e bZ). I=sto pode ger ilustrado, mesmo
visualmente, pela observacdo da Figura 50, onde vé-se gue o
nimero de células envolvendo o odcito € muito maior que o de
células gue envolvem a2 cé&mara tréfica. Nesta 1dltima, inclusive,
a densidade de células é pegquena. A=ssim, para conteddos de DNA
mnito semelhantes para as células das duas regides, as Areas

nucleares das que envolvem a cimara trofica na fase VII s8o 2 a 4
vezes maiores, 0 que visualmente & traduzido por niacleos bem mais

claros gQue os gue envolvem o odcito.

Na fase VIII, os nicleos sobre o cécito continuam aumentando
em drea, alcancande o©0s valores Ja ocupados pelos niacleos de

células envolventes da camara trofica na fase VIT.

Finalmente, na fase 11X, alguns nucleocs de células gue
recobrem o oécito sdo os que predominantemente atingem uma
classe de valores acima daqueles de células da ouitra regido, que

vinham ocupando tal posicdo desde a fase VII.
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6. DISCUSSAE0

6.1 CELULAS TROFICAS

6.1.1 Alteractes ao longo do desenvolvimento

6.1.1.1 Conteiido Feulgen-DNA e Areas cobertas por cromatina

Os dados obtidos no presente trabalho, através de
microespectrofotometria, demonstram aumento do contetido de DNA
nas células trdéficas de Chrvsomva putoria durante =as fases da
ovogénese, atingindo nivel de ploidia final bastante alto. O
maximo valor Feulgen-DNA encontrado, 2048 C, indicativeo de um
total de 10 ciclos endorreplicativos, ngoc é muito diferente dos
descritos para outras espécies de Diptera, em trabalhos onde a
metodologia foi semelhante. Schultz (1958) encontrou o valor
1024 C para Drosophila e Beattie & Cheney (1979), também 1024 C

para Lucilia cuprina.

0 maior ndmero de ciclos replicativos ocorreu durante =z

etapa pré-vitelogénica, ou seja, antes do iniclio da fase IV.

Ogs dados microespectrofotométricos também vieram a comprovar
& sSuspeita, baseada em aspectos basicamente morfoldgicos, que as

B unidades cromossémicas, observadas nas células tréficas durante
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algumas sub-fases da ovogénese, s8o realmente cromossomos
politénicos. Esses apresentam valores Feulgen-DNA 3 a 4 vezes

maiores do que o8 de um conjuntc cromossdmico considerado 2 C.

0 volume nuclear das células tréficas de C. putorisa também
sofreu grandes aumentos durante a ovogénese. Sabendo-se gue, num
corpo esférico, ao duplicar-se a Area, o volume & multiplicado
por 34 (Palkovitz & VFischer, 1968), observamos pelsa comparagdo
dos valores Feulgen-DNA maximos, gue, se estes valores fossem
estimados a partir do volume, estariamos superestimando o numero
de endorreplicagdes ocorridos. Em vez das 10 encontradas,
teriamos suposte 12, ou mesmo, 15. 0 volume nuclear serve, no
entanto, como valor indicativo de que estdo ocorrendo replicacgtes
do material cromatinico das células trdficas. Desta forma, os
valores Feulgen-DNA dos nicleos das células distais s6 vieram
confirmar o gque a observagfio da menor dresa e, portanto, menor
volume dessas células J& indicava: um contetddo de DNA menor do

gue o das células proximais da mesma fase de desenvolvimento.

Podemos perceber, entfo, que emborz os 195 nucleos tenham
ocrigem comum e concomitante temporalmente, e estejam em
comunicacdo uns com os outros, seus niveis de endorreplicacgdo
estdo sujeitos & regulacdo diferenciada. Este trago contrasta com
muitos sincicios, nos quais como regra geral, o nicleo se divide

e se diferencia em sincronia com cada ocutro (Telfer, 1875). Sem
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divida, este é um modelo incomum e intrigante para estudos

fisioldgicos de regulacio da diferenciac#io celular.

Os dados, obtidos em (. putoris para as sub-fases da fase
II, mostram que, qQuando da presenca dos cromossomos politénicos,
a assincronia entre os niGcleos das células troficas ja existia.
Isto corrige a informagdo de Avancini & Prado (1988) dque
descreviam a polarizac3o dos ndcleos como algo qQue ocorria na
fase I1I. 0 que se passa, entdo, nesta fase, €& o inicio da

visualizacio do fendmeno da polarizacao.

A medida que houve asumento no conteddo de DNA, foram

ocorrendo altera¢des no fendtipo nuclesar das células troficas.

6.1.1.2 Fendtipos nucleares : politenia e poliploidia

A identificacdoc quantitativa dos 6 cromossomos como sendo
politénicos, nos leva & conclusZio de gue, & alternéncia de
regides mais coradas com outras menos coradas ac longo dos
cromossomos, constitui, na verdade, o tipico padrdc de bandas e
interbandas cbservado nos politénicos. Aliada a essa
caracteristica hd o pareamento dos homdlogos, que € de ocorréncia

generalizada nos politénicos de dipteros. Portanto, nas células
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trdficas de €. putoriaz hd a presenca de cromossomos politénicos

tipicos durante parte do desenvolvimento ovariano.

A transformacdo dos nticleos de células troficas de C.
putorig contendo cromossomos politénicos em nidcleos com aparéncia
reticular, assemelha-se & descrita por Bier (18957) pars
Calliiphgra ervthrocephala onde, no decursce da mencionadsa
transformacfo, ocorreria a separacio dos diferentes filamentes

constituintes dog politénicos

Em gléndulas salivares de alguns cecidomideos, White (1848)
havia descrito a mesma transformacio, interpretande-~a da forma
descrita acima. Beerman (1982), porém, considerava gue o gue
ocorria era o afrouxamento na estrutura dos politénicos e nao
separa¢iao, o gque impedia gque os nlicleos reticulares fossem

chamados polipldides.

Matuszewski (1985), estudando também gl&ndula salivar de
cecidomideos, interpretou seus resultados mals & maneira de
White (1948), esclarecendo, porém, que ndo ocorria separacdo em
cromatides individuais, mas sim, em fibrilas com menor grau de
politenia, =as chamadas oligoténicas. Também n#&o ccorria &
compactacio descrita por Bier (18957) como semelhante & dos

cromossomos mitdticos.
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Estas observacdes foram estendidas por Henderson (1867) que
declarava que, possivelmente, a separacio dos pollténicos seria
associada a8 um grande amumento de sintese de RNA, e seria uma

alternativa para o fendmeno da pufacio.

Brito da Cunha et aliil (19688) descreveram, em ceco de
Trichosia, a dissociac3o de cromossomos politénicos em ndcleos
polipldides, como decorrente do parasitismoc do inseto por

protozodrios intracelulares.

Parece gue nenhum dos autores acima lembrou-se do gque Heitz
(1934) e outros (revisio: Spear, 1977) que estudaram politénicos
ja descreviam: a sub~-replicagao de certas regides dos

cromosscomos, principalmente as heterocromaticas.

Como bem representa o modeleo encontrado em Hammond & Laird
(1885) teriamos, entdo, ao longo dos cromossomos politénicos
muitas regides onde o numero de cromatides pareadas seria
representativo do nimero de ciclos replicativos. Haveria outras
regides, desses mesmos Ccromossomos, com  ndmero de cromdtides
menor gque o nmero de ciclos, e outras, onde haveria presenca

somente da c¢cromatide matriz inicial.

Como deveria ocorrer a dissociagfo dos politénicos, dada a

estrutura sabidamente sub-replicada de algumas regides? Sen
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divida que algumas cromatides teriam Iinterrupgdes nessas
regides, do que resultariam unidades cromossdmicas menores do gue
ontras gque fossem formadas por filamentos cromatinicos mais

iniciais, dentro do histdrico replicativo da célula.

Mostramos gque em células troficas de €. putoria hd uma
transformacdo de nlicleos politénicos em nidclecs polipldides.
Sabendo que o0s autossomos de €. pytoria tém tamanhos préximos
entre si (Azeredo-Espin & Pavan, 1983), constatariamos, numa
obgervagao mais detalhada de ntcleos como os da Figura 15, a
surpreendente presencga de razodvel variagcfo de tamanho entre as
diversas unidades. Seriamos levados a considerar que, maito
provavelmente, os cromossomos politénicos dessas células também
apresentam regides sub-replicadas, o gque no processo de
separacio dos filamentos resultaria em "quebras” nessas regides.
Dessa forma seriam produzidas sub-unidades menores que outras. as
quals seriam origindrias de filamentos onde tivesse ocorrido
replicagao de mailor extensdoc do cromossomo. Em células tréficas
de dipteros, descrevem-se atualmente sub-replicacdes ndao sé de
regides heterocromaticas dos politénicos (Redfern, 1881; Hammond
& Laird, 1985) mas também de vdrias outras regides desses

cromossomoss (Hammond & Laird, 1885).

Baseando-se no padr3o de bandas, que estava presente somente

em algumas das unidades resultantes da dissociacdo dos
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politénicos, Kraczkiewicz & Matuszewski (1958) propuseram gue
ocorriam fragmentacdes transversails nos cromossomos de gl8ndula
salivar de alguns Cecidomideos. Isto ndo excluia a possibilidade,
assim como no nosso caso, de gue ocorressem, simultaneamente,

separacoes longitudinais dos filamentos dos politénicos.

Alguns autores, como Brito da Cunha et glii (1868) bem como
Ahsburner (1970), admitem gque a dissociacio dos politénicos
sumenta a superficie disponivel de DNA. Quanto & presencga dos
proprios politénicos Bradsky & Uryvaeva (1977) argumentam gue a
principal vantagem da politenia sobre a poliploidia n3o é s0 a
ndo interrupcdoc da transcricdio, mas sim o encurtamento do ciclo
mitético e sua fregquente repetigdo, resultando num crescimento
mais rédpido das células. Considerando que, o©o que se V& como
cromossomo politénico € o resultado do gue ocorreu nos ciclos
replicativos precedentes, observariamos gue, até o final do que

se considerou come fase de permanéncia de politénicos ocorreu

mais da metade dos ciclos replicativos.

6.1.1.2.1 0O cromossomo X

“

O cromossomo X de células tréficas de mutantes fes" de
Drogsophila parece ser muito ativo, jJ4 que, em contraste com os

autossomos, ele é difusc e é o principal sitio de incorporagdoc de
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uridina marcada (revisdo: Ashburner, 18970).

Bier (1960) localizou a regidoc organizadora nucleolar de
Calliphors no cromosscomo X e Ribbert & Bier (1969) mostraram gque
a proporcao de RNA nuelear sintetizado nos nucléolos de células

tréficas € de 72% e em células tricdgenas é de 13%.

Pelos dados de literatura acima citados, seriamos compelidos
a supor que, a regifo precocemente descondensada do cromossomo X
de ¢. putoria seria a que contém as sequéncias de rDNA e que =2
sua descompactacio, mesmo em situagio de compactacdo total dos
demals Ccromossomos, indicaria a alta sintese de RNA que se
demonstrou existir em células tréficas de ovarios meroisticos
politréficos (Telfer, 1975). Trata-se, no entanto, apenas de uma
especulagio, pois nossas tentativas de identificar a regifo
nucleolar através de técnicas de marcagdo com prata nio trouxeram
resultados positivos. Para resolver tal problemética, teriamos,
na verdade, que realizar experimentos de 1incorporacdaoc de uridina

marcada,

A descompactagido precoce do cromossomo X nio parece, no
entanto, ser exclusiva de tecido ovariano, pois Brito da Cunha et
alii (1868) também a descreveram em células de ceco de Trichosia

infectados por protozoarios.
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6.1.1.2.2 Dieta de acgicar e politénicos

A permanénica de cromossomos identificados como politénicos,
em células tréficas de fémeas alimentadas com uma dieta padrido,
ocorre num periocodo relativamente curtec, de cerca de 30 horas. O
prolongamento desse periodo, por mais 4 semanas, traria enormes
vantagens para estudos de fisiologia cromossdmica, ndao sd6 por
permitir que uma mesma populacio seja manuseada por mais tempo,
evitando assim a frequente obtencédo de novas populacgdes, como
também por proporcionar uma oportunidade impar para se egtudar o
pProcesso que, em regra, transforma os politénicos em nGcleos

polipldides.

Nao encontramos na literatura gqualgquer mengdoc & permanéncia
de cromossomos politénicos por um tempo maior que o usual em

funcdo da dieta que o diptero esteja recebendo.

Barigozzi & Semenza (1952) relatam 0 surgimento de
politénicos tipicos em gl&ndula salivar de uma espéclie de
Phoridae (Diptera) gquando a dieta da larva tem determinados

nutrientes. Do contrario a cromatina permanece difuss.

"

Conhecem~se casos de mutante otu" de Drosophila
melapogaster, que sendo portadores de certas combinagdes

alélicas, promovem a manutencdo dos cromossomos politénicos como
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tal, mesmo em fases mails adiantadas do desenvolvimento ovariano

(King et alii, 198B1l; Storto & KRing, 1887).

Anteriormente, a estas descobertas em Drosgphila, jd eram
conhecidas linhagens de Calliphora ervithrocephgla (Bier, 1957;
Ribbert & Bier, 1989 ) obtidas por seguidos endocruzamentos, nas
quails, sob baixa temperatura, era possivel obter-se grandes

cromossomos politénicos durante todo o desenvolvimento do

foliculo.

Basile (1979) descreveu ovarios anormais de Rhynchosciara
onde ha persisténcia de cromossomos politénicos com grau mais

alto de ploidia do gue os de ovarios normais.

Ribbert (1979) j& mencionava, em referéncia =a Calliphora
ervirocephsla, gue condigdes internas e ambientais poderiam levar
a uma supressaoc mals ou mencs efetiva da extrema contracdo dos

cromossomos que se segue & fase de politénicos.

N8o podemos 1indicar se a permanéncia de politénicos em (.
putoria seria resultante de fatores ambientais, no caso a diets,
oui de fatores internos, individuos gencotipicamente diferentes,

associados aos fatores ambientais, a dieta.
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6.1.1.2.3 0O corpo heteroccromético

Hammond & Laird (1985 encontraram, através de
microespectrofotometria, precedida por marcac8o com timidina em
células tréficas de Drosophila, valores que falam a favor da sub-
replicagdo do DNA. Esses valores seriam explicados pela sub-
replicacio da sequéncia satélite e da codificadora de histona. A
hibridiza¢soc iIin situ com sequéncias especificas permitiu @
localizag¢io dos satélites nas regides do cromocentro dos
politénicos de glédndula salivar, usados como controle para fins
de localizacdo. Oz autores sugerem Qque & replicacdo da
sequénecia satélite seria bloqueada bem precocemente no
desenvolvimento das células trdéficas, provavelmente quando sido
observados cromossomos politénicos. Desta forma, a conhecida sub-
replicagioc da heterccromatina, gque ocorre nos politénicos de

outros tecidos, estaria gcorrendo agqui também,

Redfern (1981) também descreveu sub-replicac&o de regides

heteroccromdticas em Angpheles stephensi, tanto nos politénicos de
tecidos somaticos, 1isto é, de glindula salivar e tabulos de

Malpighi, como nos peoliténicos de tecideos de linhagem germinativa

come Sao os das células troficas.

Com excecio dos dados acima, os outros estudos que relatam

sub-replicagcdo do DNA satélite em células tréficas empregam
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métodos biogquimicos, motivo pelo gqual sd podemos mesmo fazer
suposigdes a respeito da heterococromatina que estaria contida
nessa fracio de DNA (Renkawitz & Kunz, 1975; Renkawitz-Pohl &

Kunz, 1975)

Em C. putoria ndoc =e estudou guantitativamente se, durante a

fase con cromossomos politénicos, houve swsub-replicaciago dg
heterocromatina, mas, apds essa fase, nossos dados puderam
mostrar gue o crescimento dos valores Feulgen-DNA da

heterocromatina nao acompanhou, proporcionalmente, o crescimento
desses valores no restante da eromatina. Esses resultados
poderiam ser uma indicagao da sub-replicacgao da regido
heterocromitica, mesmo quande a cromatina ndo esta organizada em

Cromossomos.

NZo se pode esguecer gue além desta diminuigdo relativa nos
valores da heterccrematina hid também uma diminuig¢doc absoluta, em,
pelo menos, 50% dos nucleos medidos. Isto poderia ser atribuido a
uma ligeira descompactacio da heterocromatina, © gue tornaria
parte de sua drea ndo totalmente identificédvel como tal, por

apresentar absorbincia abaixc do limiar gue a discriminaria.
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6.2 CELULAS FOLICULARES EPITELIAIS

0 nimeroc definitivo das células epiteliais de cada foliculo
cvariano € atingido na fase II1I. A partir dai, com o inicio da
vitelogénese, as alteractes ocorridas nas populacdes destas
células ndo serdo mals de ordem numérica. Ocorrerdo alteracdes
na forma (Avancini & Prado, 1988) e consequentemente na &area
ocupada por elas em fungdo da localizag8o 4que tiverem no
foliculo. Considerando que as areas nuclesares podem
proporcionalmente acompanhar as alteracgdes das areas celulares,
os dados da Figura 47, notadamente os referentes a fase VII, s¥o
explicados pelas diferengas na densidade celular e conseguentes
alteracdes morfoldgicas do epitélio gue recobre o odcito e o da
cdmara trdfica. Os dados mostraram que as células epiteliais das
duas regides nido diferem gquanto ao grau de ploidis atingidos,

perfazendo um total de 3 ou 4 endorreplicagdes (16 e 32 C).

Considerando-se a funcdo coriogénica destas células, mas sé
das gque envolvem o odcito, vemos que o inicio da polipleidizacgao
coincide com ¢ inicio d=a vitelogénese (fase IV), o gque nos
parece bastante coerente. Assim, as fémeas que n&o iniciam
deposigdao de vitelo, ndo realizam coriogénese e, desta forma,
seus nicleos estacionam nos niveis dipléides de DNA. Os dois
Fenbmenos, inicio da vitelogénese e poliploidizacg8c das células

epiteliais devem estar sob o0 mesmo mecanismo de regulacio,
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provavelmente do horménio Juvenil, a exemplo do gque venm sendo

descrito para outras espécies.

La Pointe et alii (1985) conseguiram elevar os 1indices de
ploidia nas células epiteliais de Leucophsea wmaderae com
injegSes de HJ I11 e os indices atingidos mostraram ser dose
dependentes. Por andlise microespectrofotométrica, esses autores
mostraram gque as células em condigdesg normais de vitelogé&nese
aumentam seu conteddo de 2 C para 32 C, com pequena porcentagem

de nacleos 64 C.

Mahowald et alii (1879), utilizando a mesma metodologia,
encontraram para Drosophila melancogaster niveis semelhantes ao
de L. maderae: 4 replicactes endomitdticas, segundo palavras dos
autores, mas que uma andlise do grédfico mostra serem 5, para se
atingir a pequena porcentagem de valores 84 C. A existéncia de
sub-replicagdes, a partir de 16 C, é sugerida pelos autores,

baseando~se no gréafico mencionado.

Para Drosophila melanggaster hd ainda uma breve referéncia
prévia (Schultz,1958), como sendo 168 C a pleidia final atingidsa

nestas células.

Margaritis et ailii (1980) foram talvez os 1dnicos autores

que sugeriram, para Drosophila melanggaster, a possivel
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existéncia de 10 populagdes de células epiteliais, em funcgZo da
anidlise morfoldégica ultraestrutural que realizaram nos

envoltdorios do ovo

Ndo foranm encontrados oputros trabalhos que fizessem
disting¢do, morfoldégica ou fisioldgica, entre as células que
recobrem azs duas reglides do foliculo. Considerando, no entanto,
que as células epiteliais que envolven a cémara trofica nido
sintetizam corion, mas gque 05 nossos dados indicam terem grau de
ploidia igual a0 das gque o fazem, pode-se pensar gque &
poliploidia n3in estejs relacionada sé & produ¢lo deste envelope.
Ou entio,por outro lado, gue as células, por serem originarias de
uma mesma populacio iniciasl, nd3oco se diferenciaram no qgue se
refere aos seus mecanizsmes de regulacic, permanecendo ag duas
populagbes sujeitas aos mesmos reguladores, quando, de fato, a
poliploidizacdo seria necessdaria apenas nas dgue envolvem o

cocito.

No caso das células epiteliais ,elas também ndo sioc um bom
exemplce de onde & ploidia final poderia ser estimada baseada nos

volumes nucleares, jd gque estaria sendo superestimada.

Embora descrevam-se casos de sub-replicag8o de certas

regides do material cromatinico destas células, a metodologia
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utilizada neste trabalho nao pdde detectar se isto occorre em (.

putoria.

6.3. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem a existéncis

de problemas gque necessitarliam ser abordados por metodologia

complementar, que, nc entanto, ndo foli possivel ser empregada no

momento.
Dessa forma, uma proposta futura de trabalho deveria
enfocar, atraveés de técnicas de incorporacio, possiveis

diferencas nas ftaxas de transcrigdo nas diversas fases da
ovogénese, mas principalmente compard-las gquando da fase de

politénicos com a da transformacio para niicleos polipldides. Com

isso, &a localizagdo do rDNA, ben como sSeu  comportamento
replicativo poderiam ser esclarecidos. 0O papel do cromosscmo X
também poderia ficar melhor definido, notadamente a sua

descompactaciio parcial que persiste por todoc o processo de
encurtamento dos autossomos. As técnicas de incorporacdo
possibilitariam também determinar a existéncia de regides sub-
replicadas, que o uso de sondas especificas para determinadas
sequéncias ajudaria a identificar. A aplicacfo de sondas na fase

de ntcleos reticulados, poderia esclarecer, por exemplo, a
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formagio heterdloga ou ndc do corpo

Qutro aspecto do futuro desses

um direcionamento prético, pois

divida, um dos subprodutos mais

ecossistemas secunddrios conhecidos

Como parte da bionomia qgque vem se

seu estabelecimento no novo contine

se tornando uma das mais frequ

poedeirss.

Sabe-se que, muito raramente,

8 erradicacioc de uma espécie-praga.

econdmico de prejuizo, wvutilizam-se

de controle, no gue se chama de

Esterilizacdo de insetos machos

apontada como um dos métodos a ser

Trabalhos gque tratam da qu
pelas aziridinas, tendo como efeit
fazem consideragdes sobre o fen

formagcdo do ovo.

Alguns associam-na a in

endorreplicativos de algumas das

heterocromatico.

estudos seria tambem quanto =

sabe-se as moscas sdo, sem

abundantes e incdmodos dos

como confinamento de animais.
ndo definida por C. putoria no
nte, esta espécie parece estar

entes nos aviarios de galinhas

existem situacdes que permitem
Para manté-la abaixo do nivel
varias categorias de métodos
controle integrado de pragas.

e/ou fémeas ¢é frequentemente

utilizado (Axtell, 1886).
imioesterilizacfio de dipteros
o a infecundidade das fémess,

dmeno envolvido na inibigdo da

terferéncia nos Processos

fases de desenvolvimento das



vz,
a®

INICAMP

R.M.P. AVANCINI CELULAS TROFICAS DE C. putaria PAG. 76

células tréficas (Crystal & LaChance, 1963; LaChance & Leverich,
1968). Beattie (1879) rejeita esta explicagdo e atribui a parada
do desenvolvimento a alteragdes nas mitoses das células
epiteliais, tornando os foliculos de fémeas tratadas portadores

de um ndmero menor de células epiteliais.

0 importante & gue este e outros Erupos de
guimiocesterilizantes podem tornar-se instrumentos multo dteis em
programas de controle e para isto & desejidvel que se conhecam os
mecanismos de agioc destas drogas. Esta torna-se uma tarefa mais
fdcil se as células envolvidas na formacio do ovo sdo de alguma
ferma conhecidas. Acreditamos assim, que os dados obtidos no
presente trabalho poderdo ser de grande valia em estudos

posteriores de hiologia e controle de Chrysomyva putoria.
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7 .CONCLUSQOES

= 1. Durante o desenvolvimento das células tréficas de
Chrvsomva putoria ocorre alto grau de endopoliploidia em seus
nacleos. 0 méximo valor Feulgen-DNA atingido, nos ntcleos das
células proximais ao odcito, & 2048 C, resultado, portantc, de 10

ciclos endorreplicativos.

«m 2. 0 wvalor maximo atingido nas células tréficas distals é
menor do que o das células proximais. Niao ha, portanto,
sincronicidade nas endorreplicacdes das células desse sineicio, o
gue indicaria diferenca nos fatores de regulac¢io agindo numzss e
noutras células. A diferenga nos valores Feulgen-DNA ja é

detectada desde a fase II de desenvolvimento ovariano.

a 3. Antes que os nucleocs atinjam seus valores maximos de
ploidia, o material cromatinico passa por varias configuracgdes,
sendo gque =a mais marcante & a presenca de cCcromoessomos
polité&nicos tipices. Isto ocorre guando o valor Feulgen-DNA esta
ocupando as classes de 8 C a 32 C, com predomindncia das classes

18 C e 32 C.

m 4. Apés um dado pericdo, os cromossomos politénicos sofrem
um grande encurtamento, e os seus filamentos constituintes

separaram-se uns dos outros, originando, em funcfo da existéncia
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de provavels regides sub-replicadss, numerosas unidades de
tamanhos variaveis, que dispersam-se por todo o espago nuclear. A
partir dai nHo ¢é mals possivel individualizar-se unidades

cromossémicas.

= 5. Com a formag8o desse estado reticular do ntuecleo, no
final da fase 11 da ovogénese, aparece um ponto fortemente corado
em preparagdes submetidas a reagdo de Feulgen. Tratas-se de um
corpo heterocromdtico gque persistira até & fase VIII. A
coexisténcia, no mesmo foliculo, de nicleos em diferentes sub-
fases reforga a conclusio sobre a existéncia da assincronia desgde

a fase I1.

n 6. A area ocupada pelo corpo heterccromatico aumentsa
bastante durante as fases de desenvolvimento do foliculo
ovariano, bem como seus valores Feulgen-DNA. Esses aumentos,
porém, ndoc acompanham proporcionalmente os referidos valores do
restante da cromatina, o gque poderia ser uma indicacfo da sub-

replicacdo da regido heterocromatica.

« 7. 0 volume ocupado pelo material ecromatinico corado das
células trdficas proximais aumenta cerca de 12 ou 15 vezes
durante a ovogénese, ficando bem acima, portanto, dos 10 ciclos

de replicagéoc da cromatina. O wvolume nuclear nio permite, desta
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forma, fazer-se inferéncia exata do nivel de ploidia atingido

nesses nudcleos.

» 8. Os cromossomos politénicos podem permanecer como tal por
um periode bastante longo quando as fémeas =adultas estiao
submetidas a uma dieta composta somente de aglicar e agua. Os
valores Feulgen-DNA para estes politénicos ndo diferem dos
encontrados para fémeas sob dieta padrdc. A presenga de
filamentos, que se protraem do eixo principal dos cromossomos,

dd-lhes, no entanto, uma aparéncia caracteristica.

= 3. (0 cromossomo X apresenta comportamento distinto dos

autossomos durante a fase em gQue 08 CromosSsSOmos Sao vistos como

politénicos tipicos. A parte do X ndo corada pelo método da
banda C, apresenta-se descompactada, quando 0s demais
cromossomos, bem como & porcdc heterccromdatica do X  estdo
compactados.

= 10. As células epiteliais ndoc s8o células permanentemente
dipldides. A poliploidia comegca a ocorrer apés o inicio da
vitelogénese (fase IV), atingindo niveis de valores Feulgen-DNA

até 32 C no final da ovogénese.

» 11. Durante &as fases onde ccorre mailor deposicfdoc de vitelo

no o6cito, as células epiteliais apresentam morfologia e Aresa
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diferentes, caso estejam recobrindo o ocdclto ow & cémara

tré6fica. Buando recobrem a cémara trdfica sZo mals achatadas e
malores ac passc que, quando recobrem o odcito, s80 cilindricas e
menores. 0 nivel de ploidia das duas populagdes celulares nao

difere, no entanto.
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8. RESUMO
Os nucleos das células trdficas proximais de ovario de

Chrysomya putoria, nas diferentes fases do desenvolvimento

ovariano, foram examinasdos em preparacdes submetidas & reacgfo de
Feulgen. Tinha-se cComo objetivo conhecer as alteracées
cromatinicas/cromossdmicas durante o desenvolvimento das células
relacionadas ao processo de formagdo dos ovos. A alteracd@oc mais
marcante encontrada foi a organizacfoc do material cromatinico =sob
a forma de cromossomos politénicos tipicos. Nessa fase sdo vistas
B unidades cromossdmicas, nas quais, em determinado momento do
sen processo de compactacdo, pode ser visualizado o padrio de
bandas e interbandas caracteristico de politénicos de dipteros.

Apds essa fase, os cromossomos tornam-se malis e mals encurtados,

ateé que, guando todos apresentam praticamente o mesmo
compr imento, os filamentos comegam a se separsar, originando
numerosas unidades, de tamanhos diferentes entre elas que,

espalham-se por todo o espac¢o nuclear. A partir dai, até o final
do desenvolvimento, o nucleo tem aparéncia interfédsica ,
apresentando um ponto heterceromatico fortemente corado. A porgdo
eucromatica do cromossomo X sofre descompactagio precoce, em
relacdo aos autossomos e a4 sua propria porc#o heterocromatica. Se
a fémea adulta estiver sob uma dieta de agicar e agua, os
cromossomes politénicos podem permanecer como tal por um periodo

muito mails longo do que quando sob dieta padrio.
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Através de microespectrofotometria mostrou-se gue 0s nicleos
tornam-se altamente endopolipldides durante a ovogénese,
atingindo o valor maximo de 2048 C, resultado de 10 ciclos de
duplicacdo do DHA. Valores menores, a cada fase, foram obtidos
nos nucleos distails, mostrando gque héa assincronia nos ciclos
endorreplicativos das diferentes células trdficas do foliculo. O
volume ocupado pela cromatina corada aumenta cerca de 12 a 15

vezes durante o desenvolvimento. 0Os valores Feulgen-DNA bem como

a @&rea ccupada pelo corpo heterocromdtico nap acompanham,
proporciconalmente, o crescimento do restante da cromatina
As células epitelias do foliculo mostraram tornarem-se

também endopolipldides, passando por até 4 ciclos de replicagaop,

apés o inicio da vitelogénese.
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9. SUMMARY

The nuclei of proximal nurse ecells of the ovary of
Chrvsomyva putoria in the different stages of ovarian development
were examined in preparations submitted to the Feulgen resction.
The objective was to fellow the chromatin/chromosomal alterations
occurring during the development of those eells involved in the
process of egg formation. The most marked alteration encountered
was the organization of the chromatin in the form of typical
polytene chromosomes. In this stage B chromosomes could be seen,
in which, at a specific point in theilr process of compactation,
the pattern of bands and interbands characteristic of dipteran
polytene chromosomes, could be seen. After this stage the
chromosomes became increasingly shorter until, when all were
practically the same length, their constituent filaments began to
separate and scatter throughout the nuclear space. From this
point on, up to the end of development, the nucleus exhibited an
interphasic appearance, presenting cne strongly staining
heterochromatic body. The euchromatic region of the X chromosome
underwent premature decompactation as compared to the autosomes
and to its own heterochromatic segment. If the adult female were
maintained on a sugar and water diet, the polytene chromoscmes
would remazin as such for a much longer period than when

maintained on a standard diet.
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Microspectrophotometry showed that the nuclei became highly
endopolyploidy during oogenesis, attaining =a maximum value of
2048 €, resulting from 10 cyecles of DNA duplication. At easch
stage, lower values were found in the distal nuelei, showing the

existence of asynchrony in +the endoreplicative cyveles of the

different nurse cells of the folliecle. The <volume occupied by
the stained chromatin increased 12 or 15 times during
development. Neither the Feulgen-DNA values nor the aresa

cccupiled by the heterochromatic body proportionally followed the

growth of the rest of the chromatin.

The epithelisl cells of the follicle also showed
endopolyploidization, passing through up to 4 cycles of

replication after the start of vitellogenesis.
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