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Introdugdo |

Sendo um inseto holometabolo, a Drosophila, no seu
desenvolvimento, passa pelas fases de ovo, larva (subdividida em trés subfases),
pupa e adulto. Sua metamorfose ¢ caracterizada por diversos fendmenos ligados
ao desenvolvimento, incluindo a proliferagdo celular, a remodelagdo tecidual, a
migragdo celular e a morte celular programada. Entre as estruturas que participam
de todos esses fenomenos e desempenham importantes fungdes nesse organismo
estdo as glandulas salivares, objeto do presente estudo.

I.1. GLANDULAS SALIVARES DE DROSOPHILA

As glandulas salivares de Drosophila sdo constituidas por dois
tipos celulares principais: células secretoras e células do ducto. As células
secretoras sdo células epiteliais colunares que sintetizam e secretam altos niveis de
proteina. As células do ducto sdo células epiteliais cuboidais que formam tubos

simples, conectando os dois l6bulos glandulares. Segundo revisdo de Andrew et

al. (2000) em Drosophila melanogaster, as glandulas salivares surgem de duas

placas ectodérmicas ventrais, de aproximadamente 100 células cada, localizadas
na regido posterior da cabega. Durante os estagios mais precoces de formagdo das
glandulas salivares, as células secretoras, além da mudanga da forma, de cuboidais
para colunares, sofrem constrigdes apicais, e iniciam o processo de invaginagao.
Depois do comego da invaginagdo, as glandulas salivares desenvolvem-se sem
divisGes celulares posteriores. Consequentemente, o numero de células
glandulares € fixado durante o desenvolvimento embriondrio. As glandulas
salivares, ao longo do desenvolvimento, aumentam em tamanho pelo aumento do

volume de células individuais, sendo os maiores orgdos secretores encontrados no
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Introdugio 2

embrido e na larva de Drosophila.

Concomitante aos movimentos celulares necessarios para a
formagdo das glandulas salivares embriondrias, as futuras células secretoras
sofrem mudangas fisiologicas requeridas para atingir altos niveis de secregdo.
Antes da invaginag¢do, genes que codificam componentes da via secretora

comegam a ser transcritos em niveis muito mais altos nos primordios das

glandulas salivares secretoras, do que em outros tecidos embrionarios. Também

durante a invaginagdo, as células secretoras iniciam o processo de replicagdo do
DNA, originando os cromossomos politénicos gigantes, necessarios para atender
os requerimentos metabdlicos dessas células (Andrew et al., 2000).

De acordo com revisio de Berendes & Ashburner (1978), em
larvas de primeiro estadio de D. melanogaster, quando as glandulas salivares
aumentam em tamanho pelo aumento do volume celular, acompanhado por um
aumento no didmetro nuclear e no nivel de politenia dos cromossomos, alguns
vacuolos pequenos podem ser vistos no citoplasma de algumas das células.
Durante o segundo estadio, as glandulas continuam a crescer, de modo que seus
l6bulos se estendem até o primeiro segmento abdominal. Nessa fase, o nimero de
vacuolos no citoplasma aumenta e, no seu final, alguns pequenos granulos
também podem ser observados. Ainda, segundo os mesmos autores, no final do
segundo estadio, cromossomos politénicos apresentando uma diferenciagdo
transversal de bandas e interbandas podem ser claramente distinguidos.
Entretanto, esses cromossomos sdo ainda muito pequenos para uma analise

detalhada da atividade cromossomica, visualizada através dos pufes. Apds a
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segunda muda, desenvolve-se uma diferenca no volume celular e nuclear entre as
células da regido posterior ou distal e da anterior ou proximal. Em cada l6bulo
glandular, o tamanho aumenta gradualmente da regido anterior para a regido
posterior, provavelmente refletindo a ampliagdo diferencial no nivel de politenia
dos cromossomos. Nas larvas de terceiro estadio tardio, o nivel de politenia dos
cromossomos das células posteriores é aproximadamente o dobro daquele das
células anteriores das glandulas.

Antes da formagdo do pupdrio, a glandula atinge seu tamanho
maximo, bem como o grau maximo de politenia cromossomica na maioria dos
nicleos. Em D. melanogaster, nessa fase, o nivel de politenia dos elementos

eucromaticos do conjunto cromossdomico varia de 512C a 2.048C, com os niveis

mais altos nos nucleos da regido posterior. As diferengas nos niveis de politenia

entre os nucleos anteriores e posteriores sdo claramente refletidas no didmetro dos
cromossomos (Rodman, 1967).

Entretanto, o crescimento das células, ndo € sempre
acompanhado pelo crescimento dos nucleos. Na época em que as larvas param de
se alimentar, cessa o aumento do didmetro nuclear nas células posteriores, mas as
células continuam a crescer. Os nicleos das células anteriores, porém, continuam
a aumentar em tamanho, concomitantemente com o aumento do volume celular
até pouco tempo antes da formagdo do pupario (Bodestein, 1950; Berendes,
1965).

Aproximadamente na metade do terceiro estadio larval, granulos

altamente refratarios aparecem no citoplasma das células posteriores das
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Introdugio 4

glandulas, aumentando em direc¢do as células anteriores. Glandulas coradas com o

reagente Acido Periédico de Schiff (PAS), especifico para polissacarideos

neutros, revelam uma reag¢do fortemente positiva das células contendo os
granulos. Em adi¢do a um aumento gradual no numero de células contendo
material PAS-positivo, o nimero de granulos corados por célula, aumenta durante
o terceiro estadio do desenvolvimento (Berendes, 1965).

Embora o comego da sintese de material PAS-positivo varie
com a localizagdo da célula dentro da glandula, todas as células tém o potencial
para alcangar o mesmo estado funcional. Isto indica, que todas as células das
glandulas salivares s3o do mesmo tipo funcional, mesmo aquelas células
anteriores que, no desenvolvimento normal, ndo produzem granulos PAS-
positivos. Essas células produziriam tais granulos, se fosse permitido a glandula
continuar a crescer, através da implantagdo em um hospedeiro adulto (Bodenstein,
1950; Berendes & Holt, 1965).

Durante a maior parte do terceiro estadio, o lume da glandula é
destituido de material PAS-positivo. No final do terceiro estadio, pouco antes da
formagdo do pupario, esse material é eliminado das células para o lume. Nesta
fase, os granulos PAS-positivos, que estavam aleatoriamente distribuidos no
citoplasma, migram para o 4dpice e podem coalescer para formar areas
homogéneas. Apds a elimina¢do dos granulos, muitos vaciiolos sdo visiveis no
citoplasma. Esses vactiolos aumentam em nimero e tamanho até que ocorra a
eversdo da cabega. As células localizadas na parte anterior da glandula, que ndo

sintetizaram material PAS-positivo, também desenvolvem vactiolos (Berendes &
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Ashburner, 1978).

Cerca de duas horas depois da eversdo da cabega, as glandulas

salivares, em D. melanogaster, comegam a degenerar. Células individuais,

geralmente localizadas na parte posterior da glandula, tornam-se leitosas na

aparéncia. Estas células estdo entre as primeiras a mostrar nucleos picnéticos,
quebra das membranas nucleares e ruptura das membranas basais que cobrem as
células da glandula. Pequenas células, provavelmente fagdcitos, podem
ocasionalmente ser vistas no citoplasma (Bodstein, 1950).

Depois do inicio da histolise, as glandulas salivares sdo
completamente desintegradas em poucas horas, podendo haver diferenga entre as
duas glandulas quanto ao inicio do processo. Os ductos também desaparecem,
juntamente com as células glandulares (Berendes & Ashburner, 1978).

I.2. CROMOSSOMOS POLITENICOS

Os cromossomos politénicos s3o encontrados tanto em
organismos unicelulares (por exemplo, dinoflagelados), quanto nos organismos
pluricelulares, ocorrendo em animais e plantas. Nos animais, 0s cromossomos
politénicos sdo encontrados somente em Arthropoda (Classe Insecta, Ordens:
Collembola e Diptera). Nas plantas, sdo encontrados em Angiospermas:
monocotiledoneas e dicotiledoneas (Sorsa, 1988).

Nas larvas dos dipteros, os cromossomos politénicos atingem
seu maior tamanho nas células das glandulas salivares, mas também, ocorrem em
diversos outros tecidos, de vérias espécies desses insetos. Estudados inicialmente

nas glandulas salivares de Chironomus por Balbiani, Korschelt & Carnoy nos
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Introducdo 6

anos de 1880, foram considerados como simples curiosidades citologicas até que
foram redescobertos e interpretados por Heitz e Bauer (em Bibio) e por Painter
(em Drosophila), em 1933. Desta época em diante, eles tém sido bastante usados
em uma variedade de investigagdes citogenéticas, que vdo desde estudos da
evolugdo de populagdes naturais a pesquisa bioquimica e molecular da natureza da
acdo génica (White, 1977; Fletcher et al., 1995; White et al., 1999; Vaskova et al.,
2000; Keegan et al., 2001).

Durante o processo de politenizagdo, 0s cromossomos
homdlogos sofrem um emparelhamento e comegam a se duplicar sem que as
cromatides filhas se separem e sem que haja divisdo nuclear ou celular. O
processo de politenizagdo faz com que os cromdmeros € 0S cromonemas,
dispostos paralelamente, originem um padrdo caracteristico de bandas e
interbandas (Amabis & Simdes, 1981).

Em Drosophila, os cromossomos politénicos medem, no total,
cerca de 1.800 a 2.000 pm de comprimento, enquanto OS Cromossomos
metafasicos tém cerca de 7,5 pm. Essa diferenga de tamanho se deve ao fato de
que, nos nucleos politénicos, os cromossomos se encontram praticamente

desespiralizados. Cada cromonema se apresenta como um longo fio de DNA e

histonas, com espessura de aproximadamente 250 A, constituindo o nivel de

organiza¢do solendide. A espagos, mais ou menos regulares, ocorrem pontos de
enovelamento que vdo constituir os cromémeros. Um esqueleto protéico, como o
encontrado nos cromossomos metafasicos, parece ndo existir nos politénicos

(Guerra, 1997).
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Introdugdo 7

Os cromossomos politénicos dos dipteros, como Drosophila e
Chironomus, fornecem aos citogeneticistas um instrumento poderoso para a
detecgdo de rearranjos cromossomicos, tais como inversdes, dele¢des, duplicagdes
e translocagdes, que podem estar presentes no material selvagem ou ser induzidos
nos estoques de laboratorio pela irradiagdo ou por outros métodos (White, 1977).

A maioria das aberragdes de D. melanogaster ¢ induzida por
meio de irradiagdo com raios X ou y. Painter (1933) introduziu o uso de rearranjos
cromossOmicos como uma ferramenta na localiza¢do de genes. Praticamente todos
os estudos de localizagdo genética, antes da introdu¢do do uso da hibridag¢do in
situ, eram realizados utilizando rearranjos cromossOmicos. Os rearranjos
envolvendo genes conhecidos sdo os mais uteis. Particularmente, os rearranjos
pequenos, como por exemplo, as dele¢des e inversdes, que causam alguma
mudanga na fungdo do gene a ser localizado, sdo muito informativas (Sorsa,
1988).

Também devido a sua organizagdo estrutural, os cromossomos

politénicos permitem que muitos genes, quando ativos, sejam visiveis como

grandes pufes, que resultam do aciimulo de RNA e proteinas.
I.3. PUFES

Os conhecimentos que se tém hoje sobre os pufes resultaram da
soma dos dados de muitos autores, incluindo desde as observagdes de Balbiani
(1881), em Chironomus, e os trabalhos de Heitz & Bauer (1933) em Bibio, Metz
(1935) em Sciara, Bridges (1935) e Bauer (1936) em Drosophila, Breuer & Pavan

(1955) em Rhynchosciara, Beermann (1956) em Chironomus, entre outros, até
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Introdugdo 8

observagdes recentes envolvendo técnicas de isolamento e sequenciamento do
DNA, dessas regides, e andlises mais sofisticadas de seus produtos protéicos
(Ashburner, 1990; Burtis et al., 1990; Huet er al., 1993; Monesi et al., 1995;
D’Avino et al., 1995; Keegan et al., 2001).

Em 1955, Breuer & Pavan, trabalhando com o diptero
Rhynchosciara angelae, descreveram pela primeira vez o fenémeno conhecido
como amplificagdo génica. Estes pesquisadores verificaram que certas bandas dos
cromossomos politénicos das glandulas salivares de larvas, dessa espécie, sofriam
um aumento desproporcional da quantidade de DNA pouco antes ou durante a

formagdo de grandes pufes. Estas faixas, apds a regressio dos pufes,

apresentavam-se proporcionalmente muito mais espessas € coravam-se mais

intensamente pelo Feulgen que as bandas vizinhas. Os pufes que se desenvolvem
a partir de bandas que sofrem amplificagdo génica foram denominados pufes de
DNA, por Pavan (1965). Além dos pufes de DNA, sdo encontrados os pufes de
RNA, que correspondem a genes que estdo sendo transcritos, sem que haja
amplificagdo génica (Ashburner & Berendes, 1978).

Desde a década de 1950, sabe-se que o padrdo de pufes em
tecidos larvais, por exemplo, de Chironomus, Drosophila € Rhynchosciara, muda
de maneira regular durante o desenvolvimento (Becker, 1959; Pavan & Basile,
1966). Essas mudangas na atividade dos pufes sio controladas pelo mesmo
horménio esterdide que controla o desenvolvimento dos insetos, a ecdisona
(Ashburner & Richards, 1976). O aumento da concentragdo deste horménio na

hemolinfa de larvas de terceiro estddio de Drosophila promove o inicio da
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pupagdo. A ecdisona liga-se covalentemente nos cromossomos politénicos,
inibindo ou ativando pufes (Dworniczak et al., 1983). Os pufes tardios podem
estar sob o controle de pufes precoces, cujos produtos, em alguns casos, sdo
identificados como proteinas de ligagdo ao DNA (Ashburner, 1990; Huet ef al.,
1993; Fletcher et al., 1995).

Ritossa (1962), estudando os efeitos da temperatura sobre o
padrio de pufes dos cromossomos politénicos das glandulas salivares de D.
busckii, descobriu que um novo padrdo de pufes surgia, apos a exposi¢do das
larvas a um choque de temperatura (30°C ou mais), durante 30 minutos. Depois
desse estudo de Ritossa, muitos trabalhos foram realizados a respeito da indugéo
de pufes por choques de temperatura (Ashburner & Bonner, 1979; Semeshin ef
al., 1982; Welck, 1993; Nanya, 1993).

Além do tratamento hormonal e choque de temperatura, a
indugdo de pufes pode ser realizada por certos compostos quimicos. Serfling ef al.
(1969) mostraram a indugdo de um grande nimero de pufes nos cromossomos
politénicos de Chironomus tentans com o composto quimico oxitetraciclina
(OCT). Leenders et al. (1973) observaram que a vitamina B¢ e seus derivados sdo
capazes de induzir um pufe em um sitio especifico de um cromossomo da
glandula salivar de D. hydei. Amabis & Janczur (1978) obtiveram a indugdo de

grandes pufes nos cromossomos das glandulas salivares, em larvas de Trichosia

pubescens, utilizando éter dietilico. Além da estimulagdo da sintese de RNA,

alguns compostos quimicos podem inibir a transcri¢do e, portanto, os pufes. A

actinomicina, por exemplo, é um agente inibidor que faz com que os pufes
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regridam (Beermann, 1966).

Um aspecto importante da sintese que ocorre nos cromossomos

¢ a produgdo do RNA ribossomico, que gera uma estrutura subnuclear distinta,

conhecida como nicleolo.
I.4. NUCLEOLO

O nucléolo foi uma das primeiras estruturas intracelulares a
serem descritas, no come¢o do século XIX. Em 1934, McClintock fez uma
importante descoberta mostrando que o nucléolo se associa a regides especificas
dos cromossomos, que sdo responsdveis pela sua formagdo. Essas regides
passaram a ser chamadas de regides organizadoras nucleolares (RONs). Na
década de 1960, a identificagdo da RON como sendo o sitio do DNA ribossomico
(rDNA), comprovou a idéia de que o nucléolo é o local de sintese do RNA
ribossomico (rRNA), estabelecendo-o como um elemento geneticamente
determinado (Perry, 1962; Bimnstiel et al., 1963; Brown & Gurdon, 1964).
Posteriormente, descobriu-se que o nucléolo ndo é apenas o local de sintese do
rRNA; nele também ocorre a formag¢do das subunidades ribossomicas (Perry,
1965).

Conforme revisio em Bicudo (1982), a hibridagdo com rRNA,
especialmente na década de 1970, confirmou que as constri¢des secundarias sdo
sitios de rDNA em muitos organismos. Esta confirmagdo ocorreu, por exemplo,
nos cariotipos de Xenopus (Pardue, 1974), Drosophila (Schifer & Kunz, 1975),
homem (Henderson et al., 1972; Evans et al., 1974), chimpanzé (Henderson ef al.,

1974a), rato (Henderson ef al., 1974b), Muntiacus (Pardue & Hsu, 1975). Porém,
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nem sempre as constrigdes secundarias observadas nos cromossomos metafasicos
constituem organizadores nucleolares inequivocos. Entre os exemplos contidos na
literatura, pode-se mencionar o trabalho de Hsu er al. (1975), com o mamifero
Cricetulus griseus, portador de uma unica constri¢do secundaria localizada no
cromossomo X. Esse mamifero mostrou, em experimentos de hibrida¢do, que seus
genes ribossomicos estdo localizados nas regides teloméricas de varios
autossomos. A constri¢do secundaria do cromossomo X, porém, apresentou uma
marcacdo tdo fraca que os autores admitiram que essa regido ndo constitui uma
RON.

Ainda, segundo revisio em Bicudo (1982), na maioria dos
mamiferos, as RONs sdo encontradas nos autossomos. Essa preponderancia de
sitios rDNA autossémicos, nos mamiferos, foi atribuida a possiveis problemas que

poderiam resultar na inativagio do cromossomo X, nas fémeas, se esse

cromossomo fosse portador daqueles sitios, corroborando essa idéia o fato de que

nos mamiferos em que o organizador nucleolar ¢ ligado ao X, o Y também o
apresenta.

Ja na maioria das espécies de Drosophila estudadas, as RONs
localizam-se nos cromossomos sexuais. Em D. melanogaster, estio na
heterocromatina proximal do cromossomo X e no brago curto do cromossomo Y.
D. simulans, criptica de D. melanogaster, apresenta uma RON na heterocromatina
proximal do cromossomo X, mas ndo ha indicagdo de que contenha RON no
cromossomo Y. Em D. hydei, ha uma RON no brago esquerdo, inteiramente

heterocromatico, do cromossomo metacéntrico X. Além dessa, outras duas RONs
i
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ocorrem no cromossomo Y que € submetacéntrico: uma no brago curto e outra na
parte distal do brago longo. Em espécies do complexo mulleri do grupo repleta, as
RONs localizam-se nos cromossomos X e nos microcromossomos, sendo as
RONSs destes ultimos consideradas secundarias (Bicudo & Richardson, 1977).

Visto ao microscépio eletronico, o nucléolo mostra quatro
componentes: componente granular (CG), centro fibrilar (CF), componente
fibrilar denso (CFD) e cromatina associada ao nucléolo. Cada nucléolo contém
um grupo de particulas precursoras dos ribossomos ativas, em varios estagios de
maturagdo. O CG representa o principal componente do nucléolo de células
metabolicamente ativas. Mergulhado nessa massa granular encontra-se o CF, que
¢ circundado por uma camada de fibrilas firmemente empacotadas, que compdem
o CFD (Comai, 1999).

Os componentes nucleolares sdo fundamentalmente os mesmos
em diferentes vertebrados, invertebrados e vegetais, mas suas quantidades e

distribuigdo variam consideravelmente em diferentes tipos celulares ou em um

mesmo tipo celular, dependendo do estado fisiologico do niicleo. A hipertrofia do

nucléolo representa um dos mais consistentes aspectos citologicos das células
cancerosas. Portanto, € freqiientemente incluido entre os marcadores para
diagnéstico de malignidade (Taboga, 1997; Derenzini ef al., 1998; Abdo-Banhos,
2000). Os nucléolos, em células malignas, sio normalmente grandes e
freqlientemente bastante compactos, ou numerosos. Provavelmente, esse aumento
de material nucleolar ocorre porque a rapida proliferagdo celular necessita de uma

demanda mais alta de ribossomos do que as células proliferando normalmente
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(Comai, 1999; Abdo-Banhos, 2000). A literatura registra outras condigdes
patolégicas em que ocorre aumento da area nucleolar (Abdo-Banhos, 1998).

O primeiro produto da transcrigdo do rDNA € uma longa
molécula precursora que é processada através de uma série de formas
intermedidrias até chegar as formas maduras. O processo de maturagdo da
molécula precursora leva, nos vertebrados, a produgdo de duas moléculas de alto
peso molecular, a 28S e a 18S, cujos comprimentos respectivos, nos mamiferos,
sdo de aproximadamente 5.000 e 2.000 nucleotideos, e uma pequena molécula, a
5,8S, de 158 nucleotideos. Em muitos organismos, além das moléculas derivadas

do processamento da molécula precursora, os ribossomos contém RNA 58S, que é

codificado por outras regides cromossdmicas que nio fazem parte do organizador

nucleolar e cuja localizagdo ja foi determinada em varias espécies de Drosophila,
no homem, em Xenopus laevis, em Chironomus thummi e outros organismos
(revisdo em Bicudo, 1982).

A biogénese dos ribossomos € provavelmente uma das mais
complexas vias da sintese de ribonucleoparticulas, envolvendo a complexa
maturagdo do rRNA e uma reunido ordenada de aproximadamente 80 proteinas
ribossdmicas, nos eucariotos. Além dos componentes encontrados na maturagido
dos ribossomos, o nucléolo contém muitos outros RNAs e proteinas, a maioria dos
quais estdo transitoriamente associados com as particulas pré-ribossomicas e
parecem estar envolvidos em varios aspectos da biogénese dos ribossomos

(Ginisty et al., 1999).

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw 11 12 13 14 15 16 17



Introdugdo 14

Segundo Pederson (2002), ja foram identificadas 271 proteinas
nucleolares em humanos. Muitas destas proteinas estdo envolvidas na biogénese
ribossomica, como a B23 (também conhecida como NO38, numatrina ou
nucleofosmina), a nucleolina (inicialmente chamada C23), a fibrilarina, dentre
muitas outras (revisdo em Olson et al., 2000). Outras, porém, sdo indicativas das
mais diversas fun¢des nucleolares (Stegh et al., 1998).

Conforme mostram trabalhos mais recentes, além da transcrigdo
do rDNA e da biogénese dos ribossomos. o nucléolo desempenha outras fungdes
celulares importantes, entre elas o controle do ciclo celular na mitose e na meiose
e a atuacdo na regulacdo génica, evidenciando que o nucléolo funciona como um
sitio privilegiado para o recrutamento e exclusdo de complexos reguladores. Entre
as fungdes nucleolares adicionais incluem-se ainda o processamento do RNA

transportador (tRNA) e talvez da RNA telomerase e ainda atuagdo no

envelhecimento celular e na morte celular programada (revisio em Garcia &

Pillus, 1999).
I.5. MORTE CELULAR PROGRAMADA (MCP)

A MCP, na literatura freqiientemente denominada apoptose, €
um processo pelo qual as células ativadas sofrem um programa de “suicidio” que
resulta em morte celular individual. Este ¢ um processo altamente orquestrado, em
que as células cometem “suicidio”, destruindo-se de uma maneira controlada. Por
ser um processo fisiolégico normal, ocorre tanto no desenvolvimento embrionario
quanto em animais adultos, durante a degradag¢do de tecidos e a resposta imune

(Takamizawa et al., 2000).
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O termo apoptose, uma palavra do grego antigo usada para
descrever a queda das pétalas das flores ou das folhas das arvores, foi proposto
por Kerr et al. em 1972. Segundo esses autores, cujo trabalho foi realizado em
tecidos de ratos e humanos, as mudangas ultraestruturais que acompanham a
apoptose incluem: (a) perda do volume celular, devido a condensagdo do material
citoplasmatico e nuclear; (b) separagdo das células mortas de suas vizinhas e (c)
fragmentagdo da célula em corpos apoptéticos, que sdo rapidamente fagocitados
por macrofagos ou pelas células vizinhas. Outro aspecto caracteristico da morte
apoptotica, relatado pelos autores, é¢ que apesar destas mudangas citoldgicas, as
organelas permanecem intactas e sdo freqiientemente identificadas até depois do
engolfamento.

Como foi mencionado, a ativagdo da apoptose ocorre através de
um programa intrinseco de suicidio geneticamente controlado, mas também
responde a sinais extrinsecos, tais como, radia¢do ionizante, infec¢do viral,
interagdes celulares e hormoénios. Os sinais extrinsecos podem promover ou
suprimir a apoptose (Steller, 1995).

Diferentemente da apoptose, a necrose ¢ uma forma patologica
de morte celular, que resulta da exposi¢@o a varias injurias externas, tais como a
privagdo de oxigénio (hipdxia), temperaturas anormais (hipotermia e hipertermia)

ou certas toxinas. Quando sofrem injuria celular, a célula e suas organelas incham,

ocorre perda da integridade da membrana plasmatica, deste modo liberando

material citoplasmatico, que freqiientemente desencadeia uma resposta

inflamatoria (Wyllie, 1981; Steller, 1995).
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Estudos genéticos no nematoide Caenorhabditis elegans, que
durante seu desenvolvimento, perde por “suicidio” 131 de suas 1090 células,
permitiram a identificagdo de trés genes principais que estdo diretamente
envolvidos na regulacdo e execugdo da morte celular, através de seus produtos: os
genes ced 3, ced 4, e ced 9. Os dois primeiros sdo requeridos para executar a
morte celular e o ultimo € antagonista da a¢do dos dois primeiros (revisdo em
Meier & Evan, 1998). O gene ced 3 codifica uma enzima denominada caspase,
que cliva proteinas e constitui a chave no processo de “suicidio”, enquanto o
supressor ced 9 codifica uma proteina associada a membrana. CED 4, a proteina
codificada pelo gene ced 4, foi recentemente identificada como uma proteina
critica na ativagdo da fung¢do degradativa da caspase (Chinnaiyan et al., 1997).

Em D. melanogaster, foram identificados varios genes

envolvidos na MCP (McCall & Steller, 1997). Entre os ativadores da apoptose

melhor caracterizados estdo reaper (rpr), head involution defective (hid) e grim

(White et al., 1994; Grether et al., 1995; Chen et al., 1996). Estes trés genes
localizam-se na regido definida como Df{(3L)H99 e apesar de ndo apresentarem
homologia extensa com genes de vertebrados, sua expressdo ¢ suficiente para
induzir a morte celular em mamiferos, sugerindo que utilizam alvos que sdo
conservados nas células dos vertebrados (McCarthy & Dixit, 1998; Wang et al.,
1999). Em Drosophila, a delegdo de rpr, hid e grim bloqueia a apoptose e a
superexpressdo de qualquer um deles € suficiente para matar células que
normalmente viveriam. Embora o conhecimento de como rpr, grim e hid causam

apoptose seja incompleto, sabe-se que a morte celular induzida por cada um dos
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produtos génicos desses genes ¢ precedida pela ativagdo das caspases. Na

presenca da proteina baculovirus p35, um inibidor especifico de caspases, a
apoptose dirigida por rpr, grim e hid é bloqueada (White e? al., 1994).

As caspases representam os principais efetores da apoptose e por
serem altamente conservadas através da evolugdo, sdo encontradas desde
invertebrados como C. elegans e Drosophila até humanos (Hengartner, 2000). Em
Drosophila, sete caspases foram caracterizadas, até o presente momento: DCP-1
(Song et al., 1997), DREDD/DCP-2 (Inohara et al., 1997; Chen et al., 1998),
drICE (Fraser & Evan, 1997), DRONC (Dorstyn et al., 1999a), DECAY (Dorstyn
et al., 1999b), STRICA (Doumanis ef al., 2001) e DAMM (Harvey et al., 2001).
Essas proteases sdo sintetizadas como pré-enzimas inativas e, durante a apoptose,
sdo processadas na sua forma ativa por complexas vias de ativagdo proteolitica
(Harvey et al., 2001).

A idéia do envolvimento do nucléolo na MCP decorreu de uma
série de trabalhos recentemente publicados. Por exemplo, em um estudo
relacionado ao transporte do sinal apoptoético do citoplasma para o nucleo, foi
verificado que a proteina DEDD, durante a apoptose mediada pelo receptor de
membrana CD95 (também denominado Fas ou APO-1), transloca-se do
citoplasma para o nutcleo por processo dependente da caspase. No interior do
nucleo, a proteina DEDD move-se para o nucléolo, onde interrompe a transcrigdo
do rDNA dependente da polimerase I. Assim, os resultados sugeriram que DEDD
¢ o alvo final de uma cadeia de eventos pela qual o sinal apoptético, induzido pelo

CD95 ativado, € transferido para o nucléolo onde desliga as atividades
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biossintéticas (Stegh ef al., 1998).
Tem havido um progresso considerdvel no conhecimento da
regulagdo génica da MCP das glandulas salivares de Drosophila. Segundo Farkas

& Mechler (2000a), a desintegragdo dessas glandulas é uma resposta apoptdtica

conduzida pela ecdisona, requerendo a presenga da proteina p127, codificada pelo

gene I(2)gl [gene lethal (2) giant larvae]. Larvas deficientes desse gene, expostas
a ecdisona, resultaram em um padrdo de pufagdo cromossOmica caracteristico da
fase de formag@o da pupa, mas incapaz de induzir as mudangas morfologicas que
precedem a morte celular, tais como a vacuolizagdo citoplasmatica e a liberagdo
de componentes citoplasmaticos para o lume da glandula. Estudos preliminares,
realizados pelos mesmos autores mostraram que a regula¢do do tempo de histolise
das glandulas salivares apresenta dose-resposta ao gene /(2)gl. A expressdo
reduzida de pl27, atrasa a histélise enquanto a superexpressdo acelera
consideravelmente esse processo. Foi demonstrado também o envolvimento do
fator de transcricdo BRC-Z1. A histolise das glandulas salivares ndo ocorre em
pupas que apresentam mutagéo no gene responsavel por esse fator.

Farkas & Mechler (2000b) examinaram a distribui¢do do fator
de transcrigdo, BRC-Z1, nas glandulas salivares e verificaram que o mesmo
permanece no citoplasma e ndo aparece no nicleo, nas pupas mutadas,
sustentando a idéia de que a proteina p127 funciona em estagios precoces da via
apoptdtica. Foi observado também por esses autores que um outro gene, Enhancer
of broad, afeta o gene zipper, o qual codifica a cadeia pesada da miosina II. Para

verificar se esse gene esta envolvido na apoptose das glandulas salivares, foi
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estudado o efeito de superexpressdo da miosina II, tendo-se verificado que produz
um actmulo citoplasmatico de BRC-Z1 e bloqueia a histolise da glandula salivar.

Finalmente, a superexpressdo de BRC-Z1 na época da formagdo da pupa acelera o

processo de apoptose das glandulas salivares, mas é inoperante na auséncia da

ecdisona. Esses dados indicam, segundo os autores, que as proteinas
citoesqueléticas podem regular a obtengdo, pelo nucleo, dos fatores de transcri¢do
que sdo requeridos na via apoptdtica desencadeada pela ecdisona levando a
histolise das glandulas salivares.

Um estudo importante sobre a MCP em Drosophila foi
apresentado por Lee e Baehrecke (2001). Baseados em revisdo da literatura esses
autores diferenciaram e definiram trés tipos de MCP. O primeiro tipo, conhecido
como apoptose, como ja foi descrito anteriormente, € encontrado em células que
morrem isoladamente e que exibem condensag¢do do nucleo e citoplasma, seguida
por fragmentagdo e fagocitose por células que degradam seu contetido celular. O
segundo tipo, conhecido como autofagia, € observado quando grupos de células
associadas ou tecidos inteiros sdo destruidos. Estas células contém vacuolos
autofagicos no citoplasma que funcionam na degradagdio dos componentes
celulares. O terceiro tipo, conhecido como morte celular ndo lisossdmica, € a
menos comum e ¢ caracterizada por inchamento de cavidades com bordos
membranosos, seguido por degeneragdo, sem atividade lisossomica.

Os autores consideram que nas glandulas salivares de
Drosophila o fendbmeno de MCP preenche a defini¢do da autofagia. Entretanto,

segundo os mesmos autores, embora essas células mostrem caracteristicas da
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autofagia, a literatura recente sugere que a MCP desencadeada pelos hormédnios
esteroides nas glandulas salivares de Drosophila utiliza genes, como as caspases,
que sdo parte conservada da via apoptotica.

Na verdade, segundo esses autores, a dindmica dos vactolos na

morte celular indica que as glandulas salivares sofrem autofagia e a presenga de

marcadores de apoptose sugere semelhangas entre os dois processos.
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Tendo em vista a importancia que o processo da apoptose
apresenta no desenvolvimento e na vida celular, ¢ o conhecimento ainda

incompleto dos aspectos que envolvem a MCP das glandulas salivares de

Drosophila, pretendeu-se, no presente trabalho, utilizando Drosophila saltans,

estudar o seguinte:

1. As alteragdes morfologicas apresentadas, principalmente, pelos cromossomos
politénicos e nucléolos nas gldndulas salivares, durante o desenvolvimento,
entre larva de terceiro estadio e pupa média, fase em que ocorre a histélise das

mesmas,

Analisar as alteragdes do padrdo de pufes no mesmo periodo do

desenvolvimento;

Utilizar a morfometria para verificar possiveis alteragdes de tamanho das

glandulas salivares no periodo.
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II1.1. ORGANISMO UTILIZADO E PROCEDENCIA
O presente estudo foi realizado em Drosophila saltans (grupo
saltans, subgrupo saltans), utilizando a linhagem 180.40, procedente de San José

— Costa Rica.

I11.2. MANUTENCAO DAS MOSCAS NO LABORATORIO

As moscas foram mantidas em garrafas com capacidade de um
quarto de litro, contendo meio de fubda, dentro de uma camara de temperatura
constante a 20°C + 1. As moscas foram transferidas para meio novo a cada sete
dias, aproximadamente.

Em Drosophila, um aspecto que € critico para a obtengdo de
bons preparados de cromossomos politénicos de glandulas salivares, diz respeito
ao estado nutricional dos individuos que serdo utilizados. Para isso, ¢ fundamental
que o material a ser estudado seja proveniente de culturas com pouca densidade de
larvas, e que elas tenham sido alimentadas com uma solugdo de levedura
(fermento Fleischmann). Este cuidado propicia uma maximiza¢do do ciclo de
politenia, por super estimulagdo da fungfio das glandulas salivares, desde os
estadios mais precoces.

O fermento € dissolvido em agua destilada e algumas gotas sdo
pingadas nas garrafas que ja contém larvas no primeiro estddio do
desenvolvimento, uma vez ao dia, por trés dias consecutivos.

I11.3. DETERMINACAO DO TEMPO DE DESENVOLVIMENTO
No presente trabalho foram analisadas estruturas celulares em

diferentes fases do desenvolvimento. Para melhor caracterizar essas fases e tentar
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uma melhor padronizagdo das mesmas, procedeu-se a um estudo do tempo de
desenvolvimento de D. saltans.

Fémeas e machos virgens foram coletados de garrafas do

estoque trés vezes ao dia, durante dois dias, € permaneceram em vidros separados

por cinco dias (tempo de amadurecimento sexual). No sexto dia, fémeas e machos
foram transferidos para um mesmo vidro, onde ficaram por 24 horas, para que
ocorresse a copula. Apos esse periodo, os individuos foram transferidos para duas
caixas de populagdo: 88 fémeas e 64 machos (caixa 1) e 110 fémeas e 161 machos
(caixa 2).

Foram utilizadas caixas de popula¢do de acrilico com 16x16 ¢cm
na base, por 19 cm de altura. A caixa possui trés aberturas, cada uma com 6 cm de
didmetro. Nas duas aberturas inferiores foram acopladas placas de Petri contendo
meio de fubd, que foram utilizadas para coleta dos ovos. A outra abertura fica
localizada em uma das paredes e foi fechada com um chumago de algodio,
servindo para ventilar. A cada 24 horas, as placas com meio foram substituidas
por outras placas. Logo apds eclodirem, as larvas de primeiro estadio (L;) foram
transferidas para tubos (10 cm de altura e 3,5 cm didmetro) contendo meio de
fuba. Foram preparados e analisados 18 tubos, cada um contendo 15 larvas. As
caixas de populagdo, placas e tubos foram mantidos em camara de temperatura
constante a 20°C + 1°C.

A andlise dos tubos foi feita trés vezes ao dia (8:00, 13:00 e
18:00 horas). Foi acompanhado o desenvolvimento de um total de 270 individuos

e obtidos os tempos minimo e maximo de permanéncia em cada fase. Os tempos
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foram computados a partir da oviposi¢do.

Em média, as larvas L, eclodem a partir de 46 horas apés a
oviposi¢do e os adultos emergem a partir de 18 dias. Os dados encontram-se na
Tabela 1. Esses dados, mais os aspectos morfologicos permitiram caracterizar as
diferentes fases do desenvolvimento, como segue:

1) Larvas de terceiro estadio inicial (L3i): sdo larvas grandes e méveis que ainda
se alimentam. Tempo de desenvolvimento até atingir essa fase: entre 166
horas (minimo) e 289 horas (maximo), com valores médios de 186 e 262
horas, respectivamente;

Larvas de 3° estadio tardio (L3T): sdo larvas praticamente imdveis ou pouco
moveis que ja pararam de se alimentar e ainda ndo possuem os espiraculos
anteriores evertidos. Tempo de desenvolvimento até atingir essa fase: entre
213 horas (minimo) e 289 horas (maximo), com valores médios de 236 e 264
horas, respectivamente;

Puparium (PU): ainda ndo apresentam envoltério duro, mas ji possuem os
espirdculos anteriores evertidos. Tempo de desenvolvimento: duragio

aproximada de uma hora, ap6s a fase anterior;

Pré-pupas (PP): apresentam envoltorio duro, mas ainda sem pigmentagio. A

transparéncia do envoltério permite a visualizagdo dos 6rgdos, o que confere
ainda uma coloragdo esbranquigada a esses individuos. Tempo de
desenvolvimento: uma hora apds a fase puparium;

Pupas jovens (PJ): apresentam envoltério duro, coloragdo amarelada, olho

ainda sem pigmentagdo e cabega ainda ndo evertida. Tempo de
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Tabela 1. Tempos minimo e maximo de desenvolvimento, em horas, de D. saltans,
linhagem 180.40, para larva de terceiro estadio inicial até a emergéncia dos imagos.
Foi acompanhado o desenvolvimento de 270 individuos. Lii = larva de terceiro
estadio inicial; L3T = larva de terceiro estadio tardio; PJ = pupa jovem; PM = pupa

média e PV = pupa velha. Camara de temperatura constante a 20°C £ 1°C.

Fases do Desenvolvimento

PJ

2
3
4
5
6
7
8
9
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desenvolvimento desde ovo: entre 237 horas (minimo) e 433 horas
(méximo), com valores médios de 248 e 308 horas, respectivamente;
Pupas médias (PM): Olhos ainda ndo pigmentados. A cabega ja foi
evertida, estando a regido anterior, descolada do pupério. Tempo de
desenvolvimento desde ovo: entre 261 horas (minimo) e 454 horas
(maximo), com valores médios de 269 e 406 horas, respectivamente;
Pupas velhas (PV): correspondem a fase anterior a emergéncia do adulto,
ja sendo possivel observar os olhos pigmentados, a presenga das asas e
patas. Tempo de desenvolvimento: entre 361 horas (minimo) € 524 horas
(méximo), com valores médios de 370 e 473 horas, respectivamente.
II1.4. PREPARO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA
No presente trabalho, foram analisadas preparag¢des de glandulas
salivares, em microscopia de luz, microscopia de fluorescéncia e microscopia
eletronica de transmissdo.
I11.4.1. PREPARACOES PARA MICROSCOPIA DE LUZ
As laminas para andlise em microscopia de luz foram preparadas
por esmagamento e coradas com nitrato de prata, orceina lacto-acética, reativo de
Schiff (Feulgen), Bandamento C e alaranjado de acridina.

Para a obteng¢do das glandulas salivares realizou-se a dissec¢do

da larva ou pupa em solugdo fisiologica de Demerec (Demerec & Kaufmann,

1945), para prevenir a degenera¢do dos tecidos. Com o auxilio de dois estiletes e
sob o microscopio estereoscopico, a metade anterior do corpo da larva foi

comprimida com um dos estiletes e a regido da cabega foi puxada com o outro,
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expondo as glandulas salivares. No caso da pupa, primeiro retirou-se o envoltério
anterior. As glandulas salivares foram limpas com o auxilio dos estiletes, sendo
retirado todo o tecido gorduroso que as envolvia.

Apos a dissecgdo, as glandulas salivares foram transferidas para
uma ldmina contendo uma gota de acido acético a 45%, onde permaneceram
durante um minuto. Em seguida, o material foi coberto com laminula e esmagado
sob pressdio. As laminas foram imersas no nitrogénio liquido durante dez
segundos, sendo as laminulas retiradas com o auxilio de uma gilete. As laminas
foram colocadas para secar a temperatura ambiente e guardadas no congelador
para posterior coloragdo. Utilizou-se este procedimento para as laminas que
seriam coradas com nitrato de prata, Reativo de Schiff, Bandamento C e
alaranjado de acridina. No caso da coloragdo com orceina lacto-acética, logo apds
a dissec¢do, as glandulas salivares foram transferidas para uma lamina e
submetidas a técnica de coloragdo (ver item 111.4.1.1.).

No caso do estudo de pufes, como ocorre uma variagdo no grau
de politenia entre as células da glandula salivar, com o objetivo de reduzir essa
variagdo, foi utilizada somente a metade distal das glandulas salivares, que ¢ onde
sdo encontrados 0s cromossomos mais politenizados.

I11.4.1.1. Coloragio com orceina lacto-acética

Ap6s a dissecgdo, as glandulas salivares foram transferidas para

uma ldmina contendo uma gota de orceina lacto-acética a 2%, onde

permaneceram durante oito minutos. Em seguida, a orceina foi retirada com o

auxilio de papel absorvente e pingou-se, sobre o material, acido lactico a 50%,
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deixando transcorrer dez minutos. O material foi entdo coberto com laminula,
realizando-se 0 esmagamento. Apds o esmagamento, a lamina foi lutada com
esmalte incolor. A orceina lacto-acética cora DNA e proteinas, tornando possivel
o estudo da cromatina.
Preparo da solugdo:
a) Solugdo de Orceina lacto-acética a 2%

2 g de orceina

42.5 mL de acido acético

42,5 mL de acido lactico

15 mL de 4gua destilada

Aquecer o acido lactico e o acido acético em banho-maria (60 a

80°C). Acrescentar a orceina. Apos esfriar, acrescentar a agua destilada. Filtrar
apds 24 horas e guardar em frasco escuro.
I11.4.1.2. Impregnacio pelo nitrato de prata

A impregnagdo das laminas foi realizada seguindo a técnica de
Howell & Black (1980), que utiliza duas solugdes: uma solugdo coloidal
reveladora (solugdo A) e uma solugdo de nitrato de prata a 50% (solugdo B). As
laminas foram colocadas em camaras umidas, e sobre cada uma foi pingada uma
gota da solugdo A e duas gotas da solug¢do B. As laminas foram cobertas com
laminulas e colocadas na estufa a 70°C durante oito minutos sendo em seguida
lavadas em agua destilada, para retirar a laminula e o excesso do corante. As
laminas foram deixadas secando a temperatura ambiente (24 horas), ¢ montadas

com verniz cristal. A técnica de impregnagdo com o nitrato de prata marca o
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material nucleolar, em glandulas salivares de Drosophila.
Preparo das solugdes:
a) Solugdo A — Solugdo Coloidal Reveladora
- Dissolver 1 g de gelatina em 50 mL de agua destilada e acrescentar 0,5 mL de
acido formico. Essa solugdo deve ser preparada com aquecimento.
b) Solug¢do B — Solugdo de Nitrato de Prata a 50%
- Dissolver 1 g de nitrato de prata em 2 mL de agua destilada. Preparar a
solucdo em frasco escuro, que deve ser envolvido em papel aluminio.
I11.4.1.3. Colorag¢io pela Técnica de Feulgen
As laminas foram submetidas a Reagdo de Feulgen, utilizando-
se a técnica de Kirschbaum (1973), que consiste, basicamente, no seguinte: o
material foi hidrolisado em acido cloridricol N durante 10 minutos, & temperatura
ambiente. Logo apds, as laminas foram lavadas por trés vezes em agua destilada.
Fez-se o tratamento com o Reativo de Schiff por 50 minutos, a temperatura

ambiente, no escuro. Transcorrido o tempo, foram dados trés banhos nas laminas

(20 segundos cada) em agua sulfurosa e em seguida em &gua destilada.

Desidratagdo em alcool a 70% e 95%, e secagem a temperatura ambiente. Depois
de secas, as laminas foram montadas com verniz cristal. A coloragdo com Feulgen
¢ especifica para DNA.

Preparo das solugdes:

a) Reativo de Schiff

- Dissolver 1 g de fuscina basica em 100 mL de agua destilada fervendo;

- Deixar esfriar até 60°C e entdo acrescentar 4 g de metabissulfito de sédio ou
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potassio. Acrescentar 20 mL de acido cloridrico 1 N e agitar;
Deixar em repouso por 24 horas no escuro (envolvido em papel aluminio), na
geladeira;
- No dia seguinte, acrescentar 0,5 g de carvio ativo e agitar. Filtrar e guardar na
geladeira em frasco escuro.
Se o filtrado ndo estiver totalmente transparente, acrescentar
mais 0,5 g de carvio ativo, filtrando novamente apés 24 horas.
b) Agua sulfurosa
- 10 mL de acido cloridrico 1 N;

- 10 mL de bissulfito de sodio a 10%:;

- Agua destilada até completar 200 mL.

A agua sulfurosa deve ser preparada na hora de usar.
I11.4.1.4. Colorag¢io por Bandamento C

A coloragdo por Bandamento C foi realizada segundo a técnica
de Sumner, 1972. Foram utilizadas laminas preparadas com pelo menos quatro
dias de antecedéncia. A técnica consiste em pingar sobre a ldmina trés a quatro
gotas de solugdo de hidroxido de bario a 5%, previamente filtrada. Cobrir a lamina
com laminula, deixando-a durante seis minutos em banho-maria a 60°C.
Decorrido o tempo, a ldmina foi lavada em agua destilada gelada contendo 2 mL
de acido acético, para que a laminula e o excesso de hidréxido de bario fossem
retirados. Em seguida, foi dado um banho na ldmina em 2xSSC durante 10
minutos, a temperatura ambiente, e depois durante 1 hora em banho-maria a 60°C.

Decorrido o tempo, foram dados dois banhos em dlcool a 70%, repetindo-se a
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operagdo com dlcool a 95%. Apds a desidratagdo. as laminas foram deixadas
secando a temperatura ambiente. Estando secas, pingou-se sobre cada limina
Giemsa a 2%, permanecendo a coloragdo durante vinte minutos. Em seguida, a
ldmina foi lavada em agua destilada para que o excesso do corante fosse retirado,
sendo deixada secando a temperatura ambiente. Estando seca, a lamina foi
montada com verniz cristal. O bandamento C cora especificamente regides de
heterocromatina.
Preparo das solugdes:
a) Solugdo tampao fosfato (pH 6,8):
=> Solugdo A: - 14,196 g de fosfato de sddio dibasico

- Agua destilada até completar 500 mL
= Solugdo B: - 13,61g de fosfato de potassio monobasico

- Agua destilada até completar 500mL

Em 100 mL de agua destilada acrescentar 24,5 mL da solugdo A

e 25.5 mL da solugdo B. O tampdo fosfato deve ser preparado na hora de usar.
b) Solu¢do de Bario a 5%

- 3 g de hidroxido de bario

- Agua destilada até completar 60 mL

Esta solug¢do deve ser preparada em frasco escuro envolvido em
papel aluminio.
¢) Solugdo salina de 2xSSC
- 8,765 g de cloreto de sodio

- 4,41 g de citrato trisdédico
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Agua destilada até completar 500 mL

Solugdo tamponada de Giemsa a 2%

1 mL de solugdo-mie de Giemsa

49 mL de tampio fosfato

Solucdo de Giemsa concentrada (solugdo mie)

0,5 g de Giemsa

33 mL de glicerina

Deixar o Giemsa dissolver na glicerina durante duas horas em

banho-maria a 60°C. Apos esfriar a solugdo, adicionar 33 mL de metanol. Colocar
em frasco escuro e apds sete dias filtrar.
I11.4.1.5. Coloragio com alaranjado de acridina (acridine orange)

O alaranjado de acridina ¢ um corante metacromatico que cora
diferencialmente acidos nucléicos de fita dupla e fita simples. O corante liga-se ao
DNA de fita dupla como um mondmero, emitindo fluorescéncia verde sob
excitagdo de 520 nm e se liga no DNA de fita simples ou RNA como um dimero,
emitindo fluorescéncia vermelha sob excitagdo de 650 nm. O alaranjado de
acridina também pode ser usado como um corante vital em células ndo fixadas.
Dependendo do tampédo utilizado, para a diluigdo do corante, e do pH, o
alaranjado de acridina cora também os lisossomos (Nicoletti & Mannuci, 2002;
Berg, 2002).

A técnica de coloragdo com alaranjado de acridina foi adaptada
para glandulas salivares a partir de Abrams et al. (1993).

Realizou-se a coloragdo pingando-se sobre a ldmina duas gotas
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de alaranjado de acridina, permanecendo a coloragdgo durante 15 minutos.
Decorrido o tempo, colocou-se a laminula sobre o material imerso no proprio
corante. Todo o procedimento foi realizado no escuro. A analise do material foi
realizada logo apds a coloragdo, em microscopio de fluorescéncia (Axioskop —
Zeiss MC 80), utilizando o filtro azul, rosa ou vermelho.
Preparo das solugdes:
a) Alaranjado de acridina (Sigma)
- 5 pg/mL de alaranjado de acridina diluido em tampdo fosfato
b) Tampio fosfato 0,1 M pH 7.2
- 1,44 g de fosfato de sddio monobasico
- 7,50 g de fosfato de sodio dibasico

Agua destilada até completar 400 mL

I11.4.1.6. Anilise dos pufes

O padrio de pufes foi analisado nas fases de larva de 3° estadio

tardio e pré-pupa. Com o fim de verificar as variagées dos tamanhos dos pufes,
foram feitas medigdes de seus didmetros, nas fases do desenvolvimento acima
citadas. Para cada pufe medido foi utilizada uma banda como referéncia,
denominada banda padrio (bp), sendo o didmetro obtido pela razio diametro do
pufe dividido pelo didmetro da bp. A bp sempre se encontra proxima ao pufe para
evitar erros decorrentes do fato da espessura ao longo do cromossomo variar. As
medigdes dos pufes e das bp foram realizadas utilizando régua milimétrica.
I11.4.1.7. Preparagdes para morfometria das glindulas salivares

A dissecgdo dos individuos para a retirada das glandulas
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salivares foi realizada em solugéo fisiologica de Demerec (Demerec & Kaufmann,
1945), diretamente na lamina a ser preparada. Todo o tecido gorduroso que
circundava as glandulas foi retirado. O material foi colocado em uma gota de
orceina lacto-acética, deixando transcorrer o tempo de trinta segundos (tempos
superiores coraram excessivamente as glandulas). Decorrido este tempo, retirou-
se a orceina com o auxilio de papel absorvente, de modo que o maximo de corante
fosse retirado ao redor das glandulas. Pingou-se verniz cristal para tornar a lamina
permanente. Antes de colocar a laminula, caquinhos de laminula foram colocados
em torno do material na lamina, impedindo que a laminula, ao ser colocada,
esmagasse o material.

A medida da drea e perimetro das glindulas salivares foi
realizada no analisador de imagens, utilizando o programa Global Lab Image —
Data Translation. Devido ao tamanho avantajado das gliandulas, para a aplicagdo
deste programa, as mesmas foram fotografadas, suas fotos foram montadas, e a
montagem resultante foi capturada em escaner.

I11.4.2. PREPARACOES PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O procedimento para a retirada das glandulas salivares foi o
mesmo descrito para a microscopia de luz (item II[.4.1.). Foram utilizadas
glandulas salivares de larva de 3° estadio tardio e pupa média. Apds cada
dissecgdo, o par de glandulas era transferido para um eppendorf contendo 100 pL
de tampdo cacodilato. Esse tampdo foi utilizado para preservar as glandulas até

que fosse obtido o numero de vinte glandulas para cada estadio.

A fixagdo das glandulas salivares foi realizada em glutaraldeido
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a 3% por duas horas a 4°C. Decorrido o tempo, realizaram-se trés lavagens, de
vinte minutos cada, em tampdo cacodilato a 4°C. A pds-fixagdo foi realizada em
tetroxido de 6smio a 1%, durante uma hora e meia a 4°C. Em seguida, o material
foi lavado em agua destilada (3 x 30 minutos cada). A desidratagdo foi feita em
uma série crescente em etanol, como descrito a seguir:

Etanol 30% 30 minutos (4°C)

Etanol 50% .......ccccceeveeeuverenneen.... 30 minutos (Freezer a —20°C)

Etanol 70% ............ccc.eceeuveeene-.... 30 minutos (Freezer a —20°C)

Etanol 100% ...............c...............30 minutos (Freezer a —20°C)

Etanol 100% ................................] hora (Freezer a —20°C)

Apds a desidratagdo, iniciou-se o processo de infiltragdo da

resina (Spurr), nas glandulas salivares. Deixou-se o material imerso em resina 1:1

etanol 100%, durante 2 horas a —20°C. Em seguida, o material foi colocado na

resina pura ficando overnight (-20°C). No dia seguinte, o material foi emblocado

em resina pura. A polimerizagdo foi feita a 60°C durante 24 horas. As secgdes

ultrafinas (~ 60 nm) foram coletadas em telinhas de cobre e contrastadas com

solugdo aquosa de acetato de uranila a 2% por cinco minutos e citrato de chumbo

por dois minutos.

Preparo das solugdes:

a) Glutaraldeido a 3%

- O glutaraldeido vem numa concentra¢do de 25%. A dilui¢do até 3% deve ser
feita utilizando-se tampdo cacodilato 0,1 M pH 7,2.

Esta droga deve ser preparada na hora de usar.
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b) Tetrdxido de Osmio a 1%
- tetroxido de 6smio vem numa concentragdo de 4%. A dilui¢do até 1% deve ser

feita utilizando-se tamp@o cacodilato 0,1 M pH 7.2.

I1L5. ILUSTRACAO FOTOGRAFICA

Para a obtengdo das fotomicrografias, em microscopia de luz, foi
utilizado foto microscopio Zeiss II (Doagdo FAPESP), e filme Kodak T MAX 100
ASA, branco e preto. Para a obtengido das fotomicrografias em microscopia de
fluorescéncia foi utilizado microscopio Axioskop Zeiss MC 80, do Departamento
de Zoologia e Botanica, com ldmpada de 50 Watts e filme Kodak ultra 400 ASA,
colorido. Quanto as eletromicrografias, foi utilizado microscopio eletrénico de
transmissdo Zeiss EM 906 operando a 80 kV (Doagdo FAPESP) e filme Kodak
4489 para microscopia eletronica.

Tanto para a microscopia de luz, quanto para a microscopia
eletronica de transmissdo, a ampliagdo das fotos foi feita em papel fotografico
Kodak Professional, branco e preto (KODABROME IIRC - F3). Na microscopia
de fluorescéncia, os filmes foram revelados e as fotos ampliadas em um
estabelecimento comercial, sob supervisio. As fotomicrografias feitas em
microscopia de luz foram reveladas e ampliadas no Laboratorio Fotografico do
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de
Sdo José do Rio Preto — UNESP. As elétromicrografias foram reveladas e
ampliadas no Laboratério Fotogrifico do Centro de Microscopia, do mesmo

Instituto. Em ambos os casos, foram seguidas as técnicas de rotina.
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IV.I. ANALISE DE  ESTRUTURAS CELULARES, NO
DESENVOLVIMENTO, EM MICROSCOPIA DE LUZ
Neste item, as estruturas celulares analisadas nas glandulas
salivares de D. saltans, abrangendo cromossomos, nucléolo, cromocentro e
aspectos citoplasmaticos, estdo descritas como foram observadas em laminas
preparadas por esmagamento e submetidas as técnicas de coloragdo com orceina
lacto-acética, nitrato de prata, reativo de Schiff (Feulgen) e bandamento C.
IV.1.1. CROMOSSOMOS
IV.1.1.1. Caracteristicas estruturais dos cromossomos em larvas de terceiro
estadio tardio

Os cromossomos politénicos sdo encontrados na fase larval dos

dipteros, em varios Orgdos, tais como glandulas salivares, tubulos de Malpighi,

corpos gordurosos, células nutritivas do ovario e epitélio do intestino. Porém, sdo
usualmente mais estudados em nucleos de glandula salivar, dado o tamanho que
atingem nesse orgdo e a maior facilidade de seu espalhamento.

A espessura dos cromossomos politénicos aumenta
continuamente, por replicagdo, ao longo do desenvolvimento, atingindo seu
tamanho maximo em larvas de terceiro estadio tardio. Os homdlogos encontram-
se intimamente pareados, dificultando inclusive a identificagdo dos componentes
do par. Os cromossomos apresentam uma diferencia¢do transversal em bandas e
interbandas, ao longo de todo o seu comprimento, exceto nas regides
heterocromaticas centroméricas, onde os filamentos se apresentam com aspecto

desorganizado.

AVA |
AVAYAY !

1 2 3 4 5 6 7unespw 11 12 13 14 15 16 17



Resultados 38

Em virias espécies de Drosophila, os cromossomos politénicos
nas glandulas salivares associam-se pela regido centromérica, constituindo o
cromocentro. Este ¢ o caso de D. saltans, objeto do presente trabalho. Essa
espécie apresenta trés pares de cromossomos, sendo dois metacéntricos
(cromossomos X e II) e um acrocéntrico (cromossomo III) (Figura 1). Nas células
das glandulas salivares eles aparecem como cinco bragos ligados pelo
cromocentro. Sob pressdo para preparo das laminas por esmagamento, 0s
cromossomos X e III se separam do conjunto, e o cromossomo II mantém a maior
parte do cromocentro. O cromossomo Y, nessa espécie, por ser inteiramente
heterocromatico fica incluido no cromocentro, nos machos.
IV.1.1.2. Caracteristicas estruturais dos cromossomos em pupas

No decorrer do desenvolvimento, os cromossomos politénicos
das glandulas salivares sofrem alteragdes que se tornam mais acentuadas a medida
que se aproxima a histdlise, na fase da pupa média. Essas alteragdes foram
analisadas em laminas coradas com orceina lacto-acética, Feulgen e nitrato de
prata. Caracterizam-se, as vezes por quebras cromossOmicas, mas sempre por
alteragdes no padrdo de bandas, que se tornam anastomosadas até perda completa
desse padrdo (Figuras 2 e 3).

Quando os nicleos ndo se abrem, cromossomos compactados

podem ser vistos entremeados por vesiculas, ou emaranhados de fios, ou

resquicios do padrdo de bandas (Figura 4).
Quando os nucleos se abrem, as vesiculas podem ser melhor

visualizadas e aparecem muitas vezes integradas nos cromossomos ou em restos
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Figura 1. Larva de terceiro estadio tardio. Orceina lacto-acética. Conjunto
cromossomico de célula secretora da glandula salivar de D. saltans. Os
cromossomos encontram-se ligados pelo cromocentro (cr). Os cinco bragos
cromossomicos sdo denominados: XL, XR, IIL, IIR e III. 1.850 x.
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Figura 2 A-C. Pupa média. Orceina lacto-acética. Observar a estrutura alterada
dos cromossomos. Em C. verifica-se maior grau de alteragdo. A =4.375x:Be C
=4.625 x.




Figura 3 A-D. Pupa média. Orceina lacto-acética. Diferentes graus de alteragdo da organizagdo estrutural dos cromossomos das

glandulas salivares de D. saltans. Em C e D, a organizagdo em bandas que caracteriza os cromossomos politénicos desapareceu
completamente, bem como a individualidade dos cromossomos. 3.500 x.
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Figura 4 A-C. Pupa média. Nitrato de prata. Em A, observar os cromossomos
compactados e a presenga de vesiculas nesses nucleos fechados. Em B,
cromossomos dissociados e anastomosados (e) ou ainda apresentando algum
padrdo de bandas em nucleos parcialmente abertos (d). Em C, numerosas
vesiculas sdo visiveis na massa cromossomica alterada. A e B = 1.750 x; C =

4375 x.
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cromossomicos. Em células bastante alteradas. essas vesiculas sdo muito
numerosas e podem estar intercaladas por segmentos CcromossOmicos
compactados (Figuras 4C, S, 6 e 7). As vesiculas sdo visiveis em laminas coradas
com todas as técnicas utilizadas no presente trabalho.
IV.1.1.3. Padrio de pufes

Os cromossomos politénicos transcrevem seu DNA seguindo

um padrdo constante para cada tecido, visivel através dos pufes. No presente

trabalho, a analise dos pufes, nas células das glandulas salivares, restringiu-se as

fases de larva de terceiro estadio tardio e pré-pupa. Na fase de pupa média, a
grande alteragdo da estrutura cromossomica dificulta ou mesmo impede a
visualizagdo dessas formagdes. As observagdes descritas a seguir constam das
Figuras 8 a 12.
IV.1.1.3.1. Pufes nos cromossomos politénicos de larvas de terceiro estddio
tardio
A anélise dos bragos cromossomicos na fase de larva de

terceiro estadio tardio (L3;T) mostrou a seguinte distribui¢do de pufes:

Brago XL: 5 pufes, denominados de XLa a XLe (Figura 8);

Brago XR: 5 pufes, denominados de XRa a XRe (Figura 9);

Brago IIL: 5 pufes denominados de I1La a IILe (Figura 10);

Brago IIR: 3 pufes denominados de IIRa a IIRc (Figura 11);

Brago III: 5 pufes, denominados de IIla a Ille (Figura 12).
1IV.1.1.3.2. Pufes nos cromossomos politénicos de pré-pupas

Na fase de pré-pupa (PP) observaram-se modificagdes no
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Figura § A-C. Pupa média. Nitrato de prata. Vesiculas

(setas) sdo visiveis ao longo dos cromossomos, cujos segmentos adjacentes
aparecem compactados e bastante corados. A granulagio

presente nestas fotos ¢ decorrente de artefato de técnica. 4.375 x.
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Figura 6 A, B. Pupa média. Orceina lacto-acética. Observagdo das vesiculas
(setas) com seu envoltorio de material aparentemente cromossomico e alguma
diferenciagao estrutural no interior. 4.375 x.
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Figura 7 A, B. Pupa média. A coloragdo com Feulgen marca claramente o
envoltorio das vesiculas e cora, levemente, também seu interior. 1.600 x.
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Figura 8. Brago cromossdmico XL de larva de terceiro estadio tardio (larva L,;T) e pré-pupa. Observar a presenga de cinco pufes
em larva L;T (XLa a XLe) e suas respectivas bandas padrdo (XLbpa a XLbpe ). Em pré-pupa, ocorreu a manutengéo do pufe XRb,
regressdo parcial dos pufes XLc e XLe e, reconstitui¢do das bandas do XLa e XLd. Orceina lacto-acética. 4.375 x.
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Figura 9. Brago cromossdmico XR de larva de terceiro estadio tardio (larva L;T) e pré-pupa. Observar a presenga de cinco pufes em
larva L;T (XRa a XRe) e suas respectivas bandas padrdo (XRbpa a XRbpe). Em pré-pupa, ocorreu a regressdo dos cinco pufes

observados em larva L;T. Com exceg¢do do XRb, os outros quatro pufes tiveram as bandas reconstituidas. Orceina lacto-acética.
4.156 x.
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Figura 10. Brago cromossémico IIL de larva de terceiro estidio tardio (larva L;T) e pré-pupa. Observar a presenga de cinco pufes em larva

L;T (IILa a IILe) e suas respectivas bandas padrdo (IILbpaa IILbpe). Em pré-pupa, ocorreu a regressdo dos cinco pufes observados em
larva L;T, e dois novos pufes formaram-se: plIIL; e pIIL,. Orceina lacto-acética. 4.156 x
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Figura 11. Brago cromossdmico IIR de larva de terceiro estidio tardio (larva L3T) e pré-pupa. Observar a presenga de trés pufes
em larva L;T (IIRa a IIRc) e suas respectivas bandas padréo (IIRbpa a IIRbpc) . Em pré-pupa, ocorreu a regressdo dos pufes
IIRa e IIRc, aumento do pufe IIRb e o aparecimento de um novo pufe nessa fase: pIIR,;. Orceina lacto-acética. 4.375 x.
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Figura 12. Brago cromossomico III de larva de terceiro estadio tardio (larva L;T) e pré-pupa. Observar a presenga de cinco pufes em larva
L;T (Illa a Ille) e suas respectivas bandas padrdo (/Ilbpa a Illbpe). Em pré-pupa, todos os pufes tiveram as bandas reconstituidas. Orceina
lacto-acética. 4.156 x.

AVA"‘V

2 3 4 5 6 7 8 g 18 Al 12unesp v 18 19 260 2L 22 23 24 25

26

1S Sopoynsay

27



Resultados 52

padrdo de pufes, caracterizadas por aparecimento de novos, manutengdo dos ja
existentes com o mesmo didmetro ou redugdo do didmetro (mais freqiientemente)
ou ainda reconstitui¢do do padrdo de bandas local, significando desaparecimento
do pufe. Essas varia¢Ges sdo descritas a seguir:
Brago XL: manuteng¢do do pufe XLb; regressdo parcial do XLc e XLe;
reconstituicdo do XLa e XLd (Figura 8);
Brago XR: regressdo dos cinco pufes observados em L;T, com excegdo do
XRb, todos reconstituiram suas bandas (Figura 9);
Brago IIL: regressdo dos cinco pufes observados em L;T, sendo que um (1ILb)
teve suas bandas reconstituidas. Dois novos pufes formaram-se: pIIL; e pIIL,
(Figura 10);
Brago IIR: regressdo de dois pufes observados em L;T e aumento do didmetro
do terceiro (IIRb); aparecimento de um novo pufe: pIIR, (Figura 11);
Brago III: os cinco pufes observados em L3 T regrediram, assumindo o aspecto
normal das bandas (Figura 12).
A avaliagdo da alterag¢do dos pufes foi baseada em medidas dos

diametros dos pufes tomadas em relagdo ao didmetro de uma banda proxima,

considerada padrdo para cada pufe (pufe/banda padrdo), nas duas fases do

desenvolvimento analisadas. Os dados obtidos constam da Tabela 2 ¢ mostram as
variagdes ja descritas.

Um tnico pufe detectado em L;T aumentou o didmetro na fase
PP, o IIRb, e trés novos pufes surgiram no cromossomo II, sendo dois no brago

IIL e um no brago IIR. Dois pufes observados em L;T destacaram-se pelo enorme
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Tabela 2. Medidas do didmetro dos pufes, tomado em relagdo a uma banda

padrdo (bp) para cada pufe, em larvas de terceiro estadio tardio (L;T) e pré-pupa
(PP).

Relagido pufe/bp

PP

* Bandas reconstituidas.
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didmetro atingido: XRb e IILd, cujas medidas atingiram valores superiores a
quatro.

IV.1.2. NucLEOLO

IV.1.2.1. Caracteristicas do nucléolo em larvas de terceiro estiadio tardio

Nesse estadio do desenvolvimento, as células das glandulas
salivares de D. saltans, mostram um unico nucléolo, que se impregna
intensamente pelo nitrato de prata e cuja forma é aproximadamente arredondada
ou ovalada (Figura 13). Raramente, ocorrem corpiisculos adicionais (Figura 13C).

O nucléolo, impregnado com nitrato de prata e observado em
microscopia de luz, em grande aumento, mostra estrutura bastante heterogénea,
constituindo-se de massas de granulos e filamentos, separadas por regides menos
densas, e vacuolos (Figura 14).

Freqiientemente, pode-se ver, no interior do nucléolo, um
corpusculo arredondado que se destaca pela intensidade de impregnagéo e aparece
isolado ou associado a uma rede aparentemente constituida pela cromatina
associada ao nucléolo, principalmente visivel em ldminas observadas sem
contraste de fase (Figura 14C, D).

A técnica de impregna¢do pelo nitrato de prata ndo cora
especificamente as regides organizadoras nucleolares (RONs) dos cromossomos

mitéticos de Drosophila, o que dificulta a identificagio das mesmas.

Morfologicamente, entdo, estabelece-se a RON pela associagdo do nucléolo a

regides cromossomicas (Figuras 15 e 16). No presente trabalho, o nucléolo

apresenta  associagdo  varidvel aos cromossomos  politénicos, mas,
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Figura 13 A-C. Larva de terceiro estadio tardio. Nitrato de prata. Em A, vérios
nucleos com os cromossomos e os nucléolos bem delimitados. Neste estadio, cada
célula normalmente possui nucléolo unico, aproximadamente arredondado ou
ovalado. Em C, a seta aponta corpusculo nucleolar adicional. Nu = nucléolo. A =

2756 x:B=640xe C =1.600 x.
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Figura 14 A-D. Larva de terceiro estadio tardio. Nitrato de prata. Observagdes
sobre a estrutura do nucléolo constituida de granulos e filamentos (gf)., regides
menos densas (md) e vacuolos (v). Em C e D, observa-se um corpusculo (seta)
corado mais fortemente. A-C: contrate de fase; D: ilumina¢do normal. 3.875 x.
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Figura 15 A-C. Larva de terceiro estddio tardio. A e B: Nitrato de prata. C:
Feulgen. A: associa¢do do nucléolo (Nu) a regido proximal do bragco XL. B e C:
associacdo do nucléolo ao cromocentro (cr). Em todas as fotos. o nucléolo se
associa aos cromossomos por meio de filamentos cromatinicos, que nele penetram
(setas). Nu = nucléolo. A=4.000x: Be C=4.375 x.
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Figura 16 A, B. Larva de terceiro estadio tardio. Orceina lacto-acética.
Associa¢do do nucléolo a regido proximal do brago XL (A) ou ao XR (B) (setas).
Nu = nucléolo, cr = cromocentro. 4.250 x.
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predominantemente, observa-se essa associagdo com a regido do cromocentro
(Figura 15B, C). E quando, por pressio no preparo da lamina, o par de

cromossomos X se separa dos demais cromossomos, o nucléolo aparece associado

a sua regido centromérica. As vezes, esse organdide parece ligar-se a regido

proximal do brago XL (Figuras 15A e 16A), e outras vezes, a regido proximal do
brago XR (Figura 16B).
IV.1.2.2. Alteragdes do nucléolo em pupas jovens e pupas médias
O nucléolo foi analisado também nas fases de pupa jovem e

pupa média, em ldminas impregnadas com nitrato de prata. O padrdo de
impregnagdo do material nucleolar, nessas fases, altera-se, assumindo aspectos
variados (Figuras 17 a 21). Embora em algumas células ainda seja possivel ver o
nucléolo como uma estrutura delimitada, especialmente quando observado nos
menores aumentos (Figura 17A), na maioria, o padrdo de impregnacdo € irregular
dentro do nucléolo, o que se torna claro nas observagdes com aumento usando
objetiva de 40x ou mais. O contorno torna-se difuso, aparentando um
“espalhamento” do nucléolo e a impregnagdo ndo atinge toda a massa
aparentemente nucleolar (Figura 17B, C). Essas irregularidades se acentuam
com o avango do desenvolvimento, até a ndo mais visualizagdio do
nucléolo.

Na fase de pupa, mesmo antes da eversio da cabe¢a (pupa
jovem), os nucleos fechados, isto é, ndo rompidos pelo esmagamento, mostram
amplas regides impregnadas pela prata que, examinadas em maiores detalhes,

podem apresentar uma distribui¢do difusa ou em aspecto de rede, recobrindo
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Figura 17 A-C. Pupa jovem. Nitrato de prata. O formato do nucléolo e o padrio
de impregnagdo ja se mostram alterados em relagdo a larva de terceiro estadio
tardio. Em A. observam-se varias células com nucléolo aparentemente delimitado.
Em aumento maior (B, C), observa-se a impregna¢do parcial da estrutura
nucleolar e seu contorno “difuso™ (setas). A=275.6 x:Be C=4.375x.
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Figura 18 A-C. Pupa jovem. Outros aspectos do padrdo de impregnagdo pelo
nitrato de prata. Em A, as células apresentam uma ampla regido nuclear
impregnada. Em B, mostrando outras células com aumento maior, essa regido
apresenta um aspecto em rede sobre grande parte do material nuclear. Em C, nota-
se a presen¢a de um material diferenciado (talvez regides cromossomicas) no
interior do ntcleo (setas). preenchendo o espago entre o material impregnado e o
envoltorio nuclear. A =700 x: Be C=1.750 x.
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Figura 19 A-C. Pupa jovem. Nitrato de prata. Observar as massas de material
nucleolar impregnadas (setas). com distribui¢do irregular sobre e entre os
Cromossomos. que também mostram alteragdo estrutural. 1.700 x.
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Figura 20 A-D. Pupa jovem. Nitrato de prata. Em A, observa-se uma regido de
estrutura diferenciada no interior do niicleo. no contorno da massa formada pelos
cromossomos mais o material nucleolar. Em B, C e D, as mesmas células sdo
vistas em maior aumento, ¢ mostram detalhes do que parecem ser canaliculos ou
filamentos, formando “riscas” brancas, parcialmente paralelas ou intercruzadas, na
periferia do nicleo. Em C, D, observam-se as vesiculas no interior do nucleo. A =
1.600 x; B, C e D =4.000 x.
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Figura 21 A-D. Pupa média. Nitrato de prata. Verificar as alteragdes no padrdo de coloragdo do material nucleolar (setas). A
granulagdo presente nestas fotos € decorrente de artefato de técnica. 4.375 x.
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grande parte do material cromossomico (Figuras 18 e 19).

A medida que a pupa envelhece, a quantidade de material

impregnado torna-se menor e mais difusamente distribuida sobre o conjunto
cromossomico que também ja esta alterado. Em algumas células verificou-se, no
interior do nucleo, a presenga de uma estrutura organizada, com riscas
parcialmente paralelas, localizadas no contorno da massa formada pelos
cromossomos e 0 material impregnado pela prata (Figura 20A-D).

Na fase de pupa média, mais avangada, quando a glandula ja esta
em fase de desaparecimento, geralmente obtém-se apenas fragmentos de glandula,
que sdo analisados. Nesta fase, o material impregnado pela prata mostra-se
disperso, completamente diferente da organizagdo descrita para larvas de terceiro
estadio tardio, onde o nucléolo é bem delimitado e sua forma é aproximadamente
arredondada ou ovalada. Em muitas células, a quantidade de material impregnado
¢ muito pequena, e parece localizar-se sobre bandas dos cromossomos alterados
estruturalmente (Figuras 21 e 22).

IV.1.3. CROMOCENTRO
IV.1.3.1. Carateristicas do cromocentro em larvas de terceiro estadio tardio

A associagdo das regides centroméricas dos trés pares de
cromossomos de D. saltans forma o cromocentro, cuja estrutura ndo mostra a
organizagdo em bandas e interbandas, que ocorre ao longo dos cromossomos
politénicos. A Figura 23 confirma a natureza heterocromatica do cromocentro
devido a intensa coloragdo com a técnica de bandamento C, especifica para esse

tipo de cromatina. Na coloragdo com orceina lacto-acética, em larvas de terceiro
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b
g

Figura 22. Pupa média. Nitrato de prata. Padrdo de impregnagio bastante alterado
em relagdo aos estadios anteriores. Marcag¢des esparsas em bandas cromossomicas
e outras regides formadas por cromossomos anastomosados. 4.375 x.
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Figura 23. Larva de terceiro estadio tardio. Bandamento C. Observar a regido do

cromocentro  (cr).,  fortemente marcada, indicando sua  constitui¢io
heterocromatica. 4.325 x.
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estadio tardio, o cromocentro aparece intensamente corado, sendo possivel
observar, freqiientemente, no seu interior, um corpusculo de tamanho variavel e
coloragdo mais intensa (Figura 24A, B e C). Em algumas células observou-se
também uma espécie de vactolo no cromocentro (Figura 24D). O corpusculo
mencionado cora-se também com a técnica de Feulgen, para coloragdo especifica
do DNA (Figura 25) e com nitrato de prata (Figura 26).
IV.1.3.2. Carateristicas do cromocentro em pupas jovens e pupas médias
Em cromocentros analisados em fases mais adiantadas do
desenvolvimento, ndo conseguimos visualizar o corpusculo diferenciado. A
analise do cromocentro em pupas mostra que este se torna aparentemente mais
homogéneo, como mostra a Figura 27, em que o material foi submetido a
colorag@o com nitrato de prata.
IV.1.4. CITOPLASMA
IV.1.4.1. Aspectos do citoplasma das glindulas salivares, no desenvolvimento
Em larvas de terceiro estadio tardio, o citoplasma das glandulas

salivares, geralmente ¢ pobre de granulagdes ou outras estruturas, visiveis na

microscopia de luz. A medida que o desenvolvimento prossegue, porém, as

células passam a apresentar granulos de natureza e tamanhos variados, que vdo se
tornando maiores e mais numerosos (Figura 28). Alguns tém o aspecto de
vesiculas, com conteudo variado, formado por ldminas paralelas ou grinulos e
filamentos sem organizagdo definida (Figura 29).

Vaclolos também estdo presentes, em tamanho varidvel,

sugerindo freqiientemente uma unido formando vactolos maiores. Nessas células,
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Figura 24 A-D. Larva de terceiro estadio tardio. Orceina lacto-acética. Em A-C,
observar a presenga de um corpusculo escuro (setas) no interior do cromocentro e
em D um vacuolo claro (seta). 4.625 x.
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Figura 25 A, B. Larva de terceiro estadio tardio. Feulgen. Observacio do

cromocentro e de um corpusculo mais fortemente corado. no seu interior (setas).
4.000 x.
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Figura 26. Larva de terceiro estddio tardio. Nitrato de prata. Observar o
corpusculo (seta) fortemente corado no interior do cromocentro (cr). Nu =
nucléolo. 4.625 x.
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Figura 27 A-D. Pupa média. Nitrato de prata. Observar o cromocentro (cr) de estrutura aparentemente homogénea. O material
nucleolar (setas) se destaca pela coloragdo mais intensa. encontrando-se disperso. 4.625 x.
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Figura 28 A, B. Pupa jovem. Nitrato de prata. Ver a presenca de vesiculas e
granulos de tamanhos varidveis preenchendo o citoplasma, especialmente, de
c€lulas do contorno da glandula. 700 x.
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Figura 29 A-D. Pupa jovem. Nitrato de prata. Observagido, em maior aumento, das vesiculas encontradas nas células das glandulas
salivares nesta fase (setas). Verificar a morfologia variada do conteudo dessas vesiculas. As maiores contém material aparentemente
lamelar (A e B) ou filamentar (C e D). Em D, possivel vacuolo autofagico (seta larga). Ae B=1.750 x; C e D =1.600 x.
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parte dos vacuolos parece estar no interior do nicleo, em meio a massa de
material cromossdmico, alterado estruturalmente. Grandes gotas de material sendo
eliminado para o interior do lume da gldndula também podem ser vistas (Figura
30).

Como mostra a Figura 31, em algumas laminas impregnadas com
nitrato de prata, verificou-se a presen¢a de corpisculos de tamanhos varidveis,
intensamente corados, alguns associados aos cromossomos, que lembram pela
sua distribui¢do e estrutura as vesiculas descritas anteriormente, no nucleo e vistas
nas Figuras 4 a 7.

Iv.2. ANALISE DE ESTRUTURAS CELULARES, NO

DESENVOLVIMENTO, EM MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

IV.2.1. Caracteristicas de estruturas celulares em larvas de terceiro estiadio
Conforme esperado, em laminas de larvas de terceiro estadio
tardio, as quais foi aplicado o alaranjado de acridina, observam-se cromossomos
corados em verde e o nucléolo em alaranjado ou vermelho. Ao longo dos
cromossomos podem ser vistas regides de coloragdo alaranjada, que constituem
regides de pufes, nas quais o RNA se acumula. A cromatina associada ao nucléolo
também € claramente visivel, bem como a sua ligagdo a regido do cromocentro,
que € visto como uma estrutura as vezes homogénea, outras vezes filamentosa
irregular. Também sdo observaveis filamentos de DNA interligando regides
cromossomicas. O citoplasma aparece, geralmente, desprovido de vacuolos e
granulos (Figuras 32 e 33). Porém, a Figura 34, embora se refira a larva de

terceiro estadio tardio, mostra a presenga de algumas vesiculas coradas em verde
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Figura 30 A-D. Pupa jovem. Nitrato de prata. Numerosos vactolos, de tamanhos varidveis, observados nas células das glandulas

salivares nesta fase. Em D, gota de material que parece estar sendo eliminado para o lume da glandula (seta). A=700x;B,CeD =
1.750 x.
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Figura 31 A-D. Pupa jovem (A-C) e pupa média (D). Nitrato de prata. Corpisculos intensamente impregnados pela prata, de
tamanhos varidveis, alguns aparentando estar associados a filamentos derivados da deterioragdo estrutural dos cromossomos (setas).
Essas formagdes lembram as vesiculas ja descritas com outras técnicas de coloragdo. Ae B=700x;Ce D=1.750 x.
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Figura 33 A, B. Larva de terceiro estddio tardio. Alaranjado de acridina.
Observar a coloragdo alaranjada ou avermelhada caracteristica da presenc¢a de
RNA nos pufes (setas). Nu = nucléolo, cr = cromocentro. Filtro rosa. A = 1.680 x
e B=4.200 x.
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Figura 32 A, B. Larva de terceiro estadio tardio. Alaranjado de acridina. Nucléolo
(Nu), cromocentro (cr) e cromossomos. Em A, cromossomos € nucléolo. Outra
célula, em aumento maior (B), mostra ligagdes entre a cromatina associada ao
nucléolo e a regido do cromocentro (cabega de seta); associagdes de cromossomos
com o cromocentro (seta menor) e de cromossomos entre si (seta maior). Observar
também a aparente homogeneidade da regido do cromocentro. Filtro rosa. A =
1.613 xe B=4.032 x.
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Figura 34 A, B. Larva de terceiro estadio tardio. Alaranjado de acridina. Observar
a presenga de algumas vesiculas coradas em verde (A) ou vermelho-alaranjado
(B), que aparecem em algumas células de larva (setas). Nu = nucléolo, cr =
cromocentro. Filtro rosa. 1.512 x.
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(Figura 34A) ou irregulares, avermelhadas (Figura 34B).
IV.2.2. Caracteristicas de estruturas celulares em pupas médias

Nesta fase do desenvolvimento, em que ocorre a histolise das
glandulas salivares, o nicleo celular caracteriza-se por grande altera¢do estrutural
dos cromossomos e auséncia de um nucléolo diferenciado (Figura 35). O material
nucleolar encontra-se disperso em meio ao conjunto cromossdmico ou mesmo
ausente. A coloragdo com alaranjado de acridina mantém-se a mesma, isto &,
esverdeada para cromossomos e alaranjada para o material nucleolar. O
cromocentro, nesta fase, mantém o aspecto observado na fase de larva com a
mesma técnica de coloragdo (Figura 36).

A Figura 37 mostra as vesiculas ja descritas em ldminas de pupa
coradas com nitrato de prata, apresentadas nas Figuras 4 € 5, ou com orceina
lacto-acética (Figura 6), ou Feulgen (Figura 7). Aparecem geralmente associadas
aos cromossomos € apresentam um envoltério. Nas Figuras 37 e 38, sdo

observadas vesiculas de tamanhos variados, coloragdo verde e envoltério

alaranjado. Em 38B, as vesiculas aparecem inteiramente alaranjadas. Na Figura

39A sdo observadas vesiculas verdes, de tamanhos variados, associadas ou ndo ao
material cromossomico. Em 39B, o nucleo fechado cora-se em vermelho e,
segundo a literatura, essa coloragdo caracteriza ntcleos apoptéticos de pH acidico.

Em pupas médias, as glandulas salivares em fase adiantada de
histélise apresentam aspectos estruturais celulares bastante variados. A glandula
salivar observada em pequeno aumento apresenta estruturas globulares de

tamanho variado e um aspecto geral caracteristico da sua fragilidade nesse periodo
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Figura 35 A-C. Pupa média. Alaranjado de acridina. Estados avangados de
alteragdo estrutural dos cromossomos. Observar a auséncia de corpusculo
nucleolar diferenciado. A e C = filtro vermelho; B = filtro rosa. A =4.200 x; B e
C=1.680 x.
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Figura 36 A, B. Pupa média. Alaranjado de acridina. Restos de material nucleolar

aparecem associados a cromossomos (setas). cr = cromocentro. Filtro rosa.
1.680 x.
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Figura 37 A, B. Pupa média. Alaranjado de acridina. Presenga de vesiculas de
tamanhos variados associados aos cromossomos em diferentes graus de alteraggo.
Em A, as vesiculas tém conteiido alaranjado e verde. Em B, o conteido que
aparece azulado, na lamina era predominantemente verde. Filtro rosa. 1.680 x.
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Figura 38 A, B. Pupa média. Alaranjado de acridina. Outros aspectos das
vesiculas e sua associagdo com os cromossomos. Em A, o contetido das vesiculas
€ predominantemente verde e, em B alaranjado. Filtro rosa. 1.680 x.
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Figura 39 A, B. Pupa média. Alaranjado de acridina. A: vesiculas coradas em
verde, associadas ou ndo a cromossomos. B: Nucleo fechado de glandula salivar
(seta) mostrando coloragdo vermelha. A = filtro rosa; B = filtro vermelho. 1.680 x.
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(Figura 40A). A célula toda é muito ténue, especialmente a regido do nucleo, que
as vezes aparece vazia. J4 ndo se observam diferenciagdes estruturais como
vesiculas e vactiolos no citoplasma celular, e restos cromossomicos se reduzem a
ténues filamentos ainda esverdeados, presentes no nucleo ou mesmo fora das
células. No nucleo, observa-se sempre uma formagdo globular mais densa, que
mostra geralmente a mesma coloragdo apresentada pelo citoplasma (Figuras 40B-
D e 41). Mesmo eliminada do nucleo, isto é, presente nos espagos entre as células,
nas laminas preparadas por esmagamento, essa forma¢do mantém a sua
integridade (Figura 41B).

Nem sempre, nas células ainda integras, o nucleo mostra uma
nitida separa¢do do citoplasma, mas em fases aparentemente ainda mais
adiantadas da desintegragdo, uma estrutura membranosa torna-se aparente,
circundando o nucleo, e a formagdo globular encontra-se freqiientemente
associada a ela (Figura 42).

Aspectos da ruptura e desintegragdo da célula como um todo,
podem ser vistos nas Figuras 40 a 44. Em varias laminas foram observadas
formagdes fusiformes e filamentosas, de didmetro e comprimento varidveis
(Figuras 43 e 44). Entre as delgadas, encontram-se aparentemente restos das
membranas celulares (Figura 44 C, D).

Variagdes na coloragdo das estruturas celulares, coradas com o
alaranjado de acridina, decorreram, em alguns casos, do uso de diferentes filtros,

da revelagdo fotografica, da copia digital e da propria variagdo de tons

apresentados pelas estruturas. Nas Figuras do trabalho, ha ainda a considerar as
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Figura 40 A-D. Pupa média. Alaranjado de acridina. A: visdo geral da glandula em fase de histélise. B-D: células em histolise,
mostrando estrutura ténue do nucleo que aparece parcialmente vazio ou preenchido por material filamentar esverdeado. Em B, as
pequenas células da esquerda tinham seus cromossomos corados em verde na lamina. Em D, observa-se uma estrutura globular, mais
homogénea, no interior do nuicleo. A-C = filtro azul; D = filtro vermelho. A =252 x; Be C=1.008 x e D =2.520 x.
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Figura 41 A-D. Pupa média. Alaranjado de acridina. Aspectos da alteragdo estrutural das células nas glandulas salivares em fase de
histolise. A: observam-se células de tamanho variado com DNA corado em verde. B-D: as estruturas globulares sdo vistas associadas
a restos cromossomicos e celulares (setas). A, C e D = filtro vermelho; B = filtro azul. A, B=882 x; C, D =2.205 x.
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Figura 42 A-D. Pupa média. Alaranjado de acridina. Aspectos varidveis da desintegragdo celular nas glandulas salivares. Observar a
presenga constante da estrutura globular, geralmente associada ao limite do nucleo (setas). Observar também que em algumas células
forma-se uma estrutura membranosa no limite entre o nicleo e o citoplasma (cabega de seta). Varias células ja se encontram
rompidas. A-C = filtro azul, 1.680 x; D = filtro vermelho. 4.200 x.
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Figura 43 A-D. Pupa média. Alaranjado de acridina. Estagios mais adiantados da degeneragdo celular nas glandulas salivares.
Observam-se estruturas filamentosas ou fusiformes de didmetro e comprimento varidveis (setas). Essas estruturas parecem derivadas

da massa citoplasmatica ou das membranas celulares, estando geralmente imersas em um fundo emaranhado constituido de restos
celulares. A, C = filtro vermelho; B, D = filtro azul. A, Be D =974 x; C =2.436 x.
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Figura 44 A-D. Pupa média. Alaranjado de acridina. Outros detalhes das estruturas filamentosas aparentemente derivadas das células
em degeneragdo. Em A, observam-se essas estruturas com aspecto aproximadamente fusiforme. Em B, C, os filamentos séo de
comprimento e didmetro varidveis. Em D, os filamentos longos e delgados mostram uma estrutura dupla (seta), provavelmente
derivada das membranas celulares. Filtro vermelho. A = 1.008 x; B-D =2.520 x.
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alteragdes introduzidas pelo escaner e nova impressdo pelo computador.
IV.3. ANALISE DE ESTRUTURAS CELULARES EM MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

IV.3.1. Caracteristicas de estruturas celulares em larvas de terceiro estadio
Na fase de larva de terceiro estadio tardio, as observagdes ao

microscopio eletronico mostraram, nos cromossomos politénicos, a ultraestrutura

normal de bandas e interbandas ja analisada por muitos autores nas glandulas

salivares de Drosophila (Sorsa & Saura, 1980; Semeshin ef al., 1985; Lee &

Baehrecke, 2001). Essas observagdes constam da Figura 45A-C.

Os nucléolos também mostraram os componentes normalmente

encontrados nesse organodide: uma regido granular e uma estrutura fibrilar mais

densa. Vacuolos também sdo observados. A estrutura fibrilar mais densa
geralmente corresponde ao DNA ribossomico, que na Drosophila fica incluido no
nucléolo (Figura 45C-F). Na Figura 45D, F, pode-se observar uma continuidade
do material fibrilar denso com material da mesma natureza, situado, fora do
nucléolo, possivelmente associado a regido organizadora nucleolar (RON), que na
espécie analisada se localiza na regido centromérica do cromossomo X. Na Figura
45A vé-se grande quantidade de granulos, vesiculas e vacutolos, de tamanhos
variados e aspectos diferentes, presentes no citoplasma.
IV.3.2. Caracteristicas de estruturas celulares em pupas médias

Nas glandulas salivares de pupas médias, como ja foi
mencionado, ha uma variagdo do grau de alteragdo da ultraestrutura em diferentes

c€lulas, isto é, em algumas os cromossomos aparecem mais integros, com seu
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Figura 45 A-F. Larva de terceiro estadio tardio. MET. Observag@o da ultraestrutura
das células das glandulas salivares. A: cromossomos com a estrutura caracteristica
em bandas e interbandas (seta) e o citoplasma com numerosos vacuolos e vesiculas,

aparentemente contendo material de secre¢do, e pequenas estruturas mais densas,
provavelmente mitocondrias. B: porgdo ampliada de A mostrando detalhes da
estrutura cromossémica € o nucleoplasma. C, D: observagdo do nucléolo (Nu) que
se destaca no nicleo por sua densidade. E, F: fotos aumentadas dos nucléolos vistos
em C e D, mostrando detalhes da ultraestrutura nucleolar, onde se observam
vacuolos (V), regido granular (RG) e fibrilar densa (FD). Em F, a direita, observam-
se fibrilas (F) que aparentemente penetram no nucléolo e que talvez constituam a
cromatina associada ao nucléolo. A = 2.156 x; B = 12.930 x; C = 2.784 x; D =
10.000 x; E = 27.800 x; F = 21.560 x.
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aspecto de bandas e interbandas ainda definido, enquanto, em outras, ha apenas
resquicios dessa estrutura (Figura 46). Em fases avangadas, o nucleo aparece
constituido por “massas” de filamentos, alargadas, parecendo incluir mais de um
cromossomo (Figura 46C).

As regides heterocromaticas mantém-se condensadas e
aparentemente integras, mesmo nas células que mostram padrdo cromossdmico
bastante alterado (Figura 46). Em viarios cortes, a heterocromatina aparece
associada ao nucléolo. Este, por sua vez apresenta alteragdo de forma (Figura 46
E). Na Figura 46F observa-se uma estrutura, no interior do nucleo, que lembra um
vactolo digestivo que poderia ser uma das vesiculas vistas em associagdo aos
cromossomos, em microscopia de luz.

Uma diferenga bastante nitida entre as células das glandulas
salivares de larva e de pupa € a presenga, no citoplasma desta ultima, de enorme
quantidade de granulos, vesiculas e vacuolos de variados tamanhos, contendo
estruturas também variadas. Em alguns casos o contetdo € fibrilar, em outros €
granular, cristalino ou homogeneamente denso. A Figura 47 mostra essa grande
variedade de aspecto e tamanho dessas formagdes presentes no citoplasma das
células em analise. Algumas observagdes sugerem que vactolos ou vesiculas
menores unem-se formando estruturas maiores ou introduzem os seus conteidos
em outras formagdes (Figuras 47 e 48).

Também foram observados aspectos relativos a eliminagdo dos

produtos de secre¢do das glandulas salivares. Observamos que as vesiculas

contendo material de secre¢do, que ocorrem no citoplasma das células
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Figura 46 A-F. Inicio de Pupa Média. MET. A: o nucléolo aparece associado a
heterocromatina (seta), € os cromossomos ainda preservam a organizagdo em

bandas e interbandas, em muitas regides. B-F: Pupa média em fases mais
adiantadas da histolise, com alteragdo mais acentuada da estrutura cromossomica.
C, D: regido heterocromatica (h), possivelmente do cromocentro, vista em dois
aumentos. E: o nucléolo (Nu), associado a heterocromatina (h), aparece
morfologicamente alterado, tendo perdido a sua forma globular. F: estrutura com
aspecto de vacuolo digestivo, associada ao material cromossomico (seta). A =
1.670 x; B =2.156 x; C =4.646 x; D = 27.800 x; E = 6.000 x; F = 12.930 x.
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Figura 47 A-D. Pupa média. MET. A: visdo geral do aspecto e tamanho variaveis
dos numerosos grinulos. vesiculas e vactiolos presentes no citoplasma das células
nas glandulas salivares. B-D: detalhes dessas estruturas. Em B, préximo das
microvilosidades, observam-se vactiolos que se abrem entre as mesmas para o
interior do lume (L). Em C: vé-se um vacuolo autofagico (seta) e um vactiolo em
cujo interior aparece um corpusculo denso de aspecto cristalino (seta larga). Em
D, observa-se um grande vacuolo (V) em cujo interior aparece material fibrilar (F)
e um corpusculo denso (cd); um pequeno vactiolo parece estar em comunicagio
com este grande vacuolo (seta). A=3.597x: B=12.930x:Ce D=21.560 x.
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Figura 48 A-D. Pupa média. MET. Aspectos do citoplasma das células de
glandulas salivares. A: vactolos de tamanhos diferentes. sendo que quatro deles
aparentemente estdo se unindo para formar estruturas maiores, na periferia da
célula. Observa-se uma camada de material depositada sobre a membrana
plasmatica. B-D: aspectos da eliminagdo de material para o lume da glandula. Em
D. observam-se as microvilosidades (m). A, D = 35.970 x: B = 21.560 x: C =

27.800 x.
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glandulares, abrem-se na regido celular apical. entre as vilosidades que
caracterizam essa regido da membrana celular, eliminando o seu produto
diretamente no interior do lume glandular (Figuras 47B e 48B-D).

Células em estadio avangado de histélise ndo foram analisadas ao
MET.

IV.4. FREQUENCIA DE OBTENCAO DAS GLANDULAS SALIVARES

NAS DISSECOES PARA PREPARO DAS LAMINAS

A Tabela 3 apresenta dados referentes a freqiiéncia com que as
glandulas salivares foram encontradas na dissec¢do dos individuos, em trés fases
do desenvolvimento. Em 100% das larvas de terceiro estadio tardio e pré-pupas
dissecadas, foi encontrado o par de glandulas, enquanto que nas pupas médias,
apenas cerca de 38% do total de glandulas esperadas foi obtido. Em 14 individuos
(aproximadamente 10%), foi encontrada uma s6 glandula.

IV.5. MORFOMETRIA DAS GLANDULAS SALIVARES

Medidas de drea e perimetro das glandulas salivares foram
realizadas para cinco fases do desenvolvimento de D. saltans, abrangendo: larva
de terceiro estadio inicial, larva de terceiro estadio tardio, puparium, pré-pupa e
pupa média (Figura 49).

Os valores médios e desvios padrdes da drea (um’) e do
perimetro (um), das glandulas salivares constam da Tabela 4. Esses dados foram
obtidos utilizando o analisador de imagens, conforme descrito em Material e

Métodos (item /11.4.1.7).
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Tabela 3. Freqiiéncia de obten¢do das glandulas salivares de D. saltans, nas

dissecgdes, em trés fases do desenvolvimento: larva de terceiro estadio tardio

(L53T); pré-pupa (PP) e pupa média (PM).

N? de glandulas salivares

Estadio do N2 de individuos )
desenvolvimento dissecados Esperadas Obtidas

L;T 89 178 178

PP 47 94 94

PM 142

* 14 individuos com uma s¢ glandula.
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REYE

Figura 49 A-E. Glandulas salivares de D. saltans em diferentes fases do
desenvolvimento. A = larva de terceiro estddio inicial (Lsi); B = larva de terceiro
estadio tardio (L3;T); C = puparium (PU); D = pré-pupa (PP) e E = pupa média
(PM). Orceina lacto-acética. 157,5 x.
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Tabela 4. Valores médios e desvios padrdes das medidas de area (um?), e de

perimetro (um) das glandulas salivares de D. saltans, em cinco fases do
desenvolvimento. L3i = larva de terceiro estadio inicial, L3T = larva de terceiro
estadio tardio, PU = puparium, PP = pré-pupa e PM = pupa média. N® = numero

de glandulas salivares analisadas em cada fase.

Area ( p.m2 ) Perimetro (pm)

Média Desvio Padrdo Média Desvio Padrdo
6.034 1.645,20 602 119,00

10.348 517179 728 155,59
7.462 2.693.,48 565 97,59
7.003 3.023,88 506 100,62
5.815 2.138,74 474 102,09
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No total foram medidas 156 glandulas salivares das cinco fases.
Observou-se que, tanto para a area quanto para o perimetro (ambas as medidas se
relacionam), os maiores desvios ocorreram nas fases de larva de terceiro estadio
tardio e pré-pupa (Tabela 4). Em parte, essa variagdo deve ser decorrente de uma
dificuldade em se caracterizar precisamente a fase, mas, deve ser também
conseqiiéncia de uma real variagdo entre os individuos de uma mesma fase.

Os dados da Tabela 4, colocados em graficos, constam da Figura
50. No gréfico referente as medidas de area, observa-se uma elevagio entre as
fases de larva de terceiro estadio inicial e larva de terceiro estadio tardio, da

ordem de 71%, uma queda acentuada entre larva de terceiro estadio tardio e

puparium, da ordem de 28%, uma pequena queda entre puparium e pré-pupa

(cerca de 6%) e uma queda mais acentuada entre pré-pupa e pupa média (17%).
No grafico referente ao perimetro, verifica-se uma elevagio entre as fases de larva
de terceiro estadio inicial e larva de terceiro estadio tardio (aproximadamente
21%), e queda a partir dessa fase (22% entre larva de terceiro estadio tardio e
puparium; 10% entre puparium e pré-pupa e 6% entre pré-pupa e pupa velha).

A Tabela 5 mostra a significdncia das comparag¢des por teste ¢
dos valores de darea e perimetro, nas diferentes fases do desenvolvimento

analisadas.
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area em micrémetros
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Figura 50 A, B. Varia¢do dos valores de drea em um’ (A) e do perimetro em pum
(B) das glandulas salivares de D. saltans, ao longo do desenvolvimento. 1 = larva
de 3° estadio inicial; 2 = larva de 3° estadio tardio; 3 = puparium; 4 = pré-pupa e 5
= pupa média.
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Tabela 5. Teste ¢ de Student para comparagdo dos valores de drea (valores acima

do eixo diagonal) e do perimetro (valores abaixo da diagonal), das glandulas

salivares entre diferentes fases do desenvolvimento de D. saltans. Lii = larva de

terceiro estadio inicial, L3;T = larva de terceiro estadio tardio, PU = puparium, PP

= pré-pupa € PM = pupa média. * = p <0,05; ** =p <0,001.
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A histolise das glandulas salivares de Drosophila é precedida
por modificagdes morfologicas das estruturas celulares e da propria glandula, que
refletem as alteragdes fisiologicas subjacentes. No presente trabalho, foram
analisadas algumas dessas modificagdes, em D. saltans, envolvendo os
cromossomos, o nucléolo, o cromocentro, o citoplasma e o proprio tamanho da
glandula. As analises foram realizadas no desenvolvimento, entre a fase de larva
de terceiro estadio e a histdlise das glandulas, na fase de pupa média.

Os cromossomos politénicos de D. saltans sio em numero de
trés pares, cujas regides heterocromaticas associam-se formando uma estrutura
denominada cromocentro. Esses cromossomos atingem seu maior tamanho em
larvas de terceiro estadio tardio. Nessa fase, a diferenciacio em bandas e
interbandas € bem nitida e os cromossomos coram-se fortemente pela orceina
lacto-acética e pelo Feulgen. A microscopia eletronica mostrou a mesma
organizagdo, ja conhecida na literatura, de longa data.

Na microscopia de fluorescéncia, o alaranjado de acridina corou,
como esperado, o DNA em verde, refor¢ando as observagdes quanto a integridade
morfologica e funcional desses cromossomos, na fase de larva de terceiro estadio
tardio. Os pufes presentes nesses cromossomos mostraram coloragdo alaranjada
ou vermelha, que caracteriza a presenca de RNA, produto da transcrigdo dos
genes presentes nesses pufes.

Vimos que a medida que o desenvolvimento avanga,

caminhando para a histélise, na fase de pupa média, a estrutura de bandas e

interbandas vai desaparecendo para dar lugar a um emaranhado ténue de
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filamentos ou massas de DNA. As alteragdes ndo atingem o cromossomo inteiro,
simultaneamente, podendo haver regides alteradas e ndo alteradas em um mesmo
cromossomo. Isto foi visto tanto em microscopia de luz, como na eletrdnica. Da
mesma forma, essas altera¢des ndo ocorrem simultaneamente em todas as células,
podendo-se encontrar em uma mesma glandula, células com diferentes graus de
deterioragdo cromossomica. O fato de se ter encontrado, no presente trabalho,
uma tUnica gliandula em varias pupas médias dissecadas para o preparo de liminas,
mostra que as proprias glandulas podem ser diferencialmente afetadas no tempo,
no processo que leva a histolise.

Em glandulas salivares em estado avangado de alteragdo, ainda
permanecem no nucleo, fracamente diferenciado, resquicios de filamentos
cromossdmicos que mantém a coloragdo verde com o alaranjado de acridina e que

permanecem entre os restos celulares, quando as células se rompem.

E importante destacar o fato de que as glandulas salivares de D.

saltans, em fase de histolise, nio mostraram a presenga de nucleos picnoticos
(condensados), que foram descritos para D. melanogaster, nas glandulas salivares
(Berendes & Ashburner, 1978; Jiang et al., 1997), em embrides (Abrams et al.,
1993; White e al., 1994) e durante a ovogénese (Chao & Nagoshi, 1999; Nezis et
al., 2002), assim como em outros organismos, tais como Leishmania major
(Arnoult et al., 2002), Tetrahymena (Mpoke & Wolfe, 1997), camundongo (Jaggi,
1998) e humanos (Kerr et al., 1972; Oberhammer et al., 1993; Harmon & Allan,
1997).

O alaranjado de acridina tem sido usado para identificar células
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apoptoticas em embrides de Drosophila (Abrams et al., 1993; White et al., 1994),

mas poucos detalhes foram publicados sobre quais estruturas sdo coradas (Mpoke

& Wolfe, 1997). E empregado de duas maneiras: como corante metacromatico em

tecidos fixados, corando diferencialmente os acidos nucléicos de fita vinica em
alaranjado e de fita dupla, em verde (Darzynkiewicz, 1990) e como corante vital,
servindo como indicador de pH &cido, que em compartimentos como lisossomos e
fagossomos, causa uma fluorescéncia vermelho-alaranjada. Em Tetrahymena,
Mpoke & Wolfe (1997), utilizando o alaranjado de acridina como corante vital,
observaram que os niicleos apoptéticos em estagio adiantado de degeneragdo
coravam-se em vermelho-alaranjado, sugerindo que se tornavam compartimentos
acidicos.

Nas laminas preparadas por esmagamento, no presente trabalho,
as células das glandulas salivares tiveram os nicleos rompidos, impedindo que
estes fossem corados como um compartimento fechado. Nas pupas médias de D.
saltans, fase em que ocorre a histolise das glandulas salivares, a coloragdo com
alaranjado de acridina, nos nucleos rompidos, destacou a estrutura alterada dos
cromossomos, mas ainda manteve a coloragdo predominantemente verde que foi
observada na fase de larva. Em alguns casos em que os niicleos ndo se romperam,
foi possivel observar a coloragdo vermelho-alaranjada indicativa da alteragdo de
pH, mencionada pelos autores referidos.

Outro aspecto importante, no presente trabalho, foi a
observagdo, junto aos cromossomos, de vesiculas que aumentam em numero e

tamanho 4 medida que a alteragdo cromossdomica progride. Essas vesiculas
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aparecem freqiientemente associadas aos cromossomos. Coram-se pela orceina
lacto-acética, e também pela técnica de Feulgen, no tom rosa caracteristico de
ambas. Ji o alaranjado de acridina cora, predominantemente, o envoltério em
alaranjado e o contetido em verde, ou ambos em alaranjado. Aventamos a hipétese
de que sejam corpos fagociticos que englobam partes do material nuclear
(cromossomos e nucléolos). Na microscopia eletronica observamos uma estrutura,
no interior do nucleo, que poderia corresponder a essa descrigdo. Na literatura ndo
ha referéncia a essas formagdes no interior do nuicleo.

Paralelamente as alteragdes que ocorrem no nucleo, com o
desenvolvimento, também verificamos, em microscopia de luz e principalmente
em microscopia eletronica, uma quantidade grandemente aumentada e
heterogénea de estruturas vacuolares e vesiculares presentes no citoplasma, no

periodo que antecede o desaparecimento da glindula. A observagio dessas

glandulas, ao microscopio eletronico, mostrou a presenga de mitocdndrias,

vesiculas de secregdo, vacuolos autofagicos contendo no seu interior restos do que
parecem mitocondrias e de outras estruturas membranosas, bem como estruturas
ndo diagnosticadas. Aparentemente, nessa fase, ocorre intensa elimina¢io de
material para o lume da glandula. Com o alaranjado de acridina algumas dessas
formagdes mostraram coloragdo verde ou alaranjada. A interpretagio com base na
literatura ¢ de que essas estruturas possam corresponder a lisossomos e
fagossomos. Mpoke & Wolfe (1997) verificaram que os lisossomos nas células

apoptdticas de Tetrahymena circundam o nuicleo em fase de morte apoptotica.

AVA
AVAYA

2 3 4 5 6 7unespw 11 12 13 14 15 16 17



Discussdo 110

A presenga de vactolos autofagicos, no citoplasma, como os
observados no presente trabalho, em D. saltans, foram também descritos por Lee
& Bachrecke (2001), em D. melanogaster, utilizando a técnica de cortes
histologicos e a analise a0 microscopio eletronico. Essa observagio foi a base para
a classificagdo da MCP das glandulas salivares de Drosophila, por esses autores,
como sendo autofagica, conforme foi mencionado na Introdugao.

Com relagdo ao nucléolo, nas células das glandulas salivares de
larvas de terceiro estadio tardio de D. saltans, ele geralmente é tnico, de forma
aproximadamente arredondada ou ovalada, corando-se intensamente em marrom
escuro pelo nitrato de prata e em alaranjado ou vermelho com o alaranjado de
acridina.

Tanto na microscopia de luz como na eletrdnica, o nucléolo das
células das glandulas salivares de D. saltans, na fase de larva de terceiro estadio,
mostra uma estrutura ndo homogénea, com regides mais, ou menos condensadas.
As regides mais condensadas parecem ser massas de filamentos e granulos
anastomosados, que sdo descritos na literatura como massa de RNP

(ribonucleoproteina nucleolar) (Thiry & Goessens, 1996). As regides menos

densas sdo os intersticios e os vacuolos. As vezes, o nucléolo pode apresentar uma

estrutura mais homogénea, mas, ja se sabe que o estado funcional da célula é um
elemento importante na determinag@o de variagdes dessa estrutura (Derenzini et
al., 1998; Abdo-Banhos, 2000).

Em algumas células, podem ser observados dois ou mais

corpusculos nucleolares, e neste caso, esses nucléolos adicionais sio bem menores

AVA
AVAYA

2 3 4 5 6 7unespw 11 12 13 14 15 16 17



Discussdao 111

e parecem associar-se a outras regides cromossomicas que ndo as anteriormente
referidas, do cromossomo X. Essas outras regides poderiam ser organizadoras
nucleolares secundarias, como foi descrito por Bicudo & Richardson (1977), em
espécies de Drosophila do complexo mulleri (grupo repleta).

O nitrato de prata cora o nucléolo porque se associa as proteinas
B23 (numatrina) e C23 (atualmente designada por nucleolina), que estdo
envolvidas na biogénese ribossomica (Lischwe et al., 1979). Nas larvas de
terceiro estadio, o nucléolo cora-se pelo nitrato de prata, em toda a sua extensdo.
Nas fases mais adiantadas do desenvolvimento, porém, a colorag@o se restringe a

partes do nucléolo, sugerindo que ocorre uma modificagdo na distribuigdo

daquelas proteinas e consequentemente, na localizagio da biogénese dos

ribossomos.

Como vimos na Introdugdo, dados moleculares (Stegh et al.,
1998) sugerem que a proteina DEDD, componente da via apoptdtica, que conduz
a ativagdo das caspases, migra do citoplasma para o nucleo e, neste, para o
nucléolo, onde desliga as atividades biossintéticas. De fato, a partir de um certo
momento, ja ndo se visualiza material corado com nitrato de prata no nucleo das
c€lulas das glandulas salivares em processo de histolise. Assim, durante a MCP, o
nucléolo passa a ser visto ndo como um corpusculo tnico e bem delimitado, mas
como massas dispersas em meio aos cromossomos alterados, que posteriormente
j4 ndo sdo visiveis. Permanece a possibilidade de que o material alterado,
nucleolar e cromossdmico, seja eliminado pela agdo de vesiculas autofagicas

vistas no nucleo associadas ou ndo aos cromossomos, com o uso das varias
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técnicas, inclusive em algumas células coradas pelo nitrato de prata. A
desagregagdo do nucléolo em células em fase de apoptose foi mencionada por
Jaggi (1998) em glandula mamaria de camundongo. Em cultura de células
humanas, induzidas a apoptose por estresse hipertonico, foi observada a formagao
de corpusculos nucleolares que sdo eliminados para o citoplasma e posteriormente
para o interior de bolhas que se formam na superficie citoplasmatica. Nesse local,
os corpusculos nucleolares ainda contém proteinas do organodide, como a
fibrilarina (Pelliciari et al., 2000).

A coloragdo com o alaranjado de acridina, em fases bastante
avancgadas do processo de elimina¢do das glandulas salivares, mostra a presenca
constante, no interior do nucleo, de uma formagdo globular mais densa, localizada
proxima ao limite entre o nucleo e o citoplasma. Essa formagdo pode ser o
nucléolo, reorganizado e agora envolvido apenas no controle da MCP, uma vez
que ndo foi detectada com a técnica de impregnagdo pelo nitrato de prata. Sua
estrutura € consistente e aparentemente homogénea quando corada com o
alaranjado de acridina, permanecendo integra nos espagos entre as células, quando

estas se rompem. Encontra-se geralmente associada a restos de filamentos

cromossdmicos e € especialmente visivel em nucleos parcialmente vazios.

Sugerimos ainda que esse material cromossdmico que aparece associado a esse
possivel nucléolo, seja formado por restos da heterocromatina. Pelas nossas
observagdes, tanto em microscopia de luz como na eletronica, a heterocromatina
ainda se encontra aparentemente intacta, quando a maior parte dos cromossomos

ja se encontra bastante alterada.
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As técnicas de Feulgen e orceina lacto-acética, ndo coram o
nucléolo, mas, coram a heterocromatina associada ao nucléolo, que na Drosophila
contém os genes ribossomicos (Pardue et al., 1970; Bicudo & Richardson, 1981).
A heterocromatina associada ao nucléolo mantém prolongamentos para a regido
organizadora nucleolar (RON), localizada nos cromossomo. No presente trabalho,
essa associagdo foi vista tanto em microscopia de luz como na eletronica.

Em D. saltans, a ligagdo da heterocromatina associada ao
nucléolo se faz com a regido centromérica do cromossomo X ou com regido
proxima dessa. Contudo, ndo conseguimos ainda determinar em qual dos bragos
cromossomicos do X (que ¢ metacéntrico), localiza-se a RON. Bicudo (1967)
descreveu a sua localizag@o no brago XR. No presente estudo, ha indica¢do tanto
para a presenca da RON no brago XL, como para o brago XR. Portanto,
permanece a duvida, que ndo pode ser resolvida pela técnica do nitrato de prata,
aplicada aos cromossomos mitéticos, porque em insetos, fregiientemente, ndo
ocorre a marcagdo especifica.

Em D. saltans, como mencionado anteriormente, ocorre a
formagdo de um cromocentro pela associagdo das regides heterocromaticas
centroméricas de todos os cromossomos. Sob pressio na laminula, os
cromossomos se separam, verificando-se que a maior parte do cromocentro
permanece associada a regido centromérica do par de cromossomos II, que é
metacéntrico.

O cromocentro, sendo heterocromatico, cora-se diferencialmente

pela técnica de bandamento C. Mas como é uma regido condensada, também se
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destaca pela coloragdo com orceina lacto-acética e Feulgen. A observagdo mais
cuidadosa do cromocentro, corado com essas técnicas, mostra, na fase de larva, a
existéncia de uma pequena regido compacta mais corada, geralmente em forma de
granulo. Esse granulo cora-se também intensamente pela prata, sugerindo que
pode conter material nucleolar. Como mencionamos, em D. saltans, o nucléolo se
associa a regido heterocromatica. Bicudo & Richardson (1981), observaram que a
hibridagéo in situ com rRNA marca ndo s6 o interior do nucléolo, como avanga
pelo filamento que une a heterocromatina a regido organizadora nucleolar.

O cromocentro é uma estrutura que tem despertado o interesse
dos pesquisadores desde longa data (Heitz, 1934; Zhang & Spradling 1995;
Berghella & Dimitri, 1996). Na verdade, a heterocromatina, de uma maneira

geral, representa um dos componentes mais intrigantes dos genomas eucariotos.

Citologicamente densa permanece condensada através do ciclo celular, replica

tardiamente na fase S e tem uma grande propor¢do de DNA altamente repetitivo
(John, 1988). Em D. melanogaster, a heterocromatina ocupa aproximadamente
um ter¢o do genoma (Adams er al., 2000), contém poucos genes mutaveis e uma
alta proporgdo de seqiiéncias repetitivas (Gatti & Pimpinelli, 1992).

Como mencionamos anteriormente, sugerimos que essa regiao
esteja envolvida no processo de MCP das glandulas salivares de D. saltans. A
natureza repetitiva do DNA heterocromatico e sua habilidade em inibir a fungdo
génica eucromatica, levaram alguns autores a sugerir que a heterocromatina é
meramente “junk” DNA (DNA “lixo™), ndo tendo utilidade na célula. Todavia, a

visdo da heterocromatina como “inerte” é baseada na auséncia de conhecimento e
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incompletas analises estruturais e funcionais (Leach et al., 2000). Muitas fun¢des
essenciais residem nas regides heterocromaticas, incluindo os genes para rRNA,
assim como genes requeridos para a viabilidade e fertilidade (Gatti & Pimpinelli,
1992). Em adigdo, a heterocromatina desempenha um papel chave na segregacdo
cromossdmica, uma vez que contém elementos responsaveis pelo pareamento
meidtico, coesdo entre as cromatides irmis, fun¢do centromérica e formagdo do
cinetécoro (Dej & Orr-Weaver, 2000; Sullivan et al., 2001).

O DNA ribossomico, responsavel pela produgdo de RNA

ribossdomico, tem sido mapeado proximo ou dentro da heterocromatina mitética

em varios organismos, como a Drosophila (Pardue & Dawid, 1981). Assim, a

heterocromatina constitutiva abriga as regides organizadoras nucleolares, e dados
da literatura sugerem que essa localiza¢fio € funcionalmente importante, podendo
a heterocromatina atuar como reguladora da atividade das RONs (Spofford, 1976;
Durica & Krider, 1977, 1978).

Nos ultimos anos foram identificadas varias proteinas,
fisiologicamente importantes, na heterocromatina, incluindo as proteinas SIR,
envolvidas com o envelhecimento celular, na levedura (Grunstein, 1998), e HP1,
Su (var)3-7 e ORC, nos organismos superiores (Wallrath, 1998; Zhao et al.,
2001). A compreensdo de como essas e outras proteinas contribuem para a
estrutura da heterocromatina e como se relacionam com as fun¢des dindmicas da
mesma estdo comegando a ser estudadas (Brown et al., 1997; Murzina et al.,

1999).
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Os cromossomos politénicos, dado seu tamanho avantajado,
constituem um material muito bom para estudos citogenéticos da heterocromatina.
Apesar da mesma estar sub-replicada nos cromossomos politénicos (isto €, ela ndo
amplia sua quantidade nos mesmos niveis da eucromatina), foi possivel obter
varias informagdes analisando esse material. Segundo Leach et al. (2000), nas
células politénicas as seqiiéncias heterocromaticas estdo sub-replicadas porque a
Fase S termina antes que a replicagdo da heterocromatina esteja completada,
gerando DNAs heterocromadticos truncados. Esses autores propuseram que as
seqiiéncias satélites heterocromaticas representam uma barreira para a replicagio
do DNA. Assim, na glandula salivar larval, os cromossomos politénicos excedem
1000c, enquanto as seqiiéncias satélites heterocromaticas nos mesmos
Cromossomos permanecem com o nimero de copias de 2¢ ou proximo disto.

O cromocentro, em D. saltans, apresenta, como ja foi
mencionado, um granulo que se cora fortemente com orceina lacto-acética,
Feulgen e nitrato de prata. Em D. melanogaster, Heitz (1934) distinguiu essas
duas regides, chamando-as de o (para o granulo corado) e B (para a regido mais

frouxa ou para o restante do cromocentro). Dados da literatura indicam que o

granulo condensado (heterocromatina o), é a heterocromatina mitdtica que sofre

pouca ou nenhuma politenizagfio. J4 a heterocromatina  no contém seqiiéncias
altamente repetitivas, replica pelo menos parcialmente durante a politenizagio e
parece ser tdo ativa quanto a eucromatina (revises em John, 1998; Zhang &
Spradling, 1995; Berghella & Dimitri, 1996). Em fungdo das caracteristicas da

heterocromatina 3, Spofford (1976), cunhou para ela o termo quasi-
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heterochromatin, com a implicagdo de que ela ndo € equivalente a
heterocromatina constitutiva.

Nao sdo todas as espécies de Drosophila que mostram o
corpusculo denso de heterocromatina o no cromocentro, em laminas preparadas
por esmagamento. As espécies do grupo virilis o apresentam, mas, em D.
melanogaster, as regides o e B s6 podem ser vistas em corte (John, 1988). D.
saltans, analisada no presente trabalho, comporta-se, quanto a esse aspecto, como
as espécies do grupo virilis.

Como ja mencionamos, com o avango do desenvolvimento, o
cromocentro que € volumoso nas espécies do grupo saltans, em D. saltans,
mantém sua estrutura e o intenso grau de coloragdo por tempo maior do que o
material cromossémico. Nas células das glandulas salivares de pupa média,
coradas com alaranjado de acridina, 0 cromocentro aparece como uma estrutura
homogeénea, corada em verde. Mas em laminas coradas com orceina ou Feulgen,
sua estrutura “desorganizada” ainda € visivel. Em células em que os cromossomos
Ja estdo bastante alterados, freqiientemente, ainda é possivel ver a regido do
cromocentro bem delimitada.

As mudangas que ocorrem na estrutura nuclear, no

encaminhamento para a histélise, so acompanhadas por alteragdes na sintese

protéica, indicada por modificagdes no padrdo de pufes. As modificagdes no

padrdo de pufes sdo induzidas pelo horménio esterdide ecdisona, o qual dirige a
metamorfose da Drosophila. A literatura mostra que a atividade génica é refletida

pelo aparecimento de pufes precoces e tardios nos cromossomos politénicos das
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glandulas salivares. Quando a ecdisona se liga a seu receptor, d4 inicio a uma
cascata de sinais bioquimicos, na qual os inibidores da MCP sdo reprimidos e os
ativadores sdo ligados (Fletcher er al., 1995; Baechrecke & Thummel, 1995).

Pulsos do hormdnio ecdisona dirigem as principais transi¢des do
desenvolvimento durante o ciclo de vida da Drosophila. Os pulsos melhor
caracterizados ocorrem no final do terceiro estiddio larval, encaminhando para a
formagdo do pupério e sinalizando a formag@o da pré-pupa. No final do estadio de
pré-pupa ocorre um outro pulso de ecdisona que marca a transi¢do pré-pupa —
pupa (Fletcher et al, 1995). Esses foram os periodos do desenvolvimento
escolhidos para a analise do padrdo de pufes, no presente trabalho. Os pufes mais
destacados foram registrados e seu comportamento acompanhado nessas duas
fases. Maior numero de pufes regride do que se forma entre as fases de larva de
terceiro estadio tardio e pré-pupa. A intensa alteragdo estrutural dos cromossomos
na fase de pupa média impediu que o padrdo de pufes fosse analisado nessa fase.

Em todos os bragos cromossdmicos, na fase de larva de terceiro
estadio tardio foram observados vinte e trés pufes. Vinte e um deles reduziram seu
didmetro entre essa fase e a de pré-pupa, sendo que doze retornaram a morfologia
normal das bandas envolvidas, o que provavelmente significa cessa¢do da
transcricdo. Porém, onze mantiveram-se em atividade, embora reduzida, e trés
novos pufes surgiram.

A partir da literatura, sabe-se que em D. melanogaster um pico

na atividade de pufagdo ocorre aproximadamente 4 horas antes da eversdo da

cabeca (Ashburner, 1972) e em D. hydei um aumento na atividade de pufagdo ¢
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observado durante as primeiras 5-10 horas depois da formag¢do do pupario
(Berendes, 1965). Além disso, em D. melanogaster, as células das glandulas
salivares sdo, durante o periodo de pré-pupa, muito ativas na sintese de novas
proteinas, entre as quais estdo muitos tipos de proteinas que nio sdo sintetizadas
por glandulas larvais (Tissieres et al., 1974). Portanto, parece haver uma variagdo
entre as espécies, quanto aos momentos de maior atividade de pufac@o.

E possivel que a atividade de alguns dos pufes observados na
fase de pré-pupa, em D. saltans, esteja relacionada com a MCP das glandulas
salivares. Contudo, uma liga¢do entre pufes e apoptose como a observada em D.
melanogaster, ndo foi possivel nesta etapa do trabalho. Em D. melanogaster, os
genes E74 e E93, correspondentes aos pufes 74EF e 93F, respectivamente, estdo
envolvidos no processo, sendo ativados pela ecdisona (Fletcher ef al., 1995; Jiang
et al., 2000; Lee et al., 2000). A utilizagdo de anticorpos para esses dois pufes
permitiria reconhecer sua localiza¢do em D. saltans.

Neste trabalho, uma visdo geral da glandula salivar em fase
proxima da histélise mostrou que ela tem uma estrutura fragil, e que em baixo

aumento, ao microscopio de luz, abriga formagdes globulares com diferentes

tamanhos. E interessante mencionarmos também, estruturas que foram vistas em

varias laminas coradas com o alaranjado de acridina, de glandulas em estado
avancado de MCP, preparadas por esmagamento. Essas estruturas sdo
principalmente filamentosas ou fusiformes, de didmetro e comprimento variaveis.
A impressdo que se tem € que essas estruturas derivam da massa citoplasmatica ou

das membranas celulares e aparentemente vdo sofrendo redugdo em seu didmetro
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até que haja apenas um ténue emaranhado de filamentos. As vezes, é possivel ver

a presenca de estruturas filamentares no limite (que é pouco nitido), entre o nicleo
e o citoplasma de células rompidas. Nessa fase, ja ndo sdo visiveis estruturas
vacuolares e vesiculares na célula, com essa técnica. E nessa fase que a formagao
globular densa ¢ mais facilmente visivel no interior do nucleo, que
freqiientemente encontra-se parcialmente vazio.

Na tentativa de organizar as observagdes e interpretar seu
significado, podemos supor que a MCP das glandulas salivares envolve duas fases
ou processos: primeiro a eliminagdo de componentes nucleares e citoplasmaticos
por fagocitose e, segundo, a eliminagdo dos restos celulares por essa desintegracdo
filamentar. Esta ultima fase estaria sob o controle do nucléolo e da
heterocromatina. Essas suposi¢des, porém, requerem estudos para a sua
confirmag3o.

Paralelamente as alteragdes estruturais celulares, a propria
glandula salivar mostra alteragdes de natureza morfométrica. Medidas de 4rea e
perimetro, das glindulas salivares, realizadas para cinco fases do
desenvolvimento, mostraram aumento dessas medidas, do terceiro estadio larval
inicial para o tardio, e redugdo a partir dessa fase. A redugdo foi mais acentuada
entre o terceiro estadio tardio e a formagdo do puparium, tornando-se mais suave a
partir dessa fase. A autdlise celular parece ser acompanhada de uma diminui¢do
do tamanho das células, que se reflete no tamanho total da glandula. A eliminagio
dos produtos sintetizados e a propria dissociagdio de componentes sdo,

possivelmente, parte desse processo de redugdo de tamanho.
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Todas as alteragdes morfologicas e estruturais observadas no
presente trabalho, as quais acompanham o processo de MCP nas glandulas
salivares de D. saltans, mostram no seu conjunto as dramaticas mudangas a que o
processo conduz. Aparentemente, nessas mudangas estdio envolvidos varios
mecanismos, que atuam de forma orquestrada, nas diferentes estruturas celulares

para finalmente eliminar as células glandulares, como ¢é requerido pelo

desenvolvimento normal desse organismo. Com o presente trabalho esperamos ter

contribuido um pouco para ampliar o conhecimento dessas alteragdes, mas

reconhecemos que resta muito ainda por esclarecer em cada aspecto abordado.
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Foram utilizadas microscopia de luz e microscopia eletronica de
transmissdo para analisar modificagdes morfologicas, nas glandulas salivares de
Drosophila saltans, que antecedem sua histélise, na fase de pupa média. Os
cromossomos politénicos mostraram a perda de sua organizagdo caracteristica em
bandas e interbandas, dando lugar a um emaranhado ténue ou massas de DNA.
Vesiculas, cujo nimero e tamanho aumentam a medida que a alteragdo
cromossdmica progride, surgem junto aos cromossomos, parecendo
freqiientemente, associadas a eles. Aventamos a hipétese de que sejam corpos
fagociticos que englobam material nuclear (cromossomos e nucléolos). No
citoplasma, observa-se uma quantidade grandemente aumentada e heterogénea de
estruturas, que constituem vesiculas de secre¢do e vacuolos autofagicos. O
nucléolo, geralmente unico e arredondado, transforma-se em massas dispersas em
meio aos cromossomos alterados, deixando de ser visto em estagios avangados da
degeneragdo celular, em laminas coradas com nitrato de prata. Entretanto, em
células coradas com alaranjado de acridina, foi observado no interior do nucleo,
um corpusculo arredondado, que pode corresponder ao nucléolo desempenhando
agora uma funcdo diferente, relacionada com a morte celular programada. O
cromocentro, formado pela associagdo das regides heterocromaticas centroméricas
dos trés pares de cromossomos de D. saltans, mantém-se integro por um tempo
maior que as regides cromossdmicas eucromaticas. Ocorrem alteragdes no padréo
de pufes, indicativas de modificagdes na sintese protéica; aparentemente maior

numero de pufes regride do que se forma entre as fases de larva de terceiro estadio

tardio (L;T) e pré-pupa. Paralelamente as alteragdes celulares estruturais, as
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glandulas salivares sofrem redugdo de area e perimetro desde L;T. No seu

conjunto, as alteragdes morfoldgicas e estruturais nas células das glandulas

salivares mostram as dramaticas mudangas causadas pela morte celular
programada, conduzidas por um programa genético altamente orquestrado.
Palavras-chaves: Drosophila saltans; glandulas salivares; morte celular

programada; cromossomos politénicos; pufes; nucléolo.
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Light microscopy and transmission electron microscopy were
used to analyze the morphological modifications that precede histolysis of
Drosophila saltans salivary glands in the programmed cell death (PCD). The
analysis was performed between third larval instar and medium pupal stage in
which the histolysis occurs. The polytene chromosomes showed loss of the
characteristic organization in bands and interbands, giving place to a tenuous
tangle of DNA masses. Vesicles appear close to the chromosomes and frequently
associates to them. Their number and size increase as the chromosome alteration
progresses. We propose that they are phagocytic bodies that degrade nuclear
material (chromosomes and nucleoli). A largely increased quantity of
heterogeneous structures, among them secretion vesicles and autophagic vacuoles
are observed in the cytoplasm. The nucleolus, generally single and rounded, is
disrupted into masses that disperses among the structurally altered chromosomes.
In advanced stages of the cellular degeneration, in cells stained with silver nitrate,
nucleolar masses are absent. However, in cells stained with acridine orange, a
rounded corpuscle is seen into the nucleus that may be the nucleolus performing
now a different role, related to the PCD. The chromocenter, formed by the
association of the heterochromatic centromeric regions of the three D. saltans

chromosome pairs, is kept intact for a time greater than the euchromatic

chromosomic regions. There are alterations in the puff pattern which indicates

modifications in the protein synthesis; dpparently a larger number of puffs
regresses than enlarges between late third instar larvae and prepupae. From third

instar larvae till medium pupae, the salivary glands show area and perimeter
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reduction that becomes stronger as development progresses. In total, the

morphological and structural alterations in the salivary gland cells show the

dramatic changes caused by PCD, led by a highly orchestrated genetic program.

Key words: Drosophila saltans; salivary glands; programmed cell death; polytene

chromosomes; puffs; nucleolus.
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