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1 - INTRODUCAC

1.1. Proteinas nucleares ndo-histonicas: conceituagdo

geral

As proteinas nucleares nao-histonicas sao todas
aquelas, excetuando-se as histonas, presentes no nucleo celu
lar, constituindo um grupo estrutural e funcional muito hete
Poganeo (HILL et alii, 1974; ELGIN & WEINTRAUB, 1975). Pode-
-se genericamente identifica-las segundo varias classes: enzi
mas do metabolismo cromossomico, proteinas estruturais da cro
matina, as proteinas de ativacio genica, proteinas do grupo
HMG ("high mobility group"), as da matriz nuclear, as associa
das com os produtos de transcrigao (empacotamento, processa
mento e transporte dos RNAs, e as proteinas citoplasmaticas
que tambem participam temporariamente do compartimento nu
clear (COMINGS, 1978).

Dentre as proteinas nucleares nao-histonicas, as
mais estudadas sdo as associadas a cromatina, cujos pesos mo
leculares variam de 10.000 a varias centenas de milhares de
daltons (ELGIN & WEINTRAUB, 1975). Sao os componentes presen
tes em maior quantidade na cromatina isolada. Em células Hela,
a analise eletroforética bidimensional permitiu detectar 450
proteinas nao-histonicas cromossomicas diferentes, em um  to
tal de 10% a 10° copias por genoma hapléide. Entretanto, exis
tem dentre estas varias proteinas maiores, das quais uma du

zia ou menos perfaz metade da massa da fragao isolada (ELGIN

& BONNER, 1972; PETERSON & Mc CONKEY, 1976).



Dentre as enzimas encontram-se, principalmente, as
relacionadas com a transcricac, a duplicacao e o reparo de
DNA, e com a condensagao e a descondensagao cromatinica (co
MINGS, 1978).

As proteinas estruturais sdo aquelas que podem es
tar envolvidas ou na alteragao e organizagao dos filamentos
de DNA-histonas (ELGIN et alii, 1977) ou no esqueleto ("sca
fold") central do cromossomo, o qual foi demonstrado por
PAULSON e LAEMMLI (1977) apds extragao do DNA, das histonas e
de algumas proteinas ndo~histonicas. 0 esqueleto protéico do
cromossomo & composto predominantemente por duas proteinas de
alto peso molecular (170.000 e 135.000 daltons), as quais per
fazem pelo menos 40% da massa protéica total desta estrutura
(LEWIS & LAEMMLI, 1982; EARNSHAW & LAEMMLI, 1983).

Para a classe de proteinas nucleares nao-histonicas
que participam da regulagao da atividade genica, sao inlmeros
0os trabalhos que demonstram esta fungao.

As primeiras sugestoes desse papel emergiram princi

palmente de experimentos com cromatina reconstituida e sua
transcrigao in vitro. Através desta metodologia, em 1973,

GILMOUR e PAUL demonstraram que a fragdo protéica nao-histo
nica era responsavel pela transcrigac de RNAs especificos pa
ra determinado tecido. Em seguida, ficou demonstrado que ele
mentos da fracdao de proteinas ndo-histonicas eram responsa
veis especificamente pelo estimulo & transcricdo do gene para
globina (PAUL et alii, 1974; BARRET et alii, 1974), do gene
das histonas (STEIN et alii, 1975; KLEINSMITH & STEIN, 1976;
PARK et alii, 1977), da ovoalbumina (TSAI et alii, 1976; RO~
BINSON et alii, 1982),0u ainda das proteinas receptoras gque

interagem com hormonios estercides no citoplasma da célula



alvo, concentrando-se no nicleo para ativacao genica (STEIN
et alii, 1974; AMABIS & SIMOES, 1981). Mecanismo de agac seme
lhante é encontrado em insetos, nos quais a ecdisona se asso
cia ao seu receptor no citoplasma (proteina ndo-histonica),
vai para o nicleo e ai ativa a transcrigao de genes especifi
cos (ASHBURNER et alii, 1974%; ASHBURNER & RICHARDS, 1976).

Uma propriedade notdvel das proteinas cromossomicas
nao-histonicas € a de sofrerem fosforilagao e desfosforila
gao, 0 que & considerado um mecanismo regulador importante da
expressao genica (STEIN et alii, 1974; MORALES et alii, 197u;
EZRAILSON et alii, 1976; MOORE & FREE, 1985). Dentre outras
caracteristicas, o fato das proteinas fosforiladas serem fa
cilmente dissociadas da cromatina, comparado ao que acontece
com as proteinas fortemente ligadas ao DNA, estruturais prin
cipalmente, sugere que as primeiras tenham um papel regulador
{SMART, 1974; apud JOHNSON et alii, 1974),

HMG ("high mobility group") € um grupo de proteinas
nao-histonicas que se caracteriza por uma alta mobilidade ele
troforetica e um alto contelido de aminoacidos basicos e aci
dos (50% dos residuos). Estas proteinas interagem com a croma
tina, sendo dela dissociadas com NaCl 0,35M. Uma outra carac
teristica de tais proteinas € sua solubilidade em TCA a 2%
(GOODWIN et alii, 1973). Elas tem algumas propriedades em co
mum com as histonas, por exemplo o fato de terem aproximada
mente 25% de aminodcidos basicos e serem extraiveis com  dci
dos (GOODWIN, 1977). Foi demonstrado que as proteinas HMG-1 e
HMG-2 interagem especificamente com subfragoes de Hl, sugerin
do que devam estar envolvidas com ordens superiores de empaco

tamento dos nucleofilamentos (SMITH & STOCKEN, 1973;SMERDON &



ISENBERG, 1976). Mais recentemente foram encontradas eviden
cias de que a HMG-1 estaria envolvida na duplicagao de DNA,
ou seja, sua presenga seria necessaria para a agdo da DNA po
limerase replicativa (ALEXANDROVA et alii, 1984).

Quanto a matriz nuclear, & uma estrutura proteina-
cea resistente 3 extragdo com tampoes de alta e baixa forca
ionica e também a sais, detergentes nac desnaturantes e nuclea
ses. Morfologicamente abrange componentes dos complexos de po
ro associados a lamina periférica nuclear, a estrutura fibri-
lar residual do nucléolo e a uma extensa rede protéica inter-
na (BEREZNEY & COFFEY, 1974, 1977; COMINGS & OKADA, 1976;
KAUFMAN et alii, 1981; LONG & OCHS, 1983; LEWIS et alii,i98u),
Esta ultima compreende predominantemente tres grandes polipep
tideos de PM entre 60.000 e 70.000 daltons e vdrios polipepti
deos menores (BEREZNEY & COFFEY, 1974). A maior parte das pro
teinas da matriz ocorre sob a forma fibrilar, com 20 a 30 R
de espessura e sao denominadas matrixinas, podendo se asso-
ciar formando fibras com espessura de 100-300 R. Essas protei
nas formam uma rede arquitetural na qual a cromatina esta an-
corada e associada (COMINGS, 1978; PIENTA & COFFEY, 1984).

Na periferia nuclear encontram-se as proteinas de
membrana, as dos complexos de poro do envoltdorio nuclear e as
da lamina interna. As membranas do envoltdrio nuclear sao com
postas por 30% de lipideos e 70% de proteinas, entre as quais
encontramos enzimas e glicoproteinas. O0s complexos de poro
isolados contem um polipeptideo principal de peso molecu-
lar 68.000 (KROHNE et alii, 1978a), cuja identificagao ultra-

estrutural como um componente dos elementos do poro foi



estabelecida por STICK e KROHNE (1982). A lamina interna é
uma estrutura que em seccgoes ultraestruturais aparece entre a
membrana e a cromatina periférica, cuja espessura varia de 80
a 300 nm,conforme os tipos celulares. Estudos de extracgao qui
mica indicam que a lamina de muitos tipos de celulas & uma re
unido supra-molecular de proteinas que permanece intacta du
rante os tratamentos do envoltorio nuclear, isolado com tam
poes contendo detergentes ndo-ionicos e altas concentragoes
de sais (DWYER % BLOBEL, 1976; SHELTON et alii, 1980; KROHNE
et alii, 1981; GERACE et alii, 198L). Na lamina predominam 3
polipeptideos cujos pesos moleculares sdo de 60.000-70.000
daltons e compreendem cerca de 40% da massa protéica total
(DWYER & BLOBEL, 1976). Embora os pesos moleculares dos maio
res polipeptideos da lamina periferica e da matriz intranu
clear sejam semelhantes, estudos de localizagao imunocitoqui
mica ultraestrutural,utilizando anticorpos contra proteinas
da l3mina, indicaram que estas 1ldminas(A, B e C) ccorrem ex
clusivamente na periferia nuclear (GERACE et alii, 1978; ELY
et alii, 1978; KROHNE et alii, 1278b; AGUTTER & BIRCHALL,
19793 STICK & HAUSEN, 1980; GERACE & BLOBEL, 1981) e tambem
ndao fazem parte do complexo de poro (revisdo em HANCOCK &
BOULIKAS, 1982). As evidencias experimentais indicam que a 13
mina € um componente importante da periferia nuclear a qual o
DNA cromossomico estda ligado no nucleo interfisico (HANCOCK &
BOULIKAS, 1982). A parte periférica da matriz difere da  in
tranuclear nao apenas na composicac mas também na fungao

(AGUTTER & BIRCHALL,1979},



Uma série de trabalhos recentes sugere que a matriz
nuclear, alem de exercer papel estrutural, pode tambem estar
envolvida na duplicagao do DNA (DYJKWEL et alii, 1979; VO~
GELSTEIN et alii, 1980), e na transcrigao (JACKSON et alii,
1981) e no processamento do RNA (CIEJEK et alii, 1982). Expe-
rimentos imunocitoquimicos possibilitaram a localizacao de
uma proteina nuclear ndoc-histonica, codificada pelos oncoge-
nes myc e myb, na matriz nuclear e também associada a DNA em
dupla fita (ABRAMS et alii, 1982; Donner et alii, 1982; LAND
et alii, 1983). Este tipo de proteina parece estar associado
diretamente ao processo de transformagao celular (LAND et
alii, 13883).

Deve-se lembrar ainda que muitas das proteinas nu-
cleares nao-histonicas podem ser encontradas simultaneamente
em mais de uma das classes funcionais citadas. Assim, atraves
de analise eletroforetica da distribuicaoc de proteinas nao-
histonicas, de niucleos isolados de hepatocitos de camundongo
submetidos a lavagens em varias solugoes, foi sugerido que al
gumas das proteinas nucleares participariam de complexos com
o DNA, bem como com o HnRNA e nucleoplasma (COMINGS & OKADA,
1976 ; COMINGS & HARRIS, 1976a e b). Também em niucleos de célg
las de embrioces de ourigo do mar ficou demonstrado que o enve
lope nuclear residual e a matriz intranuclear tém em comum
com a cromatina moléculas de (glico) proteinas com forte pro-
priedade autoagregativa; esta caracteristica indica tambem
que ha associacgdo das proteinas nao-histonicas da matriz com
a cromatina (SEVALJEVIC et alii, 1981),

Em vista da diversidade de fungdes, ndo & de se sur

preender que a populagac de proteinas nucleares ndo-histoni

[ T I S o ISQEIRE P R T A A R A e 22 TOA?LD



1.2. Proteinas nucleares nao-histonicas: abordagem

. - )
cltoguimica
Os estudos de proteinas nucleares nao- histonicas
tem sido voltados predominantemente para sua extracao, carac

terizacdo quimica e algumas vezes imunoquimica, propriedades
e possiveis fungdes, atraves de métodos bioquimicos e imunold
gicos. Ao nivel citoquimico, especialmente de carater quantita
tivo, no entanto, sao  poucos os trabalhos , O que
se deve certamente a dificuldades tecnicas, dentre as quais a
propria caracterizacdo de tipos de proteinas nao - histonicas.
Como vantagem, no entanto, tal tipo de estudo ' possibilitaria
a analise a nivel celular individual, permitindo compara
¢oes entre diferentes tipos celulares ou, para um mesmo tipo
celular, comparagcoes em diferentes etapas fisiologi
cas. Ao nivel imunocitoquimico alguns trabalhos vem  buscando
localizar em termos qualitativos um ou mais tipos especiails
de proteinas ndo-histonicas que pudessem ser associadas a ex
pressdao genica, em cromossomos politenicos (ELGIN et alii,
1977; ALFAGEME et alii, 1980) e em células transformadas  de
vertebrados (ABRAMS et alii, 1982; DONNER et alii, 1982).

De modo geral, no entanto, o tipo de abordagem img
nocitoquimica para resolver problemas nesse campo requer quan
tidade razodvel de material bioldgico, em condigdes fisiold
gicas comparaveis, a partir do qual se possa isolar e purifi
car a proteina contra a qual se pretenda obter anticorpos, o
que em si € um empecilho para diversos tipos de ensaios expe

rimentais.

Excluindo-se, de outro lado, os trabalhos de anéli

se imunocitoquimigo, outros tipos de resultados importantes,



no que se refere ds proteinas nucleares nao-histonicas, pude
ram ser obtidos com o uso de métodos citoquimicos.

Assim, em cromossomos politenicos, o acumulo de pro
teinas  ndo-histénicas associado ao fenomeno de amplifica
cdo génica em pufes de DNA foi demonstrado por anilise
citofluorometrica de preparados corados com sulfoflavina apds
remogac das histonas , associadd a dados microinterferométri
cos (VIDAL, 1977).

FREDERIKS e colaboradores (1980) determinaram cito
fotometricamente o conteudo de proteinas nd3o-histonicas em na
cleos de hepatdcitos de ratos, comparando as células parenqui
maticas dipléides e tetrapléides e as ndo parenquimaticas.
Utilizaram para isto a evidenciacao dessas proteinas pormeio
de coloragao com "naphthol yellow",apos extracdo de DNA com
TCA e de histonas com HCl. A taxa de proteinas ndo-histdnicas
encontrada foi a mesma para os trés tipos de nicleos, qual se
ja,de 55% em relagao ao total de proteinas.,

Em outro trabalho, determinacoes citofotométricas
de proteinas nucleares ndo histdnicas foram efetuadas utili
zando-se coloragao combinada Feulgen - "naphthol yellow S" em
células parenquimdticas de figado de rato,apés  hepatectomia
parcial. Utilizando-se esta metodologia, fol demcnstrado que
hd um aumento de proteinas ndo-histonicas significativamente
maior na parte regenerada, comparado ac do controle (GAUB,
1978). Por outro lado, posteriormente; por anilise eletroforé
tica, foi verificado que n3o ccorre um aumento gqualitativo de
proteinas ndo-~histonicas, porem 15 fragdes destas sofreriam um
aumento quantitativo relativo, dentro das 48 horas que se se

guem d hepatectomia (MARTINEZ-SALES & BAGUENA, 1981).



0 "naphthol yellow S"(3ecido 2-4%-dinitro-l-naftol-7-
sulfdnico), introduzido em 1955 por Deitch em citoquimica co
mo um corante quantitative para proteinas, liga-se eletrosta
ticamente a grupos basicos livres de proteinas ionizadas, gru
pos esses originados de uma variedade de diferentes residuos
de aminoacidos basicos e N-terminal.

Portanto, para se poder medir o conteldo de protei
nas nucleares nao-histonicas com "naphthol yellow S" a pH 2,7,
e preciso que as histonas sejam extraidas, ja que os radicais
destas proteinas também podem ligar moleculas do corante. A
extragao das histonas pode Fer realizada com NaCl 3M a pH= 6,0
(BONNER et alii, 1968; BUTLER et alii, 1979; MELLO & CORDEL
RO, 1985), embora remova tambeém certos tipos de proteinas
nio-histdnicas (SPELSBERG et alii, 1972; RIDNEY & REECK, 1978).

Tem sido demonstrado que a presenca de acidos nu
cleicos bloqueia a maioria dos grupos -NH; das proteinas basi
cas nucleares que se ligam ac "naphthol yellow S" (DEITCH, 1955;
GAUB, 1976a). DEITCH (1955) e mais recentemente TAS e colabo
radores (1980) demonstraram que a fracdo proteica bloqueada
pelo DNA e histonica, o que dispensaria a etapa de remogdo do
DNA para exposicdo de grupos NH; de proteinas nidoc-histonicas
no método citoquimico. No entanto, BERDYSHEV e ZHELABOVSKAYA
(1972) demonstraram que 23% a 28% das proteinas ndo-histoni
cas da cromatina de hepatdcitos de rato poderiam estar cova
lentemente ligadas ao DNA, proteinas estas que teriam o papel
de efetuar uma limitagac organoespecifica da transcrigio da

cromatina e/ou eliminar parcialmente o efeito inibidor das
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histonas. Portanto, a remogdc de DNA pelo tratamentc com TCA,
a quente, liberaria os radicais desse conjunto de proteinas
ndo histonicas ligadas, ainda que temporariamente, aos grupos
fosfatos do DNA, expondo-os a se ligarem ao corante (FRE-
DERIKS et alii, 1980).

No que se refere a mudangas estruturais em protei
nas em geral e em proteinas nao-histonicas, em particular, eg-
tudos citoquimicos poderiam ser realizados com uso de um co
rante fluorescente que interagisse com grupamentos hidrofébi
cos das mesmas. O corante ANS (l-anilino-naftaleno-8-sulfona
do), por exemplo, € um composto aromatico policiclico, fluo
rescente quando ligado ao substrato protéico, e sensivel a
polaridade dos solventes (STRYER, 1965)., Devido a sua nature
za anfifilica, o ANS interage com as interfaces polar/apolar
da proteina. Portanto, mudangas nas propriedades de fluores
céncia do ANS ligado, refletem mudancas em tais interfaces
( BROCKLEHURST et alii, 1970; GOSLINE et alii, 1975; VIDAL,
1978, 1980). O uso do butanol como solvente e conveniente
por ser este apolar e, nesse caso, 0s grupos do co
rante possiveis de se ionizarem, nao o fazem.

A riqueza em residuos lisina pode ser também detec
tada citoquimicamente nos nucleos, usando-se o cloreto de
dansila (l1-dimetilamino-naftaleno-5-sulfocloreto), corante
fluorescente capaz de se ligar aos grupamentos ~NH; disponi
veis nos residuos de lisina das proteinas (ROSSELET & RUCH,
1968; VIDAL, 1980). Obviamente, em se tratando da anilise de
proteinas nao-histonicas, uma remo¢do previa das histonas se

ria tambem necessaria.
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1.3. Dados de analise morfométrica

Ao lado dos trabalhos de natureza citoquimica, pode
ser obtida uma informagao relativa sobre a participacio de
proteinas nucleares ndo-histonicas na fisiologia nuclear atra
vés de determinagSes morfométricas, especialmente as cariomé
tricas (PALKOVITS & FISCHER, 1968). Além da classica
relacdo entre tamanho nuclear e conteldo de DNA, estabelecida
a partir dos primeiros trabalhos de Jacobj, em 1925 (SWIFT,
1969), os métodos cariometricos vem permitindo o levantamento
de outros tipos de informagao. Entre estas, se encontram: cor
relagdo do entumescimento nuclear em varios tipos celulares e
teciduais com o fluxo de agua e mudangas eletroliticas no nu
cleo (BREEDDERMAN & FOOTE, 19713 RENSING & HARDELAND, 1972),
agao de fixadores ao nivel nuclear (PORCELLI, 1872; MELLO & ZA
NARDI, 1976a, b) e variacdao na atividade fisioldgica nuclear
e celular correlacionada a variagao quantitativa de RNA e pro
teinas nucleares nao-histonicas (PALKOVITS & FISCHER, 1968).

Aumento de tamanho nuclear sem mudanca em conteudo
de DNA e histonas, em muitos casos, reflete aumento de protei
nas nao-histonicas e RNA, associado a atividade nuclear
(SCHREIBER, 196u4:; PALKOVITS & FISCHER, 1968; SCHREIBER et
alii, 19693 SWIFT, 19693 RANEK, 1976), Tais variacgoes podem
estar associadas, por exeﬁplo, a agdao hormonal em que a admi
nistragao de 50ug de estradiol a ratas induz um aumento de
até 342% no volume nuclear das celulas .epiteliais do utero
(ALFERT et alii, 1955; GELFONT & CLEMMONS, 1955}, ou ao ciclo
circadiano no qual as variagoes em contelido de proteinas ndo-
-histonicas durante o dia s3o acompanhadas por mudancas de ta

manho nuclear (GAUB, 1976b).
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1.4. Analise citoquimica de um grupo de proteilnas

nucleares nao-histonicas em glandulas saliva-

res de Bradysia spatitergum: proposta de tra-

balho

Em Bradysia spatitergum, diptero do grupo dos scia

rideos, as glandulas salivares larvais exibem células morfolo
gicamente distintas, conforme se compare suas regioces conven
cionadas como Sy» S, e S5 por SILVA (1980) (Figs. 1 e 2 ).
O contelido de DNA dessas células varia também conforme a re
gido do orgdo e a fase do desenvolvimento larval. £ interes
sante constatar que tais variag¢oes sao acompanhadas por di
ferengas no grau de atividade secretora e nos tipos de secre
¢ao produzida (SILVA, 1980). Assim, na regido S,, bem como
em S,, uma vez atingidos os valores Feulgen-DNA nucleares
mais elevados do orgdoc, o que acontece no inicio do 49  esta
dio larval (SILVA, 198l1), passam a ser secretadas proteinas
reativas ao xylidine ponceau a pH 1,7 e que farao parte da se
da produzida pelo inseto para constituir seu casulo (SILVA,
1980). A regiao Sl’ por outro 1ado,é;xmreem sintese de pro
teinas e proteoglicanas e por sua vez apresenta valcres Feul-
gen-DNA baixos e menor grau de politenia, em relacao aos das
regices S, e S5 (SILVA, 1981). Além disso, as histonas em Sy
sdo multo mais resistentes 3 remogao por solugdes salinas ou
hidrdlise dcida,quando comparadas as das regices S, e 83, tam
bem em inicio de 49 estadio (MELLO & CORDEIRO, 1985).

Estes ultimos achados levaram a sugestao de que ng
cleos com altos graus de politenia e com atividade transcri

tiva muito elevada, como os de S, e 53, apresentem  histonas



Figuras

1 e 2. Glandulas salivares de larvas de
infcio de 49 estadio de Bradysia spatiter-
gum, coradas com orceina lacto-acetica,

sendo evidenciadas as regices S;, S, e S,.
Setas = nucleos. 1. S54x; 2: detalhe de

1, 140x.

.l30
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com maior grau de extratibilidade ou de alteracces conforma-
cionais (MELLO & CORDEIRQ, 1985). Nesse sistema, no entanto,
nac se conhece a participagao de proteinas nao-histonicas, se
ja em termos de variagoes quantitativas em seu conteldo, seja
na apresentagao de alguma caracteristica especial qualitativa,
como, por exemplo, formacaoc de complexos com o DNA. Esse co-
nhecimento certamente seria importante, uma vez que: a. o pro
cesso metabolico e sabidamente varidvel nas tres regices da
glandula e durante o desenvolvimento pos-embrionario, b. que
as proteinas nucleares ndo-histonicas desempenham indmeras
fungoes, quer estruturais quer na regulacao da atividade geni
ca e, ¢. ha possibilidade da presenga de diferentes tipos e
quantidades dessas proteinas, de mudangas conformaecionais e
de diferengas na suscetibilidade a extracdo, em funcdo da fi

siologia celular.
No presente trabalho tem~se como objetivo a deter-

minagao:

1. de variagdes no contetdo de proteinas nucleares néo-hig
tonicas ndo removiveis pelos processos extrativos de
histonas e DNA, por métodos citofotometricos, nas tres

regices das glandulas salivares de Bradysia spatitergum,

em tres fases de seu desenvolvimento pos-embrionario,
escolhidas em fungao da fisiologia celular conhecida
(SILVA, 1980, 1981);

2. da participagaoc desse grupo de proteinas em complexos
com o DNA;

3. da riqueza em grupamentos hidrofdbicos e em residuos de
lisina nessas proteinas, através daobservacao de fluo-

rescencia em preparados corados com ANS e cloreto de

dansila.
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Considerando-se que dados cariométricos podem mui-
tas vezes ser informativos quanto a um aumento especial em
proteinas nucleares nao-histonicas (item I.3), como primeira
etapa do trabalho procedeu-se também a determinacdo de areas
e volumes nucleares nas tres regices glandulares , durante o

desenvolvimento pés-embrionario.
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2. MATERIAL

Foram utilizadas glandulas salivares de larvas de

Bradysia spatitergum (Diptera, Sciaridae), sciarideo classifi

cado por HARDY (1956) como Sciara (Lucoriella) spatitergum e

reclassificado por STEFFAN (1968) como Bradysia spatitergum,

nomenclatura atualmente em uso. Foram utilizadas larvas de

19 estadio (até 24 horas apos eclosdoc do ovo), da fase iniei
al do 49 estadio (7 dias) e da fase de pre-pupa (10 dias), A
determinagaoc desses estadios se baseou em dados n3ac publica-
dos, de Norberto Comune, segundo informagao de Hebe M. L. de

Souza e Maria Jose L. Silva.

0 estoque de B. spatitergum foi iniciado pela Pro

fessora Dra. Hebe M.L. de Souza, em 1972, a partir de exempla
res por ela coletados em Barao Geraldo, Campinas, SP. Com uma
amostra desse estoque teve inicio e prosseguimento a criagdo
dessas moscas no Departamento de Biologia Celular da UNICAMP.
O meio de cultura utilizado foi preparado com 35g de agar dis
solvido em 1 litro e meio de agua. O alimento consiste de ra

ma de batata doce (Ipomea batata), seca e moida, depositada

sobre o agar solidificado. 0 estoque foi mantido em garrafas
com capacidade de 1/4 de litro, contendo uma camada de cerca
de 2cm de meio de cultura (SILVA, 1977) e também em caixas de
acrilico cujas laterais mediam llcm x llcm e altura de  3cm.
Estas caixas foram utilizadas pela facilidade que proporcio
nam na escolha e retirada das larvas, bem como no  acompanha
mento, a lupa, da eclosdo dos ovos para obtengio de larvas de

1?9 estadio. Quando as moscas eclodem, sao transferi

das para um novo frasco e as femeas depositam ovos. Os adul
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tos morrem a seguir. Toda a populagao de moscas foi mantida a
temperatura ambiente.

A frequencia de aparecimento de larvas de inicio de
49 estadio, em diferentes épocas de amostragem, foi sempre ex
tremamente baixa, devido provavelmente a rapidez com que alar
va passa pelo inicio desta fase. Em caixas contendo aproximada
mente 200 larvas, apenas 1 ou 2 se encontravam nessa fase,Tal
fato dificultou a obtencaoc de amostras grandes de nicleos de
larvas de inicio de 49 estadio, bem como se tornou severo em-
pecilho a que se procedesse a outro tipo de analise do mate-
rial proteico cromatinico como, por exemplo, eletroforese em
gel.

A dissecgao das larvas foi monitorada através de 1lu
pa estereoscopica Zeiss. Para observacao e fotografia dos nu-

cleos foi utilizado um fotomicroscopio Zeiss.
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3. METODOS

3.1, Cariometria

Para obtencdo dos valores de areas e volumes nuclea
res foram utilizadas glandulas salivares de larvas de 19 e de
inicio de 49 estadios e de pre-pupas, fixadas e montadas em
solucdo de formol a 2%, em meio nuclear de ZWEIDLER E COHEN
(1971)., Imediatamente apos o preparo das laminas foram reali
zadas as medidas cariometricas.

Para cada regiaodas glandulas foram medidos os el
x0s nucleares (didmetros) usando-se um microscopio Leitz Wetz
lar equipado com uma ocular micrométrica Leitz 15x e objetiva
40/0,65. De posse desses dados, os valores de area e volume
foram calculados pela aplicagido das formulas propostas por

MELLO e VIDAL (1980):

\2

S = (A : B)

= % A.B.C, onde

= 3rea

it

volume

diametro do eixo maior

diametro do eixo menor

0 e ) - < w <3
"

= B

3.2. Analise de proteinas nucleares nao-histonicas

3.2.1. Obtengio de material para as reagoes citoquimicas

As glandulas salivares recém-removidas foram trata
das com solugdo de NaCl 3M por 6 horas, a 4°C em camara  {mi

da, apos o que foram fixadas em formol a 2%, em meio nuclear
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de ZWEIDLER & COHEN (1971) por 20 minutos. A seguir, as glan
dulas foram levemente esmagadas nesta solugaoc, para expulsao
dos nicleos. As laminulas foram removidas apdés  congelamento
do preparado em nitrogeénio 1iquido. A seguir, as laminas fo
ram lavadas em agua corrente por 13 a 14 horas, secadas ao ar

e submetidas a reacoes citoquimicas para proteinas.

3.2.2. ReagOes citoquimicas

A. "Naphthol Yellow S"

Parte do material foi tratada com acido tricloroace
tico (TCA) a 5%, a 90°C, por 15 minutos e lavada em TCA a 5%
a frio, para remogdo de DNA. A seguir, tanto o material trata
do como aquele nao tratado com TCA foram corados com uma solu
¢io de "naphthol yellow S" a 0,1% em acido acético a 1%, a pH
2,7, por 30 minutos, e lavados em dcido acetico a 1%, por 1
minuto e em alcool butilico terciario por 30 minutos. ApcCs
diafanizacdo em xilol durante 20 minutos, as laminas foram
montadas em b3lsamo do Canadi (DEITCH, 1966). A coloragao con
trole pode ser dispensada, uma vez que MELLO E CORDEIRO (1985)
demonstraram que apos tratamento com NaCl 3M nao sao mais ve
rificadas histonas reativas ao fast-green alcalino em nenhuma

das regides da glandula de B. spatitergum.

B. Fluorescencia pelo cloreto de dansila

0 material foi lavado em etanol 95% por 2 minutos e
a seguir corado com uma solucao de cloreto de dansila a 0,1%
em etanol 95%, saturado com NaHCOa, por 6 horas no escuro, la
vado em etanol 25% também saturado com NaHCO,, desidratado em
etanol absoluto, diafanizado em xilol e montado em eukitte
(ROSSELET & RUCH, 1968). A fluorescencia foi investigada ao
fotomicroscépio Zeiss equipado com filtro de emissao I e fil-

tro de barragem 530.



.20,

C. Fluorescencia pelo sulfato de 8-anilino-naftaleno

(A.N.S.)

0 material foi corado com uma solugdo de A.N.S. a
0,1% em butanol, por 30 minutos no escurc. A seguir, as prepa
ragoes foram lavadas em butanol, diafanizadas em xilol e mon
tadas em eukitte (VIDAL, 1978). A fluorescencia foi investiga
da ao fotomicroscopio Zeiss equipado com filtro de emissao

IIIT e filtro de barragem U410,

3.2.3. Citofotometria dos nucleos corados com "naphthol

yellow 5"
Os valores de absorbancia "naphthol yellow S" - pro
teinas ndo-histOnicas nucleares, em unidades arbitrarias

(U.A.), foram obtidos com um citofotometro de varredura automd
tica Zeiss,acoplade a um microcomputador Microdata. As condi
goes de trabalho foram: objetiva Planapo 100/1,3 = 100x; opto
var = 2,0; condensador LD Epiplan = 16/0,30; passo de varredu
ra = 0,5um x 0,5um (eixos X e Y); comprimento -de onda =

¥50nm.

3.2.4. Andlise estatistica

Toda a andlise estatistica foi realizada pelo paco
te MINITAB versao 81, implantado no computador DIGITAL DEC 10
da Universidade Estadual de Campinas, utilizando-se o termi
nal do Laboratério de Estatistica do Instituto de Matematica,

Estatistica e Ciencia da Computagao (IMECC).
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A. Dados cariométricos

Para cada regiao (S, S, e §3) da glandula salivar
nas tres diferentes fases do desenvolvimento foram calculados
a média aritmetica, o desvio padrao, o coeficiente de varia
gao e o intervalo de confianga. Foram também efetuados testes
t com corregdo de Welch (BICKEL & DOCKSUM, 18977) e analise de
variancia, para comparagdo dos dados.

Com os valores de area e volume foram construidos
histogramas de frequencia distribuidos em escala em progres
sdo geométrica (MELLO & RAYMUNDO, 1980) e também calculadas
as frequéncias percentuais dos valores de area e volume bara
cada intervalo de classe.

0s dados foram apresentados ainda sob a forma de Ra
mo e Folhas, e descritos segundo o diagrama esquematico de

TUCKEY (1877).

B. Dados ecitofotometricos

Os resultados referentes ao valores "naphthol yel-
low S" - proteinas niao-histonicas nas diferentes regides,apos
cada tratamento em cada fase do desenvolvimento, foram apre-

sentados de forma semelhante ao descrito no item 3.2.4.A..
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4. RESULTADOS

4.1. Cariometria

Os valores de areas e volumes nucleares obtidos pa
ra as tres regides das glandulas, nas tres fases do desenvol
vimento, foram dispostos em ordem crescente e apresentados
sob a forma de ramos e folhas (TUCKEY, 1977) nas figuras 3 a
11 e 14 a 2?. 0Os valores de volume foram normalizados com %“,

No ramo e folhas sdo colocados os valores numéricos
ordenados de forma crescente, distribuidos em classes. Asclas
ses sao colocadas a esquerda do trago vertical e escolhidasem
fungdc dos niumeros iniciais do menor até o maior valor do con
junto de dados. Cada linha (folha) apresenta os valores per
tencentes a classe correspondente., Para evitar o espalhamento
dos dados que pode ocorrer quando ha um nimero grande de clas
ses, os ramos e folhas foram construidos utilizando-se duas
classes em cada folha, separadas por dois pontos (:). Tomando
se como exemplo a figura 3, tem-se que, o menor valor e 21,03
e o maior & 103,51. Assim, as classes estarao distribuidas
duas a duas, de 1 a 10 (1:2; ....; 9:10), e os valores perten
centes a estas classes, alinhados a direita do trago vertical.
Na primeira linha nao ha valores relativos a classe do digito
1 e encontram-se, portanto, apenas os valores pertencentes a
classe do digito 2 (21,03; 22,10; 23,54; 23,59; 23,98; 29,95).

A apresentagac dos dados sob a forma de ramo e fo-
lhas se justifica nao s6 pelo fato de se conhecer a simetria
dos dados distribuidos ordenadamente em classes, mas tambem
completam-se com eles as informagdes contidas nos diagramas

esquemdticos que, como tal, ndo informam o nimero de pontos
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existentes em cada quarto do diagrama, uma vez qQue uma aparen
te simetria nos caixotes nao significa necessariamente que os
dados sigam uma distribuigdo normal. Os ramos e folhas sdo
ainda a primeira etapa para a elaboracao dos diagramas esque-
maticos.

As figuras 12 e 13 mostram as relagoes entre areas
nucleares para as tres regides glandulares nas tres fases do
desenvolvimento e as figuras 23 e 24 as relagoes entre volu
mes nucleares. Nas figuras 12 e 23, cada bloco representa a
distribuigdo dos valores de area e volume, respectivamente, de
cada regiao ao longo do desenvolvimento. O primeiro tragoe ho

rizontal € o primeiro quartil, que determina que 25% dos valo

res das areas e volumes nucleares estao localizados abai
xo desse  ponto. 0 segundo trage horizontal e a
mediana, indicadora de que 50% dos nficleos tem suas
dreas e volumes distribuidos abaixo desse ponto ou seja, des
se valor e 50% acima. O terceiro trago & o segundo quartil,
localizando-se abaixo dele 75% das areas nucleares. Os pon
tos representados por um circulo vazio sdo chamados pontcs

soltos e se localizam na regido delimitada por uma diferenga
interquartilica e até uma diferenga e meia, acima do segundo
quartil e abaixo do primeiro. Os pontos representades por um
circulo cheio saoc ditos pontos desgarrados, localizando-se na
regido acima ou abaixo de uma diferenca interquartilica e
meia. Os pontos soltos ocorrem com baixa frequencia enquanto
os desgarrados ocorrem com baixissima frequencia

(TUKEY, 1979).



Figuras 3, 4 e 5. Ramo e folhas dos valores das areas nucleares
1 (Fig. 3), 82 (Fig.
4) e S, (Fig. 5) da glandula salivar de larvas de 19 es

em um2 calculados para as regices S

tadio. Na primeira linha da figura 3, embaixo, le-se
21,033 22,10 23,543 23,59; 23,98; 29,95; na segunda,

30,783 33,85, e assim por diante.
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‘Figuras 6, 7 e 8. Ramo e folhas dos valores das areas nuclea

res em um2 calculados para as regioes Sy (Fig. 6),
5, (Fig. 7) e S, (Fig. 8) da glandula salivar de lar
vas de inicio de 49 estadio. Na primeira linha da fi
gura 6, embaixo, le-se 19,28; 26,24; na segunda,
38,05; 41,91; 48,65, e assim por diante.



Figuras 9, 10 e 11. Ramo e folhas dos valores das areas nucleares calculados em
ym? para as regides S, (Fig. 9), S, (Fig. 10) e S, (Fig. 11) da glindu
la salivar de pre-pupas. Na primeira linha da figura 9, embaixo, 1lé-se
34,32, 36,10; 36,16, e assim por diante.
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Figura 12. Diagramas esquematicos representando as relacoes

entre os valores das areas nucleares calculados para
as regioces §;, S, e 5, da glandula salivar nas tres
fases do desenvolvimento pés-embrionario.
Em cima, os esquemas de cinco numeros, onde # = nume
ro de observacoes; * = menor valor de area; Jy = 19
quartil; MD = Mediana; J2 = 29 quartil; * = maior va
lor de area. x = valor extremo, minimoc ou maximo,
que se encontra dentro do comprimento de uma diferen
ga de junta da junta respectiva,
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Figura 13. Histogramas das frequencias relativas dos valores
de area nuclear nos varios intervalos de classe para
as regioes glandulares S;, S, e S; nas tres fases do
desenvoivimento. I a XI correspondem aos intervalos
de duplicacao dos valores.
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Figuras 14, 15 e 16. Ramo e folhas dos volumes nucleares em
um3 calculados para as regioces §; (Fig. 14),5, {Fig.
15) e S, (Fig. 16) da glandula salivar de larvas de
19 estadio. Na primeira linha da fig. 14, embaixo,
18-se 2,24563; 2,2516; 2,3499; 2,3754; 2,3938; na se
gunda, 2,5324; 2,5955, e assim por diante. Idem para

as outras figuras.



.30,

Fig. 17
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Fig. 19

068

1278
263756
204252309790975:296391U5846L756974
035274406429903:977431933
002051308414692755904:150177340688713985
0611011642903503504124%58668863984:308444083506941370
184295349357704721874954:000385521680940
112471746815830846:985
137243:241262375458565

:02050865U745764776

:105237988

Figuras 17, 18 e 19. Ramo e folhas dos volumes nucleares em

3 ~

um” calculados para as regices Sl (Fig 17), S, (Fig.
%81 e S, (Fig. 19) da glandula salivar de larvas de
inilcio de 49 estadio. Na primeira linha da figural7,
embaixo, lé-se 2,2872; 2,3205, e assim por diante.
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Figuras 20, 21 e 22. Ramo e folhas dos volumes nucleares em

3 .~
um~ calculados para as regides S, (Fig. 20), S,(Fig.

21) e S; (Fig. 22) da glandula salivar de pré-pupas.

Na primeira linha da figura 20, embaixo, lée-se 2,5510;

2,5792; na segunda, 2,6276; 2,6451, e assim por dian

te.
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Figura 23. Diagramas esquematicos representando as relacodes
entre os valores de volumes nucleares calculados pa-
ra as regides Sy, S, e S3 da glandula salivar nas
tres fases do desenvolvimento pds-embriondrio. Em ci
ma, os respectivos esquemas de cinco numeros, onde
# = nimero de observagaes; * = menor valor de volume;
J1 = 19 quartil; MD = Mediana; J2 = 29 quartil; * =
maior valor de volume, x = valor extremo, minimo ou

maximo, que se encontra dentro do comprimento de uma

diferenga de junta da junta pespectiva.
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Figura 24. Histogramas das frequencias relativas dos valores de volume
nuclear nos varios intervalos de classe para as regioces glandu-
lares S;, S, e S5 nas tres fases do desenvolvimento. I a XI

correspondem aos intervalos de duplicacao dos valores.
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Na maioria dos casos, a distribui¢doc dos dados abso
lutos & bastante simétrica (fipguras 3 a 11). Assimetria mais
evidente em direcao a valores menores observa-se para S1 de
pré-pupas (fipuras 9 e 12), o que quer dizer que 50% dos valo
res estdo localizados em um nimero menor de classes, em compa
racgao aos 50% de valores maiores restantes.

Se compararmos cada regiao da glandula ac longo do
seu desenvolvimento (figura 12), verificamos que as distribui
goes desses valores se alteram de maneiras diferentes. Em 51
de pre-pupas hda um decréscimo dos valores de areas e de volu-
mes nucleares em relacaoc a 19 e inicio de 49 estadios (19 es-
tadio < preé-pupas < inicio de 4? estadio). Ja em S, e S; as
Areas e volumes nucleares se distribuem em faixas de valores
crescentes, de forma que 19 estadio < inicio de B9 estadio <
preé-pupas.

A amplitude de variagdo € muito maior do que a dife
renga de juntas, indicando um grande espalhamento dos valores
em si.

Observa-se que, em todos os casos, os 50% de valor
res menores de area e volume se distribuiram em uma faixa me-
nor, enquanto que as areas dos outros 50% de nicleos maiores
se distribuiram em uma faixa maior (assimetria para valores
maiores), ou seja, valores mais espalhados. Note-se tambem
que os pontos soltos e desgarrados se encontram localizados
principalmente naqueles 25% de valores maiores de areas (exce
to S, de 19 estadio), indicando presencga de nicleos extrema-
mente grandes comparados com a amostra como um todo, em con-
trapartida a auseéncia de nicleos extremamente pequenos (figu

ra 12). Observando-se os valores de volume na figura 23 nao
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se detecta esta caracteristica t3o nitidamente, possivelmente
devido ao fato desses valores terem sido normalizados porS/_.

Comparando-se as areas e volumes nucleares de 82 e
Sz, em cada fase do desenvolvimento (figuras 12, 13, 23 e 24),
verifica-se que os valores sdo muito diferentes, como confir-
mado pelo teste t de Welch (tabelas 1 e 3). Por outro lado, o
comportamento de cada regido comparada ao longo do desenvolvi
mento s6 ndo foi significativamente diferente para a regiao
S1» de inicio de 49 estadio comparada & de pré-pupa (tabelas
2 e H).

As distribuigdes dos valores de dreas e volumes nu
cleares nos varios intervalos de duplicacao sao mostradas nas
figuras 13 e 24 e as frequencias relativas percentuais para
cada classe sao apresentadas na tabela 5. Nesta tabela, sao
mostrados ainda os intervalos de duplicagac dos valores Feul-
gen-DNA, os quais foram determinados por SILVA (1981). A com-
péragéo dessas frequéncias indica, surpreendentemente, que os

valores Feulgen-DNA atingem maiores intervalos de duplicagao

em comparacdo aqueles dos valores de area e volume nas treés
regices em inicio de 49 estadio e pré-pupas. Por ou-
tro lado, considerando as regioces glandulares em cada fase do
desenvolvimento, verificamos que apenas para a fase de 1?9 es
tadio larval as frequeéncias maiores estao localiza
das em intervalos de duplicagoes de valores Feulgen-DNA infe
riores aos de areas e volumes. Nas outras duas fases estuda

das ocorre o inverso.



Tabela 1. Teste t de Welch para comparacdc dos valores de areas nucleares das

entre si nas tres fases do desenvolvimento pos-embriondrio.

regices S, e S g

So 53 82 X 83
Fases do desenvolvimento
X £ S X £ 8 GL t
&
19 estadio 171,49 = 57,0 98,04 *+ 31,3 91 8,750
I . EX 3
Inicio de 49 estadio 564,45 + 20,5 269,88 = 80,7 7% 10,836
- P
Pre-pupas 183,20 * 492,0 796,61 * 295,0 96 9,268

#% gignificativo

aoc nivel de

1%

rgg



Tabela

2. Teste t de Welch para comparacac dos valores de aress nucleares entre diferentes fases

do desenvolvimento para as regioces S1, Sy e S5, 19 est. =
de 49 estadio; P.P.

= prée-pupas.

19 estadio; In.

Tnicio

Regiao 19 est. In. 49 P.P. 192 est.x In.4?° In.49 x P.P. 19 est.x P.P.
X £ S X £ S X t5S GL t 6L t GL t
&k &%
Sl 52,50 £ 18,0 89,20 £ 33,6 81,1 + 32,9 91 7,502 118 1,345 31 5,901
h& % O
S, 171,49 + 57,0 564,45 * 20,5 1483,2 £ 492,0 71 lu,6u45 78 13,390 60 20,495
%k * ki
83 88,04 + 31,3 269,88 * 80,7 796,6 + 295,0 122 18,156 65 13,514 60 18,268

#% gignificativo

ao nivel de 1%

.LS.



Tabela 3. Teste t de Welch para comparagac dos valores de volumes nucleares das regides S, e S,

entre si nas tres fases do desenvolvimento.

-

Fases do desenvolvimento 52 S3 S2 x 83
X+ S X+ 8 GL t
%
19 estadio 4,21 % 0,42 3,53 £ 0,37 116 9,462
- . . E%
Inicio de 49 estadio 5,85 * 0,69 4. 88 £ 0,47 102 10,650
- o
Pre-pupas 8,04 * 0,81 6,70 £+ 0,75 117 9,4u1

“* gignificativo ao nivel de 1%

‘8E”



Tabela 4. Teste t de Welch para comparacao dos valores de volumes nucleares entre diferentes fases
do desenvolvimento para as regices Sj,.Sp e S3. 19 est. = 1?2 estadio; In.4? = Inicio de
49 estadio; P.P. = pré-pupas.
Regiao 19 est. In. 49 P.P. 19 est.x In.49 In.u49 x P.P. 19 est. x P.P.
X +S Xts X+ S GL t GL t GL t
51 2,97 + 0,32 3,47 & 0,45 3,31 4 0,46 108 7,122 118 1,930 105 4,762
f X %
S 4,21 + 0,42 5,85 + 0,68 8,0u + 0,81 102 17,081 115 15,422 88 32,647
S, 3,53 + 0,37 4,88 « 0,47 6,70 + 0,75 143 19,564°° 90 16,677 ° 86 29,429

%% gignificativo ao nivel de 1%

‘BE "



Tabelas 5. Frequencias percentuais nos varios intervalos de duplicagaoc dos valores Feulgen-DNA, dreas e volumes nucleares de 8,5, S, e 53 de glandulas salivares em
trés fases do desenvolvimento pds-embricndrioc de B. spatitergum. 1¢ = 1¢ estadio; In 4? = Inicio de 4? estadio; FP = pré-pupas.

Variavel Fases do & S, s,
desenvol
vimente r 11 TIT I¥ V¥ VI IIT v v VI vII VIII IX %  XI 1 Ir III IV ¥ VI VvII  VIIT IX
Yalores 19 27 73 0 ¢ 0 8 13 43 uy o 0 3 I 0 53 43 &4 o 0 o c 3 0
- r
Feulgen-DNA 1y e o0 0 17 35 .8 6 0 50 2 37 59 0 e 3 3 0 ¢ 0 20 53 27
(5ilva,1981) oy 0 0 0 7 40 53 0 0 O 3 26 a0 0 G 0 0 s 0 ¢ 3 17 u3
19 10 32 45 13 0 0 2 15 B0 23 0 0 o 2 g ¢z 28 47 21 2 5 0 0
Ereas In 49 a3 35 39 20 9 o 0 10 32 41 17 ot 0 g 1 o 6 20 51 28 1 0
nucleares op 0 s 35 37 18 0 c o o 6 0 5 27 w121 0 50 I T w2 38
1o 10035 42 13 D 9 3 13 B0 21 2 0 0 = 0 6 2 32 w7 11 2 9 6 g
VYolumes
. - ) . .
ueleares In 49 3 7 30 uu 16 0 0 e o 10 37 33 13 5 0 ¢ o C 18 50 30 2 G
PP o 18 38 27 17 5 0 I T S 5 30 50 1% o o0 0 o o 0 13 42 35

Tkt
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4.2. Analise de proteinas nucleares ndo-histonicas

4.2.1. Fluorescencia pelo cloreto de dansila e ANS

Na figura 25 e apresentada a fluorescencia nuclear
devida a ligacdo do cloreto de dansila aos residuos de lisina
(ROSSELET & RUCH, 1868) na regido glandular S, de inicio de
49 estadioc larval apds tratamento com NaCl 3M. As trées re-
gioes glandulares, embora ndo documentadas aqui, apresentam
fluorescencia amarela fraca, semelhante a imagem mostrada na
figura 25. Observou-se também que proteinas ricas em 1lisina
fluorescem intensamente,principalmente no limen da regiao Sj.

A fluorescencia nuclear devida ao ANS apresentou-se
de cor azul prateada bem fraca, inclusive no interior do 1i-
men. Apenas os bordos do limen mostravam-se mais fluorescen
tes devido provavelmente a presenca de fosfolipidios das mi-
crovilosidades das células glandulares. Nao foram observadas,
portanto, diferengas notaveis de fluorescéncia, quer devido
a riqueza em residuos de lisina, quer devido 3 presenca de
grupos hidrofébicos das proteinas, quando as trés regides
glandulares foram comparadas entre si, nas tres fases do de-

senvolvimento.

4.2.2. Citofotometria dos nucleos corados com

"naphthol yellow S"

Nas figuras 26 a 33 sao apresentados alguns aapec-
tos da reatividade do material cromatinico ao '"naphthol
yellow S". 0s nicleos das regidces glandulares S1s S, e S3 de
pré-pupas (figuras 26 a 32) e de 19 estadio (figuras 31 a 33)

mostram, em geral, uma coloracdc pouco intensa. Foram encon-



Figura 25. Nicleos da regido S, glandular de larvas de
infcio de 49 estadio, com fluorescencia devida
a ligacao do cloreto de dansila aos residuos de

lisina das proteinas nao histonicas. N = Nucleo.
260x.

42,
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trados alguns nicleos da regiao S, de pre-pupa aparentando es
tar em processo degenerativo (figuras 29 e 30).

Nas figuras 34 a 51 sao apresentados os valores
"naphthol yellow" - proteinas nucleares nao-histonicas resis-
tentes a extragdo com NaCl 3M, sob a forma diagramdtica de ra
mo e folhas. Nas fipuras 52 a 58 sao mostrados os respectivos
diagramas esquematicos e os histogramas de frequencia.

A regido S; apds tratamento com NaCl 3M e extracgao
por TCA, comparada d mesma regido, porém nao tratada por TCA,
apresentou valores distribuidos em intervalos maiores apenas
para a fase de inicio de 49 estadio. Em 19 estadio e pré-pu-
pa os valores diminuiram apés o referido tratamento (figu-
ras 52, 55 e 56; tabelas 6, 7 e 8). O teste t de Welch indicou
serem estas diferencas significativas ao nivel de 5% para ini
cio de 49 estadio e a 1% para as outras duas fases do desen-
volvimento (tabela 9).

A regido S, apresentou valores mais baixos nas tres
fases do desenvolvimento apos tratamento com TCA (figura 53;
tabelas 6, 7 e 8). O teste t, no entanto, indicou serem signi
ficativamente diferentes apenas os valores de 19 e inicio de
49 estadiog(tabela 9). Por outro lado, em pre~pupas, embora a
diferenca nao seja significafiva, a dispersdo dos 50% de valo
res localizados entre o 19 e 29 quartil diminui apds tratamen
to por TCA. Além disso, a nao siginificancia foi influenciada
peloé pontos desgarrados gue aparecem no diagrama referente
a tratamento com TCA (figura 53), pois de fato excluindo-se
os pontos referidos anteriormente, o teste t indicou serem a-
quelas amostras siginificativamente diferentes ao nivel de 1%

(t = 3,986; GL =45).
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Figuras 26 a 33. Nicleos das regices 5;, S, e 5, de prepupas
(26 a 30) e 19 estadio (31 a 33) corades com '"naph-
thol yellow S" apés tratamento com NaCl 3M. Notar nu

cleos com aspecto degenerativo nas figuras 29 e 30.
N = Nicleo. 345x.
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Fig. 34 Fig. 35
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Figuras 34 e 35. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow
S" - proteinas ndo histonicas nucleares em unidades
arbitrarias da regiao S, da glandula salivar de lar
vas de 19 estadio tratadas com NaCl 3M ( coloracao
nao precedida de tratamento com TCA, Fig. 34; colo
ragao precedida de tratamento com TCA, Fig. 35). Na
primeira linha da figura 34, embaixo, le-se 4,1u45;
na segunda, 9,286; 9,3%92; 10,330; 10,626 10,740

10,835, e assim por diante.
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Fig. 36 Fig. 37
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Fipuras 36 e 37. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow

8" - proteinas nao histonicas nucleares em unidades
arbitrarias da regiao S, da glandula salivar de lar
vas de 19 estadio. 36: método sem TCA; 37: metodo
com TCA. Na primeira linha da figura 36, embaixo,
le-se 53,62; na segunda, 73,163 79,17; 80,61;84,6u;

85,40, e assim por diante.
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Fig. 39
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Figuras 38 e 39. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow S" - proteinas nucleares

‘nao histdonicas em unidades arbitrdrias da regiio S, da glandula salivar de

larvas de 19 estadio. 38: método sem TCAj; 39: método com TCA. Na primeira 11

nha da figura 38, embaixo, le-se 36,47; 37,99; 41,553 ul, 81;

por diante.

47,93, e assim

.Lh.
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Figuras 40 e 41. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow

S" - proteinas nucleares nao histonicas em unidades

arbitrarias da regiao S, da glandula salivar de lar

vas de inicio de 49 estadio.

4.

método sem TCA;

41: método com TCA. Na primeira linha da figura 40,

embaixo, le-se 38,02; uU5,34, e assim por diante.
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Figuras 42 e 43. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow S" -
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- -
proteinas nucleares nao

histonicas em unidades arbitrdrias da regiao S, da glandula salivar de larvas de

inicio de 49 estadio. 42: método sem TCA; 43: método com TCA. Na primeira

linha

da figura 42, embaixo, le-se, 707,26; 885,23; na segunda, 997,28; 1038,60; e as

sim por diante.
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b4 e 45. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow S" - proteinas nucleares

histonicas em unidades arbitririas da regiio S; da glandula salivar de

1a£

vas de inicio de 49 estadio. 44: método sem TCA; 45: método com TCA. Na ori
meira linha da figura 44, embaixo, le-se 375,67, 388,32; 408,50; 419,85; e
assim por diante.
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Figuras 46 e 47. Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow

S$" - proteinas nucleares nao histonicas em unidades
arbitrarias da regiao S, da glandula salivar de
pré-pupas. 46: metodo sem TCA; 47: método com TCA.
Na primeira linha da figura 46, embaixo, le-se 29,47;

na segunda, 41,67, e assim por diante.
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.Figuras 48 e 49, Ramo e folhas dos valores "naphthol yellow
S" - proteinas nucleares nido histonicas em unidades
arbitrarias da regiao S, da glandula salivar de

pré-pupas. 48: método sem TCA; 49: método com TCA.

Na primeira linha da figura 48, embaixo, le-se
1177,96; 1207,475; 1276,94, e assim por diante.
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Figuras 50 e 51. Ramo e folhas dos valeores "naphthol yellow
S" - proteinas nucleares ndo histonicas em unidades

arbitrarias da regiao S3 da glandula salivar de

pré-pupas. 50: método sem TCA; 51: método com TCA.

Na primeira linha da figura 50, embaixo,
627,68; na segunda, 729,54%, e assim por diante.
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Figura 52. Diagramas esquematicos representando as relagdes en
tre os valores "naphthol yellow S" - proteinas nuclea-
res nao-histonicas para a regiio 8, da glandula salivar
nas tres fases do desenvolvimento. (1? = 19 estadio lar
valy In 49 = Inicio de 49 estadio; p.p. = preée-pupas) Em
cima,os respectivos esquemas de cinco nimeros, onde:# =
nimero de observagoes; * = menor valeor; J; = 19 quartil;
MD = Mediana; Jy, = 29 quartil; * = maior valor. x = va-
lor extremo, minimo ou maximo, que se encontra dentro
do comprimento de uma diferenca de junta da junta res-

pectiva.
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Figura 53. Diagramas esquematicos representando as relagoes
entre os valores "naphthol yellow S" - proteinas
nucleares nao-histonicas para a regiao S, da glandu-
la salivar nas tres fases do desenvolvimento. (19 =
1?2 estadio larval; In 49 = Inicio de 49 estadio lar
val; pp = pré-pupas. Em cima, os respectivos  esque
mas de cinco nameros, onde: # = nimero de observacdes;
¥ = menor valor; J1 = 1?9 quartil; MD = Mediana; J2 =
29 quartil; * = maior valor. x = valer extremo, mi-
nimo ou maximo, que se encontra dentro do comprimen-

to de uma diferenga de junta da junta respectiva.
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Figura 54. Diagramas esquematicos represetando as relagoes
entre os valores "naphthol yellow S" -proteinas nu-
cleares nao-histonicas para a regiao S;3 da glandula
salivar nas tres fases do desenvolvimento. (1?2 = 19
estadio larval; In 49 = Inicio de 4?2 estadio larval;
pp = pré-pupas. Em cima, os esquemas de cinco nime-
ros, onde: # = numero de observagoes; % = menor va-
lor; Jy = 19 quartil; MD = Mediana; J, = 29 quartil;
* =z maior valor. x = valor extremo, minimo ou maxi-
mo, que se encontra dentro do comprimento de uma di

ferenga de junta da junta respectiva.



53
# 30 40 30 23 40 20
¥* 385 31S.T 62717 295 3366 897.9
Jy 528 5371  I1287.4 43.2 5627 8195
MD €09 6768 14315 58.2 6617 3089 2
Jp 68.9 8328 20588 79.9 8518 35538
¥ 186.9 21509 45469 148.4 141l.7T  4T0S.2
501
. !
]
[}
40} :
i
30
]
o i
2 !
° 1
x 20 - L
. !
N : %O E
. [] 1
10 ! i i i
=N -
% 3
0 |—
<
20r .
o . o
X 10 |
! i
0 1 I L } 1 1 1
12 In42 pp |2 In42 pp
S5/ TCA C/TCA

.56.



Figura 55. Histogramas das frequencias dos valores "naphthol yellow S" - proteinas
nucleares nao-histonicas em unidades arbitrarias dos nicleos da regides
glandulares Sl’ S, e S, nas tres fases do desenvolvimento estudadas. I a

XII correspondem aos intervalos de duplicagao dos valores.
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Figura 56. Histogramas das frequencias dos valores "naphthol yellow S" - proteinas nucleares
nao-histdnicas em unidades arbitrarias dos niicloes da regiao §, nas tres fases do de

senvolvimento. I a VII correspondem acs intervalos de duplicagao dos valores.



VIL

V1

IIL v

II

.58,

S Ay Rttty Rt SRR ﬁi-f{-lu._
w
......... || N .-|..i|||@in e e e PR
W)
1
l ¥ i
— 1l
w c
e —— e e b=~ . . - e~ — _ N _ _ d..mll IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
S S
1 H
c C
.................. n IR --l-i-.:!IILT}:-:
'9]
[y
]
C
R e et e R I LT SR Soll-——-—----
H
c
u )
<
< < < < <
O
e e e g e e
. ~ ~ - S ~
Q (1] (8] w o w
SYdNd  34d Qlgdvisy s ‘NI olgvLsl sl

53.59 107.18 214.36  428.72
VAIORFS NY= PROTFINAS A

2682

13.40

3.35

AN UICTAKMINAC



Figura 57. Histogramasdas frequéncias dos valores "naphthol yellow S" - proteinas nucleares
ndo-histonicas em unidades arbitrarias dos nucleos da regido S, nas tres fases do

desenvolvimento. IV a XII correspondem aos intervalos de duplicacao dos valores.
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Figura 58. Histogramas das frequencias dos valores "naphthol yellow S" - proteinas nucleares
nao-histonicas em unidades arbitrdrias dos nlicleos da regido S, nas tres fases do

desenvolvimento. III a XII correspondem aos intervalos de duplicacac dos valores.
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Tabela 6. Valores de média, desvio padrdoc e coeficiente de variacao para as medidas
"naphthol yellow S" - proteinas nao histdnicas (em x=z450nm) nas condigoes experi
mentais de tratamento com NaCl 3M antes da fixagdo, com e sem tratamento pelo
TCA, para os nucleos das regides glandulares Sy, S, e S, de larvas de 19 esta
dio.

Regido sem TCA com TCA

N X s CV(%) N X +5 CV{%)
Sy 25 16,30 + 6,31 38,71 20 9,64 + 5.41 56,12
5, 25 130,8 + 42,9 32,80 26 73,1 * 27,4 37,48
S, 30 70,2 *+ 32,5 46,30 23 6u,1 * 30,2 47,11

‘19°



Tabela 7. Valores de média, desvio padrao e coeficientes de variagao para as medidas
"naphthol yellow S" - proteinas ndo histonicas (em A=450nm) nas condigoes experi-
mentais de tratamento com NaCl 3M antes da fixagdo, com e sem tratamento por TCA,
para os nucleos das regices glandulares S, S, e 55 de larvas de inicio de 49 es
tadio.

sem TCA com TCA
Regiao
N X £ 8 CV(%) N X+ S CV(%)
S, 24 96,20 + 45,34 47,13 22 117,92 + 42,91 36,39
82 38 1879,6L4 = 823,16 43,79 38 1308,77 £ 731,0 55,34
83 40 745,65 * 342,09 45,88 4Q 728,33 * 262,186 35,99

29"



Tabela 8. Valores de média, desvio padrac e coeficientes de variagao

para as medidas

"naphthol yellow S" - proteinas ndo histonicas (em A=450nm) nas condigoes experi-

mentais de tratamento com NaCl 3M antes da fixacdo, com e sem tratamento por TCA,

para os nucleos das regides glandulares S1s So € 54 de pre-pupa.

sem TCA com TCA
Regiao
N X+ 5 Cvi%) N X+ 8 cvi%)
S1 | 30 122,85 # 48,99 39,88 25 54,21 ¢ 30,29 55,87
82 28 2786,15 £ 1280,78 45,97 25 2327,00 = 2055,24 88,37
83 30 18C5,30 £+ 740,48 41,0u 20 2852,90 + 1173,89C 41,15

oeg-



Tabela 9.

Teste t de Welch para comparagac dos valores "naphthol yellow S" - protefnas nao-his

tonicas obtidos para os nicleos das regides Sy» Sy e S, da glandula salivar apds tra

mento com NaCl 3M antes da fixagao, com e sem TCA antes da coloracao, nas tres fases

do desenvolvimento.

. 19 estadio Inicio de 4¢ estadio Pre-pupas
Regiao

t GL t GL t GL
£ % %k

S, 3,808 Y2 1,668 13 6,354 49

x 2%

S, 5,707 40 3,210 72 0,965 39
%%

Sy 0,705 49 0,254 73 3,551 29

%% significativo ao nivel de 1%

% gsignificativo ao nivel de 5%

‘09"



.65,

Finalmente, para a regiao 83, apenas os dados de
pre-pupas apresentaram-se significativamente diferentes scb
influencia do TCA (tabela 9). Neste caso, os valores aumenta
ram apos extragao com TCA (figura 54) e ocorreu ndo sb uma
dispersao dos 50% de valores intermedidrios como tambem  uma
inversao nesta distribuicao, ou seja, os 25% de valores gque
ocupam a faixa mais estreita(entre 19 e 2?2 quartil) estao 1lo
calizados abaixo da mediana no material nao tratado e acima
da mediana no tratado com TCA, ou seja,hd uma assimetria in
vertida dos 50% de valores internos.

Na maioria dos casos, os pontos soltos e desgarra
dos se encontram localizados nos 25% de valores extremos
maiores (figuras 52, 53 e 54).

Comparando-se cada regiao, com ou sem tratamento
por TCA, ao longo do desenvolvimento, verifica-se que sempre

os valores de 19 estadio s3o bem menores que os de inicio de

49 estadio e pré-pupas, consideradas as trés regices (figuras

52 a 57). éémo era de se esperar-g(SILVA, 1980), os
valores obtidos nas diferentes fases do desenvolvimento 530
significativamente diferentes entre si, ac nivel de 1%
(tabela 10). Comparagoes feitas entre as fases do desenvolvi
mento duas a duas mostram que os valores de pre-
pupas, com excegao da regiao 5y apds tratamento com TCA, em
relagac a inicio de 49 estadio, sempre se distribuiram em uma
faixa de valores maiores (figuras 52 a 54), Essas diferengas
foram significativas ao nivel de 1%, com excegdo de S1 sem
TCA e S, com TCA, significativos ao nIv€1 de 5% (tabela 11).

No caso da regiao S,, no entanto, a nao significancia a 1% se



Tabela 10. Analise de variancia para os valores de absorbancia "naphthol yellow S" - proteinas
ndo histonicas para cada condicao de tratamento dos nlcleos das regides Sy» S, e Sy
da glandula salivar, comparando-se as trés fases do desenvolvimento pds-embriondrio

sem TCA com TCA
Regiao cL Gl
F _ F —_—
E/D E/D
u %
Sl 52,48 2/76 65,39 2/64
** :':5’{
s, 60,73 2/88 23,10 2/86
u% s
83 108,82 2/97 126,72 2/80
ok

significativo ao nivel de 1%

-ggl
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deve aos pontos soltos dos 25% dos valores mais baixos, uma
vez que excluindo-se os tres pontos soltos do diagrama de pre
pupas, o teste t indicou serem os valores comparados signifi-
cativamente diferentes ao nivel de 1% (t = 2,8897; GL = u49),

Os valores "naphthol yellow" - proteinas nucleares
ndo-histonicas de 8, sao sempre os menores da glandula em to-
das as fases do desenvolvimento estudadas (figuras 52 e 55;
tabelas 6, 7e 8}. S, e 83 apresentam valores altos em todos
os tratamentos. No entanto, nem sempre a média aritmética des
creve bem o conjunto de dados, uma vez que os coeficientes de
variagao foram muito altos, em alguns casos maior que 50% (ta
belas 6, 7 e 8}.

Na maioria dos casos S, ocupa pelo menos um interva
lo de duplicagao superior ao de 83. Isto nao ocorre para a re
giao 82 de pré-pupas que ocupa pelo menos um intervalo de du-
plicacdo menor do que de Sy € regiao S, de 19 estadio cuja
distribuicao de seus valores nos intervalos de classe e muito

semelhante a Sy (figura 55).



Tabela 11. Teste t de Welch para comparagaoc dos valores "naphthol yellow S" - proteinas nucleares nao

histonicas das regides S1, 55 e 53 entre as diferentes fases do desenvolvimento, para cada

condigao de tratamento.

Tratamento
Regiao Fases do desenvolvimento sem TCA com TCA

t GL t GL

19 estadio x Inicio de 49 estadio 8,554 " 23 11,734"% 21

84 Inicio de 49 estadio x Pré-pupas 2,071* 50 5,807** 37
19 estadio x Pré-pupas 11,796 30 7,215 25

19 estadio x Inicio de 49 estadio 13,069 37 10,387°% 37

Sy Infeio de 49 estadio x Pré-pupas 3,282°" 43 2,386 28
1¢ estadio x Pre-pupas 10,965** 27 5,#83“e 24

12 estadio x Inicio de 49 estadio 12,413** 39 15,842** 4o

S, Infcio de 49 estadio x Pré-pupas 7,270 38 7,395 " 19
19 estadio x Pré-pupas 12,8140 29 10,6217 19

#% gignificativo ao nivel de 1%

* significativo aoc nivel de 5%

‘gg*
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5. DISCUSSAQ

5.1. Dados cariometricos

Comc era esperado (SILVA, 1980, 1981), os tamanhos
nucleares de 52 e 83 foram sensivelmente maiores que os de Sl’
nas glsndulas salivares, ao longo do desenvolvimento de Brady-

sia spatitergum. Exceto para os nicleos das tres regioes no 19

estadio larval, os valores de area e volume nuclear n3ao apre-
sentaram aumentos acima daqueles promovidos pelo proprio feno-
meno de endorreplicacac ao longo do desenvolvimento, ou daque-
les relacionados as diferentes areas glandulares, comparadas
entre si. No 19 estadio, especialmente, na regido S,, & de se
esperar que uma participagdo em proteinas nucleares ndo-histo-
nicas (e/ou RNA) contribua para os valores aumentados dos tama
nhos nucleares. £ de surpreender, no entanto, que justamente
no infecio de 49 estadio, em que o grau de politenizagao e a a-
tividade de transcrigcio e de sintese proteica aparecem realca-
dos, especialmente em S, e S4 (SILVA, 1980, 1981; MELLO & COR_
DEIRO, 1985), um aumento extra no tamanho nuclear nao tenha si
do constatado. Isto, se se pensar em termos de que intensa ati
vidade nuclear deva estar associada a aumento em conteldo de
RNA e proteinas nucleares nao-histonicas (PALKOVITS & FISHER ,
1968). Ao contrario,os valores de area e volume nucleares apa-
recem menores que os esperados,em comparacao ao conteludo de LNA
determinado por SILVA (1981). Se for considerado que o conteu-
do de DNA dos nilcleos utilizados para estudo das proteinas nu
cleares nao-histonicas no presente caso corresponda aquele detec
tado por SILVA(1981), pareceria estar ocorrendo retragac nucle
ar em parte da populagao celular no inicio do 49 estadio larwl

e em niicleos das regices S, e S, de pré~-pupa. Em favor dessathi
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potese vale a pena ressaltar que em células NIH/3T3 transfor-
madas por transfecgao com oncogenes ras, parte da populacao nu
clear, ao contridrio do que se esperava, sofreu diminuigao em
tamanho, acompanhada de compactagdo de algumas dreas cromati-
nicas, justamente quando se instala a atividade tumorigenica

(MELLO & RUSSO, 1986). No caso de B. spatitergum poderiam es-

tar ocorrendo em regioces glandulares e fases do desenvolvimen
to especificas caracterizadas por intensa atividade de trans-
cricdo e sintese,fenomenos de compactacac cromatinica de a-
reas nao envolvidas diretamente nessa atividade e que se re-
fletissem no tamanho nuclear.

Uma outra tentativa para explicar tal resultado
talvez possa residir no fato de que a criagao dessas moscas
vinha sendo mantida ininterruptamente, desde 1978, quando foi
utilizada por SILVA para estudos de conteldo de DNA e citoqui
mica e que o permanente endocruzamento a que foi submetida es
ta populagdo tenha reduzido os niumeros de endorreplicagoes no
49 estadio larval e na pré-pupa, em comparagac com aqueles ob
tidos por SILVA (1981).

0 fato de que os valores de areas e volumes decres
ceram relativamente em pre-pupas pode estar relacionado com a
histdlise glandular, que nos dipteros, e em especial nes
sciarideos, inicia-se nessa fase (ASHBURNER, 1967, 1969, 1970;
MACGREGOR & MACKIE, 1967; K10ETZEL & LAUFER, 1969, 1970; HAR-
ROD & KASTRITSTS, 1972; LANE et alii, 1972 von GAUDECKER &
SCHMALE, 197u4; JURAND & PAVAN, 1975; SILVA, 1980; GIORGIO et
alii, 1983),

Em Drosophila melanogaster fol demonstrado que o]

fenomeno de histolise, iniciado na fase de pre-pupa, ocorre
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apdos a formagdo de um pufe especifico, sendo acompanhado por
redugac do volume nuclear (LANE et alii, 1972), e que os cro-
mossomos politenicos dessas glandulas salivares exibem uma al
ta atividade de sintese analisada através do aparecimento de
varios pufes (von GAUDECKER & SCHMALE, 197u).

No sciaridec Rhynchosciara angelae foi demonstrado

que ao final do 49 estadio larval surgem varios pufes de DNA
nos cromossomos politenicos da glandula salivar e que a re-
gressao desses pufes coincide com o final de 49 estadio e ini
cio da série de eventos histoliticos que ocorrem na glandula,
nas fases pré-pupal e pupal, no que diz respeito aos Cromosso
mos politenicos, envolvendo inclusive o aparecimento de um nid
mero crescente de ligacoes ectopicas (SIMOES et alii, 1976).
Por outro lado, ha sugestao de que se a redugdoc de
tamanho nuclear & acompanhada por degradacao de determinadas
proteinas nucleares nao-histonicas, nac significa necessaria-
mente que o contelldo total destas proteinas apareca diminuido,
uma vez que outras proteinas nao histonicas poderiam estar

sendo produzidas e transportadas para o nucleo. LAUFER et

alii (1965) estudaram as glandulas salivares de Chironomus su

gerindo que a destruigao glandular € acompanhada por um aumen

to nos nucleos da atividade DNAse.

5.2. Proteinas nucleares nao-histdnicas remanescentes

apos extragdo com NaCl 3M

ApGs o tratamento extrativo com NaCl 3M, em todas
as regices glandulares, desde o 19 estadio larval até a fase
de pre-pupa, foram detectadas proteinas nucleares ndo-histo-

nicas reativas ao "naphthol yellow S" e portadoras de  resi-
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duos de lisina e de grupamentos hidrofébicos. No que se refe-
re aos valores '"naphthol yellow S" - proteinas nucleares nao-
histonicas, estes foram sempre menores em Sy, comparados aos
de S, e S3, 0 que era de se esperar, da mesma forma que para
os dados cariométricos (item 5.1.).

Em relacgao ao tipo de proteinas nucleares nao-his-
tonicas extraidas e remanescentes apds tratamento com NaCl
3M, os trabalhos encontrados na literatura geralmente apresen
tam dados para cromatina isolada. No caso do presente traba-
lho, tal técnica experimental ndo pode ser realizada, uma vez
que havia pouca disponibilidade de material em mesma fase pa-
ra extragoes e principalmente considerando-se a necessidade
de se correlacionar os nicleos com as respectivas regices
glandulares. Uma vez que as proteinas nucleares nao- histoni-
cas se encontravam no interior dos nlcleos, sua remogao pode
ter sido dificultada, se se consid@rasse so mesmo Procedimen-
to extrativo, porém para cromatina isolada.

Tem sido demonstrado por varios autores que grupos
bisicos das proteinas nucleares ficam blogueados por molécu-
las de DNA em tal extensdo que, antes da coloragao com "naph-
thol yellow S", faz-se necessaria a remogao do DNA  (DEITCH,
1955, 19663 GAUB, 1976a; TAS et alii, 1980; MITCHELL et alii,
1981). Os grupos basicos mencionados pelos autores sao deriva
dos nao so das histo as, removidas pelo NaCl, mas tambem das
proteinas niao-histonicas, e a remogao de DNA tem sido  feita
rotineiramente pelo uso do TCA (ALFERT & GESCHWIND, 1953;
DEITCH, 1955; GAUB et alii, 1975; TAS et alii, 1980;FREDERIKS
et alii, 1980; NOVELLO, 1983). No entanto, apesar de haver re

llna

gistro na literatura de que ocorre um aumento dos valores



.73,

phthol yellow S" - proteinas nucleares nac-histonicas, apos
tratamento por TCA (DEITCH, 1955; GAUB et alii, 1975; FREDE-
RIKS et alii, 1980; TAS et alii, 1980; MITCHELL et alii,
1981), isto s6 foi verificado para a regido S; de pré-pupas.
Curiosamente ocorreu o inverso no caso da regiao S; de larvas
de 19 estadio e de pré-pupas, regido S, de 1?2 e de inicio
de 49 estadio, e regiao 82 de pré-pupas excluindo~se ©s pon-
tos desgarrados que aparecem no diagrama referente ao trata-
mento por TCA. Nos outros casos nao houve efeito significati-
vo, promovido pela remogao de DNA, nos valores "naphthol yel-
low 8" - proteinas nucleares nao-histdnicas remanescentes a-
pOs extracao com NaCl 3M.

Acredita-se que as regides para as quais os valo-
res diminuiram contenham proteinas nucleares nao-histonicas
passiveis de solubilizacao em TCA a 5%. Sabe-se que muitas
proteinas nucleares ndao-histonicas estdao intimamente 1ligadas
ao DNA e consequentemente podem serextraidas junto com este
(COWDEN & CURTIS, 1973). O fato das proteinas HMG, por exem-
plo, apresentarem como uma de suas caracteristicas a solubili
dade em TCA a 2% (GOODWIN et alii, 1973) favorece a hipotese
proposta, embora gsaiba-se da literatura, que as proteinas HMG
sejam extraiveis da cromatina isolada com NaCl 0, 035M. No en-
tanto, & possivel que parte delas permanega apds NaCl 3M, em
se tratando de extragoes feitas em nicleos intactos.

Quanto aquelas proteinas que permaneceram nos nu-
cleos apds extracao por TCA, devem apresentar grande estabili
dade fisico-quimica, variando em contelido e occorrencia quando
se consideram as diferentes regioes e as diferentes fases do

desenvolvimento. Diferengas na estabilidade fisico-quimica
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dessas proteinas nucleares ndo-histonicas poderdao ser futura-
mente demonstradas matematicamente pelo calculo do valor de
uma razao, a& semelhanga da que foi realizada por MELLO & COR-
DEIRO (1985) para histonas nao removiveis por solugdes acidas
e salinas. Mesmo sem este calculo, no entanto, & possivel pe-
la simples andlise das médias verificar-se que a remogio de
proteinas pelo TCA foi variavel, conforme se considerem as
tres regides e ao longo do desenvolvimento. Dentre as protei-
nas que permaneceram apds extragac por TCA, devem encontrar-
se principalmente as dos "scaffolds" cromossomicos e as de ma
triz, em especial da lamina que sabidamente sao muito resis-
tentes as extragoes em geral (LEWIS et alii, 1984). Além dis-
so € preciso considerar a natureza dinamica das proteinas num
érgao como a glandula salivar, a qual apresenta grande diver-
sidade fisioldogica em suas regices e também em funcdo do de-
senvolvimento (SILVA, 1980), o que justificaria a presenca de
proteinas nucleares ndo-histonicas em algumas regides, muito
diferentes das encontradas nas outras.

Um outro aspecto a ser considerado &€ que o aumento
de proteinas nucleares ndo-histdnicas, detectadas apds trata-
mento com TCA, ocorreu justamente na regiao S3 de pré-pupas,
local em que se inicia a histolise (SILVA, 1980) e que certa-
mente esta sofrendo alteragSes em seus complexos nucleoprotei
cos.

Ha ainda a possibilidade de que as variacgodes na
quantidade de "naphthol yellow S" captado sejam tambeém in-
fluenciadas por mudangas conformacionais nas proteinas, o que
permitiria por exemplo maior exposigao de sitios de 1ligacio

as moléculas de corante, como em S3 de pré-pupa. Por outro la
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do, a remogac de proteinas nucleares ligadas aoc DNA, quando
se usa TCA, poderia ser facilitada pelo tratamento com HNaCl
3M e também em alguns casos pelo processo de fixagao em for-
mol. A agao extrativa do‘formol, aoc invés da fixagao de cer-
tas proteinas nucleares, & conhecida em nicleos de espermato-
z6ides de touro (ALFERT, 1956) e em fibroblastos de camundon-
go em cultura (GAUB et alii, 1975), principalmente se estiver
envolvido tratamento com TCA (ALFERT, 1956).

Deve-se lembrar também que os grupos basicos das
histonas sdo bloqueados nao apenas pelo DNA, mas também per
proteinas nio-histonics ligadas aqueles componentes (TAS et
alii, 1980). Assim, seguindo-se o mesmo raciocinioc, a remogao
das histonas permitiria também a liberagdo de grupos basicos
das proteinas ndo-histonicas para se ligarem ao '"naphthol
yellow 3",

No cOmputo das proteinas nucleares ndo-histonicas
remanescentes nos nucleos das glandulas salivares de Bradysia

spatitergum, apds extragao com NaCl 3M, deve-se considerar

nio somente aquelas diretamente ligadas a cromatina e  aos
"seaffolds" cromossomicos (HADLACZKY et alii, 19813 EARNSHAW
& LAEMMLI, 1983), mas também as da matriz nuclear, principal-
mente as de carater estrutural, por serem estas da mesma for-
ma muito resistentes a extragao por solugoes salinas (COMINGS
& OKADA, 1976; GRUENBAUM et alii, 1984). Por outro lado, sabe-
se que alguns tipos de proteinas nucleares ndo-histonicas de
carater regulatdrio poderiam se comportar como residuais fren

te ao tratamento extrativo (GATES & BEKHOR, 1978).
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Portanto, pode-se admitir que dentre as pro
teinas nucleares nac-histonicas analisadas nestre trabalho,
nao s6 devem encontrar-se as do tipo estrutural, provavelmen
te em maior nimero, mas também proteinas reguladoras de ex
pressac genica. As variacoes dos contetdos, devido a maior
ou menor suscetibilidade de extragao, sofrem influéncia dos
tipos e quantidades de proteinas presentes, e do tipo de in
teragac com o DNA ou com o complexc DNA-histonas, de acordo
com a atividade fisiolOgica d~ cada regiao e em cada fase do
desenvolvimento. Relacionado a isto, chamam a atencao, ainda,
as variacoes em contelldo de proteinas nas amostras.

0 presente trabalho teve um carater explora
torio que permitiu vislumbrar a necessidade de informagoes
adicionais a serem obtidas com outra metodologia, possivel
mente imunocitoquimica e eletroforese, a fim de se identifi
car e isolar os tipos de proteinas nucleares nio - histonicas
por regiac glandular e época de desenvolvimento do inseto.
Este material certamente se prestard a investigacgdes futu

rag nesse campo.
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6. CONCLUSOES

0s métodos cariométricos de determinacao de area e volume
nuclear n3o permitiram detectar em glandulas salivares de

Bradysia spatitergum indicios de aumentos em proteinas nu-

cleares nao-histonicas relacionados a uma intensa ativida-

de transcritora e/ou de sintese proteica.

0 decrescimo nos valores de areas e volumes nucleares nas
glandulas salivares de pre-pupas possivelmente encontra-se

relacionado ao fenomeno de histdlise.

Ha quantidades considerdveis de proteinas nucleares nao-
histonicas, reativas ao "naphthol yellow S" a pH 2,7 rema-
nescentes apds extracaoc de histonas e de alguns tipos de
proteinas nucleares ndo-histonicas, por NaCl 3M, nas tres
regioes glandulares ao longo do desenvolvimento pés—embrig
ndrio. No geral, as proteinas nucleares ndo-histonicas re-
manescentes sdo portadoras de residuos de lisina e de gru-
pamentos hidrofobicos. As variagoes de conteldo, nas amos-
tras ou entre elas, devem estar relacionadas aos diferen-
tes tipos e quantidades de proteinas presentes nos nicleos
de cada regiao em cada fase do desenvolvimente. Entre es-
ses tipos se encontram ndo so0 proteinas estruturais mas

possivelmente proteinas de carater regulatdrio.

As proteinas nucleares nao-histonicas, remanescentes apods
tratamento com NaCl 3M, comportam-se diferentemente frente
ao tratamento extrativo pelo TCA, quando se consideram as

diferentes regices glandulares e a fase do desenvolvimento
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Se se considerar a possibilidade de que proteinas nucleares
nao-histonicas resistentes a extracao com NaCl 3M, porem
sensiveis a extragao com TCA se tratem de HMG, ent3ao estas
proteinas aparecem predominantemente em nicleos das regioces
S; de 19 estadio e de pré-pupas, e S, de 19 e de inicio de
49 estadio. As proteinas que resistem a extragdo por TCA de
vem apresentar grande estabilidade fisico-quimica, incluin-
do-se entre elas principalmente as dos "scaffolds" cromos-

somicos e as da matriz nuclear.



.79,

7. RESUMO

Nicleos das tres regices das glandulas salivares

larvais do sciarideo Bradysia spatitergum, em tres fases do

desenvolvimento pos-embriondrio, foram analisadas por méto
dos cariometricos e citoquimicos.

Os resultados indicaram que os métodos cariometri
cos de determinagao de areas e volumes nucleares nao permiti
ram detectar aumentos em proteinas nucleares nao - histonicas
relacionados a atividade fisioldgica caracteristica de cada
regiao glandular,ac longo do desenvolvimento. Por outro lado,
houve diminuigdo nos tamanhos nucleares em pré-pupas, o que
provavelmente encontra-se relacionadoc ao fenomeno de histoli
se glandular.

Dados obtidos por citofotometria de varredura em
preparados corados com '"naphthol yellow S" a pH 2,7, indica
ram que quantidades consideraveis de proteinas nucleares nao-
histonicas permanecem apos tratamento por NaCl 3M nas tres
regices das glandulas, nas tres fases do desenvolvimento, pro
teinas estas portadoras de residuos de lisina e de grupamen
tos hidrofébicos.

As variagOes no conteldo de proteinas nucleares
nao histonicas remanescentes ao tratamento com NaCl 3M, nas
amostras ou entre elas , e o fato de se comportarem
diferentemente frente ao tratamento por TCA, devem estar re
lacionados aos tipos e quantidades de proteinas estruturais
e/ou reguladoras presentes nos nucleos, bem como ao tipo de
sua interacao com o DNA ou com complexos DNA-histcnas, de

acordo com a atividade fisioldgica de cada regiao,em cada fa
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8. ABSTRACT

Nuclei of the three salivary gland regions of the

sciarid Bradysia spatitergum, under three phases of the post-

embryonary development were analyzed by karyometric and
cytochemical methods.

The results indicated that the karyometric methods
for determination of the nuclear areas and volumes did not
allow the detection of increases in nuclear non-histone pro-
teins in relation to physiological activity of each glandular
region during development. On the other hand, there was a
decrease in nuclear size in pre-pupal stages, which probably
is related to glandular histolytic process.

Data obtained after scanning cytophotometry of prepa
rations stained with naphthol yellow S a pH 2,7, indicated
that significant amounts of non-histone nuclear proteins
remained in Sy, 82 and 83 glandular regions in the three deve
lopmental phases, after 3M NaCl treatment. These proteins
contained lysine residues and hydrophobic groups.

The variation of non-histone nuclear protein content
which remains after 3M NaCl treatment occurring in or between
the samples and the fact that they behaved differently to TCA
treatment, must be related to the different types and quanti-
ties of structural and/or regulatory proteins present in the
nucleus. The type of interaction with the DNA or with DNA-
histone complexes, as a function of the physiological activi-
ty in each glandular region under different developmental

phase may also be involved.
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