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Ct.
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p.ex.
p/p
p/V
v/v
SDS
Ac.

EC

ABREVIATURAS

Acido tricloroacetico

Primeiro periodo do 49 estadio de R. americana (ver Tabe-
la I). Da mesma forma 29P, 39P, 49P, 59P e 69P, corres-

pondem aocs demais periodos do 49 estédio.
Ponto de .ebuligao

Luz ultravioleta

Acido ribonucléico

Ecido desoxirribonucléico

Confrontar com

Periodic Acid Schiff, teste para carboidratos
Comprimento de onda

Por exemplo

Pésc por péso

Péso por volume

Volume por volume

Dodecil sulfato de s6dio

Acido

Numeracgao das enzimas conforme recomendagoes feitas pela
Enzyme Commission da International Union of Biochemistry
em 1964.



INTRODUCAQ

1. CONSIDERACOES INICIAIS

A classe Insecta constitui o grupo com o maior niimero
conhecido de espécies no reino animal; cérca de 900.000 para um
total descrito de 1.200.000. Sua distribuigao abrange tdda a
superficie do planéta, com excegao das profupdezas do oceano e
estd representada mesmo entre os poucos animais que habitam per-
manentemente a regido do Polo Sul. Essa enorme distribuigao eco
logica e a variedade de formas que assume, a torna excelente pa-
ra o estudo das relagoes organismo-meic e certamente seria muito
interessante conhecer as razGes morfologicas, fisioldgicas e bio

quimicas de seu sucesso.

A importancia econdmica dos insetos, pode ser avalia-
da guando se considera o montante de prejuizos causados por éles
anualmente; sdmente nos Estados Unidos, como conseguéncia de
seus ataques a colheitas, produtos armazenados, domésticos e simi
lares, além das doencas e desconfdrto causados no homem e nos a-
nimais: 15 bilices de ddlares! (ROSS, 1965). Ainda dentro do
prisma econdmico, sua importancia se faz sentir também na indis-
“tria da sé&da natural, do mel, da céra, etc.

0 estudo dos insetos nao tem sido estimulado apenas
pelo seu nUmero e sucesso bioldgico ou pelas possibilidades dés-
se conhecimento contribuir para o aperfeigoamento dos métodos de
controle de pragas. Os insetos tem-se mostrado excelentes mode-
los para estudos de problemas genéticos e citogenéticos (SINNOT,
DUNN & DOBZHANSKY, 1958), bicquimicos (GILMOUR, 1961), fisiold-
gicos (WIGGLESWORTH, 1948, 1965), etc.

Todos os insetos, com excegéo dos Ametabola, sofrem
uma metamorfose. Esta pode ser definida, segundo WIGGLESWORTH
(1965), comc a mudanca mais ou menos marcada de forma, gue ocor-
re guando o inseto torna~se adulto; independente do fato dessa
modificagao requerer duas mudas e um estdgio pupal como nos Holo
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metabola, ou uma Unica muda final, como nos Hemimetabola.

Existem varias teorias para explicar a origem da me-
tamorfose completa em insetos. Aguela de maior aceitagdo en-
tre os especialistas & a de POYARKOFF-HINTON (Cf. NOVAK, 1966).
Segundo esta teoria a adaptagdo da larva e adulto a nichos ecold
gicos distintos os tornou muito diferentes morfoldgicamente. A
pupa poderia ser interpretada como um meio de intercalar uma se-
gunda muda entre a larva de 4ltimo estddio e o adulto, permitin-
do o estabelecimento das ligagbes muscutares imaginais em ap&de-
mas cuticulares do adulto, gue saoc completamente diferentes da-
gueles da larva, em duas etapas. A primeira muda permitiria o
descolamento e histblise da musculatura larval e a segunda seria

necessaria para a ligagao dos miilsculos imaginais.

Segundo WIGGLESWORTH (1965, 1970) a metamorfose, do
ponto de vista ontogenético, poderia ser considerada como um ti-
po particular de polimorfismo. Os insetos Holometabola possui-
riam trés sistemas gendticos distintos, engquanto gque os Hemime-
tabola possuiriam dois sistemas, correspondentes no primeiro ca-
so a larva, pupa e€ adulto e no segundo caso a ninfa e adulto. Du
rante a metamorfose ocorreria a ihibigéo de um sistema genético

e a indugao de outro.

0 fato da profunda reorganizagdo de tecidos e drgaos
gue caracteriza a metamorfose de insetos estar sob contrdle hor-
monal (ver Item 2 abaixo), tem levado a se considerar 8sse fe-
ndmenc um excelente modélo para o estudo da regulagdo hormonal
da expressio genética e seu papel na morfogénese. Isso tem ins-
pirado um nimero crescente de trabalhos em biogquimica do ‘desen-
ﬁolvimento de insetos,gue foram revistos recentemente por alguns
autores (AGRELL, 1964; GILBERT, 1967b;, WYATT, 1968).

A metamorfose nos insetos Holometabola inicia-se por
‘ocasizo da muda pupal, embora nagueles insetos que produzem um
pupario ou tecem um casulo para a pupa, a metamorfose inicia-se
mais precisamente com a produgao dessas estruturas (WIGGLESWORTH
1965),

A respiragdo dos insetos durante a metamorfose segue
uma curva em forma de U, indicando uma respiragao mais intensa
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no inicio e no fim do processo. Este fendmeno foi interpretado
inicialmente como refletindo sucessivamente a histOlise e histo-
génese dos tecidos (Cf. AGRELL, 1964). Entretanto, estudos his-
toldgicos mostraram gue essa interpretagéo nao era correta, pois
os dois fendmenos ocorriam simultZneamente. Estudos posteriores .
indicaram que a curva em U da taxa de respiracac era principal-
mente uma consequéncia do controle das vias respiratbrias pelos
niveis de ADP, ATP e fosfato inorganico celular, refletindo,
portanto, as demandas energéticas do inseto. Como a pupa ou o©O
adulto farato*:possuem pequena atividade muscular, a maior ou me
nor demanda energética na metamorfose tem sido relacionada com a

maior ou menor atividade biossintética de proteinas (WYATT,1968).

Os resultados comentados acima indicam, portanto, que
as estruturas imaginais comegam a ser formadas desde o inicio da
metamorfose e gue subjacentemente 2 formagdo dessas estruturas
ocorrem processos gue demandam energia e que devem incluir a

biossintese de proteinas.

As estruturas imaginais diferem bastante dagquelas da
larva, sugerindo que deve haver uma diferenca notavel entre as
proteinas imaginais e as larvais. A extensao em que a consti-
tuigao protéica do adulto difere daquela da larva da mesma espé-
cie tem sido estudada principalmente nas proteinas da hemolinfa,
-devido as facilidades de sua coleta e pela dificuldade de se tra
balhar com drgaos de larvas de insetos, devido ao seu ?equeno ta
manho. Esses estudos foram realizados principalmente com eletro
forese de gel de poliacrilamida e mostraram gque existe algumas
diferencas de padrao protéico entre a larva e o adulto (ver re-
visao em WYATT, 1968. No caso de R. americana, consultar BIAN-
CHI, 1872).

* HINTON (1946) propds o térmo "pharate" para designar o estadio
que estd fechado dentro da cuticula do estddio anterior. O tér-
mo "pharate" & derivado do grego "pharata" que significa "cober-
to por um véu". Como nao existe nenhum térmo em portugués para
designar “"pharate" serda usado agqui o termo "farata" ou "farato",
conforme o caso, gque utiliza a mesma raiz dgrega usada por HINTON
(1946). Dessa forma adulto farato corresponde ao adulto fechado

dentro da cuticula pupal.
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-Eletroferogramas em gel de poliacrilamida de homogena
tos de tecido, gue devem ser mais significativos do que a hemo-
linfa na representagao da constituic¢ao protéica do inseto, mos-—
traram a existéncia de algumas diferencas entre larvas e adultos.
Entretanto, devido ao numero relativamente pequeno de bandas ele
troforéticamente resolvidas (cérca de 20), em relagd3oc &s cente-
nas de proteinas que devem estar presentes nas células, &sses re
sultados sao pouco conclusivos na avaliagado do grau de diferencga
existente entre a constituig3o proteica larval e imaginal.

Uma outra maneira de atacar o problema é isolar pro-
teinas homblogas de diversos estagios do desenvolvimento do inse
to e compara-las guimicamente. Poucos estudos foram realizados
nésse sentido para se ter uma idéia clara a respeito (ver revi-
s3c em WYATT, 1968B). A questdo da origem das proteinas do adul-
to, isto &, se elas originam-se integralmente por sintese "de
novo" a partir de aminozcidos livres ou se parte das proteinas
larvais sao conservadas intactas nc adulto, estid Intimamente re-~
lacionada ao problema da extensao em que as proteinas do inseto
adulto diferem dagquelas larvais. O problema encontra-se ainda
relativamente oouco estudado e os resultados obtidos até o presen
te, embora conflitantes, sugerem que as proteinas imaginais po-
deriam originar-se em parte por sintese "de novo" e em parte a
partir de proteinas larvais que se conservariam intactas no adul

to (ver item 3, a seguir).

Abaixo serd mostrado que a produgao do casulo em R.
americana* representa um modélo interessante para o estudo da o-
rigem das proteinas do adulto durante a metamorfose e quais obje
tivos dentro désse estudo se pretende atingir especificamente cam
esta tese. Antes disso, porém, serad conveniente um comentario
breve a respeito dos conhecimentos atuais sdbre o contrdle hormo
nal do desenvolvimento dos insetos, origem das proteinas do inse
to adulto e sbbre a quimica de casulos e sédas naturais.

Rhynchosciara americana Wiedemann, 1821 (Diptera Nematocera
Sciaridae), foi redescrita por NONATO & PAVAN (1951) como ange-
lae e essa denominagaoc foi usada em numerosas publicagdes até

ser demonstrada sua sinonimia com americana por BREUER (1969).
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2. CONTROLE HORMONAL DO DESENVOLVIMENTO DOS INSETOS

O estudo da regulagao hormonal do desenvolvimento pos-
embrionario dos insetos foi iniciado hd mais de 50 anos. Os es-
forgos coﬁjugados de numerosos pesquisadores, permitiram estabele
cer na década de 50 um modélo, hoje classico, dessa regulagao.
Posteriormente éste modélo foi ampliado para todos os insetos e
enriquecido de detalhes porém sem nenhuma alteracaco substancial.
As pesquisas basicas que levaram & Hroposicao deésse modélo foram
revistas minuciosamente por varios autores (o. ex.,GILBERT, 1964;
SCHNEIDERMAN & GILBERT, 1964; WIGGLESWORTH, 1964;NOVAK,1966; HER-
MAN, 1968; WIGGLESWORTH, 1970) e nao serao apreciadas agui. O mo-
délo classico da regulagac hormonal dos insetos pode ser resumido

como segue abaixo.

As células neurossecretoras localizadas no "pars inter
cerebralis" secretam ¢ "hormdnio cerebral”, gue se acumula nas
"corpora cardiaca"”, de onde se difunde para a hemolinfa, estimu-
lando as glandulas protoraxicas a secretar a ecdisona (hormonio
da muda). Sob influéncia déste hormonioc o processo de muda se
inicia. O nivel de horménio juvenil, que & produzido nas "“cor-
pora allata", determina o tipo de muda. A presenga de um titulo
elevado de hormonio juvenil e ecdisona resulta em muda larva-lar-
va; um decréscimo no titulo de hormonio juvenil leva a muda lar-
va-pupa 2m Hojlometabola e as mudas para adulto ocorrem quando

ecdisona esta presente, mas o hormonio juvenil ausente.

Depois de estabelecido o modélo descrito acima, grande
esfdrgo foi realizado na identificagao quimica dos trés hormdnios
envolvidos. Gragas aos trabalhos de varios pesquisadores, entre
Os guais se destacou KARLSON, a ecdisona foi cristalizada, iden-
tificada como sendo um esterdide e essa identificacdo foi confir-
mada por sintese. Estas descobertas foram amplamente revistas por
KARLSON & SEKERIS (1966). Mais tarde foi identificado nas prepa-
ragoes de ecdisona um componente presente em menores quantidades,
com atividade similar & ecdisona, ao qual se denominou inicialmen
te de B-ecdisona e que, apds a determinacao de sua estrutura, ve-
rificou-se tratar-se da 20-hidroxi-ecdisona. Esta substdncia foi
demonstrada ser idéntica ao composto denominado ecdisterona e ao

hormdénio da muda de crustaceos, a crustecdisona (WIGGLESWORTH,1970).
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A identificagdo do hormdnio juvenil de extratos de
Hyalophora cebropia como um derivado terpendide foi realizada

por ROLLER et alii (1967) e sua confirmagao por sintese por
DAHM, TROST & ROLLER (1967).

_ A natureza quimica do hormdnio cerebral ainda esta mal
definida, embora resultados recentes indicam tratar-se de um pep
tideovou proteina de baixo péso-molecular e que talvez seja for-
mado por varias espécies de proteinas ou polipeptideos (CE.
WIGGLESWORTH, 1970).

Além dos trés hormdnios mencionados acima sao conheci
dos numerosos outros, mas como nao estao diretamente envolvidos
no contréle do desenvolvimento e metamorfose, nao serdo discuti-
dos agui. Os conhecimentos existentes sObre ésses hormdnios fo-
ram revistos por: GILMOUR {1965), NOVAK (1966), WIGGLESWORTH,
(1970), LAW & REGNIER (1971).

0 modo de agdo dos hormbnios morfogenéticos dos inse
tos tem sido muito estudado. Entre eles o melhor estudado & a-
quéle da ecdisona e nésse sentido merecem uma énfase especial os
estudos realizados em glandulas salivares de Diptera. Estas
glandulas, possuem cromossomos politénicos que apresentam um pa-
draoc de "puffs" (expansdes globulares dos cromossomos politéni-
cos) que sao tipicos do estagio de desenvolvimento do inseto,ag
sim como, do tecido em gque se encontram (Cf. BREUER & PAVAN,1955;
BEERMAN, 1956). Esses "puffs" cromossoOmicos parecem representar
gens em atividade (BEERMAN, 1963) e alguns "puffs" podem ser in
duzidos especificamente por injecao de ecdisona em larvas de
Chironomus (CLEVER & KARLSON, 1960). Essa inducao de "puffs"
cromossOmicos pela ecdisona parece OcCorrer mMesmo nas condigles
normais de desenvolvimento larval. Isso foi demonstrado pelo fa
te de larvas de Drosovhila divididas em dois compartimentos por
uma ligadura apresentar um padrac de "puffs" da época de forma-
cao do pupdrio, sOmente nos cromossomos de células das glandulas
salivares presentes no mesmo compartimento que contém as glandu-
las protoraxicas. Por outro lado implantes de glandulas saliva-
res de pré-pupas de Drosophila em larvas de Gltimo estadio rever
tem a um padrao de "puffs" correspondente a época do inicio da
formacao do pupdrio (BECKER, 1962). Mais recentemente AMABIS &
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CABRAL (1970) mostraram, em experimentos similares aos de BECKER
(1562), gue os "puffs®” da glandula salivar de R. americana tam-
bem devem estar sob contrdles hormonal.

KARLSON e colaboradores conseguiram, em uma- série de
trabalhos, mostrar que ecdisona injetada em larvas de Calliphora
erythrocephala dirige-se ac nicleo das células epidermicas, onde

induz a sintese preferencial de RNAs mensageiros para a sintese

de dopa descarboxilase (EC 4.1.26), enzima chave para o inicio
do processo de esclerotizagio na formacao do pupario e, baseando-
se nésses resultados e nos discutidos anteriormente, propuse-

ram um modélo para o mecanismo de agdo da ecdisona (ver revisdo
em KARLSON & SEKERIS,1966). PBste modélo consiste em assumir um
mecanismo de regulacgao das células de :nsetos similar ao propos-
to por JBCOB & MONOD para bactérias e ¢ parel da ecdisona seria
combinar-se com repressores especificos, liberando seccles espe-

cificas do DNA para transcrigao. Esse modélo apresenta  varias

dificuldades, entre eias a nao indugdo de sintese de dopa descar
boxilase (EC 4.1.26) na pupa de Calliphora, guando hé elevagéb
do titulo de ecdisona, o gue torna mais provavel admitir gque a
acao da ecdisona sdbre o material genético seja mais complexa que
a proposta por KARLSON & SEKERIS (1966), demendendo do tecido e
do seu estagio de desenvolvimento (ver discussao mais ampla em

WIGGLESWORTH, 13870).

O horménio juvenil parece agir sObre o metabolismo de
dcidos nucléicos, embora nao exista ainda informagao precisa so-

bre o seu mecanismo {(SLAMA, 1971).

Os estudos de endocrinologia de insetos descritos aci
ma, além de terem permitido 0 estabelecimento de um excelente mo
délo para estudo da regulacao hormonal da expressao genética,que
& o desenvolvimento dos insetos, estéo fadados a criarem as ba-
ses de uma revolucionaria tecnologia de combate aos insetos dani
nhos. Esta tecnologia estd assentada no fato do hormdnio juve-
nil impedir o desenvolvimento da pupa em adulto. Assim, pupas
de insetos submetidas ao contato, ou mesmo vapofes do hormdénio
juvenil, acabam morrendo por nac serem canazes de se desenvolve-
rem até adultos ou, caso se desenvolvam, originam adultos esté-
reis (SLAMA, 1971).
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" Intensas pesquisas est3o sendo realizadas atualmente
no sentido de se conseguir uma sintese quimica econdmica de ana-
logos do hormbnio juvenil, quimicamente estdveis e altamente ati
vos, e assim criar uma nova geragac de inseticidas que ni3o te-
nham efeitos toxicos sobre as plantas e animais, incluindo o.
homem, mas que sejam altamente eficazes contra os insetos (SLAMA
1971; CRUICKSHANK e PALMERE, 1971). Os analogos do hormdnio
juvenil possuem, entretanto, uma desvantagem em relagéo aos inse
ticidas porque, enguanto &stes matam oS insetos em poucas horas,
os analogos do hormdonio juvenil simplesmente impedem a reprodu-
¢ao da praga. Em compensacao, os analogos do horménio juvenil
agem em peguenissimas quantidades, 0 gue permitird uma poluicao
ambiental bem menor do gue Ocorre com os inseticidas atuais,além
do fato de alguns anadlogos do hormdnio juvenil terem agao seleti
va contra determinados insetos daninhos (SLAMA, 1971). Recente-
mente uma firma industrial foi constituida com o exclusivo propd
sito de desenvolver essa nova geragac de inseticidas que ela de-
nominou "Entocon” (Cf. boletins técnicos da Zoecon Corporation
975 California Avenue, Palo Alto, Califdrnia 94304).

3. ORIGEM DAS PROTEINAS DO INSETO ADULTO

A origem das proteinas do inseto adulto & um dos pro
blemas biogquimicos mais fundamentais da metamorfose destes orga-
nismos. A maneira mais simples de considerar o problema (levan-
do em conta o fato de que a pupa e o adulto farato sao sistemas
fechados que trocam apenas gases com o meio ambiente), € admitir
que as proteinas larvais sao hidrolizadas paulatinamente durante
a histdlise dos tecidos larvais, desde o inicio do estagio  pu-
pal, e gque concomitantemente as proteinas do adulto sao sinteti=-
zadas “de novo" a partir de amino&cidos livres nos tecidos imagi
nais em desenvolvimento. Visto assim, esquematicamente a solu-
cao do problema se resumiria na demonstragao de como & feita a
repressio paulatina dos distema gengéticos responsiveis pela sin
tese das proteinas larvais e a inducdo daguéles sistemas envolvi
dos na sintese das proteinas imaginais, assim como, do mecanismo
de contrdle da hidrdlise das proteinas larvais. EXistem, entre-
anto, algumas evidencias a indicar que o processo poderia ser
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mais complexo, envolvendo a utilizagdo de proteinas larvais na
formagcdo das proteinas do adulto sem hidrSlise prévia.

As consideracOes acima mencionadas passaram a serem
feitas com base experimental ao se verificar o papel das protei-
nas da hemolinfa na vitelogénese. Este estudo iniciou-se gquando
TELFER (1954) mostrou que uma proteina de hemolinfa & tomada pe-
los ovbcitos em desenvolvimento e usada diretamente na constitui
cao do vitelo em Hyalophora (Lepidoptera). Resultados similares
foram cobtidos por numerosos autores em difarentes ordens de inse
tos, mostrando gue o fendmeno & geral em insetos (Coleoptera: De
LOOF e WILDE, 1970. Dictyoptera: ADIYODI, 1967; NIELSEN e
MILLS, 1968. Orthoptera: HILL, 1962. Diptera: STRANGWAYS-
DIXON, 1962; ORR, 1954a, b). D contrdle hormonal désse processo
foi estudado principalmente em Orthoptera, onde as células neu-
rossecretoras do protocérebro estdo implicadas no estimulo & sin
tese de proteinas da hemolinfa pelo corpo gorduroso, enquanto
gue a "corpora allata" estimula a tomada pinocitotica dessas pro
teinas pelos ovicitos em desenvolvimento (TELFER, 1965). Estudos
realizados em outras ordens de insetos mostraram, entretanto,
gue pode haver variagOes no mecanismo proposto em Orthoptera,
havendo uma alteracgdc na importancia relativa das células neuros
secretoras e "corpora allata" na vitelogénese, conforme o inseto
estudado (WIGGLESWORTH, 1970}.

As proteinas da hemolinfa, além de serem utilizadas na
constituicao do vitelo, sao tomadas por um processo pinocitdtico
para varios outros drgaos, no inicio da pupagao (LOUGHTON e WEST
1965; LOCKE e COLLINS, 1966, 1967; TOBE e LOUGHTON, 1969;
CHIPPENDALE e KILBY, 1969) onde forneceriam aminocdcidos para a
sintese "de novo" de proteinas imaginais (LOCKE e COLLINS,
1966, 1967) e/ou transportariam nutrientes essenciais que lhes
estao conjugados como: carboidratos, 1lipideos. ou cromdforos
(LOUGHTON e WEST, 1965). Alguns resultados sugerem que a tomada
pelos tecidos, pelo meﬁos no caso do corpo goréuroso em Lepidop=-

tera, seria estimulada pela ecdisona (COLLINS, 1869).

Os trabalhos referidos acima sObre metabolismo de pro=-
teinas durante a metamorfose dao wuma idéia apenas gualitativa
dos fendmenos envolvidos. Um estudo quantitativo désse metabo-
lismo foi realizado por BOYD e MITCHELL (1966). £stes autores
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"injetaram proteinas da hemolinfa préviamente marcadas em larvas

de Drosophila melanogaster e verificaram gque o seu "turnover”

era bastante elevado, o que os levou a propor que as proteinas
da hemolinfa seriam intermediarios importantes pelos quais passa
ria a maior parte do “turnover" protéico total do inseto em me-
tamorfose. Uma situacao completamente diferente foi encontrada
em Phormia regina vor CHEN e LEVENBOOK (1966). Estes autores
injetaram proteinas marcadas da hemolinfa em larvas, pupas e a-

dultos de Phormia regina e verificaram que a velocidade de degra

dacac das proteinas era sempre baixa e demonstraram tamhém que a
injecao de proteinas da hemolinfa marcadas em larvas maduras de

Phormia regina pouco antes de puparem levava a recuperag¢ao de

3/4 da radicatividade total em proteinas nos tecidos do adulto.

A partir désse resultado propuseram que as proteinas da hemolin-
fa passavam para os tecidos e eram em seguida usadas intactas
na formagao das estruturas do adulto. Essa proposicaoc foi cri-
ticada por WYATT (1968) gue argumentou que nao €& necessario ad-
mitir a transformagao direta de proteinas da hemolinfa (ou ou-
tras proteinas larvais) em proteinas do adulto para explicar os
resultados obtidos, bastando admitir gque as proteinas tomadas

pelos tecidos seriam ali degradadas e os amino&cidos resultan-
tes permaneceriam dentro dos tecidos, onde seriam rapidamente u-

tilizados na ressintese protéica.

DINAMARCA e LEVENBOOX (1966) medindo a incorporacao de

alanina e lisina durante a metamorfose de Phormia regina, esti-

maram a sintese protéica "de novo" durante a sua metamorfose em
apenas 2% do total das proteinas do adulto. Embora ésse calculo
esteja baseado na hipOtese simplificativa de que o "pool" de &-
‘minodcidos & homogéneo em todo o inseto,os autores sugeriram, de
forma similar a CHEN e LEVENBOOK (18966), gue uma parte das pro-
teinas larvais seria conservada intacta no adulto sem degradacao

-
e ressintese.

Devido as dificuldades envolvidas no estudo do metabo-
lismo de proteinas durante a metamorfose, como pode-se avaliar
dos trabalhos comentados acima, seria interessante o uso de téc-
nicas mais refinadas, envolvendo o isolamento de proteinas espe
cificas de tecidos individuais e o seu acompanhamento durante a
metamorfose. Dentro désse prisma sao muito interessantes os es-
tudos relacionadcs com a califorina.
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Califorina é uma proteina isolada de Calliphora ery-

throcephala, sintetisada pelo corpo gorduroso larval, armazenada
principalmente na hemolinfa e gue corresponde a 60, 40 e 10% das
proteinas extraiveis de insetos com 4 dias apds a eclosdo, 2
dias apbs a formacao do pupdrio e 3 dias apbs a emergéncia do
adulto, respectivamente, indicando que deve ser uma proteina de
armazenamento usada na formagéo dos tecidos imaginais (MUNN,
FEINSTEIN e GREVILLE, 1967; MUNN, PRICE e GREVILLE, 1969; MUNN e
GREVILLE, 1969).

A presenga de califorina fci pesquisada em outros in-
setos, utilizando-se técnicas imunoldgicas e os resultados indi
cam a ocorréncia de reagdes de identidade completa ou parcial em
4 géneros de outros Diptera Cyclorrhapha, de identidade parcial
em 4 géneros de Brachycera, apenas uma reacao de identidade par-
cial em 3 géneros de Nematocera e nenhuma reagao em insetos de
ordem diferente de Diptera, embora ocorressem particulas seme-
lhantes (ao microscdpio eletrdnico) & califorina em varias espé-
cies de insetos, especialmente Lepidoptera (MUNN e GREVILLE,
1969). Esses resultados sugerem a ocorréncia generalizada de
proteinas do tipo da califorina, gue seriam armazenadas princi-
palmente na hemolinfa e mais tarde seriam tomadas pelos tecidos
no inicio da pupacao (como discutido acima) e, apds hidrdlise,
forneceriam os precurscres para a sintese das proteinas do adul-
to. Essas proteinas poderiam entdo ser vistas como uma grande
reserva de aminoacidos, gque ocorreriam na forma de proteinas e
nac livres, para evitar aumentar a osmolaridade do animal.

Embora os estudos com a califcrina indiguem claramente
a existéncia em varios insetos de proteinas larvais com fungdo
de simples reserva aminoacidos, naoc excluem a possibilidade da
ocorréncia de proteinas larvais que permanecam intactas no adul-

to, como comentado anteriormente.

A utilizagao de proteinas larvais especificas, sem hi-
drdlise prévia, & demonstrada nos dois trabalhos que serao comen

tados a seguir.

LAUFER e NAKASE (1965) na base de estudos imunoguimi=-
cos e radicautograficos propuseram que a maioria das proteinas
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da secregao da glandula salivar de Chironomus tentans nao s&o

ali sintetizadas, mas sac sequestradas da hemolinfa. Esses re-

sultados foram confirmacos e a evidéncia a seu favor extendida

pelo estudo das proteinas da hemolinfa e glandula por eletrofore

se de disco em gel de poliacrilamida, por estudos imunoldgicos da
secrecao salivar e por experimentos de incorvoracao de aminodci-

dos marcados realizados por DOYLE e LAUFER (1969).

Os resultados evidenciam que o processo de secregao sa
livar 'em Chironomus envolve o sequestro de proteinas da hemolin-
fa de forma similar 2quela que ocorre durante a vitelogénese-
Duas diferencas importantes devem ser, entretanto, assinaladas.
A primeira delas & que o sequestro de proteinas da hemolinfa
na formacao da secrecgao salivar tem que ser especifico, afim de
assegurar que as propriedades guimicas e fisicas dessa secrecgao
sejam as mesmas, enquanto que na vitelogeénese isso nao & tao ne-
cessdrio, porque o papel das proteinas sequestradas parece ser ©
de compor uma reserva de aminoacidos para o desenvelvimento do
futuro embriao (geralmente uma proteina & tomada especificamen= -
te, enguanto que as outras sao tomadas com menor especificidade,
cf. TELFER, 1965). A outra diferenca notavel €& gque a secregao
é produzida e utilizada na confecgao do casulo em que vive a lar
va do Chironomus enquanto, éle ainda estd se alimentando (SEGUY,
1951; IMMS, 1957), nao ha necessidade, portanto, déle langar mao
de suas reservas, como ocorre na vitelogenese que se realiza na

vida pupal ou no imago recém emergido.

Essa mesma diferenca entre a formagao da secregdo em
Chironomus e a vitelogénese & também um obstdculo na considera-
¢ao dessa formagac como um modélo da produgac das proteinas ima-
ginais porgue, diferentemente destas|, a secrecdo & formada en-
quanto as larvas estao se alimentando e em um ambiente hormonal
muito distinto dagquele em que se inicia a formagao das proteinas

imaginais.
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4. SEDAS E CASULOS

As sédas, definidas como um material fibroso secreta-
do por certas espécies de Insecta e Arachnida (SEIFTER e GALLOP,
1966), apresentam varios tipos estruturais conhecidos. Segundo
RUDALL (1962) & possivel distinguir pelo menos 3 tipos princi-
pais de sédas. Existem sédas gue sdo constituidas principalmen
te por fibroina (comum em Levidoptera), col&geno (ccorrem em
Hymenoptera) ou guitina (observado em Dictyoptera). Os estudos
désse Ultimo tipo <roram realizados apenas com difracao de
raios-X, mas revelam a existéncia de um componente protéico as-
sociado a guitina gue deve-se asemelhar & proteina cuticular
(RUDALL, 1962).

Um guarto e um quinto tipo de séda foram reconheci-
dos mais tarde em Neuroptera cujos componentes principais sao:
um composto do tipo cuticulina e uma poliglicina, respectivamente
(RUDALL e KENCHINGTON, 1971).-

As sédas melhor estudadas sao aquelas constituidas
principalmente de g-fibroina e produzidas por Lepidoptera. Ana-
lises de aminoacidos realizadas em fibroinas de 74 Arthrcpoda,
principalmente Lepidoptera, mostraram gque o contelido molar de
aminodcidos pequenos {(alanina, glicina e serina) varia entre
46,2 e 94,6% do total (LUCAS, SHAW e SMITH, 1958, 1960) o que ex
plica uma série de caracteristicas tipicas de difragcao de raios-
X que apresentam, e sua conformagao 8 com cadeias polipeptidicas

antiparalelas.

Além da conformagido B, outras conformagbes foram reco-
nhecidas nas fibroinas, usando difracao de raios-X: conformagao
@, Observada em Hymenoptera e "cross-g" em alguns Hymenoptera

e em Arachnocampa luminosa (Diptera). O primeiro tipo de con-

formacao referido permitiu a demonstragdao de outro caso de tran-
sic3o de conformacdao o para B por estiramento, alem da gueratina
e o segundo forneceu o primeiro caso conhecido ae transformacgao
"cross—g" para‘' B-paralela (RUDALL e KENCHINGTON, 1971).

Andlises de aminoacidos realizadas nas sédas com cons
tituigao diferente das p-fibroinas j& referidas, permitiram uma

melhor compreensao das sédas tipo coladgeno, poliglicina,fibroina,
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"eross-B" e a-fibroina. As sedas do tipo colageno se caracteri-
zam por um alto contelido de glicina, prolina e pela ocorréncia
de hidroxilisina; aguelas de tipo poliglicina apresentam cérca
de 66% dos aminoicidos como glicina; o—fibroinas mostram um con-
teldo de glicina kaixo e um alto ccnteGdo de aminodcidos &acidos
em relagao as B-fibroinas e por fim, as sédas do tipo "cross-g"
caracterizam-se por um alto conteldo de serina que chedga a 43%
do total (LUCAS e RUDALL, 1968).

Os estudos sobre as proteinas da séda tiveram e tém im
portante papel no conhecimento da conforﬁagéo de proteinas, além
da contribuicao ac conhecimento dos produtos naturais de insetos.
Os trabalhos de MEYER e MARK (1628) em fibroina da séda estabele
ceram o conceito de cadeias volipeptidicas completamente extendi
das, além de fortalecer a visdao das proteiras como cadeias lon-
gas de g~aminoadcidos unidos por ligacdes peptidicas. ©s traba-
lhos de MARSH,PAULING e COREY (1955a, b) com o mesmo material
foram importantes, no estabelecimento &o conceito da f£0lha pre-
gueada em estrutura protéica. A séda rara de Chrysopa permitiu
a demcnstragao da existéncia da confcrmagac protéica "Cross B" e

da transicao "Cross 8" >g-paralela (PARKER e RUDALL, 1957).

Por fim a séda de Nematus ribesii, permitiu a demonstracgao de
proteinas com ccnformagao de colageno sem apresentar, entretanto,
hidroxiprolina na molécula (LUCAS e RUDALL, 1968; RUDALL e
KENCHINGTONM, 1971).

Os resultados acima referidos levaram RUDALL (1962)a
afirmar que as proteinas da séda representam modélos bioldgicos,
convenientes para o estudo dos mecanismos evoluciondrios envol-
vidos nas transigoes de conformacgao de proteinas, além de ilus-—
trar tipos intermedidrios de proteinas estruturais entrz o cola-
geno & o grupo das proteinas fibrosas afins formado pela quera-

tina, miosina, epidermina e fibrinogénio.

Os ccmponentes nac protéices da séda foram pouco estu
dados, come pcde-se ver pelo fato das hexosaminas s0 terem sido
determinadas na séda de Bombyx mori, que é a séda mais estudada,
em 1965 (SMITH e CLARX, 1965).

Além da séda, os casulos de insetos podem conter tam
bém sais, geralmente originados dos tubulos de Malpighi. Esses
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sais podem ser de oxalato de cidlcio(OHNISHI et alii, 1968) ou
carbonato de calcio (CLARK, 1858; WIGGLESWORTH, 1965).

5. FINALIDADES DESTE TRABALHO

O estudo da origem das proteinas imaginais seria muito
facilitada se fOsse conhecida alguma estrutura do adulto formada
por um peguenc nimero de proteinas, porém presentes em massa Su-
ficiente, para poderem ser isoladas, caracterizadas e ter a sua
origem tragada com seguranga ac longo da metamorfose. No desco-
nhecimento de uma estrutura imaginal com as caracteristicas des
critas, seria talvez proveitosa a utilizagao de um modélo.

Um modélo adequado parece ser a produgado de casulo por
R. americana. Esse casulo possui uma massa consideravel, deve
Possuir um nimero pequeno de proteinas e é feito depois que a
larva parou de comer. Como a glandula salivar da larva n3o pos-
sui um reservatdrio para acimulo de secregao, com a qual é feita
pelo menos em parte o casulo, essa tem de ser sintetigada a par-
tir das reservas do animal, Portanto, esta sintese da-se de for
ma aniloga aquela gue ocorre durante a metamorfose, quando o ani
mal sintetiza todas as proteinas imaginais a partir de reservas
(ndo importa de que origem), porgue nesta ocasiao o inseto € um
sistema fechado. A producgao das proteinas da secregao, ainda de
forma anidloga aguela na metamorfose, deve ser especifica a fim
de manter inalteradas as propriedades fisicas, quimicas e biclé-

gicas do casulo.

Um outro aspecto importante do modélo em questao & a
produgao do casulo ter inicio no fim do est3gio larval, no come-
co da metamorfose, em ambiente hormonal similar aquele em que
tem inicio a producido das proteinas imaginais (ver Item 1,acima)
Bste aspecto & muito importante porque, considerando~se a meta
morfose um tipo particular de polimorfismo (ver Item 1), onde os
sistemas genéticos da larva, pupa e adulto seriam ativados um a-
pos o outro pelo ambiente hormonal interno do animal, se houves-
se uma diferenga muito grande entre a cronologia da produgao do
casulo e do inicio da formagdo das proteinas imaginais,o que nao

acontece neste caso, isso poderia corresponder também a um ambi-
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ente hormonal muito distinto e, provavelmente, implicaria em pPro

cessos radicalmente diferentes.

A produgao do casulo em R. americana & feita de forma
sincronica e coordenada por larvas oriundas de uma mesma posturg'
e sujeitas as mesmas condigdes ambientais, o que garante a possi
bilidade de se estudar larvas em diferentes estagios do desenvol
vimento, apresentando um minimo de variagoes individuais. Além
do mais, a correlagao de resultados & facilitada pela existéncia
de um método de datar fisioldgicamente as larvas, apdés o inicio

da produgéo do casulo, baseado nos "puffs" cromossomicos das
glandulas salivares (GUARACIABA e TOLEDO, 1967) que foi ligeira-
mente reformulado nesta tese (ver Métodos). Como ésses "puffs"

sao regulados por hormdnios, assim como todo o desenvolvimento
larval, conforme foi comentado no Item 2 acima, o referido méto-
do de datagao & extremamente adequado. E' importante acrescen-
tar ainda o fato de que todos os estudos biogquimicos do desenvol
vimento de R. americana sdo facilitados, em relagao aos demais
insetos Holometabola, com excegao de Lepidoptera, devido ao tama
nho de sua larva, gue permite com relativa facilidade o estudo
de 6rgaos isolados por dissecgao. A dificuldade de se estudar &
gdos isolados em larvas da maioria dos Holometabola & a responsa
vel pela incidéncia maior désses estudos em Lepidoptera, que pos
suem larvas maiores que as encontradas nas demais ordens de in-
setos (Cf. WYATT, 1968).

Em vista de todas as caracteristicas comentadas acima,
a producao do casuloc por R. americana representa, provavelmente,
um modélo mais promissor para o estudo da formagao das proteinas
imaginais do que a formagdo da secrecac salivar em Chironomus e

a vitelogénese referidos no item 3, acima.

A intencdo bésica déste trabalho & contribuir para o
estudo da origem das proteinas do inseto adulto, utilizando como
modalo a producac do casulo coletivo por larvas de R. americana.
Entretanto, devido & caréncia quase abosluta de dados fisioldgi
cos e bioquimicos fundamentais em R. americana durante essa pro-
dugio, &ste trabalho orientou-se mais especificamente para a ob-
tencao déstes dados. Com @sse objetivo, dois tOpicos principais

foram selecionados para estudo:
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a) a composig¢io guimica da hemolinfa aoc longo do de~

senvolvimento larval;

b) composigao guimica do casulo coletivo e suas alte
ragoes durante a sua produgao:

BEnfase foi dada ao estudo da hemolinfa por va&rias ra-

zoes:

a) a hemolinfa corresponde a porgao consideravel do
animal (37% do seu peso-Umido, 26% de seu  péso-
séco) e € facil de se obter;

b) a hemolinfa deve refletir as principais alteragdes
biogquimicas dos tecidos, porgue os insetos pos-—
suem um sistema de circulagao abertc, em que o G-
nico fluldo corpdreo & a hemolinfa e sdmente atra
vés da qual muitos Orgdos podem trocar compostos

entre si;

¢} a participacao da hemolinfa em muitos eventos bio
guimicos no final da vida larval ja foi documenta
da em varios insetos (WYATT, 1961; WYATT, 1968;
ver também Item 3), o que abre a2 possibilidade de
la participar na produgao do casulo de R. ameri-

cana.

C estudo guimico da hemolinfa foi feito com mais deta
lhe em larvas no fim da vida larval, poucc antes de iniciarem a
produgao do casulo (idade de 45-48 dias, quando mantidas a 20°C)

porque nessa ocasiao o volume de hemolinfa & maior.

O conhecimento da composig@o do casulo orienta a pes-
quisa sdbre a origem de seus componentes e eventualmente sdbre o
mecanismo e regulagdo de sua sintese. Além disso, devido ao fa-
to do casulo ser constituido pelo menos em parte por séda, sua
composigao gquimica apresenta um elevadc interésse, conforme foi
chamado a atengao no Iitem 4 acima. £ste inter@sse ainda & mais
acentuado porque é€sse tipo de produto natural foi muito pouco es
tudado em Diptera, se f6r excluido o trabalho de GROSSBACH
(1969), realizado com a secre¢ac salivar de duas espécies de

Camptochironomus. Néste caso a secregado é responsavel pela pro-
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ducdo de um fio, semelhante a séda, que prende particulas de vi
rios materiais, fcrmando um tubo no interior do gqual permanece
a larva désse animal, nao se constituindo, portanto, em um casu
lo verdadeiro, em contraste com O que Ocorre em R.amerjcana,por
que o tubo nao & constituido inteiramente de secregoes do ani-
mal (SEGUY, 1951; IMMS, 1957).



METODOS

1. Cultura de Rhynchosciara

Rhynchosciara americana (Diptera Nematocera Sciaridae)

foi cultivada nas condigoes préviamente descritas por LARA, TAMA
KI e PAVAN (1965). S0 foram utilizadas larvas de. um mesmo sexo
em todas as determinagOes para simplificar a interpretagao dos
resultados. O sexo utilizado foi sempre o feminino devido ao

seu tamanho maior.

2. Determinacac da idade fisiologica larval

O presente trabalho procura entre outras coisas o cor-
relacionamento de eventos fisiologicos com alteragdes gquimicas
em alguns tecidos. Torna-se imperioso entdo a utilizagao de mé-
todos adequados para a comparagao de resultados obtidos em lar-
vas oriundas de grupos de postura diferentes. Embora a compara-
cdo por idade cronoldgica seja a mais facil de ser realizada,nao
& a mais adequada, mesmo em animais submetidos a idénticas condi
goes de cultura. Peguenas diferengas na velocidade de desenvol-
vimento em grupos da mesma idade croncldgica sao frequentemente
observadas. De maneira geral essas pequenas diferengas nao sao
de importéancia, entretanto, em alguns casos, nos quais se inclu-
em muitos daquéles descritos nesse trabalho, essas diferengas po

dem levar a resultados de interpretagao dificil.

Um método de datagao fisioldgica para R. americana foi
desenvolvido por GUARACIABA e TOLEDO (1967) para o 4% estadio,
o qual corresponde a 70% da .vida larval e onde ocorrem os princi
pais e mais visiveis eventos larvais. Abaixo serd apresentado o
ciclo vital de R. americana afim de facilitar as discussoes pos-
teriores e uma tabela das subdivisoces do 49 estadio segundo GUA-
RACIABA e TOLEDO (1967) com modificagoes baseadas em observagoes
feitas durante a realizagao desta tese. A notagao aqui apresen-

tada serz empregada em tdda a extensdo déste trabalho.
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As fémeas de R. americana poem de 1500 a 2000 ovos que
eclodem cérca de 13 dias apds a postura, a 20°C. As mudas lar-
vais ocorrem aos 7, 13 e 21 dias ap0s a eclosac, engquanto gue a
muda pupal e a emergéncia do adulto se dao aos 64 e 70 dias res-—.
pectivamente. A postura das femeas fecundadas inicia-se aos 75
dias. A Tabela I descreve 0s principais eventos fisioldgicos do
49 estadic e a nomenclatura usada para a sua datagdo. De manei-
ra geral, os eventos fisioldgicos descritos (mudanga de cdr, ini
cio da produgao de casulo, etc.) oscilam em tOrno da cronologia
apresentada nessa tabela de cérca de 1 a 2 dias. Essa cronolo-

. . : . o
gia corresponde a animais se desenvolvendo a 20°C.

Algumas observagoes guanto a terminclogia empregada de
vem ser feitas,em relagdo & tabela I. O térmo "apblise" usado
agui corresponde ao descolamento das células epidérmicas do exo-
esqueleto antigo, como propdsto por JENKIN e HINTON (1566). Muda
sera entendida agui como 0 processo pelo qual o inseto se despe

da cuticula antiga.

Pupa farata corresponde & pupa fechadé no interior da
cuticula do Qltimo estadio larval, como foi comentado no rodapé
da introdugao (p. 3). A pupa farata & formada, portanto, apds a
Gltima apOlise larval e & chamada também, muitas vézes, pelo ter

Mo menos preciso de pré-pupa.

A expressac larva madura gue serd usada freguentemente
nesta tese, refere-se, a larva que atingiu o seu maximo desenvol
vimento, isto &, uma larva gue estd no fim do 29 periodo (cérca
de 45-48 dias de idade).

GUARACIABA e TOLEDO (1967) reportaram a existéncia de
uma muda entre o 59 periodo e a muda pupal. Entretanto, nenhuma
muda verdadeira parece ocorrer nesse intervalo de tempo; os auto
res devem estar chamando de muda a Gltima apdlise larval referi-

da acima.

Outras informag¢des sObre a biologia de R.americana po-
dem ser encontradas em DREYFUS et alii (1951) e GUARACIABA e TO-
LEDO (1967).
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TABELA I

Subdivisac do 49 estadio de R. americana

Idade Cronoldgica

aproximada (dias)

Eventos Fisioldgicos
ou
Aparencia da larva

Correspondente ao

inicio do periodo

21

32

49

54

57

58

59

61-64

33 muda larval, lar-

vas claras

Larvas come¢am a se
tornarem avermelha-
das

Larvas iniciam a te-

cer o casulo

Inicio da formagao
do "puff" B-2 da
glandula salivar. Ca
sulo consistente

Maximo desenvolvimen
to do "puff" B-2 lar
vas guietas, em po-

sigao curva

Maximo desenvolvimen
to do "puff" C-3.

Larvas curvas, mas

ja envolvidas por cé.

lulas individuais

do casulo

Ultima apdlise lar
val. Tabulos de
Malpighi livrec de

CaCO3

Muda pupal

19

29

3@

4@

59

6@

Pré-Pupal
{pupa farata)
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3. Coleta de hemolinfa

As larvas eram lavadas com agua, dispostas sObre gélo pi
cado para ficarem imOveis, sécas em papel de filtro e em seguida
picadas na porcac terminal do abdome com um estilete. A hemolin-
fa era recolhida em tubos de centrifuga mantidos em gélo. Apds
centrifugagao a 3.2009 a 4°C, para sedimentar hemocitos e fragmen-
tos tissulares, a hemolinfa sobrenadante era usada nas determina-

coes guimicas.

Para a determinag¢do de compostos ninhidrina-positivos, a
hemolinfa era recolhida s8bre cristais de feniltiouréia colocados
nos tubos de centrifuga a fim de inibir a atividade da tirosinase
(EC 1.10.3.1) enddgena (LEVENBOOK, 1966). Nas determinagbes de me
tals, o estilete usado para picar a larva era de vidro e toda a
vidraria usada era préviamente lavada extensivamente com HZSO4,

HCl e agua bidestilada e deionizada.

4. Determinacao do volume ocupado pelos hemocites na hemolinfa

Hemolinfa coletada com todo o cuidado para evitar conta-
minacao com fragmentos tissulares e sem ser centrifugada foi aspi-
rada para capilares de 25 ¥l ("disposable micropipettes”, DRUMOND
Microcaps), conservando-se cérca de 4 mm de altura nao preenchi-
dos. Por ésse lado, os capilares foram selados em lampada a al-
cool e em seguida, centrifugados envolvidos por algodao, em cabe-
¢as de centrifuga com tubos basculantes. Foram usadas rotacoes
correspondentes a 1500g ou 3200g com resultados idénticos. A medi
da da altura do capilar ocupado pela hemolinfa e a altura da calo-
ta ocupada pelos hemocitos, realizada sob uma lupa esteroscdpica,
permitia calcular o volume de hemolinfa no capilar e o volume de
hemocitos correspondente a essa hemolinfa. Esses dois resultados
permitiram calcular f3cilmente o volume porcentual ocupado pelos

hemocitos na hemolinfa.
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5, Métodos de estudo da coaqulacac e escurecimento da hemolinfa

Cinco capilares de 15 pl ("disposable micropipettes" ,
DRUMMOND Microcaps) foram preenchidos com hemolinfa total e cin~-
co outros preenchidos com hemolirfa centrifugada de larvas de 29
P, 45 dias de idade. Apds 1, 2, 5, 10 e 15 horas, os capilares
eram observados guanto 2 cOr, presenca de sedimentos e luidez.
Paralelamente eram feitas obscrvagces similares em um tubc de

ensaio com cérca de C,5 ml de hemolinfa total.

6. Determinacao da osmolaridade, densidade, volume e péso~séco

da hemolinfa
As determinacOes de osmolaridade foram tddas realiza-
das utilizando-se o método crioscopico em um Fiske Osmometer,gen
tilmente cedido pelo Dr. Gerhard Malnic.

A densidade foi sempre determinada pesando-se "dispo-
sable micropipettes" (Drummond Microcaps) de 15 ul com e sem he-
molinfa. Os desvios observados entre as determinagdes foram in-

feriores a 1%.

Os volumes de hemolinfa foram todos determinados pelo
método de exanguinagéo (RICHARDSON, BURDETTE e EAGLESON, 1931).0
método de diluigc3o de corante (PRICE, 1961) foi também, tentado,
produzindo-se nos casos favoraveis (larvas jovens), resultados
muito semelhantes aos de exanguinacaoc como pode ser visto em re-
sultados (Tabela XVII). Esse método foi entretanto abandonado
porque em larvas maduras os resultados variavam muito dependendo
do intervalo de tempo entre a injecao e a coleta de hemolinfa.Es
sa variabilidade deve ser consequéﬁcia de excregcaoc do corante
pelos tlibulos de Malpighi, como demonstrado em Schistocerca gre-

garia por LEE (1961). Como nenhuma excrecao de corante foi ob-
servada em larvas jovens isso parece sugerir que a eliminacgdo de
corante varia com a idade.e gue portanto, seria necessario .de-
terminar cuidadosamente os tempos maximos a serem usados entre in
jegao de corante e coleta de hemolinfa para cada idade. Em vis-

ta disso preferiu-se utilizar sdmente o método de exanguinagao.

A massa de s6lidos da hemolinfa foi obtida aguecendo-
se amostras de hemolinfa centrifugada a 80°C até atingir péso

constante.
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7. Determinacao de p0,,_PCO,, pH e HC03~ na hemolinfa

Amostras de hemolinfa foram colhidas picando-se as lar
vas, limpas como descrito anteriormente, sob uma espéssa camada
de Oleo de parafina. Essas amostras foram em seguida utilizadas
para a determinac&o anaercbica de pOz, pCO2 e pH em um "pH/Gas
Analyser Model 113" da "Instrumentation Laboratory Inc., Boston,
Massachusetts"”", cedido pelo Dr. Herval P. Ribeiro. Todas essas
determinagdes foram realizadas com o aparelho termoestatisado a
37%.

As concentracoes de HCO3— foram calculadas .a partir
das determinagoes de pH e PCo, usando a equacac abaixo, assumin-—
do-se que as constantes a e pK saoc idénticas na hemolinfa e
plasma sanguineo humano. Neste os valores de a e pK sao 0,0310
e 6,10 respectivamente, a 37°%, guando HCO3_ €& medido em mili-

moles por litro e pCO2 em milimetros de mercurio {DAVENPORT,
1958).
[HCO5 ]

pH = pK + log
a(pCo,)

O pH de hemolinfa coletada como descrito acima foi me-
dido a 25°C, em condigBes anaerdbicas, usando um microeletrodo
de vidro de um "Metrohm Herisau pH Meter", gentilmente cedido pe

lo Dr. Gerhard Malnic.

8. Determinacoes quimicas na hemolinfa

Aminoacidos e pentideos livres serdo discutidos separa

damente no item 9.

a—amino-N total-acido soluvel. Amostras de 80 pl de
hemolinfa foram adicionadas a 0,72 ml de NaCl O,1M e centrifuga-

da a 4500g por 10 minutos, 'para a remogao de hemocitos. Juntou-
se 0,5ml de HClO4 IN a 0,5ml do sobrenadante acima. Centrifugou- '

se 10 minutos a 11500g e lavou-se duas vézes o sedimento com O,5
ml de HC10, 0,5N. Os sobrenadantes reunidos foram diluidos con-
venientemente e usados para a determinagao de oc-amino N total-a-
cido soluvel pelo método de ROSEN (1957). A padronizagao foi

feita com DL-leucina.
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Carboidrato e trealose. Aligquotas de 0,15 ml de hemo-

linfa centrifugada eram reunidas com 1 ml de etanol 60% v/v, dei
xados a 75°C por 10 minutos e apds atingir a temperatura ambien-
te eram centrifugadas. Apds recclher o sobrenadante, ¢ sedimen-
to era novamente aquecido com etanol 60% v/v e centrifugado como
acima. Essa operacac era repetida mais uma vez. Os sobrenadan-
tes reunidos eram diluidos convenientemente com etanol 6o% v/v e
aliquotas désses eram usadas, depois de evaporadas em estufa a
60°C paré a determinacao de carboidratos com reagente de antro-
na segundo MOKRASCH (1954). A massa de carboidratos era calcula
da como glicose.

O extrato alcodlico preparado acima foi usado também
para o isolamento quimico e determinagzo guantitativa de trealo-
se de aclrdo com a metodologia de WYATT e KALF (1857).

Cloreto. Tddas as determinagobes foram feitas com hemo
linfa centrifugada total usandc a técnica de SHALES e SHALES
(1941).

Cinzas. Essas foram determinadas por incineracdc de a
mostras de 1 ml de hemclinfa centrifugada em capstulas de plati-
na, em mufla a 560°C, até produzir cinzas brancas.

Citrato. Foi determinado em amostras de hemolinfa cen
trifugada e desproteinizacdas de acdrdo com ETTINGER, GOLDBAUM e

SMITH Jr. (1952).

Fosforo total, inorganico, acido soluvel, lipIidico e

protéico. O método empregado para a determinacdo de fosforo to-
tal, inorganico, lipidico e &cido solfivel foi aquéle descrito
por CHEN, TORIBARA e WARNER (1956). As amostras para a determi-
nagao de fdsforo prot@ico foram preparadas por duas técnicas di-
férentes: uma envolvendo precipitagdo das proteinas por TCA e
outra.por sulfato de amdnio. A primeira preparacac consistia em
tomar aliquotas de 0,2 ml de hemolinfa centrifugada € adicionar
0,8 ml de TCA 10% P/V. B&Apds a centrifugagido e desprezo do sobre
nadante, o sedimento era lavado com 1 ml de TCA 5% P/V e o sobre
nadante novamente desprezado. O sedimento era entac suspenso em
1,5 ml de etanol-&ter (2:1, v/v), aguecido a ebuligdo, centrifu-
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gado e o sobrenadante desprezado. O Gltimo passo era repetido 3
vezes. O sedimento era em seguida lavado com 1,5 ml de acetona e
depois incinerado e usado para a determinacao de fosforo pela
técnica referida acima.

A determinacao de fosforo protéico, envolvendo precipi-
tagdo das proteinas com sulfato de amdnio foi realizada tomando-
aliguotas de 0,2 ml de hemolinfa centrifugada e lhes adicionando
0,6 ml de sulfato de amonie saturado (& temperatura ambiente,
23°C). Apbs a centrifugacao e abandono do sobrenadante, © sedi-
mento foi lavado com 1,0 ml de sulfato de amdnio 75% saturado. A-
pds nova centrifugagdo e desprézo do sobrenadante, o sedimento
foi suspenso em 3,8 ml de etanol-éter (3:1, v/v), aguecido até a
ebuligéo, centrifugado e o sobrenadante, descartado. O ultimo
passo foi repetido uma vez e o sobrenadante final, apds incinera-

¢ao, foi usado para a determinagao de fosforo.

O contelido do fosforo protéico determinado apds a prepa
racac das proteinas por gualquer das duas técnicas descritas aci-

ma, & o mesmo.

Glicogénio. Amostras de 0,4 ml de hemolinfa centrifuga-
da eram desproteinizadas com O,1 ml de HClO4 2,5N. O sedimento
obtido por centrifugagao era lavado com 0,5 ml de HC10, 0,5N e
todos os sobrenadantes reunidos. A é&stes juntava-se 2,5 ml de e-
tanol abseluto e incubava-se a preparagao a 37% por 15 minutos.
Em sequida, o material era centrifugado e o sobrenadante despreza
do, O sedimento era entao lavado duas vézes com 0,5 ml de etanol
80%, evaporado em estufa a 60°C e usado para as determinagCes de
carboidratos pela reagao de antrona segundo MOKRASCH (1954). A
massa de glicogénio era calculada como giicose. E' possivel que
a fragao assim isolada e determinada contenha substancias antro-
na-positivas diferentes do verdadeiro glicogénio (BALMAIN,BIGGERS
e CLARINGBOLD, 1956).

Lipideos. Estes foram isolados quantitativamente de a-
mostras centrifugadas de hemolinfa pela técnica de FOLCH, LEE
e SLOANE-STANLEY (1957) e determinados gravimeétricamente, apds e-
vaporagao do solvente da extracac por pressao reduzida, & tempera

tura ambiente, até se obter peso-constante.
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Metais. A matéria organica de amostras de hemolinfa cen
trifugada com as precéques ja descritas, era destruida e ‘o mate
rial remanescente, apds diluigOes convenientes em agua bidestila~
da e deionizada era usado para as determinagdes de metais por es-
pectroscopia de absorcao atOmica. Para essa finalidade foi emprg
gado um "Atomic Spectrometer" da "Perkin-Elmer" operado pela srta

Yolanda Tavéres.

As determinagces de s0dio e pot&@ssio, entretanto, foram
realizadas sem destruigao prévia da matéria organica, por espec-
troscopia de chamas, em um "Flame Photometer Evans” da "Electro-
selenium Ltd.", gentilmente cedido pelo Dr. Gerhard Malnic.

Trés técnicas distintas foram utilizadas para a destru
icao da matéria organica. A primeira delas consistia em incine-
rar a hemolinfa em cipsula de platina ou porcelana (os resultados
foram idénticos) em uma mufla a 560°C até a formacgio de cinzas
‘brancas. Outra técnica consistia em destruir a matéria organica
da mesma forma gue a descrita por CHEN, TORIBARA e WARNER (1956)
antes de determinar fdsforo total. Por fim outra técnica utiliza
da consistia em aplicar a hemolinfa em guadrados de papel Whatman
nel de cérca de 4cm de lado e colocar O sistema em um frasco de
combustao de Schgniger para a sua destruicgaoc por radiagao infra-

vermelha.

Como os resultados obtidos com as trés técnicas de des-
truigdo foram idénticos passou-se a utilizar a técnica que f£osse

mais conveniente na ocasiao.

Proteinas. Estas foram determinadas utilizando-se o
procedimentc de LOWRY et alii (1951). Afim de se eliminar inter-
ferencias de compostos nao protéicos, a absorbincia de cada amos-
tra foi corrigida pela absorbancia do sobrenadante de uma duplica
ta desproteinizada com HClO4, em concentrac¢ao final de 0,5N; am-
bas absorbancias medidas apbs a reagac colorimétrica. Os titulos
de proteina foram calculados tendo albumina cristalina de soro

bovino como padrdo.



-29-

9. Cromatografia de troca idnica dos compostos ninhidrina-positi-

vos acido-soliiveis da hemolinfa

A preparagao das amostras de hemolinfa, coletadas como
descrito antes, para a identificagao e quantificagao dos compos-
tos ninhidrina-positivos acido sollveis, tanto hidrolizadas Quan—
to nao hidrolizadas, foi feita segundo LEVENBOOK e DINAMARCA{1966)

A cromatografia foi realizada em um "Beckman Aminoacid
Analyser, Model 120C", gentilmente cedido pela Dra. Rebeca C. de
Angelis, utilizando o procedimento para fluidos fisioldgicos for-
necido junto com o equipamento da Beckman e que consiste em uma
pequena modificacac do método de SPACKMAN, STEIN e MOORE{1958).

A identificacd@o de cada pico nos cromatogramas foi fei-
ta baseando-se em seu tempo relativo de eluic¢do, sua razao de ab-
sorbancia 440/570 mpy (ZACHARIUS e TALLEY, 1962) e em seu compor-
tamento na hidrdlise. O tempo relativo de eluicao dos compostos
permitia a sua identificacgao por comparacao com cromatogramas rea
lizados com uma amostra de 17 aminodcidos, cromatograficamente pu
ros adquiridos de "Mann Research Labotatories?, ou/e com cromato-
gramas publicédos (SPACKMAN, STEIN e MOORE, 1958; ZACHARIUS e
TALLEY, 1962; HAMILTON, 1963). Para a observagao do comportamen-
to dos compostos na hidrdlise, amostras eram hidrolizadas (ver a-
cima) e cromatogramas obtidos com essas eram comparados com agué-.
les de amostras nao hidrolizadas. Na identificacao de varios pi-
cos nao foi possivel utilizar todos ésses critérios. Nesses ca-

sos, a identificacdo foi considerada apenas tentativa.

Os resultados quantitativos foram obtidos por integra-
cao da Area sob os picos dos cromatogramas e utilizando constan-
tes de cOr para cada aminoacido, conforme determinado nos crbmatg
gramas padroes. No caso de compostos que nao estavam presentes na
mistura padrao, usou-se a constante de cdr média, corrigida  por
fatores fornecidos pela "Beckman Instruments Inc."” adequados para
cada modelo de equipamento e correspondentes a cada composto. No
caso de peptideos usou-se a constante de cor média. Essa constan
te média & obtida tomando-se a média de tddas as constantes de
¢br para os aminc@cidos comuns exceto: histidina, lisina, argini-

na, prolina e cisteina.
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As concentragOes de serina, treonina, tirosina e proli
na nas amostras hidrolizadas foram elevadas de 15, 5, 6 e 5% res
pectivamente para compensar as perdas durante a hidrdlise acida.
As . corregoes foram calculadas para o tempo de hidrSlise de 18
horas utilizado aqui, a partir dos resultados de HIRS, STEIN e
MOORE (1954).

10. Preparacao dos pigmentos da hemolinfa

Um volume ae hemolinfa centrifugado era reunido a 19
volumes de clorofdrmio-metanol 2:1 (v/v, ambos redestilados) bem
agitados e filtrados em papel de filtro quantitativo, pré-lavado
com clorofdrmio-metanol. Ao filtrado adicionou-se 0,2 volumes
de Agua deionizada e apds agitacao o material foi centrifugado a
11500g por 10 minutos. A faseAsuperior aquosa continha um pig-
mento de cOr limdo, enquanto que a fase lipidica apresentava uma
cdr alaranjada. A fase aquosa apds ser evaporada a pressao redu
zida e ao abrigo da luz, teve o seu residuo dissolvido em meta-
nol 90% (v/v) e lavado por agitacgdo com igual volume de éter de
petrdleo (p.e. 30-50°C) duas vézes. Depois disso o pigmentc cOr
de limao teve o seu solvente novamente evaporado e foi conserva-
do no vacuo e ao abrigo da luz até a sua utilizacao. Essa prepa
ragdo & chamada daqui- para diante de pigmento limao.

A fase lipidica foi evaporada & pressdo reduzida e ao
abrigo da luz e em seguida, seu residuo foi dissolvido em é&ter
de petrdleo (p.e. 30—5000), Essa diésoluqéo»foi imediata e com-~
pleta o que indicava, juntamente com a cor alaranjada, que se
tratava de carotendides. O material dissolvido em éter de petrd
leo, apds duas lavagens por agitagao com igual volume de agua
deionizada, foi recolhido, evavorado e conservado no vacuo, ao
abrigo da luz até a sua utilizacdo. Essa preparagdo & denomina-
da daqui para diante de carotendides da hemolinfa.

A saponificacdo dos carotendides da hemolinfa foi rea-
lizada essencialmente como recomendado por KARRER e JUCKER(1850)
A amostra foi dissolvida em 2 ml de KOH 12% em metanol,transferi
de para tubo de ensaio, ao qual,juntou-se alguns cristais de pi-
rogalol e deixou-se 25 minutos a 75°C,apés fechar o tubo com al-

dogao. Esfriou-se o tubo em gélo e adicionou-se 6ml de agua deio
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nizada e 4 ml de eter de petrdleo (p.e. 30°-50°) . Depois de a-
gitar bem, a fase do &ter de petroleo foi recuperada, lavada por
agitagOes com agua e usada em seguida ou conservada no vacuo, ao
abrigo da luz, apds evaporagio do solvente.

11. Ydentificacao dos carotendides

A identificagdo dos carotendides da hemolinfa foi ten-
tada utilizando-se: partigéo.em duas fases, cromatografia de ad-
sorgao em hidroxiapatita e um teste qualitativo para astaxantina.

Partigao. A separagdo dos carotendides da hemolinfa em
carotenbides epifisicos e hipoffisicos foi feita por particdo en-
tre &ter de petrdleo (p.e.30°-50°C) e metanol 90% v/v (Cf.KARRER
e JUCKER,1950). Com essa finalidade, a amostra dissolvida em é-
ter de petrbleo (p.e. BOO-SOOC) foi juntada a igual volume de
metanol 90% v/v, agitada e deixada a repousar.

" Cromatografia. A montagem da coluna de hidfoxiapatita

foi feita como se segue. Uma coluna de vidro de 1,2 cm de dia-
metro foli preenchida infefiormente com algodao formando uma cama
da-de 2 cm de altura. Efste algodao foi préviamente lavado  com
acetona e éter de petrdleo. BApbs fechar a extremidade inferior
adicionou-se uma suspensao de hidroxiapatita em 8ter de  petro-
leo, suficiente para produzir uma coluné de sedimento de 8,0 cm
de altura. Seguiu-se a adigdo de uma suspensSo de Na,SO, em é&-

2574
ter de petrdleo, para produzir um sedimento de 1,0 cm de altura.

As amostras de carotendides saponificadas ou naoc eram
&iﬁselvidaé em éter de petrdleo (p.e. 30°-50°C) e aplicadas na
coluna. A separagido dos carotendides ao longo da coluna de hi-
droxiapatita era feita com éter de petrdleo (p.e. 30°-50°C), en-
Juanto que a sua eluigao para fora da coluna era realizada com
solventes aplicados na seguinte ordem: éter de petrdleo (p.e.30°
-SOOC), acetona 7% em eter de petréleo e acetona.

Teste qualitativo para astaxantina. O teste foi reali
zado como descrito por GOODWIN e SRISUKH (19439). O t-butdxido

de potassio usado no teste fol preparado segundo  JOHNSON e
SCHNEIDER (1963).
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12. Preparagao do casulo I, II e III e determinacdo da massa pro-

duzida por individuo

Diferentes grupos de larvas maduras limpas em nimero co
nhecido foram colocadas em recipientes forrados com um papel de
filtro mantido sempre Gmido. Os grupos apds iniciar a  produgido
de casulo tinham as suas larvas removidas em tempos adequados, o
péso-séco do casulo produzido até a ocasiao era determinado e Tza
partir dJdo nilmero de larvas presentes era calculada a produgdo
por larva. Para facilitar o estudo, o periodo de produgao do ca-
sulo foi dividido em 3 fases. A primeira fase corresponde & pro-
dugdo do casulo do inicio até o comego do 49 periodo do 49 esta-
dio; a segunda, do comego do 49 periodo até 59 periodo e a tercei
ra fase do 59 periodo até a muda pupal. O casulo produzido do ini
cio até o fim da primeira fase foi denominado de casulo I; do ini
cio até o fim da segunda fase, de casulo II; e do inicio até o
fim da terceira fase, de casulo III. Evidentemente, pela nomen-
clatura usada o casulo III corresponde ao casulo terminado, en-
quanto gue os demais correspondem ao casulo em fases anteriores

de produgao.

13. Determinacio da solubilidade do casulo

Amostras sécas e trituradas de casulo pesando cérca de
100 mg foram colocadas em tubos de centrifuga préviamente levados
a péso-constante. Essas amostras eram lavadas 3 vézes com 5 ml
de dgua deionizada cada vez. A recuperagao do material insolivel
foi sempre realizada por centrifugagcao a 11500g. O material re-
manescente apOs as lavagens foi pesado depois de ter sido séco a
péso-constante em estufa a 100°C. A diferenca de péso observada
em relagao as amostras antes de serem lavadas, foi considerada co

mo a massa de material hidrossolivel.

Amostras de cérca de 100 mg de casulo, lavadas com agua
como descrito acima, foram colocadas em tubos de centrifuga pré-
viamente levados a péso—constante. Adicionou-se em cada tubo 5ml
de acido acetico 10% (v/v), agitando com bastac até a efervescen-
cia observada desaparecer. Apds centrifugacdo a 11500 g, o sedi-
mento foi lavado duas vézes com 1 ml de Acido acético 10% e uma

vez com 1 ml de dgua. O sedimento remanescente das lavagens foi
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séco a péso constante e pesado. A diferenga do Gltimo péso e ©
inicial foi assumido como massa de material hidroinsollivel e aci-

do acético sollivel. O sedimento remanescente no final foi denomi

nado frag¢ao insoluvel do casulo.

14. Determinacdes quimicas do casulo

Amino&cidos da fragao insoltvel serao discutidos no

item 16.

a—amino-N total insolivel. Amostras sécas de cérca de

50 mg da frag@o insoliivel, preparadas como descrito acima foram
hidrolizadas em 100 ml de NaOH 5N a 100°C por 8 horas. Aliquotas
diluidas do hidrolizado eram acertadas para pH 6,0 com.acido acée-
tico glacial e o contefido de a-amino N foi determinado pela téc-
nica de ROSEN (1957), usando como padrac DL-leucina.

Carboidratos insoliveis e purificacao de melanoidinas.
Amostras sécas de cérca de 10 mg da fracao insolivel do casulo fo
ram hidrolizadas em baloes volumétricos de 10 ml, com cérca de
2 ml de HC1 3N, a lOOOC, durante varios periodos de terpo. Termi

nada a hidrdlise, as amostras eram acertadas para 10 ml com Aagua
e filtradas em la de vidro. Esses filtrados foram utilizados pa-
ra a determinagcdao de hexosaminas, &cidos urbnicos, agucares neu-
tros e para a purificagao e isolamento de melanoidinas.

As hexosaminas foram determinadas nos filtrados usando
uma modificagao do método de ELSON-MORGAN, apbs purificagao em
Dowex-50, como descrito wpor BOAS (1953). Foi utilizado como pa-

drao galactosamina HCl purificada em Dowex-50 como as amostras.

Os aglcares neutros foram determinados nos filtrados dos
hidrolizados pela reagao de fenol-H,S0,, segundo a técnica de
DUBOIS et alii (1956). Todas as determinagoes foram realizadas
ha presenca e auséncia de fenol. O valor aceito para cada amos-
tra foi a diferenca entre as duas determinacoes. Esse cuidado foi
tomado para eliminar as interferéncias devido & produgao inespe-
cifica de cor rgsultante do aguecimento com H2804. Glicose foi
utilizada como padrac nessas determinagoes. Deve-se notar que O
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método de fenol-H,S0, é empregavel para agiicares neutros e acidos
urdnicos. Entretanto, como no presente material o contetdo de a-
cidos urdnicos € insignificante em relagdo ao conteiido de carboi-
dratos total medido com fenol—HZSO4 (ver Resultados), a presente
determinagao pode ser considerada uma detexminacao de aglcares
neutros.

Os &cidos urdnicos foram determinades nos filtrados dos
hidrolizados apds reagao com carbazol, segundo GALAMBOS (1967)
utilizando acido glicurdnico como padrao.

0 isolamento de melanoidinas dos filtrados dos hidroli-
zados foi conseguido como se segue. Amostras dos filtrados fo-
ram aplicados em uma coluna de Dowex-50 preparada . como descri-
to por BOAS (1953) e eluidas com 10 ml de agua, seguido de 5 ml
de HCl1 2N. Nessas condig¢Oes os carboidratos &cidos e neutros, a-
minodcidos e hexosaminas sao liberados da coluna, enguanto que o
pigmento ainda fica retido. PBsse foi entao eluido com NaOH  2N.
Apds neutralizagdo o eluato foi submetido & reagao de ELSON-MOR-
GAN na modificac¢ao proposta por BOAS (1953) e seu espéctro de ab-
sor¢ao realizado. A absorbincia em cada comprimento de onda foi
corrigida pela absorbancia do pigmento purificado e na mesma d&i-
luic3o gue aquéle medido apds a reagao de ELSON-MORGAN.

Carboidratos solQGveis. Foram determinados segundo DUBOIS

et alii (1956) usando o mesmo cuidado para eliminar interferénci

as descrito acima.

Carbonato. Foi identificado no casulo como descrito em
seguida. Cérca de 50 mg de casulo foi colocado em um sistema fe-
chado, 2 ml de HZSO4
em banho-maria. O gas liberado foi recolhido em solugao saturada

0,1N foram adicionados e o frasco aguecido

de Ca(OH),. Afim de evitar qualquer davida guanto a4 identidade do
precipitado branco formado na solugdo de Ca(OH)z, cérca de 50 mg
de casulo foi préviamente tratada com HZOZ 100 volumes e em se-

guida o procedimento acima foi repetido.

Cinzas. Foram determinadas apds © aquecimento em cadi-
nho de porcelana a SOOOC, em mufla, até produzir cinzas brancas.
Foram usadas amostras de casulo séco (determinacado de cinzas to-
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tais) e de casulo apds lavagens em agua e &cido como descrito no
item 13 (Geterminag3c de cinzas insoliiveis).

Lipideos. Foram determinados como descrito para hemo-
linfa.

Metais. Foram determinados como descrito para hemo-
linfa, com exce¢ao de K" que foi determinado como os outros me-
tais, isto &, por espectroscopia de absorgao atdmica, apds des-
truicdo da matéria orgdnica.

Nitrogénio-total da fragdo insollivel do casulo foi de-

terminado segundo o método de Kjeldahl, como recomendado por
ALBANESE e ORTO _(1963),

Proteinas solliveis. Foram determinadas como descrito

por LOWRY et alii (1951), usando albumina cristalina de sdro bo-
vina como padrao.

15. Cromatografia em papel de carboidratos do casulo

Amostras de cérca de 7 mg de casulo lavado em agua

e
dcido (ver Item 3) foram hidrolizados em 1 ml de HCl 3N por 2
horas a 100°C. 0s hidrolizados filtrados em 13 de vidro foram a

plicados diretamente no papél de cromatografia.

O sistema de cromatografia usado foi sempre o descenden
te em cuba pré-saturada com o solvente a ser empregado para de-
senvolver o cromatograma. Foram usados dois tipos de. sistemas
solventes: um déles consistia em butanol-etanol-agua (10:1:2,
v/v/v) com um tempo corrido de 92-94 horas e o outro em butanol
piridina-agua (3:1:1, v/v/v) com uma corrida de 27-29 horas. 0
papel para cromatografia usado foi Whatman n? 1. e em apenas um
caso foi usado papel Whatman 3MM que produziu resultados idénti-
cos.

A revelacao dos cromatogramas foi realizada usando uma
ligeira modificagdo do sistema de nitrato de prata introduzido
por PARTRIDGE e WESTALL (1948). Foi-usado também um sistema de
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revelagao especifico para hexosaminas, baseando-se em uma modifi
cacao do método de ELSON-MORGAN desenvolvido por PARTRIDGE e
WESTALL (1948).

A identificagao dos carboidratos foi realizada corren-
do amostras de carboidratos conhecidos no mesmo cromatograma e
comparando-se as migragbes. A comparacac da migrag@o de um com-
posto em cromatogramas diferentes foi feita pelo seu RG, defini-
do pela razao entre sua migragao e a da glicose no mesmo cromato

grama.

16. Cromatografia na troca idnica de amino3cidos da fracao inso-

livel do casulo

Amostras de 6-9 mg da frag@o insolivel do casulo sécas
e finamente pulverizadas, foram pesadas em ampolas. Adicionou-
se 2 ml de HCl 6N em cada ampola. Estas foram seladas & vacuo
(110 mm Hg) e 3 delas aquecidas a 105°¢ por 22 horas, enguanto
gue 3 outras por 70 horas. Entao ox contelido das ampolas e as
lavagens dessas foram filtrados em la de vidro. Os filtrados fo
ram recolhidos, liofilizados e depois dissolvidos em 4,0 ml de
tampao citrato de sb6dic pH 2,20 (0,2N em sddio). Aliguotas de
0,25 ml désses foram aplicados em um "Beckman Aminoacid Analyser
Model 120C", gentilmente cedido pela Dra. Rebeca C. de Angelis, e
as cromatografias foram realizadas usando o procedimento de 2
horas para hidrolizados protéicos, descritos em boletins técni-

cos fornecidos juntamente com O equipamento.

A identificagao e quantificagao de cada pico presente
nos cromatogramas foi feita como descrito no Item 9 acima. Os
titulos dos aminodcidos instdveis em dcido foram extrapolados pa
ra tempo zero de hidrdlise, como descrito por HIRS, STEIN e
MOORE (1954), a partir dos resultados obtidos nos dois tempos de

hidrolise empregados.
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17. Determinacao de péso—-séco e metais nos tubos de Malpighi

As larvas eram dissecadas em NaCl O,1M, os tlbulos de
Malpighi removidos, lavados em NaCl e deixados de maneira a per-
mitir o escorrimento da solugao de lavagem. Depois disso é&les
eram colocados em pesa-filtros préviamente levados a péso-cons-
tante e sécos até péso-constante, em estufa a 100°C, para deter
minagao de seu pésc-séco ou aplicado em quadrados de papel What-
man n? 1 e usados para a determinacao de metais, comc descrito
no item 8, com exce¢do do K, que também foi determinado por es-
pectroscopia de absergao atdmica, apds destruigdc da matéria or-

ganica.

18. Determinacao de glicogénio e péso-séco do corpo gorduroso

As larvas eram dissecadas em NaCl O,1lM, 0s cOrpos gor-
durosos centrais eram removidos, lavados- em NaCl O,1M e deixa-
dos de maneira a permitir o escorrimento da solucao de lavagem,
em tubos mantidos no gélo. Depois disso éles eram usados vara
as determinacoes de glicogenio ou colocados em pesa-filtros e
sécos até péso-constante em estufa a 100°c, para determinagéo de

seu péso-séeco.

0 glicogenio do corpo gordufoso foi preparado a par-
tir de hidrolizado alcalino do tecido de forma similar aquela
descrita por BELL e YOUNG (1934). ApOs a sua preparacao o glico
génio foi quantificado por reagao com antrona, segundo MOKRASCH
(1954), usando glicose como padrdao. E' possivel que a fracac &%
sim isolada e determinada contenha subs¢ancias antrona-positivas
diferentes do verdadeiro glicogénio (BALMAIN, BIGGERS e CLARING-
BOLD, 1956).



REAGENTES

Os aminodcidos usados eram produtos cromatograficamen-
te puros da Mann Research Laborgtories.

A hidroxiapatita empregada era produtoc especial para
cromatografia em coluna (Bio Gel HTP) fornecida pelo Bio Rad La-
boratories, Richmond, California.

Eter de petrdleo foi obtido por destilacao fracionada
(fragao de p.e. 30°-50°Cc) do produto técnico.

Etanol também foi obtido do produto técnico por desti-
lacao simples.

Cloroformio, metanol e butanol eram produtos analiti-

cos da British Drug Houses e eram redestilados antes de usar.

As resinas de troca idnica Dowex empregados foram obti
das da Sigma Chemical Company.

Todos os demais reagentes empregados foram produtos a-
naliticos obtidos principalmente da British Drug Houses, E.Merck
A. G. e J. T. Baker.



RESULTADOS

A. Quimica da hemolinfa de larvas de R. americana

1. Resultados Gerais

A hemolinfa de larvas maduras de R. americana € um 1i-
quido escurc, avermelhado, formado por 89% em massa de agua e 11%
de substancias sdlidas. Seu pH medido sem entrar em contacto
com o ar é de 7,27, a 25°C ou 37°C e & similar ao determinado
para outros Diptera Nematocera (Cf. BUCK, 1953).

O abaixamento do ponto de congelagao observados em mé
dia & de —0,402°C, que corresponde a uma osmolaridade de 216 mi
liosmoles. Esse abaixamento € pequeno em relacao acs demais in-
setos, com excegac de larvas aguaticas de Diptera (Cf. BUCK,
1953}. TORUMARU, FERRI e WORSMANN (1968) encontraram uma OSmo-
laridade correspondente a 320 miliosmoles para a hemolinfa de
R. americana, utilizando método baseado na alteragao ou nao do
tamanho de gotas de hemolinfa fechadas em capilares e separa-
das por camadas de ar de gotas de solugOes de KCl de concentra-
gBes conhecidas por 24 horas. Bsses resultados sao, entretanto ,
de valor duvidoso porque a hemolinfa possui numerosas enzimas hi
droliticas como amilases, esterases, proteases, fosfatases,
etc. (FLORKIN e JEUNIAUX, 1964) e & dificil Se assegurar que nao
tenha havido intensa hidrdlise de compostos durante um periodo
tao longo e & temperatura ambiente Além do mais, meios com
osmolaridade de cérca de 216 miliosmoles foram feitos e usados
Com sucesso para a incubagdao de glandulas salivares de R. ame-
ricana (LARA e TOLEDO, citado em ARMELIN, MENEGHINI e LARA,
1969; TERRA et alii, manuscrito em preparagao).

A densidade média da hemolinfa de larvas maduras & de
1,043 que & um valor elevado entre insetos (Cf. BUCK, 1953).

A hemolinfa da maioria dos insetos apresenta hemocitos
em circulagao que podem ocupar volumes de até 15% do volume to=
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tal da hemolinfa, em certas ocasices como na muda (BUCK, 1953).
Em R. americana, o volume ocupado pelos hemocitos & de cérca
de 0,3% do volume total da hemolinfa, o gque dispensa a necessi-
dade de se corrigir os titulos dos compostos determinados no
plasma (hemolinfa centrifugada) para hemolinfa total. O valor
de 0,3% obtido concorda com a maioria dos determinados para he-
molinfa de insetos (CE. BUCK, 1953).

A hemolinfa de larvas de R. americana deixada em re-
pouso por periodos de até 15 horas & temperatura ambiente, na
auséncia ou presenca de hemocitos, naoc coagula e escurece muito
pouco. Por outro lado, amostras de hemolinfa centrifugadas e
diluidas 10 vézes com &gua deionizada, mesmo mantidas no gélo,
escurecem e floculam intensamente apds 2 horas, resultando em
espésso sedimento cinzento escuro. Entretanto, se uma centri-
fugacao for feita logo apds a diluigdo, resulta em sedimento ama

relado, correspondente a apenas 3% das proteinas da hemclinfa.

2. Cromatografia dos compostos ninhidrina—poéitivos sollveis

em agido

A figura 1 mostra um cromatograma tipico de uma amos-
tra de compostos ninhidrina-positivos acidos soliveis, nao hidro
lizada, de hemolinfa de larvas de R. americana do 29 periodo
{45-48 dias de idade). Para facilitar a visualizagao, alguns
picos foram ampliados, ficando fora da escala que & 1l:4.

A-identificagso dos picos apresentados a seguir foi
feita utilizando os critérios referidos em Métodos: 7, acido
aspartico; B, treonina; 9,.serina; 12, prolina; 13, acido glu-
tamico; 14, glicina; 15, alanina; 18, valina; 19, cistatio-
nina; 20, metionina; 21, isoleucina; 22, leucina; 25, tiro-
sina; 26, fenilalanina; 29, ornitina; 30, amdnia; 32, lisi-
na; 34, histidina; 35, triptofano; 36, arginina (Ver figura
1).

O pico n® 10 (figura 1) poderia ser identificado como
asparagina e/ou glutamina porgue o© método utilizado ndo permite
a resolugaoc dos - dois componentes. Entretanto, como TUNDISI et
alii (1964), encontraram em um estudo gualitativo da hemolinfa de
R. americana os dois compostos, utilizando cromatografia em pa-
pel, o0 pico foi atribuido a ambos 0s compostos.
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Os picos n? 5, 11, 23, 31 e 33 foram atribuidos a pep-
tideos numerados respectivamente 1, 2, 3, 4-e 5 (ver figura 1).
A identificagao désses picos baseia-se no fato de seus tempos
relativos de eluigao nao corresponderem a nenhum composto ni-
nhidrina-positivo encontrivel nos cromatogramas publicados refe

ridos em Métodos e desaparecem por hidrdlise.

Os picos que se seguem foram identificados tentativa-
mente baseando-se nos seus tempos relativos de eluigado: 1, fos
foserinas; 2, fosfoetanolamina; 3, taurina; 4, uréia; 6, me
tioninas sulfdxidos; 16, acido ¢-amino-adipico; 17, acido ©@-
amino-n-butirico; 24, glicosamina; 27, B-alanina; 28, acido

v-amino-butirico (figura 1).

A quantificacdo dos picos dos cromatogramas foi reali-
zada como descrito em Métodos e a Tabela II apresenta a média
dos resultados obtidos em 3 determinagOes independentes. O des-
vio médio observados nas determinacoes ficou na maioria dos ca-
sos entre 5 e 15%. VariagOes dessa ordem e até maiores  foram
observadas em determinagtes semelhantes realizadas em outros in
setos (LEVENBOOK e DINAMARCA, 1966).

O valor apresentado para o £itulo de triptofano deve
ser inferior aoc que ocorre "in vivo", porgue ésse aminoacido so
fre destruigao parcial durante as desproteinizacoes da hemolin
fa, na preparacac da amostra para andlise (MOORE e STEIN,1954).
Os titulos encontrados para acido glutamico devem estar ligeira
mente superestimados e aguéles da glutamina + asparagina, subes
timados, devido a hidrolise parcial das amidas, especialmen-—
te giutamina, durante a preparagéo e analise das amostras
(MOORE e STEIN, 1954).
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TABELA II

Compostos ninhidrina-positivos, solliiveis em acidos, da hemolinfa

de larvas de R. americana, 29 periodo, de 45-48 dias de idade 1
Composto Concentragéo Composto Concentragao
mM mM
Fosfoserina 0,07 'Peptideo-l 0,20
Ac. aspatico 0,35 Peptideo-2 1,18
Treonina 13,15 Peptideo-3 9,01
Serina , 5,30 [l Peptideo-4 0,95
Prolina 8,05 Pepntideo-5 1,38
Ac.glutamico 7,65 total de peptideos 12,78
Glicina 0,96
Alanina ' 2,11 Amdnia 26,25
Valina 3,92 Fosfoetanolamina 1,31
Metionina 0,41 total geral 102,96
Isoleucina 0,61
Leucina 1,78 a-amino-N total? 94,0
Tirosina 2,06
Fenilalanina 0,27 Tragos3
Ornitina 2,42
Lisina 4,67 Taurina +++
Histidina 2,76 Uréia ++
Triptofano 1,40 Metioninas sulfdxidos +++
Arginina 0,89 Ac. a-amino adipico +++
Cistationina 0,63 Ac. %-amino-n-butirico  +++
Glutamina+asparagina 3,22 Glicosamina ++
Total de aminoacidos 62,62 B-alanina ++
Kc. v-amino-butirico ++

1. Para maiores detalhes, consultar o texto.

2. Determinado na fragao acido sollivel da hemolinfa como descrito
em Métodos.

3. Tragos sao denominados 0s compostos que nas diluigdes emprega-
das (ver Métodos) nao podem ser convenientemente estimados.
Correspondem a concentragoes inferiores a 0,05 mM. O sinal
(+++) indica que o composto foi encontrado 3 vézes em 3 anali-
ses e (++) indica que foi encontrado 2 veézes em 3 andlises.
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A concentracao dos aminodcidos & elevada, como & ca-
racteristico de insetos, especialmente os Endopterygota (FLORKIN
e JEUNIAUX, 1964). Os amino&cidos predominantes na hemolinfa
sao: treonina, prolina, A&cido glutdmico e serina, que juntos
perfazem mais do que 50% da concentragao total de aminodcidos’
livres da hemolinfa. A ocorréncia de &cido glutdmico e prolina
entre os aminodcidos mais concentrados € tipico de inse-
tos Endopterygota (FLORKIN e JEUNIAUX, 1964). E' interessante
assinalar a auséncia, até mesmo de tracgos,de cisteina ou cistina
e citrulina. Cisteina, entretanto, também nao foi detectado
em varios outros Diptera como: Gastrophilus intestinalis (LEVEN-
BOOK, 1850a), Phormia regina (LEVENBOOXK, 1966). E' notavel tam-—

bém a concentragao relativamente elevada da ornitina e a ocor-
réncia de cistationina na hemolinfa, embora esta 3j& tenha sido

identificada em outros insetos (WYATT, 1961).

Os peptideos ocorrem em pequeno nimero, embora a sua
concentragao total seja consideravel. Dois déles sao acidos e
3 déles; representando ceérca de 87% do total dos peptideos, sao
neutros ou basicos, a julgar pelos seus tempos relativos de e-
luigdo. A concentracao do peptideo 3, gque corresponde a 70%
do total dos peptideos, s8 & superada entre os aminoacidos pela

treonina.

Varios insetos apresentam concentragfes muito baixas
de amdnia na hemolinfa circulante, mas depois que essa & retira-
da da larva a sua concentracao cresce raoidamente a partir de
precursores desconhecidos (WIGGLESWORTH, 1965;LEVENBOOK, 1950a).
Como nenhum estudo foi feito nesse sentido em R. americana, a e-
levada concentragcao de amdnia atribuida & hemolinfa nesta  tese
deve ser considerada com certa reserva. Outro motivo para essa
reserva & o fato da concentragao de aménia determinada na hemo-
linfa, 26,3 mM, exceder de cinco vézes aguela concentragac consi
derada toxica, gque & 5 mM (CRAIG, 1960).

A razoavel concordancia observada entre a soma dos
compostos ninhidrina-positivos e a determinacac direta de g-ami-
no N, indica gue nenhuma fragao quantitativamente importante da-

queles compostos deixou de ser analisada.
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TABELA. III

Aminoacidos da fracao &cido soliivel da hemolinfa de R.
americana, 29 periodo,45-48 dias de idade, apds hidrélisel

Aminoacido Concentragéo2 Aminoacido Concentragéo2
mM oM
Histidina 19,87 - Isoleucina 1,26
Acido aspartico 8,72 Fenilalanina 0,84
Acido glutamico . 10,13 Arginina 1,42
Lisina 6,73 Alanina 2,60
Prolina 9,57 Valina 4,11
Glicina 2,03 Metionina 0,56
Leucina 2,84 Tirosina 2,17
Ornitina 3,11 Treonina 13,45
Serina 5,99 Total 95,40

1. Para maiores detalhes, consultar Méetodos.
2. Média de duas determinacgoes.

A concentragao dos aminoacidos presentes na fragao a-
cido solivel da hemolinfa (aminoacidos livres) apds hidrdlise a-
cida é de 95,40 mM (Tabela III). Isso significa que a hidrdlise
dcida aumenta a concentracao de aminodcidos livres de 32;70 mM.
Assumindo que ésse incremento & consequéncia da hidrdlise dos
peptideos da hemolinfa, a razao entre esse valor e o titulo de
peptideos na hemolinfa corresponde ao nimerc médio de residuos de
aminoicidos presentes por peptidec. f£sse nimero & 2,56 e corres-
ponde a uma Superestimativa, porgque havendo outros peptideos nao
identificados, éles fariam o numero obtido baixar. Utilizando o
niimero médio de residuos de aminodcidos, por peptideo e conside-
rando as concentragoes relativas dos varios peptideos, é possivel
estimar o nimero de residuos presente em varios peptideos identi-
ficados. Assim, o peptideo 3 que corrésponde a 70% dos peptideos
deve ser um dipeptideo, caso contrario a média de resIduos de
amino@cidos seria certamente superior aguela cbservada. Além dis

so, como j& foi acentuado acima, .a média de 2,56 possivelmente de
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ve estar superestimada, © que reforga ainda mais a conclusao
acima. Assumindo que o peptideoc 3 € um dipeptideo, os veptideos
2, 4 e 5 devem ter no maxime 10 residuos, enquanto que o pepti-
deo 1, por ocorrer em baixa concentragao, nao permite nenhuma es
timativa segura.

A Tabela IV,mostra a participacgao porcentual dos va
rios aminofdcides no incremento aminoacidico total, apds.a hidrd-
lise acida da porgao &cido solfvel da hemolinfa. Se fOr admiti-
do, como foi feito acima, que o referido incremento é resultan-
te da hidrGlise dos peptideos da hemolinfa, a Tabela IV é uma
boa estimativa da composigao pdrcentual molar dos aminodcidos pep
tidicos.

& presenga de ornitina, na Tabela IV deve ser conse-
guéncia de variacoes amostrais, porque a ornitina & um aminodci-
do tipicamente livre. Variagaes amostrais devem ger responsa-
veis também pela presenga na Tabela de varios aminoicidos cuja
participa¢ao no incremento € pequena como: tirosina, metionina,
etc. A participacao do acido aspartico e glutamico no incremen-
to real & menor do gue o indicado na Tabela, porque parte déles
se originaram da hidrdlise das amidas correspondentes. Apesar
de tddas as restricoes acima, a Tabela IV permite concluir que
os peptideds sao compostos principalmente de histidina e acido
aspartico, e em menor grau de acido glut@mico, lisina e outros.
A ocorrencia generalizada de histidina explica porgue os pepti-
deos presentes em .concentracoes mais significativas sao neutros
ou basicos, a julgar pelos seus tempos relativos de eluigao.
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TABELA IV

Participacao porcentual dos varios aminodcidos no incremento

aminoacIdico total, apds hidrdlise Acida®

~ Aminodcido % do Aminodcido % do
incremento total : incremento total

Histidina 45,0 Isoleucina 1,7
Acido aspartico 22,0 Fenilalanina 1,5
Acido glutdmico 6,5 Arginina | 1,4
Lisina 5,4 '} Alanina 1,3
?rolina 4,0 ' Treonina 0,8
Glicina 2,8 Valina 0,5
Leucina 2,8 ' Metionina 0,4
Ornitina 1,8 Tirqsina 0,3
Serina ‘ 1,8 Total 100,0

* Dpados calculados a partir das Tabelas II e III.

0 peptideo~3 como foi discutido acima, deve ser um di-
peptideo e, consequentemente, os aminoacidos derivados de sua
h;drélisé devem corresponder a cérca de 55% dos aminodcidos to-
tais liberados por hidrolise. Caso seus dois residuos sejam
iguais deverd ocorrer um aminodcido gue perfaga aproximadamen-
te 55% dos aminoadcidos totais liberados por hidrdlise, enguanto
qué se os dois residuos forem diferentes, dever3 haver pelo me-
nos dois aminoacidos que correspondaﬁ a 27% dos aminodcidos to-
tais. Uma inspegaq na Tabela IV permite observar que os re-
sultados s3o favoraveis & hipStese de que o péptideo-3 seja
constituido por dois residuos de histidina ou por um residuo de
histidina e outro de &cido aspértico. O tempo relativo de elui-
gao do peptideo~3 (Figura 1) favorece a hipOtese de que éle se-
ja formado por um residuo de histidina e outro de &cido aspidrti
co.
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3. Apresentacac dos resultados das andlises gquimicas

As concentragoes de Ca, Na, K e Cl na hemolinfa de
larvas maduras de R. americana (Tabela V) sao similares as de-
terminadas para grande nimero de insetos, enguanto que a concen-
tracao de Mg &€ muito elevada, sOmente compardvel com aquelas en-
contradas em alguns Lepidoptera e Coleoptera (BUCK, 1953; PROS-
SER e BROWN, 1961). ConcentragOes semelhantes as apresentadas
na Tabela V para Cu e Zn foram determinadas em outro Diptera :
Gastrophilus -intestinalis (LEVENBOOK, 1950a).

TABELA V

Composicao quimica da hemolinfa da larva de R.
americana, 29 periodo, 45-48 dias' de idade*

Composto mg/100 ml
Mg 110
Ca 12,9
Cu 0,49
Zn 0,81
Fe 1,60
Na 77,5
K 67,6
P-inorganico 9,7
P-acido-soluvel 55,4
P-lipidico 10,2
P-protéico 2,8
P-total 65,5
Hc03' (pH 7,270) 42,1
cl : 47,6
Proteina . 6,9 g/100 ml
arboidrato total 201
Trealose 140
Glicogénio 1,4
Lipideo total 520
Acido citrico 391
Cin;as** 460

Os resultados referentes a ¢ompostos ninhidrina-
positivos encontram~se nas Tabelas II e III. Pa
ra maiores detalhes consultar o texto.

*%* pApenas uma determinagao.
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O contefido de fosforo total na hemolinfa de R. ameri-
cana é elevado e a maior parte déste estd ligadoc a compostos or-
ganicos acido-solfiveis, © que & caracteristico da classe Insec-
ta (WYATT, 1961). SO foram identificados na fragao f8sforo aci-
do solivel organico: fosfoetanolamina e fosfoserina (Tabela II).
O resultado apresentado para fOsforo protéico poderia estar su-
perestimado se ocorressem acidos nucléicos na hemolinfa. O fato
da proteina obtida por precipitacdao com sulfato de amdnio apre-
sentar ¢ mesmo conteiido em f£6sforo gue aquela precipitada por
acidos, indica que o fésforo considerado protéico nao estid con-
taminado com fosforo de acidos nucléicos. Isso porque nas con
digbes salinas eﬁpregadas DNA n3@ao se precipitaria e RNA presen-
te em concentragoes de pelo menos até 100 ng/ml, também nao,
conforme foi observado em experiéncia controle utilizando RNA
citoplasmatico de glandula salivar de R. americana.

O titulo de citrato encontrado & bastante elevado, en-
tretanto, titulos elevados como &sse ocorrem em outros Diptera
e em outros insetos, o que levou a se considerar ésse fendmeno
uma caracteristica de larvas da Classe Insecta (LEVENBOOK e
HOLLIS, 1961).

Trealose & o carboidrato predominante - da hemolinfa,
como ocorre em grande numero de insetos (WYATT, 1961; FLORKIN,
e JEUNIAUX, 1964), enguanto que glicogénio ocorre em peguena

concentragao.

As determinacOes para lipideos totais na hemolinfa de
larvas de insetos (BUCK, 1953; WYATT, 1961) sao da mesma ordem

de grandeza do valor encontrado em R. americana.

A concentragaoc de proteinas encontrada na hemolinfa
de R. americana & superior a média determinada na hemolinfa de
larvas dos demais insetos (Cf. BUCK, 1953; ENGLE e WOODS, 1960),
o0 que ja poderia ser antecipado por sua osmolaridade baixa, mas
densidade e conteldo de sdlidos mais elevados gque a média dos

outros insetos.

As determinagbes de pCO, a 37°C deram em média (3 de-
terminagoes) 15,7 mmHg. A partir dessa determinacao foi calcu-
lado (ver Métodos) o valor para bicarbonato apresentado na Ta-
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bela. O titulo para bicarbonato "in vivo" deve diferir um pouco
do apresentado. Primeiro porque a dissociacgao do acido carboni-
co e a solubilidade do c02 na hemolinfa foram assumidos serem
iguais aos determinados no plasma humano, © que pode nao ser
correto. Em segundo lugar, porgue a temperatura em que foi de-

-

terminado pCO2 (37°C) & diferente daquela em que o animal normal-
mente vive, que & 20°C. se forem corrigidos os valores obtidos
a 37°% para bicarbonato, utilizando os parametros fornecidos por
GAMBINO (1961) para o sangue humano, o valor "in vivo" seria 46%
mais elevado que aquéle determinado. Entretanto, o pH da hemo-
linfa parece nao variar significantemente, com a temperatura
(pH medidos a 25°C e 37°C s3o idénticos). Se for admitido nésse
caso gue a variagao da concentragao de bicarbonato depende apenas
da variagao de pCO, e da solubilidade do CO, com a temperatura,
novo calculo permite concluir que o bicarbonato "in vivo" seria
cérca de 17% menor do gue aquele apresentado. Dessa forma, em-
bora o valor determinado para bicarbonato deva diferir do valor
presente "in vivo"” aquéle deve representar uma boa estimativa
désse.

pO, foi determinado a 37°c, resultando em média (3 de-
terminacoes) 65,3 mmHg. Esta medida foi feita apds um periodo de
60 segundos necessario para o aparelho entrar em equilibrio.
fsse valor representa uma subestimativa, pois as leituras nao se
estabilizam, caindo continuamente. Bsse resultado deve ser cau-
sado pela oxidagao de substancias fendlicas presentes na hemolin
ta, oxidagao essa que se inicia assiiv que a hemolinfa é retirada,
resultando em um consumo de oxigénio e impedindo medidas corre-
tas de pO,, a nao ser que se faga a determinagao diretamente no
interior da hemocela larval (WEINER, 1965).

4. Pigmentog

0 espectro de absorgao da hemolinfa total de larvas de
R. americana (figura 2) mostra 3 picos de absorgao: um em 270~
280 mup, outro a 310 my e o Gltimo a 460 mu. O pico a 270-280 mu
deve resultar da presencga de tirosina,fenilalanina e triptofano
ligados a proteinas e uma pequena parcela aos mesmos aminoacidos,

porem livres,conforme pode se concluir pela existéncia de um pico



-51-

A
znoo(
1,800 |-
we00|
he00]
—— HEWOLINFA TOTAL
~-w- SOBRENADANT
1,200 £ Ci0
«+ewe S8OBRENADANTE AGIDO
SULFOSSALIGILICO
1,000].
0.000(
\
o001
0,400[
0200}
. \~_-- e,
-.--.._--_';__~_.
—_—a ! " 1 O S SR U O EN N S P EE e b
249 280 820 360 400 440 480 620
Admyu
Figura 2 - Espectro de absorcao da hemolinfa de larvas maduras

de R. americana. O espectro da hemolinfa total foi feito ap0s

diluigcao de 50 vezes em agua deionizada e aqueles dos  sobrena-

dantes de desproteinizacao com HClO4 0,5N ou acido sulfossali=~

cilico 3% (P/V) foram realizados apos neut;alizagéo com NaOH
e numa diluigao final de 50 vezes.
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nessa mesma posigéo em amostras desproteinizadas com HCJ_O4 0,5N
{figura 2). O pico a 310 mu deve estar ligado a existencia de
proteinas, pois éle quase desaparece apds a desproteinizagdo. O
pico a 460 mH, parece corresponder a carotendides ligados a pro-
teinas, conforme sera mostrado abaixo. E' interessante observar
ainda o fato de que o sobrenadante da desproteinizagdo com aci-
do sulfossalicilico apresenta absorgao nos comprimentos de onda
mais curtos do espectro visivel, contrariamente ao sobrenadante
de HClO4 (figura 2). A referida absorcao confere ao sobrena-

dante acido sulfossalicilico uma ¢br 1limao, enguanto que o SO-

brenadante HClO4 é incolor.

0 sobrenadante de amostras desproteinizadas com TCA
10% (p/v) ou com &cido tungistico (Van SLYKE e HAWKINS, 1928),
apresenta um espectro de absorgac semelhante Aquele obtido apds
precipitacac das proteinas com HC104, 0,5N, enguanto que ague-
las amostras desproteinizadas com 100% de saturagao em (NH4)2504
ou com um volume de clorofdormic apresentam sobrenadantes cujos
espectros sao idénticos aqueles obtidos apds precipitacao com
acido sulfossalicilico 3% (P/V). Esses resultados indicam que
a maior parte dos pigmentos deve estar ligada a proteinas, pois
sao precipitadas por todos precipitantes de proteinas usados.
Deve-se assinalar, entretanto, o fato de um pigmento de cor li=
mao nac ser precipitado por 4&cido sulfossalicilico 3% (ver fi-

gura 2), sulfato de amonio saturado e clorofdrmio.

A figura 3 mostra o espectro de absorgao do pigmento
de cOr limao apds a sua preparagac e purificag@o como descrito
em Métodos. O seu residuo obtido apds a evaporacgdo de seu sol-
vente por pressao reduzida . ao abrigo da luz é soliivel em: agua
deionizada, NaCl O,1M, etanol 60% (V/V), KOH 5% (P/V) em meta-
nol e NaOH O,1N. O residuo nao é solivel em éter de petrdleo
(p.e. 30°-50°C) e acetona.

O residuc do pigmento cor de lim3o solubilizado em a-
gua & precipitavel em HC1l0, O,5N, mas mantém-se soliivel em eta-
nol 60% apbs aquecimento a 75°C por 10 minutos ou apds adigdo de
um volume de clorofdrmio.
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O pigmento cbr de limao apds solubilizacdo em A&gua,
adi¢ao de um volume de HClO4 4N produz um sedimento que apds la-
vagens com HC10, O,5N d3 reagao positiva em testes colorimétri-
cos para proteina (LOWRY et alii, 1951) e para carboidrato (DU~
BOIS et alii, 1956).

As preparacoes do pigmento de cdr limao apresentam uma
intensa fluorescéncia amarelo-esverdeado quando expostos a U.V.
de comprimento de onda longo (315-380 mu), enquanto gue com U.V.
de comprimento de onda curto (200-280 my) , nenhuma fluorescén-

cia é observada.

A fluorescencia das preparagtes € mantida mesmo em
H,80, 0,5N, NaOH O,1N ou em meios agquosos com ditionito de s6-
dio em guantidades supersaturantes.

O pigmento que permanece no sobrenadante apds as des-
proteinizacoes da hemolinfa com acido sulfossalicilico, 3% ou
sulfato de amonio 1l00% saturado, depois de purificado por preci-
pitagao com HC1O, O,5N, lavagens com o mesmo &cido e dissolugao
em etanol 60% produz um espectro de absorgao idéntico &quele
do pigmento cdOr de limac, discutido acima. Além disso, €sse pig
mento apresenta o mesmo tipo de fluorescéncia que o pigmento 1li-
mac. Isso permite concluir gue o pigmento da hemolinfa precipi-
tavel com sOmente alguns precipitantes de proteina deve ser o

pigmento cor de limao.

As propriedades observadas do pigmento de cOr limao su
gerem que ésse seja uma cromoglicoproteina. Os resultados mais
indicativos dessa hipdtese sao: a sua solubilidade em etanol 60%
e sulfato de amoniio saturado, além da reagdo positiva cbservada
para proteinas e carboidratos. Os resultados indicam ainda que
a molécula crombgena do pigmento deve ser muito estavel e que
grupos ionizaveis naoc devem estar comprometidos com a estrutura
responsavel pela fluorescéncia, porgue essa nao e alterada na
presenga de um redutor como ditionito de sddic e nem em meios
acidos ou basicos.

Os resultados obtidos com a partigao dos carotendides
da hemolinfa entre éter de petrdleo (p.e. BOO-SOOC)e metanol
90% como descrito em Métodos, indicam- que ésses carotendides
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sao predominantemente epifadsicos, embora ocorra também uma pe
qguena concentragao de pigmentos amarelados hipofasicos.

amostras de carotendides da hemolinfa, saponificadas
ou nao, separam-se em 6 bandas coloridas ao longo de uma coluna
de hidroxiapatita (ver Métodos), durante eluigao com éter de pe-
trdleo. A continuagdo da eluigao com éter de petrSleo permite
o isolamento de duas fracoes distintas (Fragao I e 1II) corres-
pondentes as bandas 1 e 2 respectivamente (bandas numeradas se-
gundo migragao decrescente). A adigao de acetona 7% em éter de
petrdleo elui as bandas 3 e 4 em uma Gnica fragao (Fragao III),
enguanto que adigdo de acetona elui as bandas 5 e 6 na fragao
Iv. . Esses resultados estao sumarizados na Tabela VI, juntamen
te com informagoes sObre as cOres correspondentes a cada banda.

TABELA VI

Posicdo das bandas de carotendides na coluna de hidroxiapatita, .

apds desenvolvimento com éter de petrdleo, eluentes usados e
fracoes distintas obtidas

N? da bandal Cor da banda Eluente Frag3o recolhida
1 amarela éter de petrdleo I
2 vermelha éter de petrdleo I1
3 amarela acetona 7% em é&ter I1I
4 alaranjada acetona 7% em &ter ITI
5 amarela acetona v
6 alaranjada acetona v

1. Numeracao segundo ordem decrescente de migracao com éter de
petrdleo (p.e. 30°-50°C).

A banda 2 & bem mais intensa que tOdas as demais reuni
das. A banda ! & de intensidade intermediaria, as bandas 3, :5
e 6 s3o muito fracas € a banda 4 & mais intensa do que as Glti-
mas, embora menos gue a banda 1. Em vista desssas observagoes
nenhuma tentativa foi feita de se isolar os pigmentos das fra-
goes III e IV.



=56~

a
0,100 -
e-—— FRAGAD I
FRAGAO 11 A

0,080

0,060

0,040

0,020
470 §10 650

380 A (mp)

Figura 4 - Espectro de absorgdo das fragdes I e II dos carote-

noides da hemolinfa, apds preparacdo e cromatografia em hidro-

xiapatita, como descrito em Métodos. O espectro da fracao I
foi realizado em hexano e o da fragdo II em piridina.
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A fragdo IV e possivelmente também a fragao III contém
xantofilas, devido a intensa adsorcio de seus pigmentos consti-
tuintes & hidroxiapatita, que devem corresponder aos pigmentos
hipofasicos observados na partigdo entre éter de petroleo e me-

tanol 90%.

A figura 4 mostra os espectros de absorcao das fragdes
I e II, apls evaporagao do &ter de petrdleo a pressdo reduzida
e ao abrigo da luz e redissolucao em hexano e piridina, respecti-~
vamente. A confrontagdo dos espectros obtidos com aquéles  dos
carotenoides mais conhecidos (KARRER e JUCKER,1950) permite a
suposigao de que o pigmento da fragdo I seja B-caroteno. Essa su-
posicao & fortalecida pelo fato daquele pigmento praticamente ndo
ficar adsorvido na coluna, como seria de se esperar do g~carotenos .
Nenhuma identidade pOde, entretanto, ser atribuida com seguran-—
ca ao pigmento da fragao II. E' interessante assinalar a -seme-
lhanga de seu espectro com aquéle do astaceno em piridina.

Um teste gualitativo para astaxantina (ver Métodos) foi
aplicado & fragao II (fragao predominante) de carotendides ex-
traidos da hemolinfa e cromatografados no mesmo dia. A experién-
cia visava testar a afirmagao de TUNDISI et alii (1964) de que a
éstaxantina & o pigmento predominante na hemolinfa, embora a fra
cdo II nao tivesse o comportamento na coluna esperado para asta-
xantina e nem o seu espectro (Cf. KUHN e SORENSEN, 1938). O re-

sultado foi negativo.
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B. Quimica do casulo coletivo de R. americana

1. Apresentacao geral dos resultados

A composicao geral do casulo ITII calculada a pértir

das analises quantitativas apresentadas nos itens seguintes, &

mostrada na Tabela VII, Os valores apresentados saoc médias de

3 determinacgoes.

TABELA VII

Composicao guimica do casulo coletivo de R. americanal

Constituinte % do
casulo em péso

Material hidrossoluvel nao identificado ) 4,3

Carboidrato solivel? 2,4

Proteina solfivel? 4,4

CaCO3 3 43,5

Galactosamina insolivel? 1,9

Acidos urdnicos insolﬁveis4 0,2

Aglcares neutros insolﬁveis4 8,2

Proteina insolivel® 33,6

Cinzas insoliiveis 6 4,3

Lipideocs <1,0

Total 7 102,8

1. A composigdo se refere ao casulo III, isto &, ao casulo acaba
do. Maiores detalhes no texto.

2. Proteinas ou carboidratos determinados na:lavagem com agua a-
dicionados agqueles medidos na lavagem com acido acético.

3. Assumindo corresponder ao material hidroinsoliivel e &cido a-
cético soliivel. A massa de proteinas e carboidratos solivel
nessas condigoOes foi subtraida.

4. Extrapolado para tempo zero de hidrdlise acida da fracao do
casulo remanescente ap0s as lavagens em &gua e acido (fragao
insolivel do casulo).

5. Calculado a partir Jos amino&cidos de hidrolizado &cido da
fragao insolivel, extrapolado para tempo zero de hidrdlise.

6. Determinadas na fragaoc inscluvel do casulo.

7. Excluido lipideos.
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A analise abrangeu a totalidade dos componentes do ca-
sulo, exceg¢ao feita naturalmente a compostos que possam estar
presentes em’quantidades insignificantes. A caracteristica mais
notével do casulo & o seu alto contéudo em CaCO5 e em proteinas
e carboidratos insoliiveis em todos solventes utilizados (ver abai
xX0) .

2. Solubilidade, contelido de. cinzas e metais

Apenas uma pequena parcela do casulo € hidrossoluvel
(Tabela VIII). Dessa frag@o 2,5% correspondem a proteinas e 1,6%
do péso séco do casulo a carboidratos, remanescendo 4,3% de ma-
terial hidrossollivel nao identificado.

A massa de material solivel em Acido acético 10% apls
a lavagem com agua & de 46,2% do péso-séco do casulo. Cérca de
0,8%,em péso séco do casulo, dessa fragao é carboidrato e 1,9%
& proteina. A massa resultante de 43,5% do péso seco do casulc
deve corresponder a CaCO3 (ver abaixo).

Apds as lavagens com agua e &cido acético 10% sobram
45,4% do casulo. Essa fracao foi denominada fragdo insoliivel do
casulo {ver Métodos). Psse material permanece insolivel nocs se-
‘guintes solventes empregados, tanto a guente (37°) quanto a tem~
peratura ambiente (22°C): SDS 10% (P/V), urdia 6M, Acido fofmico
50% (P/V), HCl 2N, KOH 1M e NaHCO3 M.

TABELA VIII

Solubilidade e conteudo de cinzas do casulo III de

*
- Rhynchosciara americana

i

Determinagao péso-szcgmdo casulo
Massa hidrossoliivel ' 8,4
Massa hidroinsolivel, ‘ i
Acido acético soliivel 46,2
Massa insolivel 45,4
‘Cinzas totais ‘ , 32,5
Cinzas insolﬁveis** 4,3

* Para maiores detalhes consultar Metodos. Os resultados sao medias

. e 3 determinagoes.

Determinadas na frag3o insoliivel do casulo.
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0s resultados mostram gue existe massa considera-
vel de cinzas no casulo e gue a maior parte dessas & soluvel em
acido acético 10%, enquanto que a fragao insoliivel & essencial-
mente organica. As analises de metais do casulo (Tabela IX)
indicam que calcio é o metal predominante, correspondendo
a 19% do peso-séco do casulo; conseguentemente, as cinzas das
lavagens em acido acético devem ser correspondentes a compostos

de calcio.

TABELA IX

*
Metais no casulo IXIT de R. americana

Metal % do casulo (P/P)
Ca 19,0
Fe 0,108
Zn » 0,024
Mg _ 0,002
Cu 0,002
K 0,001

N )
Para maiores detalhes consultar Metodos.

Os resultados sao médiasde 3 determina-
goes.

Um teste gualitativo para carbonatos realizado como
descrito em Métodos, indiqou a presenca de quantidades conside-
raveis de carbcnatos no casulo. Esse resultado juntamente com
os apresentados acima sugerem gue porcao hidroinsoliivel e &dcido
acético soliivel do casulo & carbonato de cadlcio. Os cilculos a-
presentados a seguir mostram que a hipbtese referida € bastante
verossimel. Calculando todo o Ca presente no casulo como CaCO3
resulta em 47,5%,que & similar 3 massa determinada como material
hidroinsoliivel e &acido acético soliivel, apds subtrair a massa
de proteinas e carboidratos soliiveis. Por outro lado, calculan-
do as cinzas correspondentes a todo Ca presente no casulo resul-
ta em 26,6%, que & bem proximo dos 28,8% presente nas lavagens
do casulo, como seria de se esperar se praticamente todo Ca es-
tivesse na forma de CaCOB.
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3. Carboidratos

A hidrdlise acida do casulo & acompanhada por um amar-
ronzeamento da solugao. A curva de absorbancia a 400 mp (Figura
5) da uma idéia da progressaoc de formagao de um pigmento amarelo
amarronzado. E' interessante observar que a maior parte do pig-

mento & formado nas primeiras 6 horas de hidrdlise.

O pigmento amarelado (melanoidina) produzido durante a
hidrdlise e purificado como descritc em M&todos apresenta as se-
guintes propriedades: carater altamente basico, a julgar pelo
seu comportamento em Dowex-50, fluorescéncia azulada intensa em
U.V. de comprimento de onda longo (315-380 mu) e uma fluores-
céncia fraca, mas tambem azulada em U.V. de comprimento de onda
curto (200-280 my). Além disso o pigmento d& reagao positiva
com reagente de ELSON-MORGAN para hexosaminas, apresentando um
espectro de absorgac nessas condigoes com dois picos (Figura 6)
As propriedades désse pigmento sao similares aos produtos da
"reacao de Maillard" (Cf. ELLIS, 1959). Essa reagac consiste
em uma reagao entre proteinas e carboidratos durante o aqueci-
mento. Dessa forma, o incremento em melanoidinas observado du
rante a hidrOlise do casulo (Figura 5) deve ser acompmanhado de
uma destruigao désses, mais intensa no inicio e decrescendo de-
pois de 6 horas. E' interessante observar que mesmo no tempo
zero de hidrolise ja existe uma pequena quantidade de  melanoi--
dina. E' possivel que essa tenha sido formada ao se secar a
amostra de casulo afim de se determinar o seu péso-séco antes
da hidrdlise. Reag¢ao de Maillard em amostras Umidas submeti-
das a agquecimento & fenomeno conhecido h& ja algum tempo (LEA,
HANNAN e GREAVES, 1950; ELLIS, 1959).

A figura 5 mostra o resultado das determinagoes de
carboidratos neutros na fragao insoliivel do casulo III apds va-
rios tempos de hidrdlise. A destruicac dos aglcares neutros
apds 4 horas de hidrdlise .segue uma cinética de 12 ordem. Se
admitirmos gue a destruicao dos carboidratos seque a mesma ve-
locidade desde o inicio da hidrdlise, o gue & bastante prova
vel, a melhor determinagéo para agﬁcares neutros seria dada pe-
la extrapolagao grdfica da curva de cinédtica para tempo zero
de hidrdlise. Dessa forma a porcentagem em massa de agicares

neutros presentes na fragao insolivel seria de cérca de 18%. A
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validade dessa extrapolagao & apoiada ainda pelo fato dela es~
tar de acdrdo com a previsao feita acima, baseando-se na forma
¢3o das melanoidinas, de que a maior parte da destruigdo dos

carboidratos deveria ocorrer antes de 6 horas de hidrdlise.

0 mesmo tipo de argumentacdo apresentado acima justi-~
fica a aceitag3o das extrapolagSes, para tempo zero de hidrdli-
se, como a melhor determinagao de acidos urodnicos (Figura 5) e
galactosamina (Figura 7), que € a Unica hexosamina presente no
casulo (ver abaixo). Os valores extrapolados para acidos urdni-
cos e galactosamina sdo, respectivamente: 0,45%.e 4,1% da fragdo

insolavel do casulo.

Os resultados de cfomatografias em papel feitas em
dois sistemas solventes diferentes (2 cromatogramas em cada
sistema) permitiram a idéntificaqSO'de glicose, galactose e ga-
lactosamina nos hidrolizados Acidos da frag&o insoliivel do ca-
sulo. Uma mancha pouco intensa, mas constante de todos croma-
togramas e com elevada migragio, n3c " pdde ser identificada co-
mo nenhum dos carboidratos: ribose, xilose, manose, frutose,
glicose, galactose, galactosamina, glicosamina, sorbose, N-ace-
tilglicosamina e N-acetilgalactosamina. A identificagao de ga~- .
lactosamina como Qinica hexosamina presente nos Hidrolizados foi
confirmada em 2 cromatogramas revelados com reagente de ELSON-
MORGAN.

4. Compostos nitrogenados

Além de aminoacidos e galactosamina parece nao ocor—
rer nenhum composto nitrogenado em quantidades éignificantes
nos hidrolizados da fragao insoliivel do casulo (Tabela X). O
fato da soma do nitrogeénio dos compostos nitrogenados identifi-
cados exceder o contetido de N total deve ser devido a conjuga-
cao de dois fatdres. O primeiro déles & o fato de gue o© méto-
do de Kjeldahl classico empregado, de tubo aberto, n3o permitir
uma recuperacao de N rigorosamente guantitativa, como corre com
o método do tubo selado e nem tac precisa (JACOB,1965). Alias,
recuperagoes relativamente baixas de nitrogénio determinado pelo
método de Kjeldahl foram também observados eém cuticulas de inse-
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tos (HACKMAN e GOLDBERG, 1971) e em varios outros produtos naturais
(STITCHER, citado em HACKMAN e GOLDBERG, 1971). Em vista disso, os
valores para N-total mais exatos seriam mais elevados do que aque-
les obtidos. O segundo fator a ser considerado & uma possivel su-
perestimativa do nitrogénio de aminodcidcs como consequéncia de va-
riagoes amostrais.

TABELA X

Compostos nitrogenados da fracao insoluvel do casulo IIT

de R. americana

Determinagao % em N da fragdao insolivel
N de aminoacidos 1 10,0
N de galactosamina 2 0,3
Soma dos anteriores 10,3
N-total (Kjeldahl) ° 8,7

1. Calculado a partir da analise de aminodcidos, anss
correcao para tempo zero de hidrdlise. Ver Métodos.

2. Calculado a partir do valor extrapolado para =zero
da Figura 7.

3. Média de 3 determinagoes realizadas como descrito
em Métodos.

Acido glutdmico, dcido aspartico, serina e  treoni-
na sao os aminoacidos mais abundantes da fragdo insolavel do ca-
sulo, juntos correspondendo a 42% do total de aminodcidos (Tabela
XI). A composicdo de aminoacidos da fragao insolivel do casu-
lo assemelha-se mais &aquela do pupdrio de L. cuprina do que a
qualquer outra apresentada na Tabela XT.
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TABELA XI

Composigac porcentual molar dos aminoacidos da fragao insoliivel

do casulo III de R. americana e de outros produtos de insetos

$ em moles

Casulo ITI Pupario Sec;eqio Fibro;na Seda tipe

minoierso  Rosieriow  Eoew | Saliver; pooymehia ! colisens
- Ac.glutdmico 11,6 10,9 12,79 0,8 - 9,8
Ac.aspartico 10,9 9,1, | 6,18 3,5 5,8
Serina " 10,2 8,3 9,39 5,1 ' 11,0
Treonina - 9,3 4,7 ) _2,96 .0,6 3,5
Glicina 8,1 13,1 4,51 31,4 27,5
Leucina 7.3 - 4,1 1,88 ,2 2,2
Alanina 6,4 8,0 . 10,54 47,8 13,8
Valina - 6,0 6,6 2,84 0,6 ' 3,8
Isoleucina 5,5 2,3 - -1,96 - 0,3 2,0
1/2 Cistina 4,5 1,5 12,88 - -
Lisina . 4,2 2,9 _ 11,09 0,3 1,7
Tirosina 4,0 3,2 - 5,6 2,5
Fenilalanina 3,4 3,1 - o,1 0,4
Prolina ’ 3,1 7,8 2,49 0,3 ] 9,7
Arginina 2,5 3,8 13,02 1,9 4,0
Histidina 2,0 3,9 - 1,5 " 0,5
Metionina 1,0 0,3 7,42 - -
B-alanina - 6,4 = - -
Hidroxilisina - . - - - “ 1,8

1. As determinagCes foram realizadas em hidrolizados &cidos e corrigi
das por perdas devido & hidrGlise como descrito em Métodos.

2. Calculado a partir de GILBY e MCKELLAR (1970).
3. Segundo GROSSBACH (1969).

4. Calculado a partir de LUCAS, SHAW e SMITH (1960).
5. Segundo LUCAS e RUDALL (1968).
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5. Producao e composicao do casulo em funcao do tempo

O péso-séco do casulo em distintas fases de sua pro-
ducao é mostrado na TABELA XII. Conforme ja foi apresentado em
Métodos, o casulo III correspondente ao casulo j& terminado, en-
guanto que o casulo II e casulo I correspondem ao casulo produ-
zido até o inicio do 59 periodo e inicio do 49 periodo, respec-

tivamente.

TABELA XII

. - - ) s *
Aumento do peso-seco do casulo ao longo do desenvolvimento

Péso-séco do casulo

mg/produzido/larva Casulo
0,43 I
1,53 11
3,47 III

* -~ -
Os valores determinados sao medias
de 3 determinagoes. Detalhes sao
encontrados em Metodos.

A alteracao mais evidente gue ocorre no casulo durante
o desenvolvimento & um aumento porcentual. da fragdo hidroinso-
livel-acido acético sollivel, que foi admitida corresponder ao
CaCO3
do de Ca, como seria de se esperar na base do que ja foi assumido

(Tabela XIII). Ocorre também um grande aumento no contei~

acima e dos resultados apresentados no item B.2 anterior. Isso
parece indicar que a deposicao de CaC0O4 no casulo ocorre prefe-
rencialmente apds o 49 periodo do 49 estadio.
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TABELA XIII

Composicao quimica do casuloc em trés

etapas do desenvolvimentol

Porcentagem do peso-séco do casulo

Determinagao Casulo I Casulo II Casulo III
Material hidrossolivel 3,0 _ 3,1 8,4
CaCO4 2 11,0 40,4 43,5
Ca . 7.5 18,5 19,0
a-amino-N insolﬁvel3 5,18 2,49 2,46
Fragao insolavel 4 84,2 . 54,5 45,4

1. Todas medidas, salvo indicagao em contradrio, sao médias de
trés determinagoes. Procure Métodos para detalhes.

2. Assumido corresponder ac material hidroinsoliivel e acido
acetico soluvel. A massa de proteinas e carboidratos so-
l1vel nessas condigoOes j& foi subtraida.

3. Determinado por reacao de ninhidrina apds 8 horas de hi-
drolise_alcalina da fragao insolivel do casulo. Os resul-
tados sac médias de duas determinag¢oes e nenhuma corregao
foi aplicada devido a destruigao de aminoacidos sensiveis.

4. Material do casulo remanescente apds lavagens com agua e
acido conforme descrito em Metodos.

E' interessante notar também um aumento na fragao hi-
drossoluvel do casulo III quando comparado com o II ou I. Isso
pode estar relacionado com o fato do casulo III ser obtido no
fim do periodo pré-pupal (pupatfarata), quande as larvas sao
de remocao dificil do casulo, sendo impossivel  evitar extrava-
samento de fluitb exuvial de umas ou de hemolinfa de outras.
Dessa forma, o incremento em material hidrossolivel poderia ser
derivado‘dos fluidos acima referidos, assim como das fezes que
o animal elimina normalmente durante todc o feitio do casulo e
que, conseguentemente, ocorrem em maior guantidade no casulo
III. Conforme ja foi anresentado anteriormente, proteina é o
componente majoritario da fragao insoliivel do casulo III. Des-

sa forma as determinagdes de a-amino N insolivel, permitem uma
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comparagao preliminar da composigao da fracao insolivel nas
tres fases estudadas. Os resultados da Tabela XIII permitem
calcular que a porcentagem de c—amino N na fracao insollivel dos
casulos I, II e III é: 6,16, 4,57 e 5,40 respectivamente. Dessa
forma pode-se admitir tentativamente que a composicao da fracdo
insol@vel do casulo varia um pouco com o desenvolvimento, sendo
a fracdo do casulo I mais rica em proteinas e aquela do casulo

ITI a mais pobre porcentualmente.

Tentar obter valores para o conteQdo de proteinas in-
sollveis a partir desses dados de a-amino N é arriscado. Entre-
tanto, partindo dos valores de a-amino N pafa o casulo III, assu
mindo um péso-molecular médioc para o residuo de aminodcido de
120 e considerando gque a recuperagao em um hidrolizado alcalino
de albumina realizado e calculado como essas amostras de casulo
& de 74%, obtemos um valor de ceérca de 28,6% para as proteinas
insoltiveis. Esse valor concorda de forma razodvel com agquéle

obtido de forma mais rigorosa apresentado na Tabela VII.

A Tabela XIV mostra a massa produzida dos principais
componentes do casulo nas trés fases estudadas, enguanto gue a
Tabela XV_ mostra a velocidade de produgao désses componentes,

nas mesmas fases.
TABELA X1V

Producaoc dos componentes do casulo ao longo do

*
desenvolvimento

Intervalos estudados

Composto 39P——[49P  49P—|59P  5¢P—|pupa Total
Proteina insoluvel 268 350 552 1170
Carboidrato insolivel 82 106 170 358
CaCO3 47 572 891 1510

Os dados foram calculados das Tabelas XII e XIII, assumindo
que a fracao insoliivel dos casulos I eIl tem a mesma coOmpo-
si¢ao gque aquela do casulo III. Todos os resultados  estao
expressos em ug produzido/larva.
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O intervalo de produgao de casulo do 59 periodo até o
dia.anterior a .muda pupal foi considerado, para fins de calculo
de velocidade de produgao do casulo, como correspondente ao in-
tervalo do 59 periodo até a Oltima apdlise larval. Essa consi-
deracdo baseia-se no fato de gue apds essa apblise o inseto tor-
na=se uma pupa farata, funcionando do ponto de vista fisioldgico
como uma pupa (HINTON, 1946), sendo entao incapaz de continuar
a produzir casulo. 0 nimero de dias correspondente aos interva-
los: 39P ——| 49P, 49P —| 59P e 59P — pupa farata sido: 5, 3 e 2
dias respectivamente. As vézes o intervalo 59P —| pupa farata
dura 3 dias. Consequentemente as velocidades apresentadas na
Tabela XV correspondentes a ésse intervalo podem estar um pouco
superestimadas.

TABELA XV

Velocidade média de producao dos diferentes constituintes do

casulo em trés etapas de sua formacao*

Intervalos estudados

Compos to 39p—] 49P  49P—! 50P  50P —| pupa farata
Proteina insolivel 54 117 276
Carboidrato insolivel 16 35 85
CaCO3 9,4 191 446

Dados calculados a partir da Tabela XIV. Maiores informagOes de
vem 'ser procuradas no texto. Todos os resultados estao expressos
em pg produzidos/individuo/dia.

** fsses valores podem estar um pouco superestimados. Ver texto.

Os resultados indicam que a produgao de todos os com-
ponentes do casulo & mais intensa em t8rno do 59 periodo, especial
mente entre o 59P e pupa farata. E' interessante assinalar o fato
de gue enquanto a producao de proteinas e carboidratos insoliiveis &
duas vézes maior no intervalo 49P —| 59P em relacdo ao 39P — 4ep,
a produgao de CaCO, é 20 vézes maior. Isso sugere uma independéncia
entre os processos de produgao de CaCO, e aquéles de produgao de pro
teinas e carboidratos insoluveis. Entretanto, a velocidade de pro-
ducgdo de CaCO,, proteinas e carboidratcs insoliveis &€ aumentada de

maneira identica ao se passar do intervalo 49P — 59P para 59P —
suze farata,
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C. Aspectos quimicos e fisioldgicos durante o 42 estadio de

R. americana

1. Massa corpdorea e volume de hemolinfa

A larva de R. americana aumenta rapidamente de péso
até alguns dias depois da 33 muda, isto &, atée cerca de 26 dias
de idade (Figura B). Em seguida ainda cresce logaritmicamente
até ficar madura, isto &, atingir o ma&ximo desenvolvimento lar-
val. A:partir de entdc o inseto para de comer e comeca a produ
zir o casulo e a perder massa até a emergéncia do adulto (70
dias de idade). Uma inspeccao na figura 8 mostra que os desvios
das meédias de massas medidas em larvas com menos do que 48 dias
{(com uma excegao) sao peguenos. Esse fato torna possivel a uti-
lizagao da presente curva para a estimativa da idade fisioldgi-
ca de larvas, a partir da medida de sua massa. Essa estimativa
& muito Ttil, especialmente para insetos recolhidos na natureza,
porque antes dos 48 dias de idade existe apenas um marcador da
idade fisioldgica larval: a mudanga de cdr da larva, que ocor-

re em torno dos 32 dias de idade.

TOKUMARU, FERRI e WORSMANN (1968) obtiveram resulta-
dos muito discrepantes dos aqui apresentados, chegando a ve-
sar individues ainda na fase larval com 80 dias de idade, em
contraste tamb&m com as observagoes de outros autores (Cf. GUARA
CIABA e TOLEDO, 1%69). Essas diferencgas encontradas por TOKUMA-
RU, FERRI e WORSMANN, podem ser explicados por uma md termoesta-

tizacao do ambiente de criagao das larvas.

A determinagao dos volumes de hemolinfa presente nas
larvas e pupas de R. americana foi sempre realizado pelo método
de exanguinacao (Tabela XVI). Isto justifica~se pelo fato (ver
comentarios em Métodos) de que os resultados obtidos por esta
técnica e pela técnica de diluigao de corante serem semelhantes
em larvas com idades inferiores a 35 dias (Tabela XVII).
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Os tragos verticais representam o desvio padrao das médias indi

cadas, obtidas em 3 grupos independentes de insetos, apOs um mi-

nimo de 5 determinagoes em cada. Embaixo s3o indicados,além d&a

idade em dias apds a eclocsao, os intervalos correspondentes aos

periodos do 49 estaddio; 19, 29, 39, 49, 59, 69, pré-pupal (PP),
assim como do periodo pupal (ver detalhes em Métodos).
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TABELA XVI

Volume, proteina, ae-amino-N &cido soliivel e densidade na hemo-

linfa de R. americana durante o desenvolvimento 1arva1*

Estd Idade Volume de Massa de n-amino N Densidade da

410 Periodo (dias) hemolinfa proteina u_moles hemolinfa
: ul/ larva -rug/larva larva g/ml
111 - 20 3,28 18- 0,32 1,013
19P 22 6,0 32 0,53 -
i9P 27 9,5 54 0,91 1,023
19P 30 13,67° . - - -
29P 32 14,8 96 - -
20p 34 16,8 " 151 2,02 -
29P 35 17,2"% 201 - -
29P 38 16,7 267 - -
20P 41 19,2 542 1,53 1,026
v 29QP . 44 20,6 - 1,89 -
29P 45 . 20,6 887 2,00 1,032
29P 48 24,6 1700 2,31 1,043
39P 49 - 17,9 1790 2,29 1,037
40P 54 14,3 1890 1,30 1,058
5P 57 9,4 1190 0,93 1,057
pupa - 64 4,0 488 - 1,025
* - A metodologia empregada esta descrita em Métoaos.
*% - Volumes estimados usando a razao volule de hemolinfa (o,

. massa da larva
texto) .



_75..

TABELA XVII

Volumes de hemolinfa em larvas de R. americana

- . . *
usando duas tecnicas diferentes

Volume (pl/larva)

Idade (dias) Exanguinag3o Diluicac de corante

27 9,5 9,3

32 14,8 17,7

Detalhes em Métodos.

A razao volume de hemolinfa e massa de larva & cons-
tante (0,401 h 0,009 ul/mg) durante consideradvel parte do 49 es-
tadio, isto &, de larvas com 22 dias até 42 dias de idade. Esse
fato permite a estimativa rapida do volume de hemolinfa de lar-

vas nao maduras, conhecendo sua massa.

A razao volume de hemolinfa e massa corpdrea de lar-
vas maduras & de 0,31 - 0,39 ul/mg, durante os periodos 39, 49
e 59 ela & de 0,24 -~ 0,32 yl/mg e na pupa 0,11 - 0,15 yl/mg. Po
de-se concluir entao que o volume de hemolinfa diminui mais rdpi
damente do que o péso-séco do animal em pelo menos duas oportu-
nidades. 1Isso indica que de larvas maduras para 39P e de 59P pa
ra pupa deve haver transferéncia de 3gua da hemolinfa para os
tecidos. Essa interpretacdo estd de acdrdo com a hipdtese le-
vantada abaixo da hemolinfa servir como importante reservatdrio

de 3gua para o animal.
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TABELA XVIII

Péso-séco e contelido de agua das larvas de R. americana imedia-

‘tamente antes do infcio e apds o termino do casulo

" Periodo e idade (dias)

Determinagao
29P, 48 . pré-pupal, 63
Péso-séco da larva 10,7 6,5
* %
Bgua, total 58,7 22,4
E- X3
. Agua, hemolinfa . 22,9 3,7

- Média de duas determinagbes. Resultados ex-
pressos em - mg/larva.

** - Calculado a partir da diferenga entre péso-
fresco e péso-séco da larva ou hemolinfa.

Os resultados apresentados na Tabela XVIII permitem
calcular que a hemolinfa & respébnsavel por 37% do péso-fresco
e 26% do peéso-séco de larvas maduras, © gue lhe garante uma
imnortancia, pelo menos quantitativa, na vida do inseto. Além
disso, ésses resultados levam a conclusdo de gue a hemolinfa
é importante reservatdrio de agua para o animal, pois contém -
39% da &gua das larvas maduras e contribui com 53% da &agua
perdida pela larva durante a produgao do casulo, isto &, entre
o fim do 29 periodo e o periodo pré-pupal.

2. Determinacoes guimicas na hemolinfa

Os resultados das determinagoes de proteina, carboi-
dratos e a—amino-N acido soliivel e densidade da hemolinfa en-
contram~se na Tabela XVI e Tabela XIX. Esses mesmos- resulta-

dos estaoc também representados na figura 9.
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TABELA XIX

Contelido de carboidratos na hemolinfa durante o

desenvolvimento de R. americana

Idade . pg/individuo
Perfodo (dias) . : —
Carboidrato Trealose Glicogenio

1op 30 13,1 11,4 0,0

29P 32 32,3 26,2 0,2

29P 48 49,4 34,4 0,3

39P 49 35,8 24,4 0,3

49P 54 46,5 28,2 0,2

5QP 57 47,5 29,4 0,3
Pupa 64 34,6 27,6 -

Durante o 39 estadio e . 49 estddio até a idade de 48
dias ocorre um aclmulo generalizado de compostos na hemolin-
fa, resultando em um aumento de sua densidade. Apds o inicio da
producao do casulo ocorre ainda um ligeiro aumento na massa de
proteinas, seguido de uma queda grande até o fim do periodo estu
dado (pupa). Os compostcos ninhidrina-positivos &cido soluveis (a-
amino-N dcido solivel) diminuem em massa desde o inicio da produ-
¢dc do casulo até a fase de pupa. Carboidrato total cai no ini-
cio da produgao do casulo (39P), em seguida retorna ao valor ini-
cial e se mantém estlvel até a transformagao em pupg qguando cai
novamente. Trealose & o carboidrato predominante na hemolinfa de
R. americana durante todo o desenvoivimento larval, enguanto
gque glicogénio ocorre em massa insignificante.

@ inicio da elevagdo do contelido de proteinas na hemo
linfa (cérca de 30 dias de idade), coincide com a acentuagdo da
cdr avermelhada das larvas o gue marca o inicio do 29 periodo do
49 estadio.
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TABELA XX

Composicao de aminocacidos e pevrtideos na hemolinfa de larvas

de R. americana em virios periodos do 49 estadio™

U moles.lo—zglarva

Componente 30P (49 dias) ~ 49P (54 dias) © 50P (57 dias)
Arginina 1,38 0,86 0,75
Acido aspéartico 0,52 0,26 0,32
Treonina 24,28 12,60 8,35
Serina 7,13 2,54 0,85
Prolina 8,75 4,31 2,85
Acido glutamico 1,33 3,69 6,92
Glicina 2,70 2,09 1,36
Alanina 1,97 1,03 0,56
Valina 6,54 3,82 . 2,28
Metionina 0,38 0,22 0,17
Isoleucina 1,75 0,59 0,56
Leucina 2,68 1,13 1,04
Tirosina 5,26 3,68 3,06
Fenilalanina 0,39 0,30 1,37
Glutamina + Asparagina 5,60 5,42 2,71
AmOnia 43,80 21,60 24,60
Lisina 4,09 2,56 3,44
Histidina 7,16 4,96 5,20
Triptofano 2,18 2,32 1,23
Fosfoetanolamina 0,49 0,18 0,37
Cistationina 0,30 0,57 0,57
Fosfoserina 0,24 0,12 0,15
Ornitina 4,55 2,45 1,47
Peptideos 29,60 25,80 18,90
Total de aminoacidos 89,18 55,52 45,21

. Total geral 163,07 103,10 89,08

* Os valores apresentados sao médias de 3 determinacoes.

* % -~ - , -
Os numeros entre parenteses representam a idade cronoldgica

em dias apos a eclosao.
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Os aminoacidos e vpertideos encontrados nos periodos
3¢, 49 e 59 saoc os mesmos encontrados em larvas do 29 periodo
com 45-48 dias. Nenhuma modificag¢ao qualitativa importante foi

verificada.

Uma inspecao na Tabela XX permite a certificagao de
que a queda de a-amino N acido solivel observada durante a pro-
ducao do casulo (figura 9) realmente correspondam a uma queda na

massa de aminoidcidos e peptideos.

Os aminoacidos cuja massa mais cai entre 39P e 59P,
sao: treonina, prolina, serina e valina. Juntos éstes aminoaci-
dos respondem por 70% da queda total dos aminodcidos (em moles)
nesse intervalo de tempo. E' interessante notar que os referi-
dos quatrb aminoidcidos, correspondem juntos a 29% em moles da

protéina insoluvel do casulo IIT.

Os metais diminuem continuamente em massa durante
o final da vida larva, como pode ser observado na Tabela XXI.

TABELA XXI

Massa de metais na hemolinfa de R. americana em varias fases

*
do desenvolvimento larval

Perfodo Idade w9/ larva
(dias) o ca Cu Zn Fe Na K
3QP 49 6,57 3,46 0,103 - - 12,40 9,92
49P 54 4,8 2,47 0,049 0,086 0,272 11,51 8,08
59p 57 2,90 1,63 0,036 0,057 0,152 7,45 5,20
Pré~pupal 63 1,06 ©,59 0,045 0,032 0,081 - -

* Todos os valores apresentados representam médias de trés de-
terminagoes.

Os resultados da Tabela XXII mostram que a despeito de
alteragOes na composigao quimica da hemolinfa de R. americana du
rante o final do desenvolvimento larval, a osmolaridade permane-

ce contanté. As variacdes de pH estdo dentro das variactes in-
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dividuais, com a possivel excegao daguela do 49 P, cujo pH pare-
ce realmente ser ligeiramente mais baixo que dos demais periodos.

Os valores para cloreto e amonia sofrem alteragoes du-

rante o desenvolvimento.

TABELA XXII

Osmolaridade, pH, cloreto e amonia na hemolinfa de R. americana

*
em diferentes idades

Idade Concentracao (mM) Osmolaridade
perlodo (dias) Cloreto NH3 (m. osmoles) pH
39P 49 18,3 24,5 217 7,31
49P 54 25,0 15,1 216 7.18
5P 57 . 23,0 26,2 209 7,28

Todos os valores da Tabela representam médias de trés determi-
nagoes com excegao de pH, gque corresponde a apenas uma deter-
minagao realizada a 25°cC.

3. Péso-séco e glicogénio no corpo gorduroso

O corpoc gorduroso de R. americana & formado por duas
porgOes principais: uma central bastante volumosa e outra peri-
férica disposta em peguenos aglomerados laterais organizados
segmentarmente. Essa porcao periférica apresenta massa muito
pequena em relagdo ao corpo gorduroso central e & de dissecgao
dificil em larvas jovens. Devido a isso, sOmente o corpc gordu-
roso central foi pesquisado. £sse aumenta em péso-séco duran-
todo o desenvolvimento da larva até essa atingir a maturidade,
quando entdoc passa a corresponder a 38% dc péso-séco da larva
(Tabela XXIII). Valores dessa magnitude sao comuns em Holometa .
bola (WIGGLESWORTH, 1965),

O contefido de glicogénio do ccrpo. gorduroso € aprecia-
vel, crescendo até atingir um méximo no 49 periodo, quando cor-
responde a 18% do péso-séco do corpo gorduroso, declinando em se
guida até pupa (Tabela XXIII).
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TABELA XXIII

Péso-séco e glicogeénio do corpo gorduroso central durante o

. ] *
desenvolvimento de R. americana

Idade ug/individuo
Periodo (dias) ~ — - : —
Peso-seco Glicogenio
19P 30 610 -
29P 32 1170 85
29P 44 2400 -
29P 48 4100 578
3P 49 4060 678
40P 54 4109 756
59P 57 3820 602
Pupal 64 3200 266

* ~ - -
Os resultados apresentados sao medias de tres de-
terminagoes. Maiores informagoes, ver Metodos.

4. Péso-seéco e metais nos tubulos de Malpighi

Os t@bulos de Malpighi ocorrem em nimero de 4, desem-
bocam dois a dois no tubo digestivo de R. americana e apresentam
um conteiddo branco na sua porgao proximal. Esse contefdo aumen-
ta durante o desenvolvimento larval, atingindo um maximo na lar-
va madura (29P, 48 dias de idade) e a partir dal come¢a a dimi-
nuir. Por ocasido da dltima apdlise larval (inicio do periodo
pré-pupal, cérca de 59 dias de idade) os tibulos.de Malpighi a-
preséntam—se completamente vazios.
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TABELA XXIV

Péso-séco dos tlbulos de Malpighi antes e apds a formacao

do casulo

Periodo Idade mg/individuo _

(dias) Péso-séco CacCo,

29P 48 1,39 1,35
Pré-pupal 53 0,09 -

*
Calculado a partir do contetdo de Ca apre-
sentado na Tabela XXV.

A Tabela XXIV mostra O peéeso-séco dos tibulos de Mal-
pighi repletos com o contetdo branco na larva madura, e apos ¢)
seu total esvaziamento, depois da Ultima apolise larval. A dife
renca entre os dois valores permite estimar a massa do contetdo
branco: 1,30 mg/individuo.

O conteido branco dos tlbulos de Malpighi_torna—sé e-
fervescente em acido acé&tico 10%, o que sugere a presencga de car
bonatos. A ocorréncia de carbonato de cialcio em tiGbulos de
Malpighi j& foi documentada em larvas de numerosos insetos, in-
clusive Diptera (CLARK, 1958).

A massa de célcio presente nos tibulos de Malpighi &
bastante grande, como pode ser vista na Tabela XXV. A partir
dessa determinagdo de Ca pode-se estimar a massa de CaCO3, pre-
-sente nos tibulos de Malpighi: 1,35 mg/individuo. A concordan-
cia désse valor com a massa de conteldo dos tibulos de Malpighi
referido (Tabela XXIV), reforga a hipdtese de que o conteddo &
realmente CaCO5.

A massa de Ca presente no casulo III & similar aquela
presente nos tGbulos de Malpighi e muito superior 3 gqueda no
contelido de Ca verificada na hemolinfa durante a produgao do ca-
sulo (Tabela XXV). A semelhanga entre o contelido de Ca no casu
lo III e nos tilibulos de Malpighi deve ser ainda maior que a de-
terminada experimentalmente, devido A impossibilidade de se remo
ver os tiibulos de Malpighi sem perda de uma pegquena fragao de
seu conteido.



TABELA XXV

Determinacao de metais nos tihbulos de Malpighi em larvas maduras

de R. americana e comparacac com o conteldo de metais do casulo

III e com a queda désses verificada na hemolinfa durante a pro-

ducao do casulo

ug/individuo
Metais Hemolinfa 1 Malpighi 2 Casulo IIT 3

zn - 1,30 0,83

Cu 0,058 0,17 0,056

Ca 2,61 540 660

K - 36 0,031

Mg 5,51 76 0,056

Fe - 5,0 3,75

1. Queda durante a producao do casulo. Calculado a par-

tir das Tabelas V, XVI e XXI.

Determinado em animais do 29 periodo, 48 dias de ida-

de.

Maiores informacoes, ver Métodos.

Calculado a partir das Tabelas IX e XII.



DISCUSSAQ

A. Quimica da hemolinfa

1. Extensao da andlise realizada

A Tabela XXVI apresenta uma compilagdc de resultados
j& apresentados, porém agora na forma adequada para se estimar
a extensao coberta pela anadlise realizada da hemolinfa de larvas
maduras de R. americana. Como se vé, a anidlise abrangeu cérca
de 88% do péso-séco da hemolinfa, o gque coloca R. americana en-
tre os insetos de hemolinfa melhor conhecida, proximo a Bombyx
mori e Hyalophora cecropia cujas hemolinfas sao conhecidas em

cérca de 96 e 92% de seu péso-séco, respectivamente (WYATT,
1961).

A fracao nao identificada da hemolinfa de R. america-
na deve corresponder, entre possiveis outros compostos, a aci-
dos organicos (ver abaixo, Item 3) e a carboidratos ligados 3as
proteinas. Esta Qltima suposicao estid baseada no fato de gque’
proteinas conjugadas a carboidratos ocorrem em concentragdes ele
vadas em insetos (SIAROTOS, 1960a). Tais carboidratos parecem
ser responsaveis por parte dos componentes determinados usualmen
te como glicogénic (WYATT, 1961) e pela observagao de TOLEDO FI-
LHO (1969) ‘que encontrou reagao PAS positiva nas 9 bandas protéi
cas separadas por'eletroforese em gel de agar da hemolinfa de

larvas de R. americana.
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TABELA XXVI

Composicao porcentual em massa do resliduo séco da hemolinfa de

larvas maduras de R.americana*

Composto - mg/ml % péso-séco
Proteina 69,00 61,5
Aminoacidos ) 8,22 7,3
Lipideos | 5,20 4,6
Peptideos _ 4,23 3,8
Citrato 3,381 3,5

Compostos fosforilados orgénicqs

nao identificados 2.77 2:5

Metais i | - 2,71 2,4

Carboidratos ' 2,01 1,8

Cloreto | 0,48 0,4

Ortofosfato | 0,30 0,3

Fosfoetanolamina 0,18 0,2

Glicogénio ] 0,01 - 0,0

- Total 99,02 88,5

Peéso-saco 112,30 100,0

*
Os valores apresentados foram calculados a partir das ta-
belas II e V. A concentracao dos compostos fosforilados
organicos nao identificados foi calculada a partir de . de-
determinagdoc de P-organico dcido soliivel (P-3cido soli-
vel-P-inorganico) da Tabela V, assumindo que éste represen-
=te’15% em péso dos referidos compostos, seguido da subtra=-
cao do titulo de fosfoetanolamina e fosfoserina. Ver dis-
cussao no. texto.



-87~

2. Componentes organicos da hemolinfa

TUNDISI et alii (1964) em uma anilise qualitativa dos
aminoacidos livres da hemolinfa de R. americana utilizando cro-
matografia em papel, identificaram 15 aminodcidos e 2 peptideocs.
Seus resultados estao de acordo com aguéles apresentados na fi-
gura 1, embora nenhuma correlacao possa ser feita entre os pep-
tIdeos por éles identificados e aquéles apresentados na referida
figura. O fato dos referidos autores nao terem encontrado metio
nina, fenilalanina, triptofano, arginina, fosfoserina, cistatio-
nina além de 11 outros compostos ninhidrina-positivos, certamen-
te se deve a menor resolugado e sensibilidade de seu sistema ana-
l1itico em relagao ao utilizado nesta tese.

0 conteido de aminoidcidos na hemolinfa de R. americana
é bastante elevado, como foi indicado em Resultados e varios de-
les merecem uma discussao particular.

Cistationina acumula~se na hemolinfa de R. americana
em concentracoes superiores até que a'metionina, enquanto que
nao se detecta nem mesmo tragos de cisteina ou cistina (Tabela
IT). Isso poderia ser explicado admitindo-se que a cistationina
deriva~se da metionina e gue ela niao & clivada em cisteina e ho-
moserina devido a auséncia da enzima apropriada, como parece ser
o caso de Bombyx mori (GILMOUR, 1965). Isso indicaria que cis-
teina € um aminodcido essencial para R. americana como ja foi
demonstradoc no Diptera Nematocera Aedes (GOLDBERG e De MEILLON,
1948).

Arginina & requerida na dieta de todos insetos estuda-
dos, podendo ser substituida parcialmente por citrulina, mas nao
por ornitina, © que levou a se propor a nao ocorréncia do passo
ornitina

> citrulina e consequentemente de um ciclo da orni-
tina completo em insetos (GILMOUR, 196l). Os resultados obtidos
por INOKUCHI, HORIE e ITO (1969) usando marcadores radioativos
dac uma evidéncia direta de gque o referido passo nao ocorre, pe-
lo menos em Bombyx mori. A presenga de ornitina e uréia poderia
ser explicada, entretanto, pela agado da arginase sobre a argini-
na exdgena, porque arginase (EC 3.5.3.l1) ocorre nos corpos gordu
rosos de varios insetos pesquisados (GILMOUR, 1965). A ureia po-
deria ser formada ainda a partir de acido alantbico sob agao da
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alantoicase (EC 3.5.3.4), como ocorre com o grilo Acheta domes-
tica (GILMOUR,. 1965). Nenhuma informagao existe sObre a possi-
bilidade da ornitina se derivar do acido glutdmico ou prolina,

como ocorre em varios animais (Cf. GLIMOUR, 1965).

A partir do exposto acima, pode-se admitir que o aci-
mulo de ornitina verificado na hemolinfa de R. americana e a au-
seéncia de tragos de citrulina seja consequéncia da formagdo de
ornitina a partir da arginina exdgena e sua impossibilidade de
poder dar origem 3 arginina, devido a inexisténcia do passo orni
tina ——» citrulina. A uréia presente em tragos de hemolinfa
poderia ter surgido pela arginase (EC 3.5.3.1) ou, menos prova-
velmente, pela alantoicase (EC 3.5.3.4), como descrito acima.

As concentragoes de tirosina na hemolinfa de R. ameri-
cana sao bastante elevadas, chegando a 3,26 mM no 5% periodo,
gue corresponde aproximadamente ‘a0 limite de solubilidade da ti-
rosina em agua a 25% (0,05% P/P). Entretanto, concentragoes
ainda mais elevadas foram encontradas na hemolinfa de larvas de
outros Diptera como Calliphora augur (7,41 mM, ' segundo HACKMAN,
1956) e na larva inteira de Phormia regina, onde a concentra-

¢do da tirosina livre € t83o elevada, cérca de 10 vézes o limite
de solubilidade da tirosina em &gua, gque LEVENBOOK e DINAMARCA
(1966) propuseram gque "in vivo" a tirosina deve ocorrer no esta
do sdlido. Essas concentrég&es elevadas de tirosina devem estar
relacionédas com © papel désse aminofcido como precursor cos fe-
ndis que intervém na formacgao do pupdrio e/ou de nova cuticula
(GILMOUR, 1965)., Como Calliphora e Phormia produzem um pupario,
enguanto que R. americana nao o faz, seria mesmo de se csperar

gue as primeiras possuissem um contelldo maior de tirosina em re-

lagao a essa Tltima.

Taurina & encontrada frequentemente na hemclinfa de in
setos e deve-se originar a partir da descarboxilagac do derivado
oxidade da cisteina, o &cido cisteico, e nac possui nenhuma fun-
cao conhecida em insetos (GILMOUK, 1965). Recentemente varios
experimentos tem sugerido a possibilidade de taurina atuar como
um neurcotransmissor semelhante ac &cido y-—amino butirico em ma-
miferos (Cf. DAVISON e KACZMAREK, 1971). E' possivel gque o mes-
mo ocorra em insetos, embora ainda nao exista nenhum .eatudo a

Jespeito.
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O &cido a-amino-n-butirico deve originar-se da alimen-
tagdo vegetal, embora possa surgir a partir da degradacao da me-
tionina {(GILMOUR, 1965).

O acido y-amino-n-butirico, resulta da descarboxilagdo
do acido glutamico, engquanto gque nenhum dado existe a respeito
‘da biossintese-da g-alanina; ambos devem ser substancias trans-
missoras do sistema nervoso central em insetos (GILMOUR,1965)
e B-alanina tem sido implicada também nos processos de esclerc
tizagho de cuticulas (HACKMAN e GOLDBERG, 1971).

Fosfoetanolamina e possivelmente fosfoserina também
devem estar relacionados com a sintese e degradagao de fosfati-
deos. E' interessante notar que fosfatidiletanolamina é o fosfa
tideo predominante em Diptera, como por exemplo: Phormia regi-
na (BIEBER et alii, 1961) e Musca domestica (CRONE e BRIDGES,
1963).

A fungao dos aminodcidos livres presentes em t3o eleva
das concentragoes na hemolinfa ainda n3o estd bem esclarecida
(CHEN, 1966), exceptuando~se agquela de alguns aminoacidos parti-
culares como tirosina, como j& foi comentado. Algumas fungdes fo
ram, entretanto, atribuldas aos aminodcidos livres da hemelinfa
e, segundo CHEN (1966), sao: precursores de sintese protéica,
participac@ao em mecanismos de detoxificag¢do, tamponamento e os-
morregulagdo. O caso mais conhecido da utilizagdo dos aminodci-
dos livres -da hemolinfa como precursores de sintese protéica &
na biossintese da séda por Bombyx (WYATT, 1961). O papel dos
aminoacidos na osmorregulagéo parece estar relacionado com o)
fato dos insetos possuirem uma baixa concentragao de Ions inor-
ganicos (FLORKIN e JEUNIAUX, 1964; ver também ftem A3, abaixo).
adiante, Item B2, sera apresentada alguma evidéncia indireta de
que os aminoacidos livres da hemolinfa de R. americana partici-

pam na sintese do seu casulo.

A ocorréncia de peptideos na hemolinfa de larvas de in
setos & fendmeno generalizado (CHEN, 1966). Entre os Diptera
existem, entretanto, diferengas guanto aos tipos de peptideos
presentes. Enquanto que em Drosophila os peptideos sio geralmen
te &acidos, de cadeia relativamente longa (Cf. MITCHELL e
SIMMONS, 1962), aquéles presentes em Phormia regina sac de cara-
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ter basico ou neutro e predominantemente compostos de dois ami-
noacidos (Cf. LEVENBOOK, 1966).

Os peptideos oresentes na hemolinfa de R. americana
sdo do tipo observado em Phormia regina, isto &, predominante-

mente basicos ou neutros e compostos de pequenc nimero de resi-
duos de aminoacidos.

O significado bioguimico dos peptideos da hemolinfa
naoc & - :wconhecido com seguranga. LEVENBOOK (1966) a vartir da
observacao do desaparecimento désses peptideos em Phormia regina

por ocasiao da pupagao sugeriu a possibilidade déstes funciona-
rem como uma reserva de aminoacidos, que seriam utilizados nos
processos de histogénese na pupa. E' possivel, entretanto,
que ésses peptideos tenham também fungoes mais especificas, como
por exemplo o peptideo sexual de Drosophila melanogaster,que &

produzido nas glandulas racessOrias do macho e transferido para

as fémeas na cOpula, aumentando a ovoposicao nessas (CHEN e
H

BUHLER, 1970).

As proteinas da hemolinfa si3o sintetizadas principal-
mente pelo corpo gorduroso (SHIGEMATSU, 1958; 1960; PRICE e
BOSMAN, 1966), embora outros Orgaos como o intestino aparente-
mente sejam também responsaveis pela sintese de pelo menos parte
dessas proteinas (ROTH e PORTER, 1964; CHIPPENDALE, 1970).

Varias fungdes tem sido atribufdas &s proteinas da he-
molinfa. Segundo SIAROTOS (1960a, b) as proteinas da hemolinfa
transportam carboidratos e lipideos dos sitios que os armazenam
para outros em que serao utilizados. Pelo menos em alguns inse-
tos, as proteinas da hemolinfa funcionam como fornecedoras de
aminoicidos para a manutengido da osmolaridade da hemolinfa
(WYATT, 1961). ‘

De acdordo com LEVENBOOK (1950b) as proteinas da hemo-
linfa s3o responsaveis por cérca de 62% do poder tamponante to-
tal da hemolinfa de Gastrophilus. -

A presenca de numerosas enzimas entre as bandas protei
cas separadas por eletroforese de amostras de hemolinfa foi de-
monstrada primeiramente por LAUFER (1960a, b), embora atividades

enzimaticas j3 tivessem sido detectadas na hemolinfa por numero-
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sos outros investigadores anteriores (Cf. FLORKIN e JEUNIAUX,
1964; CHEN, 1966). Mais recentemente foi detectado e purificado
um complexo multienzimdtico da hemolinfa de maripdsas, gue pare-
ce ser tomado intacto por tecidos em histdlise, contribuindo ali
para a degradagac do DNA (RIECHERS, MEYERS e BERRY, 1969). Entre
tanto, uma das fungoes das proteinas da hemolinfa que mais tem
atraido a atengao dos pesquisadores recentemente & a de servirem
como precursoras diretas ou indiretas das proteinas tissulares
durante a metamorfose, para a constituigéo do adulto, aléem de
contribuirem na formagdo do vitelo dos ovoecitos em desenvolvimen
to, conforme ja foi comentado na Introdugao.

Em R, americana a funcao melhor estabelecida para as
proteinas da hemclinfa & sua participagdo na produgzo do casulo,
que serd discutida em detalhe, no Iitem 2B, abaixo. Os resulta-
dos de BIANCHI (1972) sugerem ainda a possibilidade de uma das
proteinas da hemolinfa de R. americana participar na vitelogéne-
se, comc ocorre com grande numero de insetos. Por outro lado a
demonstracac por TOLEDO FILHO (1969) de que as 9 bandas protéi-
cas da hemolinfa de R. americana separaveis por eletroforese em
gel de agar dao reagoes positivas para carboidratos poderiam in-
dicar uma participa¢a@o no transporte de carboidratos, como suge-
rido por SIAKOTOS (196Ca, b) em Periplaneta americana.

Os lipideos encontram-se na hemolinfa de insetos asso-
ciados a protelnas, através de ligag¢Ges especificas principalmen
te na forma de diglicerideos (CHINO e GILBERT, 1965; GILBERT,
1967a), embora ocorra excegoes onde os lipIideos sao transporta-
dos principalmente como triglicerideos (MARTIN, 19692). Os resul
tados desta tese nao permitem concluir gual € a forma lipidica
predominante na hemolinfa de R. americana,embora uma estimativa
de fosfolipideos e lipideos neutros possa ser feita.

Os fosfatideos sao de regra responsdveis pela maior
parte do P-lipidico em Diptera (GILBY, 1965) e como éles contém
aproximadamente 4% em pé€so de fOsforo € possivel estimar a massa
de fosfolipideos presentes navhemolinfa de R. americana, simples
mente multiplicando o contelido de P-lipidico determinado (Tabela
V) por 25. Esse ci3lculo resulta em 2,55 mg de fosfoliprideos/ml
de hemolinfa.
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A concentragao de lipideos neutros por sua vez, pode
ser calculada a partir do contelido lipIdico total (Tabela v) e
da estimativa de fosfolipideos feita acima, resultando em 2,05

mg de lipideos neutros/ml de hemolinfa.

Os compostos fosforilados presentes na hemolinfa de
larvas maduras de R. americaena sao fosfolipideos (discutidos
acima) , ortofosfato, fosfoorotelnas e componentes da fragao or-
ganica acido solfivel. Nesta fragao sdmente dois compostos fos-
forilados foram identificados e quantificados nesta tese; fosfo
serina e fosfoetanolamina (Tabela II). Os compostos organicos
fosforilados &cidos soliveis na3o identificados podem ser, entre
tanto, estimados se for assumido que eles possuem um contefido
médio de P similar ao observado em compostos dessa fragcao em ou
tros insetos, isto &, 15% em péso (WYATT, 1961). O resultado
désse calculo é apresentado na Tabela XXVI.

Os compostos fosforilados organigfoes e acido soliiveis
sao muito importantes para o tamponamento da hemolinfa de inse-
tos (LEVENBOOK, 1950b) e para o seu balango anion-cation
(WYATT, LOUGHHEED e WYATT, 1956; LEVENBOOK, 1950a). A importég
cia désses compostos no balango dnion-cidtion da hemolinfa de R.
americana pode ser apreciada na Tabela XXVIII uma vez'que fosfa
to acido sollivel €& um dos principais anions da hemolinfa e &
constituido principalmente de compostos -organicos como pode ser

demonstrado a partir da Tabela V.

A concentracdo de citrato. na hemolinfa de larvas de
R. americana & bastante elevada e eéste anion corresponde a céer-
ca de 47% de todos anions detectados na hemolinfa deste inseto
(Tabela XXVIII). .Concentragaes elevadas de citrato na hemolinfa
foram observadas em varios outros insetos e trabalhos realiza-
dos em Prodenia eridania indicam que © citrato & de origem en
d8gena e que seria acumulado juntamente com outros &cidos orgd-
nicos devido a uma desproporcao entre a biossintese e a oxida-
¢3o e/ou utilizagdo désses acidos (LEVENBOOK e HOLLIS, 1961 ;
LEVENBOOK, 1961). '
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3. Composicao molar da hemolinfa e seus componentes inorganicos

A composigao molar da hemolinfa permite estimar a con-
tribuigéo'porcentual de cada componente para a osmolaridade to-
tal da hemolinfa. A Tabela XXVII mostra os resultados calcula-

dos para a hemolinfa de R. americana.

TABELA XXVII
1

Composicac molar da hemolinfa de larvas maduras de R. americana

Composto _ mM % do total
Aminoacidos 62,62 26,2
Mg - » 45,30 19,0
Na . 33,70 14,1
Acido citrico 18,60 7,8
X 17,30 7,2
Cloreto 13,40 5,6
Compostos fosforilados organicos
ndo identificados? 113,32 5,5
" Peptideos : 12,78 5,4
HCO,™ | | S 6,90 . 2,9
Trealose , ' : 4,10 1,7
Carboidratos n3o identificados3 3,39 1,4
ca , _ | ’ 3,23 1,4
Ortofosfato : 3,13 1,3
Fosfoetanclamina ' 1,31 0,5
Total ‘ ' ' 239,08 100,0
Osmolaridade (miliosmoles) . 216 -

1. Os valores apresentados foram calculados a partir das tabelas
IT e V, com as excegdes indicadas. Ver discuss3o no texto.

2. Calculado a partir da Tabela XXVI.

3. Calculado como glicose, a partir da diferenca entre as concen
tragoes de carboidrato total e trealose, apresentadas na Ta-
bela V. .
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Amonia nao se encontra representada na Tabela XXVII,
devido 3 possibilidade de que o seu elevado titulo seja um arte-
fato (ver Tabela II e comentdrios a ela referente em Resultados).
Similarmente ali nao se encontram os valores para Fe, Cu e Zn,
por ocorrerem em concentragoes muito baixas (ver Tabela V). aAs
protefnas, embora presentes em elevada concentracdo, guando ex-
pressas em massa por volume, sao osmdticamente de efeito desprezl
vel, em relagao aos componentes representados na Tabela XXVII e
por isto também nao foram ali apresentadas.

A soma das concentragaes molares dos componentes da he-
molinfa € maior do que a sua_bsmolaridade total. Essa diferencga
deve ser real, porque possiveis superestimativas dos compos-—
tos nao determinados diretamente, como os compostos fosforilados
organicos nao identificados e os carboidratos nao identificados,
nao seriam suficientes para corresponder a diferenga observada.
Além disso, se amdnia ocorrer realmente na concentracao determi-
nada, ou o seu eventual precurser, a diferenga entre a concen-
tragao molar total e a osmolaridade da hemolinfa seria ainda
maior. A explicacao mais simples para essa diferenca & admitir
'quel alguns compénentes nao sejam. osmdticamente ativos por esta-
rem complexados a outros. Essa possibilidade voltara a ser ex-
plorada abaixo ao se discutir o balango anion-cation da hemolinfa

A contribuigao osmotica dos Ions inorganicos e  amino-
acidos da hemolinfa pode ser analisadas com maior facilidade
através da figura 10. Nesta figura 'A, B, e D representam os
principais padrdes idnicos inorganicos nos insetos Pterygota,
segundo SUTCLIFFE, conforme citado por FLORKIN e JEUNIAUX (1964).
Segundo ésse mesmo autor, A representa © tipo considerado mais
primitivo, caracterizado por concéntragéo elevada de fons inor-
ganicos e baixa concentragdo de aminoadcidos; D é considerado o
tipo mais evoluido, apresentando elevada concentracao de amino-
dcidos e baixa concentragdo de fons inorgadnicos e, finalmente,B
& um tipo intermedidrio que @& usual nas ordens: Megaloptera,
Neuroptera, Mecoptera, Trichoptera e Diptera. R. americana re-
presentada por C, possui um padrdo bem de acbrdo com aguéle u-
sual para Diptera (B) isto &, quase 50% da pressao osmdtica &
devido a cations inorginicos, cloreto & um anion de importancia
relativamente pequena e © papel osmbtico dos aminodcidos € ele-
vado.
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Figura 10 - Efeitos osmoticos de componentes inorgénicos ilustra
dos como porcentagens da concentracao molar total da hemolinfa
de insetos Pterygota. Cada bloco na figura é visualizado como
duas segoOes verticais, cada uma destas correspondendo a 50% da
concentgagéo molar total. As gontribuigaes porcentuais dos ca-
tions sao ilustrados na secao a esquerda, enquanto gue oS anions
3 direita. Os aminodcidos sao representados, na medida do possi
vel em igual proporg3o em ambas se¢oes. As areas em branco cor-
respondem a componentes nao indicados. A, B e D est3o represen-
tados de acbrdo com SUTCLIFFE segundo FLORKIN e JEUNIAUX (1964).
C foi calculado a partir da Tabela XXVII.
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Algumas diferencas notaveis existem, entretanto, entre
R. americana e o padraoc de Diptera apresentado. Sao elas: um ni-
vel muito elevado de Mg e K, ‘e um nivel relativamente baixo de
Na. Segundo BONE (1944),  insetos carnivoros tenderiam a ter um
contelldo elevado de Na, enguanto que os insetos fitéfagos, um
contetdo elevado de X e Mg em sua hemolinfa de tal forma que a
razie-~ molar Na/K nos insetos fitdfagos & menor ou proximo de 1,
e nos carnivoros bem acima de 1 (cérca de 5 a 15 de regra). Essa
explicacdo dietética para os diferentes padroOes catilnicos .exis-
tentes encontra, entretanto, varias eicegées, conforme ressaltado
pelo prOprio BONE. Apesar disso, essa hipOtese & aplicavel a nu-
merosos insetos e & possivel que o alto conteldo de K e Mg na he~
molinfa de R. americana, em relagio ao padrdo de Diptera apresen-
tado ({(figura 10,B), seja devido aos seus habitos fitb&fagos, en-
guanto que a maioria dos insetos utilizados para a elaboragao do
padrac de Diptera apresentado sao carnivoros (Cf. FLORKIN e JEU-
NIAUX, 1964).

A razao molar Na/K na hemolinfa de larvas maduras de
R. americana & de 1,95, que & relativamente proximo da unidade,

como seria de se esperar para um inseto fitdfago.

A elevada concentragac de K presente na hemolinfa de
muitos insetos parece incompativel com uma fung¢ao neuromuscular
normal, especialmente porgue, segqundo CARRINGTON e TENNEY (1959),
todo K encontra-se na forma livre e fisioldgicamente ativo na
hemolinfa. Experimentos electrofisioldgicos indicaram, entretan-—
to, que a bainha em tdrno das fibras nervosas dos insetos a-
tua como eficiente barreira de difusao, fazendo com que o fluido
imediatamente em contacto com as fibras nervosas possua uma compo
sicao iGnica diferente daguela da hemolinfa (Cf. NARAHASHI, 1963)
Mais tarde foi demonstrado que essa diferente composicao era man-—
tida pela bainha n2c por ser esta impermedvel aos ions, mas por
ser capaz de manter um equilibrio dindmico adequado entre os ions
da hemolinfa e do fluido circundante das fibras nervosas (Cf.
NARAHASHI, 1963). Entretanto, mesmo a existéncia dessa bainha
nao explica a insensibilidade de certos insetos a variagdes idni-
cas extremas (GILMOUR, 1965).

A figura 10 permite observar que a maior parte dos ca-
tions presentes na hemolinfa de R. americana devem ser neutrali-
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zados por anions organicos, porque a contribuicao de anions inor-
ganicos & muito peguena. O balango Anion~cation pode ser, entre-
tanto, melhor analisado pela Tabela XXVIII.

TABELA XXVIII

Balanco anion-cation na kemolinfa de larvas maduras de R.americana

Cations Anions
Composto meqg/1l % total Composto meq/1 % total
mgtt 91 61 Citrato™™" 56 47
Nat 34 23 | Fosfato acido

+ solﬁvel2 27 23

K 17 11
Proteinato3 16 13

Cat++ © 4
Cloreto™ 13 11

Fe++ 1 1
Hc03‘ 7 6

Total 149 100
Total 119 100

1. Os valores apresentados foram calculados a partir da Tabela
XXVII e arredondados para O numero inteiro mais proximo.

2. Calculado assumindo uma dissociagd@o primaria de 100% e  uma
secundaria de 50%.

3. Estimado assumindo que a carga ligquida por mol das proteinas
da hemolinfa f0sse igual 3 albumina plasmatica bovina no pH
da hemolinfa e que seu péso molecular fosse idéntico ao des-
ta. Nos cilculos foram utilizados os dados revistos por FOS-
TER (1960), para albumina bovina plasmitica.

As estimativas de fosfato e proteinato devem ser consi-
deradas apenas aproximativas. Amonia, que no pH da hemolinfa es-
taria na forma de NH4+, nao foi incluida na Tabela pelas mesmas
razoes que nao ¢ foi na Tabela XXVII, isto &, pela possibilidade
da alta concentragao encontrada ser um artefato. A Tabela XXVIII
mostra claramente que © principal anion & constituido por aci-

dos organicos,principalmente citrato. E' interessante notar que
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ha um excesso de cdtions em relagdo ac de anions,que poderia ser
explicado pela ocorréncia de citions ligados a proteinas ou ami-~
noacidos e pela ocorréncia de compostos acidos nao determinados.
Os aminoacidos poderiam contribuir muito pouco no valor do pH da
hemolinfa -essa contribui¢ao seria para os cations, nao para os
anions. A demonstragao de que 15-20% do calcio e magnésio da

hemolinfa estao ligados a proteinas em Telea polyphemus (CARRING

TON e TENNEY, 1959) favorece & idéia de que o desbalango idnico
observado & devido principalmente a uma fracao dos cations gue

nao estaria livre.

Se for admitido que a diferenga observada entre cations
e anions da Tabela XXVIII corresponde a cations que ndo estao 1li
vres, seria possivel explicar também a discrepancia entre a con-
centracdoc molar total estimada da hemolinfa e sua determinagao
direta, apresentada na Tabela XXVII.

A osmolaridade da hemolinfa permanece constante duran-
te a produgao do casulo, embofa haja uma queda generalizada em
massa por individuo dos componentes da hemolinfa (Tabela XXII).
Essa constadncia parece ser consequéncia da pequena variagao, gue
& ainda mutuamente compensada, da concentracao molar dos compo-
nentes que juntos perfazem cerca de 80% da osmolaridade total da
hemolinfa (Tabela XXIX). Deve-se notar, entretanto, que os me-
tais sofrem uma redugao, nao balanceada pelo aumento de outros can
ponentes da hemolinfa, entre o 29P e 39P sem haver uma gueda cor-
respondente na osmolaridade da hemolinfa. Este resultado esta
de acOrdo com a hipdtese levantada acima de gque parte dos cations
nao estd na forma livre, mas ligada a outras moléculas e seria
explicado se o decréscimo no conteldo de metais ocorrer devido &

perda dos cations ligados.
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TABELA XXIX

Osmolaridade e concentracao milimolar dos componentes osmotica=

mente mais ativos da hemolinfa de larvas de R. americana duran-—

te o desenvolvimento*

- Idade mi miliosmoles
Periodo
(dias) Metais BAminoacidos Peptideos Cloreto Osmolaridade
2@ P 48 100,0 62,6 12,8 13,4 216
39 P 49 64,3 56,1 16,5 18,3 217
492 P 54 68,3 38,8 18,0 25,0 216
5¢ P 57 66,2 48,1 20,1 23,0 209

N -
Valores reproduzidos ou calculados das Tabelas II, V, XX, XXI e XXII.

4. Coagulacao e escurecimento

A hemolinfa de larvas de R. americana nao coagula es-—
pontaneamente. Esse comportamento & semelhante ac padrao IV de
reagbes observadas na hemolinfa apls a sua retirada do inseto des
crito por GREGOIRE (1951). Esse padrao & ccmum em Hemiptera He-
teroptera, alguns Coleoptera, alguns Hymenoptera e em Diptera
adultos, embora as poucas larvas de Diptera estudadas apresentam
outro padraoc, envolvendo coagulacao da hemolinfa (Cf. GREGOIRE e
TAGNON, 1962).

A hemostasia no padrao IV de insetos & realizada prin-
cipalmente pela formagao de hemocitos aglutinados na ferida, de
forma aparentemente analoga aquela verificada na hemostasia de
mamiferos através da aglutinacaoc de oplaguetas (GREGOIRE e
TAGNON, 1952).

O escurecimento e floculagao da hemolinfa apdés dilui-
¢do com agua destilada, similar ao observado em larvas maduras

de R, americana, foi reportado em Choristoneura (SCHMIDT e YOUNG,

1971), mas o fendmeno permanece obscuro. Uma hipndtese explica
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tiva, pelo menos para o escurecimento, é admitir a ocorréncia em
condigoes normais de um inibidor da tirosinase (EC 1.10.3.1) que
deixaria de ser efetivo apbs a diluigao, de forma andloga ao ini
bidor de trealase (EC 3.2.1.28} da hemolinfa da Phormia regina

por FRIEDMAN (1961).

5. Pigmentos

A hemolinfa de larvas de R. americana maduras possuem
pelo menos 7 pigmentos ligados a proteinas. Os mais importan-
tes gquantitativamente sao: uma cromoglicoproteina de cbr limao,
cujo pigmento fluorescente de natureza desconhecida esta forte-
mente ligado 3 proteina e dois carotendides présos por ligacles
fracas a proteinas. Um désses carotendides parece ser o B~caro
teno e o outro, mais abundante, possui um espectro similar, mas
nao idéntico,ac do astaceno. TUNDISI et alii (1964) propuseram
baseando~se em resultados cromatograficos, e espectrograficos
gue o principal pigmento da hemolinfa de larvas maduras seria
astaxantina e outro pigmento também importante seria um similar
ac p-caroteno. A presenca désse ultimo foi confirmado no pre-
sente trabalho, enquanto que a ocorréncia de astaxantina nao foi
observada. Uma explicacao possivel para a discrepancia poderia
ser uma ma interpretagéo dos resultados por TUNDISI et alii
{1964), como consequencia de ter feito os espectros em dissulfe
to de carbono, onde astaxantina e astaceno apresentam espectros
similares de uma Gnica banda e nac em piridina, onde astaceno
apresenta um Unico pico de absorcao, enguanto gque astaxantina
apresenta tres (KUHN e SSRENSEN, 1838). ©Uma outra possibilidade
seria da astaxantina ter sido oxidada a astaceno nas condigOes
usadas de extracgao e cromatografia nesta tese, o mesmo nao ocor-—
rendo com os citados autores. Esta possibilidade, entretanto, é
muito remota porgue a oxidacao da astaxantina pelo ar & favoreci
da sOmente em meio alcaling e, com excecao das experiéncias em
que as amostras foram préviamente saponificadas os meios usados

eram sempre neutros.

BASILE et alii (1970) identificaram trés pigmentos na
hemolinfa de larvas selvagens de R. americana, usando eletrofo-
rese em agarose, cujas cOres eram: limao, tijolo e violeta.

Isolou também um mutante recessivo, ligado ao sexo que apresen-—
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tava apenas o pigmento cdr de limao da hemolinfa. O pigmento
cdr de limao observado deve corresponder a  cromoglicoproteina
cor de limao descrita nesta tese, enguanto gue o pigmento cor de
tijolo e violeta devem corresponder, respectivamente, a protei
nas associadas ao B-carotenc e ao carotendide similar a astace4
no. A referida associagao deve ser especifica, porque BASTLE et
alii (1970) encontraram os pigmentos distribuidos em bandas dis-

cretas e com migragEo reproduzivel na eletroforese.

Os carotendides de insetes sac derivades do alimento
diretamente, ou apds ligeiras alteractes na molécula (GOODWIN,
1954; CROMARTIE, 1959). O B-carotenoc de hemolinfa de R. america
na provavelmente deve provir da dieta, enquanto que o caro-
tendide similar- ac astaceno poderia ser derivado do g-caroteno,
de maneira andloga & astaxantina que, segundo GOODWIN (1949)
é derivada do g-caroteno em Schistocerca gregaria ou como OS

ceto-carotendides de Leptinctarsa decemlineata que sao todos
derivados do g-caroteno recebido na dieta (LEUENBERGER e THOMMEN,
1970). A partir désses fatos, tré&s interpretacdes sac possi-

veis para a mutaga3o limac de R. americana, referida acima. A
primeira interpretagdo pode ser imaginada admitindo-se gue a mu-
tacao tenha afetado a capacidade da larva de absorver os dcis
pigmentos carotendides. Entretanto, como essa absorcao & geral-
mente especifica {GOODWIN, 1954) & pouco provavel gue uma unica
mutacao tenha causado essa situagao. A segunda interpretacao
possivel & admitir que se trate de uma dupla mutagao afetando a
capaéidade da larva de absorver os dois carotendides do alimen-
to. Por fim, a terceira interpretacdo & considerd-la conseguén-
cia de uma mutacdo afetando a capacidade da larva absorvar g-ca-
roteno, admitindo ainda, que o carotendide similar ao astaceno
seja derivado do 8-caroteno. Esta Ultima interpretacido tem a
seu favor o fato de admitir zpenas uma mutacao para explicar
toda a situagao encontrada, 0 que estd mais de acdrdo com o com-

portamento de fator mendeliano simples dessa mutacao.

Os carotendides nao tem nenhuma fungao especifica co-
nhecida em insetos, embora seja admitido um papel na reproddagao,
devido a sua presenga nos ovos (GOODWIN, 1954). Esse papel é de
valor duvidoso em R. americana, porgue no mutante limao, os ovos

sdo amarelo-limao (BASILE, 1970), denunciando a auséncia de carg
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tendides (os ovos de fémeas selvagens sdoc alaranjados).

A origem e fungao do pigmento fluorescente de cdr li-
mio & completamente obscura,principalmente porque a sua natureza
quimica & desconhecida. E' interessante notar gue a sua presen-
¢a foi detectada na secregao salivar de larvas de R. americana

(BIANCHI, 1972) e & possivel que se encontre também nos ovos,

a julgar pela coloracdo déstes no mutante limao.

B. Producao do casulo coletivo por larvas de R. americana

1. Quimica do casulo

A fiacd3o do casulo inicia-se com a formagao de fila-
mentos bem definidos junto aos quais a larva deposita um mate-
rial semelhante a fezes. Mais tarde o espago entre fios sao pre
enchidos por um material amorfo, membranoso, visivel mesmo de-
pois da retirada de ©aCO, por dcido acético. Este material mem-
branoso, juntamente com o filamentar fazem parte, portanto, do
gue tem sido chamado fragdo insol@vel do casulo. Esta fragdo ca
responde & séda de R. americana (ver Item 2 abaixo), e a Tabela
XI representa a sua composicao aminoacidica. ' BIANCHI (1972)
féz a determinagdo da composigdo aminoacidica da secregao sali-
var da larva madura de R. americana. Esta secrecdo é responséa-
vel pela origem dos filamentos que sao formados logo no inicio
da produgao do casulo, referidos acima. Como os seus resultados
sao similares adqueles obtidos com o casulo terminado isso sugere
que a parte fibrosa e membranosa da fragaoc insolivel do casulo
tem a mesma composicac ou que a parte fibrosa predomina de tal
forma sObre a amorfa gque mascara a eventual composigdo peculiar
desta Gltima.

Os tipos principais de s&da conhecidos sdo constitui-
dos principalmente de fibroina, col&geno, quitina, cuticulina ou
poliglicina (RUDALL e KENCHINGTON, 1971). A composicao da séda
de R. americana,representada pela composicao da fracao insolivel
do casulo, € principalmente protéica, nao podendo portanto, ser
do tipo cuticulina . ou gquitina. A Tabela XI mostra que a séda
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de R. americana nao pode ser do tipo poliglicirna, pois tem muito
menos do que 66% dos aminodcidos como glicina, bem como nao pode
ser também do tipo fibroina ou coldgeno. E' notavel, entretanto,
a semelhanca de sua composigao com aguela de proteinas cuticula-
res, a julgar pela sua semelhanca com a conmooesicao aminoacidica

do pupério de Lucilia cuprina (Tabela XI). Como se sabe © pupa-

rio de Diptera Cyclorrhapha & derivado da epicuticula e endocu-
ticula externa da larva madura (WHITEN,,1957).> Parece, portanto,
que a séda de R. americana representa um tipo ainda ndo descri-
to de séda, embora guarde semelhancas com a porgao protéica das
sédas quitinosas, as guals segundo RUDALL (1962) estariam associ
adas com proteinas similares aquelas da cuticula. O fato da séda
de R. americana apresentar um contel(do relativamente elevado de
hexosaminas aumenta estas semelhancas, embora a hexosamina pfeseg
te éeja galactosamina e nao N-acetilglicosamina e deva ainda ser
levado em consideragao o seu conteldo relativamente elevado de

carboidratos neutros.

A séda de Camptochironomus possui uma composigao amino

acidica muito diferente daquela de R. americana (Tabela XI), em-
bora os dois géneros estejam relativamente proximos taxondmicamen
te. Isso talvéz esteja relacionado com o fato de Camptochirono-
mus nao produzir um casulco sedoso verdadeiro e possuir hébitos.a—
guaticos bem distintos, portanto, dagquéles de R. americana. Se-
gundo LUCAS, SHAW e SMITH (1960) & possivel que o tipo de ambien-
te em gque o0 inseto pupe e suas caractérisficas peculiares expli-
que a diversidade das sédas.

A fungao dos casulos de insetos formados por ocasiac da
pupacac & a de oferecer protegao 3 pupa contra choques mecanicos,
variagoes de temperatura, dessecamento e ataques de predadores
(IMMS, 1957). DREYFUS et alii (1951) puseram em divida a fungéo
do casulo em R. americana como um protetor contra o dessecamento,
baseando-se no ambiente Umido em gue sao normalmente encontradas
as larvas déste inseto. Entretanto, a sua objegdo parece n3o ter
procedencia, porque embora as larvas sejam encontradas em ambien-~
tes umidos, os casulos muitas vezes tém sido encontrados no campo

em locais sécos.
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2, Origem dos componentes do casulo

A produgao do casulo exige um enorme esférgo da larva
de R. americana, pois durante a sua produgao essa perde 62% de
seu conteido aguoso e 39% de seu péso-séco. SOmente a constitui
cao do casulo em si consome cérca de 29% de seu péso~séco. Re-
sultados surpreendentes como esse foram observados também em ou-
tros insetos, como Bombyx mori, em que cérca da metade das pro-
teinas da larva madura & usada para fazer o casulo (WIGGLES-
WORTH, 1965).

Uma consequéncia do expOsto acima & que a observagao
das alteragoes quimicas na hemolinfa e em varios Srgdos da lar-
va deve permitir a identificagao dos precursores dos componentes
do casulo. Essa identificac3o seria dificultada se a maior par-
te das secregoes formadoras do casulo fossem sintetizadas e ar-
mazenadas durante o periodo de_alimentagéo da larva. Entretan-
to, como sera mostrado abaixoc, e ja foi brevemente referido na

Introdugao, €sse nao & o caso em R. americana.

Os componentes hidrossoliiveis do casulo devem provir,
pelo menos em parte, de contaminagoes pelo fluido exuvial e/ou
hemolinfa das larvas durante a coleta dos casulos, além das fe-
zes eliminadas pelo animal durante o feitio do casulo, conforme
ja comentado em Resultados. Devido a isto, ésses componentes nao
mais serao considerados agui. Os principais componentes do casu
lo cuja origem deve entao ser tracgada sao: CaCOy e as proteinas

e carboidratos insoliveis.

A hipdtese formulada em Resultados de gque o composto
afervescente, contendo cdlcio, observado nos tGbulos de Malpighi
deve ser CaC03, encontrou confirmagao nos estudos histoguimicos
de MARQUES (informagao pessoal). Esta mostrou a ocorréncia, de
cristais de carbonato de cdlcio no limen da porcgao proximal dos
tibulos de Malpighi das larvas de R. americana. A ocorréncia
désses cristais e com essa mesma localizacao j& havia sido de-
monstrada em outros insetos, inclusive em Diptera (CLARK, 1958).
A partir dessa demonstracdo e uma inspegao nas Tabelas XXIV e
XXV, torna-se possivel admitir com seguranga que o CaCO3 do
casulo provém dos tlbulos de Malpighi. O aclmulo de . carbonato
de cialcio nos tlibulos de Malpighi durante o desenvolvimento lar-

val e a sua posterior eliminacao encontra paralelo em varios in-
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setos e tem sido interpretado como wum mecanismo de excregao de
calecio. (CLARK, 1958).

As cinzas insolveis, determinadas né casulo devem pro¥
vir também dos tiibulos de Malpighi. E' possivel gque sejam com-
postos de cdlcio diferentes de CaCO,.  Essa hipdtese & levantada
com base no excesso de CaCO3 calculado a partir do contelido de Ca
do casulo quando comparado com O CaCO3 calculado a partir do mar
terial hidroinsolfivel e Aacido acetico solivel do casulo (Tabela
VIII e IX e texto correspondente). O composto de cdlcio mais
provavel a correéponder as cinzas insollveis é fosfato de calcio,
que ja foi encontrado nos tlbulos de Malpighi de varias larvas de
insetos (CLARK, 1958).

A fragao imsoliivel do casulo corresponde a séda de R.
americana, produzida pelas glindulas salivares. Essa conclusao
resulta da observacao direta de que o casulo & feito por uma séda
produzida por essas glandulas salivares (labiais) e um material
similar a fezes. Este material similar a fezes deve corresponder
pelo menos em parte, ao CaCO3, que provém dos thbulos de Malpi-
ghi, enquanto que a séda deve corresponder ao restante da composi
¢ao do casulo, isto &, a fragao insolGvel. Uma evidéncia a favor
disto &€ o fato do casulo I, que apresenta pouco material similar
a fezes e é quase que sOmente feito por fios de séda, ser formado
principalmente pela ffagéo insoliivel (Tabela XIII). além do mais,
a composigao da séda, obtida a partir de determinacdes  guimicas
da secregido salivar colhida pouco antes do inicio do processo de
fiacdo (fim do 22 periodo do 49 estddio) mostra que ela é rica em
proteinas com ccmposicao aminocacidica similar aquela das protéi-
nas insoliiveis do casulo III (BIANCHI, 1972). Além disso, a mas-
sa média de proteinas secretadas pela glandula salivar, por dia,
em varios perfodos da produgao do casulo, concorda bastante bem
com os incrementos médios diarios da proteina do casulo, medidos

nos mesmos periodos. Esses incrementos para os intervalos de
3¢Pp ——| 49P, 49P — 59P e 59P —| Pupa farata sdo: 54, 117 e,
276 ug/dia/larva, respectivamente (Tabela XV), enquanto que as

massas de secregao protéica, produzidas por dia, pela glandula sa
livar nos mesmos intervales sao: 42, 102 e 90 ug/dia/larva, res-—
pectivameénte (BIANCHI, 1972). A discrepancia nos resultados cor-

respondentes ao {iltimo intervalo seguramente €& inferior & apre-
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sentada, porque o resultado obtido no casulo pode estar superesti
mado (Tabela XV) enguanto que aguéle da glandula salivar deve es-
tar subestimado (BIANCHI, 1972).

O contelido de carboidratos da secrecaoc &, entretanto,
bem inferior ao determinado no casulo IIT (BIANCHI, 1972). Essa
discrepancia parece ser consegquéncia de uma mudanca na composi=-
gao da fragao insolivel durante o desenvolvimento, no sentido de
aumentar o seu contelido de carboidratos (Tabela XIII e texto cor
respondente). Uma outra hipdtese para explicar a diferenga no
contelido de carboidratos encontrada entre o casulo e secre¢ao sa
livar seria admitir que a larva de R. americana produzisse séda
também pelo tibulo de Malpighi. Esse fenOmeno ocorre em varios
Coleoptera e Neuroptera (WIGGLESWORTH, 1965) e estd relacionado
com modificagoes do tibulo de Malpighi e no reto, como as descri
tas por MAZZI e BACCETTI (1956) para Donus crinitus (Coleoptera).
Como essas modificagdes nao ocorrem em R. americana (MARQUES

informagao pessoal), o tlibulo de Malpighi em R. americana nao de
ve ter nenhuma atividade secretora de compostos para o casulo,
aléem do CaCO, e, portanto, tdda a séda deve ser produzida nas
glandulas salivares.

Segundo BIANCHI (1972) a glandula salivar no inicio do
processo de fiagao possui no méximo 136 ug de proteinas de secre
cao acumulada por larva. Como o casulo produzido por larva con
tém cérca de 1170 ug de proteinas na fracao insolfivel (Tabela XIV)
pode-se concluir gue o animal acumula apenas cérca de 10% de to-
da séda que vai utilizar para fazer o casulo antes de parar de
comer e iniciar a fiar. A larva de B. mori comporta-se de manei
ra radicalmente diferente, a maior parte da secregao de sua séda
(céxca de 70%) & sintetizada e armazenada antes do animal parar
de comer (FUKUDA et alii, 1959). E£sse comportamento diferencial
deve estar ligado , pelo menos em parte, as diferencas anatdmi-
cas entre as glandulas labiais dos dois insetos. Enquanto gue
as glandulas labiais (sericigenas) de B. mori apresentam na sua
porcdo mediana um reservatbrio consideravel para a secrecado (LU-
CAS, SHAW e SMITH, 1958), as glandulas labiais (salivares) de R.
americana apresentam apenas um limen relativamente estreito e de
diametrc pouco variavel ac longo da glandula (DREYFUS et alii,
1951).



-107-

0 fato de 90% da séda de R. americana ser sintetizada
apds o animal parar de comer, torna razodvel procurar identifi-
car a origem de seus componentes através de anidlises quimicas
na hemolinfa e em varios Orgaos durante a sua produgao. O inter
valo mais adequado para ésse estudo & entre o 49P e o 50P. An-
tes do 49P os resultados tendem a ser prejudicados pela existén
cia de reserva de secrecdc na glandula e apds o 5QP devem sur-
gir altera¢dOes quimicas relacionadas com a apdlise e transfor-

magao do animal em uma pupa farata.

A Tabela XXX mostra o balango de proteinas ou seus

precursores na hemolinfa e em Orgacs de R. americana que juntos

correspondem a 71% do péso-séco total da larva madura. Como o0s
tbulos de Malpighi correspondem a 13% do péso-séco da larva e
3 (Tabela XXIV e
discussaoc acima), pode-se dizer que o balango de proteinas ou

sao formados quase gue exclusivamente de CaCO

seus precursores & conhecido em 84% do péso-séco da larva. Os
16% do peso-séco da larva nao estudados correspondem principal-
mente a cuticulas, traquéias, parede muscular e tubo digesti-
vo. Entretanto, como as cuticulas moles de larvas de Diptera

apresentam cérca de 50-60% em quitina (RUDALL, 1963; HACKMAN,
1964), e as traguéias e o revestimento do intestino contém qui
tina (WIGGLESWdRTH, 1965), a porcentagem do péso-séco larval
nao estudada gque pode fornecer precursores de proteinas desce
abaixo de 16%. Dessa forma a Tabela XXX pode ser considerada
como representando um balango bem completo das proteinas e

seus precursores entre os periodos indicados.

A Tabela XXX e a argumentagao acima tornam muito di-
ficil admitir que as proteinas insoliveis do casulo nao deri-
vem, pelo menos em parte, das proteinas da hemolinfa. O decrés
cimo de todos precursores, excluido as proteinas da hemolinfa
€ de 199 ug/larva, enguanto gue nesse periodo sdao sintetiza-
dos 350 ug/larva de proteinas insoldveis do casulo.

Se cisteina for aminoicido essencial para R. america-
na, como foi sugerido no item A2 acima, sua presenga nas pro-
teinas insoluveis do casulo (Tabela XI) s poderia ser explicada

adequadamente, admitindo-se que essas proteinas sao feitas, pelo
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menos parcialmente, a partir das proteinas da hemolinfa. Isso &

necessario porque a hemolinfa ndo possui cisteina livre (Tabela
I1) e nem ligada a peptideos (Tabela III).

TABELA XXX

Balanco dos possiveis contribuintes de precursores das proteinas

insoluveis do casulo e incremento dessas, no intervalo do 49P ao
5QP do 49 estadio de R. americanal

Possivel contribuinte ug/larva

Proteinagudo casulo decréscimo incremento
Proteina da glandula salivar? o) -
Aminoacidos da gldndula salivar> 38 -
Aminoacidos da hemolinfa® 12 ' -
Peptideos da hemolinfa? 23 -
Corpo gordur0505 126 -
protelinas da hemolinfa® 700 -
Proteinas insoliveis do casulo’ - ' 350

1. Discussaoc no texto.
2. Segundo BIANCHI (1972).

3. Calculado a partir da hipbtese de que a concentracao de amino
dcidos livres da glandula salivar € a mesma da hemclinfa e
que a densidade dessa glandula e 1,00.

4. Calculado a partir da Tabela XX.

DecreScimo do péso-séco do corpo gorduroso, apds subtragao
do decréscimo do conteiido  de glicogénio no mesmo periodo.
Calculado a partir da Tabela XXIII.

6. Calculado a partir da Tabela XVI.
7. Retirado da Tabela XIV.
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BIANCHI (1972) propbs a partir de eletroferogramas da
secrecao salivar e da glandula salivar "in vivo" e "in vitro",
em diferentes periodos larvais, assim como a partir de cineticas
de incorporag&o de aminodcidos marcados em proteinas da glandula
salivar em diferentes circunstancias, que cerca de 60% das pro-
teinas da secregao salivar (que corresponde & fragdo insoliivel
do casulo, ver acima) provém diretamente das proteinas da hemo
linfa, enquanto gque os outros 40% sao sintetizados na prdpria
glandula. Esta sintese utilizaria os aminodcidos livres da
glangula salivar e/ou hemolinfa ou as proteinas da hemolinfa a-

pds a sua hidrdlise.

Se parte da sintese de protelnas da secregio salivar &
feita a partir dos .aminodcidos da hemolinfa, seria de se esperar
um reflexoc dessa sintese na composigao aminoacidica da hemolinfa.
Em Resultados foi ressaltadoc o fato de que aquéles amino3cidos cu
ja gueda em moles,ao passar do 39P ao 59P correspondem a 70%
do total da queda dos aminodcidos da hemolinfa sdo justamente a-
quéles gue perfazem 29% da proteina insoliivel do casulo TII. Se
forem considerados apenas os aminoacidos essenciais, os resulta-
dos tornam-se ainda mais reveladores. Os aminoficidos essenciais
gue mais diminuem em moles, por ordem decrescente de = grandeza,
na hemolinfa entre o 39P e 59P sao: treonina, valina, isoleucina,
leucina (Tabela XX); enguanto que aguéles aminodcidos essenciais
gue ocorrem em maior quantidade no casulo s3o, por ordem decres-
cente: treonina, leucina, valina e isoleucina (Tabela XI). Como
se vé, 0s resultados sao indicativos de que pelo menos parte da
sintese de proteinas do casulo & feita a partir de aminodcidos 1li
vres da hemolinfa, enquanto que a outra parte deriva das protei-

nas da hemolinfa.

A ocorréncia de uma concentragao protéica na hemolinfa
das larvas de R. americana maior do gque a apresentada pela maio-
ria das larvas de insetos (Tabela V), talvez seja conseguéncia
de uma adaptacao désse animal, pelo fato dessas proteinas serem

utilizadas em parte na producac do casulo.

A sintese dos carboidratos insolliveis do casulo pela
glandula salivar tem gque wutilizar, como precursores imediatos,
carboidratos presentes na glandula salivar ou na hemclinfa. Os
demais carboidratos antes de poderem ser utilizados na sinteée
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tem que ser primeiro liberados
gue podem ser liberados
guitina cuticular e o glicogénio
mo corpo gorduroso, masculatura
guitina cuticular, entretanto,
fluido exuvial e seus produtos
nas vésperas da muda pupal (BADE

glicogénio que é mais facilmente

na hemclinfa. Os carboidratos

na hemolinfa apds hidrdlise incluem a

presente nos varios tecidos co-
e células 4o tubo digestivo. A
s0 & hidrolizada sob a acgdo do
transferidos para a hemolinfa,
e WYATT, 1961), engquanto que o

mobilizado para a hemolinfa na

forma de trealose, pertence ao corpo gorduroso (KILBY, 1963).

. -TABELA XXXI

Balanco dos possiveis contribuintes de precursores dos carboi-

dratos insoluveis do casulo e incremento désses no intervalo do

49P ao 59P do 49 -estiddio de R.americanal

Possivel contxlbulnte ﬁg/larva
Carb01draggs do casulo .fdég;éécimo incremento
Glandula salivar 2. T 18 ‘ -
Hemolinfa> - 10,7
Glicogénio do corpo=go£dur6s§4t 154 L"' -
Carboidratos insoluveis do casulést. - - 106
1. Ver discussao.
2. Segundo BIANCHI (1972)

3. Calculado a partir
4. Calculado a partir
5. Retirado da Tabela

A Tabela XXXI;mbstfa~o

intes de precursores K dos

Conforme pode—se

carboidratos insolaveis do

da Tabela XIX
da’ Tabela XXIII
XIV

balango dos possiveis contribu-
casulo.

concluir da Tabela XXXI e da argumentacao aci-

ma, o glicogénio do corpo gordurosoc & o grande fornecedor de

precursores de carboidratos.

O corpo gorduroso &

capaz

de sintetisar trealose e

libera-la para a ‘hemolinfa na mesma. velocidade com que essa &
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gasta, mantendo constante a concentragdo de carboidratos ha hemo
linfa (Cf. HORIE,1960). Essa conversao estd sob contrdle de um
hormdnio da "corpora cardiaca" que &€ capaz de aumentar a coricen-
tracao de trealose na hemolinfa ds custas do glicogénio do corpo
gorduroso (STEELE, 1961) e cujos efeitos sdo similares aqueles
do glucagon' em figado de mamiferos (STEELE, citado em KILBY,
1965; WIENS e GILBERT, 1967).

A utilizagao da trealose da hemolinfa pelos tecidos &
facilitada pela ccorréencia generalizada da trealase (EC3.2.1.28)
enzima que cliva a trealose em duas moléculas de glicose (KILBY,
1963).

3. Mecanismo e regulacao da producac do casulo

A fiacao da séda em R. americana ocorre de forma simi-
lar 3quela descrita para Bombyx (LUCAS, SHAW e SMITH, 1958). A
liberagdao da secrecao da séda & feita por pressao hidrostatica
da hemolinfa sdbre a glandula salivar como consequéncia de con-
tragdao da musculatura corporal da larva. Isso pode ser facilmen
te demonstrado pela constatagao da inexisténcia de musculatura
na glandula salivar (MARQUES; informacao pessoal), e obtenééo de
secregao por compressao do corpo da larva (BIANCHI, 1972). A
secregcao da séda de R. americana apresenta propriedades simila-
res aquelas da s&da de Bombyx (LUCAS, SHAW e SMITH, 1958), isto
&, a secrecio e expelida cdmo um fluido esverdeado soliivel em
yérios solventes, mas que apds ser submetido a tensOes torna-se

altamente insolivel.

Estudos realizados com glandulas sericigenas de Hyme-
noptera mostraram gue a secregao da séda encontra-se ali altamen
te organizada, na forma de filamentos dispostos em fileiras pa-
ralelas (RUDALL, 1965). Segundo ésse mesmo autor, a transforma-
¢30 no fio de séda insollivel seria consequéncia do deslizamento
désses filamentos, uns sObre os outros, sob agao de forgas hi-
drodinamicas e tensdes permitindo o contato de extremidades rea
tivas e produzindo novas ligactes entre os filamentos. O autor
levanta ainda a possibilidade de ocorrer o mesmo na produgac da
séda por Bombyx mori, embora nao exista estudos nésse animal sé-
bre a estrutura da séda dentro das glandulas sericigenas e o con
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ceito mais. aceito para a transformacaoc da secrégdo da seda em fio
insolivel nésse animal seja baseado na alteragao da conformacgdo
das moléculas protéicas, de uma forma dobrada, para outra comple-
tamente distendida.

Observagoes preliminares realizadas, durante a elabora-
cao desta tese, com microscoOpio de fase na gladndula salivar de
R, americana, indicaram 'a presenga ali de uma certa organizagao
do material, embora nao no nivel observado em Hymenoptera (Cf.
RUDALL, 1965). Essas observagOes sugerem que a transformagdo
da‘secregéo da séda em um fio insollivel em R. americana pode ocor

rer segundo o0 mesmo mecanismo descrito por RUDALL (1965).

A regulacao hormonal do processo de fiagdo & pouco co-
nhecida, embora haja evidencias em Lepidoptera de que ecdistero-
na (20-hidroxi~ecdisona) seja wum fator importante para a promo-—
¢ao e manutencdo da sintese de fibroina na divis3o posterior da
gléandula sericigena no periodo larval (SHIGEMATSU e MORIYAMA,
1970) e de gue o inicic da fiagdo dependa de um baixo titulo de
hormdnio juvenil (WIGGLESWORTH, 1970).

A liberagéo‘de‘CaCO3 pelos tibulos de Malpighi de R.ame-
ricana poderia ocorrer pela conjugacao de dois fat§res: pressao
hidrost@tica da hemolinfa sObre os tlibulos como consequéncia de
contracbes corporais da larva e agio da musculatura presente nos
dutos comuns de cadé’par'de tibulos de Malpighi. Este tipo de
musculatura € comum entre os Diptera (PATTON, 1953) e;k. america-
na nao € excecao (MARQUES, informag¢ao pessoal). No inicio da
fiagdo, os dutos comuns dos tubulos de Malpighi estariam fechados,
impedindo éue a pressao hidrostitica da hemolinfa, consequente de
contragoes corporais da larva, ocasionasse a liberagao de CaCOs.
Posteriormente, os dutos se abririam, permitindo a saida de cris-
tais de - CaCO,, sob agac da pressao hidrostitica da hemolinfa. fs
te mecanismo é perfeitamente compativel com os resultados apresen
tados na Tabela XV, que mostram uma liberacao de CaCO3 muito pe-
quena no inicio da fiagao, seguido de um grande aumento alguns di
as depois. A Tabela mostra também que a produgdo da séda é inten
sa durante t6da a fiag3o, o que indica a ocorréncia de elevada
pressao hidrostdtica durante todo &ste periodo, devido ao fato
de que essa pressdo & necessiria para a liberagao da secregao da
séda (ver acima).
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A regulagd@o da musculatura dos dutos comuns de cada
par de tibulos de Malpighi poderia ser nervosa ou hormonal. 0
estado atual dos conhecimentos em R.americana nao permite a es-
colha entre nenhum dos dois processos de regulagéo. Contudo,
& interessante notar que a regulagao da musculatura dos tibulos
de Malpighi de alguns insetos € feita por um hormdnio produzido
nas "corpora allata", similar & adrenalina, como ocorre, por e-

(

xemplo, em Locusta migratoria (CAMERON, 1953).

WATERHOUSE (13950) propos gue os granulos presentes nos
tubulos de Malpighi de Lucilia cuprina seriam descarregados no
intestino como consequencia de ‘um aumento na tomada de fluidos
palos thbulos de Malpighi no estagio pupal. Um mecanismo simi-
lar também poderia explicar a liberacao de CaCO3 pelos tabulos

de Malpighi de R. americana.

A opgao entre os dois mecanismos propostos devera a-
guardar,entretanto, a expansao dos estudos de fisiologia dos

tibulos de Malpighi em R. americana.



RESUMO

Os resultados obtidos nesta tese podem ser distribuidos
em trés grandes grupos: comﬁosigéo quimica da hemolinfa e do casu
lo coletive e determinacao quimica de alguns componentes princi-
pais do corpo gorduroso e tibulos de Maipighi ao longo do desen-
volvimento.

Os principais resultados referentes & quimica da hemo-
linfa de larvasmaduras sao:-

il

1) A hemolinfa possui uma densidade 1,043, pH = 7,27,
osmolaridade = 216 miliosmoles e corresponde a 37% do peso~Gmido
do animal e 26% de seu péso-séco. A hemolinfa nao se coagula e
possui um volume de células correspondente a 0,3% de seu volume

total.

2) A andlise quimica realizada deu conta de 88% do pé-
so-séco total da hemolinfa e revelou que entre os componentes pre
sentes mais importantes em massa estdo as proteinas, seguidas dos
aminoidcidos livres, enquanto que os osmoticamente mais ativos sao
os aminodcidos livres seguido de Mg++ e N&. Entre os aminodci-
dos & notavel a presenca de ornitina e cistationina em concentra-
¢cOes relativamente elevadas e a auséncia, mesmo em tragos, de cis
teina e/ou cistina e citrulina.

3) Os peptideos ocorrem em concentracoes elevadas, mas
em pegueno nimero, e saoc compostos de 2 a 3 residuos de aminoaci-
dos em média; o mais abundante dos quais deve ser um dipeptideo
de histidina e &cido aspartico.

4) Citrato é o Anion mais importante da hemolinfa, se-
guido dos fosfatos organicos, enquanto que trealose &-0 principal
carboidrato presente.

5) Existem pelo menos 6 carotenbides ligados de forma
nao covalente a proteinas da hemolinfa e uma cromoglicoproteina,

de cOr amarelo-limao, fluorescente, de natureza desconhecida. Os
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carotendides mais importantes quantitativamente sao: g-caroteno

e um similar ao astaceno.

A composigao em massa do casulo coletivo na véspera
da muda pupal € a seguinte, em nilmeros inteiros: 44% de CaCO,;
34% de proteinas e 10% de carboidratos, ambos insolliveis em  to-
dos solventes utilizados (SDS 10%, uréia 6M, A&cido fdrmico 50%,
HC1l 2N, KOH 1M e Na HCO4 1IM); 10% de material hidrossoluvel e
4% de cinzas nao identificadas. O material hidrossoliivel foi
parcialmente identificado como: proteina (4%), éarboidratos(Z%),
engquanto gue 4% ainda permanece desconhecido.

O correlacionamento da andlise quimica da hemolinfa,
casulo, tlbulos de Malpighi e corpo gorduroso ao longo do desen-
volvimento, possibilitou ainda as seguintes conclusoOes:

1) A fracado insolivel do casulo (proteinas e carboi-
dratos) corresponde & séda secretada pelas glandulas salivares
da larva, enguanto que o CaCO3 presente provém dos tUbulos de
Malpighi.

2) As proteinas do casulo devem originar-se, pelo me-
nos em parte, das proteinas da hemolinfa, enguanto que seus car-
boidratos devem provir do glicogénio do corpo gorduroso.

Os resultados sao considerados em térmos de seus possi
veis significados metabdlicos e eventualmente fisiolpgicos.
Bnfase & dada na discussao do papel metabdlico dos componentes
organicos e inorganicos da hemolinfa, assim como dos mecanismos

de secregao da séda e CaCO, e sua possivel regulagao hormonal.



ABSTRACT

v The results of this thesis are concerned to three main
lines of research: the chemical composition of the hemolymph, of
the communal cocoon, and the chemical determination of some
components in the fat body and Malpighian tubules along larval

development.

The chief results on the hemolymph chemistry of mature

larvae are:

1) The hemolymph has a density = 1.043, pH = 7.27,
osmolarity = 216 miliosmols and corresponds to 37% of the larva
(Wet-Weight) or to 26% of the larva (dry weight). The hemolymph
does not clott and the volume of the hemocytes is 0.3% of blood

total volume.

2) The chemical analysis dealt with 88% (dry-weight)
of the hemolymph and shewed that proteins are the most important
component in mass, ~while free amino acids,.Mg++ and Na+.arerthe
most osmotically active substances. Among the amino acids
is remarkable the titres of ornithine.and cystathionine, and the
complete absence of cysteine and/or cystine and citrulline. .

3) There are few peptides, but present in high titres.
They are‘built of two to three amino acids residues,and the most
concentrated of them must be a dipeptide of histidine and as-
partic acid. ’

4) Citrate and organic phosphates are the most im-
portant anions in the hemolymph. Trehalose is the chief car-
bohydrate present.

5) There are at least 6 non-covalentely protein-bound
carotenoids and one lemon-yellow, fluorescent chromoglycopro-
tein of unknown nature.

The chemical composition of the communal cocoon of
‘R. americana expressed in "percentage of its total dry Weight
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(numbers rounded to the nearest unity) are: 44% of CaCO3; 34% of
proteins and 10% of carbohydrates both insoluble in all solvents

used (10% SDS, 6M urea, 50% formic acid, 2N HCl, 1M KOH and 1M
NaHCO3);,10% of water soluble material and 4% of ashes of unk-
nown nature. The water soluble material was identified in part
as: protein (4%) and carbohydrates (2%), while 4% remained unk-

nown.

The interrelationship among the results of the chemical
analysis of the hemolymph, cocoon, Malpighian tubules and  fat
body during larval development was used to draw the conclusions:

1) The insoluble fraction of the cocoon (proteins and
carbohydrates) corresponds to the silk produced by the larval sa-
livary glands, while CaCOq comes from Malpighian tubules.

2) The cocoon proteins must come, at least in part,
from the hemolymph proteins, while its carbohydrates must come

from the fat body glycogen.

The results are discusseu -in terms of its possible me-
tabolic and eventually physiological meanings. Emphasis is given
in the discussion of the metabolic role of the inorganic and or-
ganic components of the hemolymph, as yet in the mecanisms of
the silk secretion and CaCO3 deposition and their possible hor-

monal regulation.
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