BROTERIA GENETICA

REVISTA QUADRIMESTRAL

ORGAO DA SOCIEDADE PORTUGUESA DE GENETICA

NUMERO 1 VYOLUME II (LXXVII) 1981



e ».

GRGAO DA SOCEDADE FORIUGUESA DE GBRETICA

CONSELHO DE REDACCAO:

Prof. Dr. Luis J. Archer (Director e Proprietdrio)
Dr. Joido Salavessa (Secretirio)

Prof. Dr. Jorge Antunes-Correia

Prof. Dr. Miguel Pereira Coutinho

Eng.® Tristio Mello-Sampayo

Prof. Dr. Luis Sieuve Monteiro

Prof. Dr. Amindio S. Tavares

ADMINISTRADOR : Janudrio Geraldes

CONDICOES DE ASSINATURA :

Portugal: Esc. 300800 (Esc. 220800 para membros
da Sociedade Portuguesa de Genética).

Paises de expr. portuguesa: Dol. $7.00

Outros Pafses: Dol. $12.00

Nimero avulso: Esc. 100500

REDACCAO E ADMINISTRACAO :

BROTERIA GENETICA

R. Maestro Anténio Taborda, 14
1293 LISBOA CODEX

Telef. 66 16 60

Composto e Impresso nas oficinas grificas da Editorial Império, Lda.
Rua do Salitre, 155, 1.° — Telef. 57 31 73 — 1296 Lisboa Codex — Portugal



INDICE

IN MEMORIAM

Homenagem 4 memdria do Prof. Anténio de Sousa da Cimara .....................
por Miguel P. Coutinho

TEMAS EM FOCO

Os a«perigos» da engenharia genétiCa ..............c.ooiiiiiimiimiiiiaiiniii .
por Luis J. Archer

Grandes grupos, genética € evOolUCHO .........cveerremememrneeroieimerararessseisirsiannss
por A. Madeira Lopes

ARTIGOS GERAIS E DE REVISA0D

O problema dos oligoelementos em Biologia. I ..o,
por Juana Warden
Hidrocefalia — problemas na determinaciio dos tipos de hereditariedade .........
por Maria Teresa Lavandeira Pimenta
e M.® da Purificacio V. Sampaio Tavares

ARTIGOS DE INVESTIGACAO

Cytogenetic studies on Chorthippus jucundus (Fish.) (Orthoptera: Acrididac).
1. Heterochromatic segments in Spanish wild populations. ........................
por J. Gosilvez, C. Garcia de la Vega, C. Lépez and J. S. Rufas
Polyphenoloxidase isozymes in cofee plants differing in a single gene for resis-
tance to Hemileia Vastairix .........c.cccciciviviiiisiiiaiiusiiissasasiisiasiassnees
por M. Eduarda M. Guedes
A novel method for the analysis of active chromosomal loci by an endogenous
technique (EHT) .oocoviivinieiiniiiiuinrmenrasnressrianersnsssssisrasasssassssstainssantans
por Maury Miranda, M. L. Garcia and Carlos Alonso

NOTAS E NOTICIAS

XVII Jornadas Luso--Espanholas de Genética ¢ 1 Jornadas de Genética Mddica
Ficheiro dos membros da Sociedade Portuguesa de Genética ................coceeees

1981

11

7

41

51

57

65



g o SR
o P SPOR .

@ il - ry =

N H:.I'. el | =

- Epte =

‘FF IH. I:MJJE

ﬂnli-mub mw'lle-rﬁ
== pi:ﬂh Ln.lﬂ.\Ll"'Pi‘ "
b & gy ,a-nlmal:r':?
Q N uq:u—wzlhllh-hﬂ

mmﬂv‘mhu-r
uﬁl@&—,ﬂ:?

| ﬁ"%“"

= ¥ Wﬁﬂm

J ‘u ,‘nhm' ._Jnﬁ]b
o et

'Tlril'i'll kv A = =

=¥ Erﬁﬁ!_.ha-m‘.:u-
- 3. .hﬁ—m.‘.l-\.ﬂﬁn

- ‘. Humw;r WA

e :gillzﬂrz"it mzz-rrrmad- .”.,4.«.

= i
l'-.i Ill‘ll -
e ;e R
P 3 |_h"' - = -
SR S Jm)
- T B o
o _..i_."‘_ _"l- . % F.l_."'
s = ' )
— e "I T



(Fotografia de M. Noronha-Wagner)






IN MEMORIAM

HOMENAGEM A MEMORIA DO PROF. ANTONIO
DE SOUSA DA CAMARA

Miguel P. Coutinho

Em 6 de Janeiro ultimo realizou-se no auditério da Estagdo Agrondémica
Nacional, em Oeiras, organizada pela Sociedade de Ciéncias Agrarias de Por-

tugal, uma sessio de homenagem a memoéria do Prof. Anténio de Sousa da
Céamara, coincidindo essa data com o 80.° aniversario do seu nascimento.

Poucas iniciativas se podem considerar tdo plenas de justica como esta
de homenagear a memoria de quem foi um dos mais destacados valores da
classe agronomica, numa ac¢ao multifacetada de professor, cientista, investi-
gador, agrénomo, organizador e chefe, no verdadeiro sentido da palavra.

Terminou o seu curso de Engenheiro Agréonomo no Instituto Superior de
Agronomia em 1925, com a alta classificacdo final de 17 valores e nesse mesmo
ano foi convidado para assistente desse Instituto, no grupo da «Agricultura
Geraly.

Ao fim de pouco tempo a sua ac¢io dindmica fazia sentir-se em especial
na Seccdo de culturas arvenses e na Oficina de Maquinas que veio a constituir
a futura Esta¢io de Cultura Mecanica de que o Prof. Anténio Camara foi o
primeiro Director.

O ntimero e a responsabilidade das missoes que lhe foram atribuidas pelo
Ministério da Agricultura traduzem bem o relevo do seu prestigio no plano
agricola do pais e a confianca que lhe era depositada pela sua competéncia
profissional, que se evidenciou duma forma clara na chamada «Campanha do
Trigo», enquanto chefe do Gabinete do Ministro Linhares de Lima.

Mas o nivel cientifico de Anténio Camara atingiu o expoente mais elevado
particularmente no ambito da Citogenética e pode dizer-se que o seu interesse
pela Genética despertou pela existéncia do «Curso de Thrematologiay, iniciado
em 1920, no Grupo de disciplinas a que estava ligado, pelo que o Instituto
Superior de Agronomia se podia orgulhar de ser o primeiro Estabelecimento
de Ensino Superior a incluir uma disciplina sobre Genética no seu quadro
curricular.

A regéncia desse curso foi-lhe atribuida pela primeira vez no ano lectivo
de 1926-27 e, com a sua preparagiio geral de biologia e alta capacidade de utili-
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zacao bibliografica, rapidamente foi adquirindo conhecimentos seguros no am-
bito da genética; no entanto, Camara sentia que, para uma verdadeira especia-
lizagdo lhe era indispensavel adquirir junto de Centros de Investigagio cate-
gorizados, a técnica e a experiéncia de laboratério que a bibliografia nio podia
fornecer.

Ja como Professor Catedratico, lugar de que tinha tomado posse em 1931,
esteve largos meses em Edimburgo, junto do Prof. Koller e seguidamente no
«John Innes Instituty, em Londres e quatro anos mais tarde trabalhou durante
cerca de 6 meses na Alemanha, no «Wilhelm Kaiser Institut», onde o Depar-
tamento de Genética era chefiado pelo conhecido Prof. Baur.

Foi ao regressar dos estagios efectuados em 1932/33 em Edimburgo e em
Cambridge que iniciou no Instituto os trabalhos de Citogenética no que cha-
mava o seu «Laboratério de Genétican. Consegue algum pessoal auxiliar e
comega a atrair a si os primeiros colaboradores. Os meios de que dispunha
eram muito modestos e as verbas atribuidas muito reduzidas, mas traduziam
o interesse do Instituto e da Direc¢io Geral dos Servicos Agricolas em auxiliar
o desenvolvimento dos estudos da Genérica Vegetal, como base cientifica indis-
pensavel ao melhoramento das plantas. Tirou pleno partido de todos os esta-
gios no estrangeiro, incluindo um realizado mais tarde na Universidade de Mis-
souri, junto do conhecido Prof. Sears., pois todos eles contribuiram fortemente
para a defini¢cao do seu sector de especializacdo, como se reconhece facilmente
pela lista das suas publicagdes, e fortaleceram contactos que muito vieram a
beneficiar a preparac¢io cientifica de alguns dos seus colaboradores.

Foi do desenvolvimento deste ntcleo formado no ISA que resultou o ver-
dadeiro embrido daquilo que a sua inteligéncia, extraordinaria for¢a de von-
tade, segura determina¢io e consciéncia plena dos objectivos a atingir, trans-
formaram na Esta¢io Agron6omica Nacional, onde no seu Departamento de
Genética criou escola cientifica de indiscutivel valor, que adquiriu plano inter-
nacional.

Incrementou com entusiasmo a investigacao agronomica durante os 22 anos
em que dirigiu a Estacdo e, na preocupacdo de difundir os trabalhos ai reali-
zados, fundou em 1939 a revista «Agronomia Lusitana» e organizou em 1943
o «I Congresso Nacional de Ciéncias Agrariasy.

A sua actividade cedo despertou o interesse dos dirigentes do «Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas» de Espanha e o prestigio que ai alcan-
¢ou teve largo reflexo no desenvolvimento da investigacio cientifica sobre gené-
tica, nesse pais.

Convidado para membro do «Consejo» para dirigir o Laboratério de Cito-
genética «J. C. Mutis» de Madrid e para Membro de Honra do Patronato
«Alonso Herrera» em que se encontrava incluida a Estacio Experimental de
«Aula Dei», de Saragoga, ficou consolidado um intercimbio cientifico no am-
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bito da Genética, que culminou em 1949 com a publicacdo da primeira revista
espanhola de Genética, a «Genética Ibérica», de que Anténio Camara foi o
primeiro director.

No desempenho do papel de orientador que lhe foi atribuido, Sousa da
Camara permanece varios periodos em Espanha e, no ensino da metodologia
utilizada em Citogenética, participam ainda colaboradores seus, como Azevedo
Coutinho, Mello-Sampayo e¢ Noronha-Wagner. Também a Portugal vém esta-
giar na EAN, em Sacavém, alguns elementos que sdo hoje figuras destacadas
na Genética espanhola, como Sanchez-Monge, Alvaro del Amo ¢ outros.

Foi durante a comemorac¢io do 25.° Aniversario da fundag¢dao do Conselho
Superior de Investigagoes Cientificas, espanhol, em 1964, em que o Prof. Ca-
mara estava a frente da delegacio portuguesa, que ficou planeada a organi-
zac¢io das «Jornadas de Genética Luso-Espanholasy, que se t€ém efectuado, todos
os anos, alternadamente em Espanha e em Portugal, com notavel continuidade,
e que muito tém contribuido para o progresso da Genética peninsular.

Embora na lista de publica¢des do Prof. Anténio Camara figurem mais de
150 titulos, a sua linha de investigacdo centrou-se particularmente na citoge-
nética do trigo.

Assim, logo em 1934 publicou «Um estudo citolégico do Triticum mono-
coccum L.», seguindo-se dezenas de trabalhos do mesmo ambito (Elementos
para o estudo da indugdo de poliploides no trigo; Notas sobre espeltoides; Cito-
logia dos trigos tetraploides; O problema da fragmentacdo cromosémica ope-
rada pelos raios X, no Triticum monccoccum: A expulsio de cromosomas pela
centrifuga¢iio; Estudo comparativo de cariotipos do género Triticum; Cromo-
somas dos trigos hexaploides; Anomalias mei6ticas em trigos hexaploides; Un
cromosoma dicéntrico transmisible en trigo: etc., etc., etc.).

Fora dessa linha realizou também trabalhos de grande mérito, como por
exemplo os que apresentou relativos ao estudo da Luzula, que tiveram larga
repercussio internacional (Cromosomas sem centromero localizado. O caso da
Luzula purpurea Link.; X-rays in the centromere problem of Luzula purpurea
Link.; Advances in the centromere’s problem; Cytogenetics of acessory chro-
mosomes in Luzula campestris D. C.; etc.).

O mérito cientifico de toda a sua obra justifica plenamente as consagragoes
que lhe foram tributadas e assim foi eleito Académico efectivo na Academia
de Ciéncias de Lisboa ¢ Membro correspondente da Real Academia de Cién-
cias Espanholas, tendo sido igualmente nomeado Conselheiro de Honra do
Conselho Superior de Investigagdes Cientificas de Espanha, membro honorario
de numerosas Sociedades Cientificas, além de muitas outras distincoes.

Ao noticiar aqui, de forma um pouco extensa, a homenagem a pouco rea-
lizada, houve a deliberada intencido de associar a Brotéria-Genética a essa home-
nagem, prestada a quem foi um dos mais destacados vultos da Genética por-
tuguesa.
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TEMAS EM FOCO

0OS «PERIGOS» DA ENGENHARIA GENETICA

Luis J. Archer

Foi em 1974 que os proprios cientistas que entdo descobriam as poderosas
técnicas da engenharia genética langaram um apelo a todo o mundo para que
se suspendessem essas experiéncias até que se pesassem bem os riscos e peri-
gos que poderiam estar envolvidos (Science, 7/85:303; Nature, 250:175).

Desde entio, numerosas conferéncias internacionais se realizaram e mui-
tas comissdes nacionais se constituiram para estabelecer as normas de segu-
ranca a exigir para cada tipo de experiéncias. Em alguns paises, a obediéncia
a essas normas passou mesmo a ser urgida por lei.

Estes acontecimentos geraram reacgdes publicas emocionais de vario tipo,
com amplas repercussdes politicas e sociais (Luis J. Archer, Temas Biolégicos
e Problemas Humanos, Ed. Brotéria, 1981, pag. 48-65).

Viérias organizacgdes internacionais se preocuparam, entdo, com as diferen-
cas de exigéncias prescritas pelos varios paises, ja que elas levariam as indus-
trias a transferir de uns paises para outros os seus laboratdrios, acentuando
desequilibrios econémicos.

Para tentar a harmonizagio possivel entre os paises da Europa, a «Euro-
pean Science Foundation» (ESF) constituiu uma «Liaison Committee on Re-
combinant DNA» para a qual foi chamado um representante de cada pais.
A Junta Nacional de Investigagdo Cientifica e Tecnolégica nomeou-me repre-
sentante de Portugal nessa Comissdo.

Tivemos a primeira reuniio em Estrasburgo, em Margo de 1977. Segui-
ram-se varias outras, numa média de duas por ano. Na reunido de Janeiro
passado considerou-se terminado o trabalho. O comunicado final dessa reunido
¢ altamente significativo da mudanga que se operou ao longo destes quase
4 anos, e por isso o passamos a transcrever na integra.

«The ESF Liaison Committee on Recombinant DNA, at its meeting on
14-15th January, 1981, unanimously decided that its work of promoting the
necessary harmonisation of national recombinant DNA guidelines is now suffi-
ciently complete for the Liaison Committee to be wound up. Although the natio-
nal guidelines of some countries are still evolving towards the position already
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reached by others, the Committee believes that there is no further need for
formal and regular liaison at the ESF between representatives of national recom-
binant DNA committees.

Extensive information supports the view that recombinant DNA work
entails no significant novel biohazards. This is already accepted by some natio-
nal recombinant DNA committees and in those countries special safety pre-
cautions beyond good microbiological practise are no longer required for
recombinant DNA work except when known pathogens or toxin producing orga-
nisms are involved; it is widely accepted that recombinant DNA techniques
offer safer ways of studying and using pathogens and toxin producers than
conventional methods. The Liaison Committee endorses these national deci-
510Ns.

In several countries microorganisms produced by recombinant DNA me-
thods are now being grown on an industrial scale and concern has been expressed
about the biosafety of these large scale operations. The Liaison Committee
points out that the fermentation industry already has long and extensive expe-
rience of large scale fermentation, including that of known natural and dange-
rous pathogens. Consistent with its statements in the preceeding paragraph
the Committee emphasises that the large scale fermentation of microorganisms
produced by recombinant DNA methods does not pose novel or special pro-
blems.

Finally, the Liaison Committee reaffirms its opinion that there is no scien-
tific justification whatsoever for legislation specific for recombinant DNA
research and moreover, it sees no justification for further extensive recombinant
DNA risk assessment programmes.»
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GRANDES GRUPOS, GENETICA E EVOLUCAO

A. Madeira Lopes

A classificagdo geral dos seres vivos, «oficialmente» adoptada e mantida
lei até fins do século passado, muito mexida e remexida tem sido de entdo
para ca!

Os classicos reinos das enraizadas e fotossintéticas PLANTAS e dos mo-
veis ¢ mastigadores ANIMAIS ndo conseguiram mais aguentar 0s seus sacos
ja cheios, ¢ pediram um caixote do lixo para os organismos menos ortodoxos.
Os PROTISTAS incluiam as algas e os protozoarios, as esponjas e os fungos,
¢ as bactérias.

As bactérias — animais de Leeuwenhoek, e plantas de Cohn — sdo motivo
de nova reviravolta no esquema classificativo. Observagoes de citologia compa-
rada, de microscopia electrénica, de bioquimica e de genética molecular, na
era dos super-her6is, levaram a criagio duma nova dicotomia ao nivel dos
super-reinos: os EUCARIONTES, de cromossomas complexos, dois ou mais
aparelhos de sintese proteica ribossomica, sistema membranoso bem diferencia-
do, e os mais simples PROCARIONTES. Os cucariontes englobariam cinco
reinos: animais, plantas, fungos, algas e protozoarios, e os procariontes dois:
bactérias e cianobactérias (estas retiradas das algas onde eram conhecidas como
cianoficeas ou algas azuis).

Sdo novamente as bactérias, ou melhor, as observagdes efectuadas em bac-
térias na area da genética molecular, que voltam a provocar alteragdes nos
conceitos da taxonomia dos grandes grupos. As metanogénicas (como Metha-
nobacterium), as fotossintéticas haléfilas (como Halobacterium), as termoaci-
dofilas (como Thermoplasma) tornam-se independentes e adoptam o nome de
ARQUEBACTERIAS, opondo-se aos restantes procariontes — EUBACTE-
RIAS, e formando um novo super-reino (J. Mol. Evol. 1/, 245; 1978). A sepa-
racdo fundamenta-se essencialmsnte na estrutura dos tRNAs e rRNAs (tanto
16 S como 5S), da subunidades da transcritase, e no factor de translocacdo
da cadeia peptidica que, contrariamente ao EF-G eubacteriano, parece ser,
como o dos eucariontes (EF-2), inibido pela toxina diftérica (Nature 287, 250;
1980).

A analise das caracteristicas comuns e distintivas, ora atribuidas aos trés
super-reinos, ¢ encarada dum éangulo evolutivo, deu ja origem a duas teorias,
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qualquer delas apoiada em fortes argumentos. Para uns (Nature 287, 248;
1980) as arquebactérias teriam provindo das eubactérias, por modifica¢io da
maquinaria da tradugdo, e originado os pré-eucariontes. Outros (Nature 289,
95; 1981) sugerem trés linhas de descendéncia, separadas ha trés ou quatro
mil milhdes de anos; do progenonte inicial teria saido a primeira eubactéria
— possivelmente fotossintética (J. Mol. Evol. 13, 95; 1979); a primeira arque-
bactéria — metanogénica; e as primeiras estruturas citoplasmicas da quimera
eucariotica.

14 Vol. 11



ARTIGOS GERAIS E DE REVISAO

BROTERIA-GENETICA, Lishoa, II (LXXVII) 15-36 (1981)

O PROBLEMA DOS OLIGOELEMENTOS EM BIOLOGIA (*)

1

Juana Warden

Laboratorio de Botanica. Faculdade de Ciéncias, Lisboa

ABSTRACT

Seventeen ftrace-elements are at present considered essential to animal
organisms: Li, Cu, Zn, B, Al, Si, Sn, V, Se, Cr, Mo. Mn. Mn. F. 1. Fe. Co.
Ni. Their presence in the tissues of all living systems is certainly related to
the prebiotic evolution in accordance with the principles of stability, economy
and efficiency. They take part in basic physiological processes and constitute
the active centre of numerous enzymes. They are necessary for the conserva-
tion of the biological equilibrium stimulating the immunological systems,
detoxifying, reducing the effects of radiations and protecting genetical ma-
terial against mutations including oncogenic ones. Any alteration of these
elements, be it quantitative or qualitative, has negative repercussions leading
to symptoms of chemical stresses, which manifest themselves as «civilization
diseasesn. The recognition of this fact underlies the prophylactic campaigns
which hopefully can broaden their field of action including in its programms
the prevention of some congenital malformations.

INTRODUCAO

A literatura cientifica actual dedica cada vez mais espaco aos problemas
relacionados com os oligoelementos. A informag¢do, muito vasta, de caracter
interdisciplinar, cobre sectores tdo vastos como geoquimica, biofisica, agrono-
mia, medicina, ecologia, etc. O termo «oligoelementoy, sinénimo de «microe-
lemento», «elemento minimo», ou «trace element» da literatura anglo-saxo-
nica, nao tem uma defini¢io muito exacta, pois se refere tanto aos elementos
efectivamente raros na crosta terrestre, como também aos elementos cuja con-

(*) Contribui¢io para a celebracio do Dia Mundial da Alimentacio, 16/10/81, sob
o patrocinio da FAO.
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centragio s6 em meios bioldgicos é muito pequena, exprimindo-se em ppm,
pg/g ou pg/l. As concentragdes mais frequentes sao de ordem de 0.X—XO0 ppm,
o que difere em varias ordens de grandeza dos valores relativos aos elementos
mais abundantes, tais como calcio, fésforo ou magnésio.

O notavel progresso dos estudos sobre os oligoelementos, que se verificou
nos ultimos anos, foi possivel gracas ao desenvolvimento de métodos de analise
extremamente sensiveis, tais como a espectrometria de absor¢do atoémica e a
activa¢@o neutronica.

O grupo dos oligoelementos ¢ formado por cerca de meia centena de ele-
mentos quimicos (ndo incluindo os gases nobres, o grupo dos lantanideos nem
o de actinideos). Alguns destes elementos sio essenciais para os organismos
vivos, outros sio téxicos, e os restantes n@ao essenciais, pelo menos até que se
descubra o seu papel no metabolismo animal ou vegetal. Efectivamente, a lista
dos oligoelementos essenciais vai crescendo a medida que se vao aperfeicoando
as técnicas experimentais. Mas ndo sO os oligoelementos ndo essenciais, como
também os toxicos, podem ascender a categoria dos essenciais, como o demons-
tram os exemplos de flior e de selénio, cujos limites de toxicidade foram
fixados muito antes de se terem revelado como essenciais. Por esta razio, deve-
mos aceitar a referida classificagio como convencional e flexivel. Além disso,
é bem sabido que todos os oligoelementos sd@o potencialmente toxicos, quando
administrados em doses exageradas, sendo particularmente perigosos os ele-
mentos com faixa de seguranca muito estreita, isto ¢, com pouca diferenca
entre a dose benéfica e a dose toxica, como é o caso do flaor e do selénio.

Actualmente reconhecem-se como essenciais, tanto para os vegetais como
para os animais, os seguintes oligoelementos: Li, Cu, Zn, B, Al, Si, Mo, Mn,
Fe, Co. Os essenciais s6 para os organismos animais sdo: Sn, V, Se, Cr. F, I,
Ni. Ha pois, no total, 17 oligoelementos essenciais para os organismos animais.
Sdo bem poucos, mas indispensaveis para a conserva¢ao do equilibrio ambien-
cial, factor decisivo para a satude. Estes elementos intervém em processos fisio-
logicos fundamentais, constituindo a parte activa de numerosos enzimas, acti-
vando outros: auxiliam o organismo em situagoes dificeis, seja estimulando as
defesas naturais, desintoxicando dos produtos de metabolismo ou ainda redu-
zindo os efeitos das radiacdes e ajudando a eliminar os metais pesados. Pro-
tegem o material genético contra as mutagdes, incluindo as de cardcter on-
cogénico.

Sio esses elementos que orientam a luta no campo da Ecologia Profilac-
tica contra as «doencgas da civilizacio» —tema de numerosas comunicacoes
nos recentes congressos internacionais (Maio 1980 — 2.° Symp. Intern. sobre
Selénio em Biologia e Medicina, Texas Tech University, Lubbock, USA; Nov.
1980 — Semana Médica em Baden, (Baden-Baden), organizada pela Universi-
dade de Heidelberg; Nov. 1980 — 1.° Symp. Nac. sobre Selénio em Biologia e
Profilaxia, Cracévia). Citemos como exemplo, o éxito na luta contra a «Keshan
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Disease», uma doenca epidemiolégica duma regido da China (Keshan Disease
Research Group 1979; PASSWATER 1980).

Na prética, esta luta limita-se a iniciativas isoladas, em contraste com
os programas de profilaxia em grande escala 20 campo da medicina veteri-
naria, visando o combate ao cancro, as cardiopatias, a distrofia muscular, as
malformacdes congénitas, a fibrose quistica.

Parece vislumbrar-se uma luz de esperanga para o controlo de alguns
graves defeitos congénitos, ao demonstrar o efeito dum factor nutricional
(4cido folico) na correc¢dio da alteragdo estrutural do cromossoma X, asso-
ciada a debilidade mental (LEJEUNE 1981). A vantagem de deslocamento do
centro de gravidade dos programas de diagnostico citologico e bioquimico,
visando a solucdo terminal, para os programas de profilaxia, como uma me-
dida superior desde o ponto de vista ético, é Obvia.

No presente trabalho limitar-nos-emos a focar alguns aspectos bioqui-
micos, clinicos e ecolégicos em relagdo com os oligoelementos essenciais, ci-
tando varias referéncias bibliograficas de informagio mais completa (BOWEN
1966; BOSTROM and WESTER 1967; LISK 1972; RAPORT WHO 1973;
SHAMBERGER er al., 1973, 1975*; BERRY and WALLACE 1974;: PRASAD
1978, 1979; KABATA-PENDIAS and PENDIAS 1979). Em artigo subsequente
mencionaremos a relacido dos bioelementos com a estrutura submolecular da
matéria e a teoria bioelectrénica da vida. .

PAPEL DOS OLIGOELEMENTOS ESSENCIAIS
NA FISIOLOGIA ANIMAL

Os elementos do 1.° grupo
Litio:

Presente em todos os tecidos animais, particularmente no esmalte dos den-
tes, protegendo contra a cariz dentaria (HADJIMARKOS 1973). Foi demons-
trado o efeito favoravel da adigdo do litio na agua potavel sobre a redugio
de doencas do sistema circulatério (o que estaria relacionado com a redugdo
do sbédio no protoplasma induzida pelo litio) e de doencas psiquicas (GLEN
et al., 1972; BAILEY et al., 1975). Actua favoralmente tanto nos estados de
excita¢io como nos estados depressivos. Actualmente ha tendéncias para admi-
nistrar sais de litio no tratamento de pessoas alcodlicas e drogadas. Ha expe-
riéncias com resultados positivos, o que deveria encorajar o estudo de aplicagdo
de métodos profilacticos em grande escala (ALEKSANDROWICZ 1976%). Exis-
tem possibilidades de aproveitamento de sal gema e de salinas, como fonte
de litio.
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Cobre:

Presente em todos os tecidos animais, sendo o figado, os rins e o cérebro,
os Orgdos de maior acumula¢do. Diversos organitos celulares, e particular-
mente as mitocondrias, contém cobre. Pela sua grande capacidade de ligagido
com os acidos nucleicos, pode alterar com caracter permanente a sua estru-
tura, ¢ em consequéncia, as suas propriedades bioquimicas e genéticas (KA-
BATA-PENDIAS & PENDIAS 1979). Tem papel fundamental nos processos
celulares de oxi-redug@o, formando parte activa de vérios enzimas, como a
citocromio oxidase e 4cido ascorbico oxidase. Estimula a sintese de hemoglo-
bina e ¢ indispensavel para o correcto metabolismo do ferro. Alguns autores
afirmam que o cobre ¢ um dos mais poderosos inibidores de processos de cres-
cimento celular nos animais de laboratério, desconhecendo-se por enquanto,
se essa inibi¢io também se podera aplicar no caso das células humanas (GEOR-
GIEFF, cit. por ALEKSANDROWICZ 1976%).

Outra fungdo fisiolégica importante do cobre é o controlo do metabolismo
do colesterol e protecgio da estrutura da aorta. Na presenc¢a de baixa concentra-
¢do do cobre, aumenta o nivel de colesterol no sangue. A deficiéncia do cobre
pode induzir nos lactentes a anemia, resistente a administracio de ferro. Tam-
bém sdo conhecidas as diarreias de lactante por falta de cobre. Uma deficiente
absor¢do de cobre nos lactantes pode ser devida a uma anomalia geneticamente
determinada, conhecida pelo sindroma de Menkes, cujos sintomas sido: deterio-
ragio mental progressiva, queratiniza¢io anormal do cabelo, hipotermia, dege-
neracdao da parede da aorta (O.M.S. 1973).

A absorcdo de cobre, além do mencionado factor genético, pode também
estar afectada pela presenca nos alimentos de fitatos (ingestio excessiva de
cereais integrais ¢ seus derivados), de cadmio (inalado com o fumo de cigarros),
como também pelo excesso de zinco, molibdénio e de enxofre na alimentacio.
Fontes boas de cobre: figado, ostras, peixe, legumes verdes. Fontes pobres: leite,
margarina, mel (O. M. S. 1973).

Prolongada ingestio de alimentos ou de 4gua com elevado teor de cobre
constitui risco de intoxicagdo, sobretudo para as criancas. A acumulacio de
cobre nos principais 6rgaos afecta o figado e os rins, reduz o nivel de hemo-
globina e induz alteragGes patolégicas das artérias coronérias.

Os fungicidas contendo cobre podem constituir risco de intoxicagdo, com
manifestagio de hemoglobinémia, hemoglobintria, urémia e ictericia hemo-
litica. .

O cobre tem aplicagio em numerosas industrias, principalmente na indus-
tria eléctrica, devido as suas excelentes propriedades como condutor de elec-
tricidade. A maior contaminacdo do ambiente produz-se nas imediagGes de
minas e fundi¢oes deste elemento. A contaminacio da atmosfera nas cidades
deve-se principalmente as emissdes de fumos de combustio de carvio e dos
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gases de tubos de escape dos veiculos. O aumento de intensidade de trafego
¢ acompanhado pelo aumento da concentragdo de cobre na poeira atmosfé-
rica. As linhas de alta tensio, a execugdo irracional de praticas agricolas (con-
trolo fitossanitario, adubagido, etc.), contribuem também para a contaminagio
local do solo e das plantas (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Os elementos do 2.° grupo
Zinco:

A sua importancia para o normal desenvolvimento do organismo animal,
foi demonstrada ha mais de cem anos. Este elemento forma parte fundamental
da enzima anidrase carbonica e de muitos outros metaloenzimas, como carbo-
xipeptidases, fosfatase alcalina, proteinases, desidrogenases. Regula o metabo-
lismo de hidratos de carbono e de proteinas. Forma ligacGes estiveis com o
DNA, produzindo alteragdes estruturais e funcionais dos #4cidos nucleicos,
podendo interferir no desenvolvimento de certos virus. A deficiéncia de zinco
afecta a actividade da polimérase do RNA (KABATA-PENDIAS & PEN-
DIAS, 1979).

O zinco tem efeito favoravel na formagdo das glandulas sexuais masculi-
nas, na cicatriza¢io de feridas, sobretudo as da pele. Nos casos de hipertrofia
benigna de préstata, observa-se o aumento da concentra¢dao de zinco, ao con-
trario dos casos malignos, que estdo acompanhados pela sua reducdo. A carén-
cia de zinco provoca malformagoes do feto na rata, sendo o tecido cerebral par-
ticularmente afectado (O. M. S. 1973).

A dieta normal contém quantidade suficientes de zinco. As sementes, e
em particular as pevides de abobora sdo fontes muito ricas de zinco. A sua
deficiéncia deve-se geralmente a alteragcio da sua propor¢io em relagio a
outros elementos.

O efeito favoravel do zinco sobre as membranas dos eritrocitos faucifor-
mes estaria provavelmente relacionado com a inibicdo de formagdo de largas
cadeias de hemoglobina S (PRASAD 1979).

Os factores mais importantes de polui¢do sio a poeira das minas de zinco,
as emissoes das fundi¢es e a combustdo de carvdao e de derivados de petrdleo.

O zinco ¢ relativamente pouco toxico. Os casos de intoxicag¢io tém em
geral origem na ingestao de fruta ou legumes que tenham sido tratados com
produtos a base de zinco, ou pela ingestdo de alimentos guardados em reci-
pientes de zinco. A aplica¢io de produtos farmacéuticos a base de zinco, pode
produzir o aumento da sua concentra¢io no organismo. (KABATA-PENDIAS
& PENDIAS 1979).

1981 - 19



Elementos do 3.° grupo:
Boro:

Encontra-se presente em todos os tecidos animais, onde penetra tanto
através do canal digestivo, como através das vias respiratorias. A sua maior
concentracdo corresponde ao leite, a seguir ao cérebro, figado, tecido adiposo,
Osseo e dentes. Ndo se acumula no organismo, sendo eliminado rapidamente.

Desconhece-se ainda o papel exacto do boro na fisiologia animal. Os estu-
dos mais recentes permitiram constatar, que nos ratos carenciados deste ele-
mento, a sua administragio estimulava a sintese de RNA hepatico (O. M. S.
1973).

As intoxicagdes sio geralmente de natureza acidental, tendo como origem
a ingestdo de produtos farmacéuticos ou produtos para a lavagem de roupa.

Elementos do 4.° grupo
Silicio:

E o principal constituinte da litosfera. Encontra-se em tecidos animais,
principalmente nos ossos, tenddes, pele e pulmdes. Desempenha papel impor-
tante no processo de calcificagdo Ossea.

A inalagio de poeiras contendo Si0. livre é toxica, ao contrario de mine-
rais de silicio, que sao em geral inofensivos com excepgdo de alguns sais de
silicio, de estrutura fibrosa (asbesto), que se consideram como um dos agentes
oncogénicos (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Estanho:

Presente em todos os tecidos animais. E indispensavel para o correcto
desenvolvimento do organismo, atribuindo-se-lhe um importante papel nos
processos enzimaticos de oxi-redugdo. A sua caréncia na alimentagio, que
ndo foi detectada no homem, perturba o crescimento e altera a pigmentagio
normal dos dentes (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Possui certo grau de toxicidade, afectando as glandulas sexuais e o sis-
tema nervoso. Um dos factores que pode contribuir para a elevagio excessiva
da sua concentragdo no organismo, é a presen¢a do estanho nas latas de con-
serva ¢ no papel de embalagem dos produtos de consumo. A Organiza¢do
Mundial de Satde fixou os valores admissiveis para o teor do estanho nos ali-
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mentos enlatados. Felizmente, na maioria dos paises adoptou-se o sistema de
revestimento interior das paredes das latas de conserva com uma camada de
verniz (O. M. S. 1973). Gragas a esta medida conseguiu-se reduzir muito a con-
taminag¢io dos alimentos. Mas mesmo assim, em certas circunstancias, as latas
de conserva podem tornar-se potencialmente focos de contaminagdo, com con-
sequéncias muito mais graves, e isto pelo simples gesto de deitar ao mar uma
lata de conserva vazia. Verificou-se, que certas algas tém a capacidade de
acumular quantidades enormes de estanho—que podem ser até 1000 vezes
superiores 4 sua concentragdo no mar. O problema agrava-se ainda pelo facto
de que o estanho assim acumulado, encontra-se na forma de composto orga-
nico, metilo e di-metilo, que sio muitissimo mais perigosas do que na forma
metalica, inorginica (SCIENCE & VIE 1979).

Os elementos do 5.” grupo
Vanddio:

Esta localizado em todos os tecidos, principalmente nos pulmoes, nos 0ssos
¢ no tecido adiposo. A sua funcdo biolégica prende-se com a sua participagdo
nos processos metabélicos de colesterol, lipidos e fosfolipidos, e nos processos
de calcificagio do tecido 6sseo. Contribui nalguns casos para a redugdo da
taxa de colesterol e de lipidos no sangue, sendo por esta razio considerado
como um factor que melhora a circulagio. (KABATA-PENDIAS & PEN-
DIAS 1979).

As quantidades de vanadio presentes nos alimentos sdo muito pequenas.
O seu teor nos vegetais superiores ¢ geralmente muito baixo, na ordem dos
0,0X—X ppm, sendo de destacar as folhas de alface e de plantas leguminosas,
que possuem concentracdes mais elevadas deste elemento. Dois grupos de vege-
tais inferiores — musgos e cogumelos —acumulam quantidades muito maio-
res de vanadio, na ordem dos 100 ppm.

O vanadio tem numerosas aplicagdes na indistria. A contaminagdo do
ambiente pode originar-se através dos canais de esgoto, que conduzem os detri-
tos, ou pela emissio atmosférica de particulas de vanadio durante a combus-
tdo de Sleos. E esta segunda via, a principal responsavel (em 90 %) da conta-
minag¢io do ar nos centros industriais. A dinalagdo da poeira atmosférica con-
taminada pelo vanadio pode desencadear processos cancerosos nos pulmoes
(YEN 1972).
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Elementos do 6.° grupo
Selénio:

Este elemento encontra-se presente em todos os tecidos animais. Até ha
pouco tempo era considerado como um elemento puramente toxico. Nido obs-
tante, jA ha mais de 50 anos foi reconhecido o seu valor terapéutico, nomea-
damente no tratamento do cancro.

O papel biolégico do selénio, como elemento essencial, foi demonstrado
por SCHWARTZ em 1957, quando apds longos anos de pesquisa sobre a
necrose hepatica nos ratos, induzida pela alimentagdo deficiente em vitamina E
e em tio-aminoacidos, conseguiu identificar o composto orginico de selénio
como constituinte essencial do Factor 3 (SCHWARTZ & FOLTZ 1958). Pouco
depois ficou demonstrada a sua importancia para outras espécies animais, in-
cluindo o homem, e para os microrganismos, Entra na composi¢io de nume-
rosos enzimas, participando activamente no transporte de electroes.

As fungoes fisiolégicas de selénio sdo variadas e de primordial importancia
para o organismo. Como componente essencial do enzima peroxidase glutatio-
nica (ROTRUCK et al., 1972), tem, juntamente com a vitamina E, proprie-
dades antioxidantes, catalisando a destrui¢io dos peroxidos, eliminando-os,
protegendo assim a integridade estrutural das membranas celulares, sobretudo
das mais ricas em lipidos insaturados, como dos eritrocitos e mitocondrias,
contra o ataque dos radicais livres (DOWNES er al., 1979).

H4 uma estreita correlagdo entre a quantidade de selénio nos alimentos
ingeridos e actividade da peroxidase glutationica nos tecidos (HOEKSTRA
1975; DOWNES er al., 1979). A deficiéncia desta enzima induz varios sinto-
mas patol6gicos, como a necrose do figado e do péancreas e a aterosclerose
(SPRINKER 1971; DOWNES et al., 1979). A deficiéncia da peroxidase glu-
tatiénica seria também responsavel, pelo menos em parte, pelos processos infla-
matoérios das articulacoes e pelas alteragdes de tipo oxidativo das proteinas da
cornea, conducentes a catarata (PASSWATER 1980).

Entre outras seleno-proteinas animais, podemos mencionar o coenzima Q
(a ubiquinona) e o coenzima 10. Este tultimo parece intervir no sistema imu-
nolégico, aumentando as defesas naturais do organismo, sendo ainda pouco
esclarecida esta fungdo. Ha referéncias indicando o coenzima 10 como va-
lioso agente na luta contra as doengas infecciosas, cancro, doengas de
coragdo, periodontite (FROST & Van POUCKE 1972; DOWNES et al., 1979).
Por sua vez, o coenzima Q asseguraria a vitalidade do misculo caPliaco,
cujas lesdes degenerativas parecem estar associadas ao estado de caréncia
desta enzima (PASSWATER 1980).

Também se considera que a deficiéncia de selénio na dieta impede a
produgdo de certas prostaglandinas, que controlam a viscosidade do sangue,
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factor importante na regulagio da pressio arterial (loc. cit.). Cita-se a efica-
cia do selénio na reversdo da hipertensdo induzida pelo cadmio (PERRY
et al., 1974).

Os resultados dos estudos epidemiol6gicos ao nivel mundial demonstram
que existe uma estreita correlacio negativa entre a incidéncia de 6bitos devi-
dos a certos tipos de cancro (célon, mama, es6fago, lingua, estdbmago, intes-
tino, recto, bexiga, leucemia), aos enfartes de miocardio, a hipertensdo,
esclerose multipla, e o teor do selénio na agua, no solo e nos alimentos.
Embora este facto ndo constitua uma prova definitiva da relacdo entre a
causa ¢ o efeito, muitos cientistas consideram este elemento como de maior
valor na luta profilactica contra o cancro, recomendando a sua adi¢io como
suplemento na forma organica (150-250 pg por dia), além da inclusio na dieta
corrente de produtos ricos em selénio, tais como: figado, rins, peixe, maris-
cos, algas, levedura de cerveja, cereais integrais, gérmen de trigo, gema de
ovo, leite e lacticinios, sementes de girasol, produtos a base de cereais inte-
grais, piao (SCHRAUZER 1978, 1980; SHAMBERGER et al, 1975b, entre
outros). SCHRAUZER recomenda, ao mesmo tempo, a redugido de consuma
de carne (o excesso de proteina na dieta dificulta a assimilagio de magnésio,
considerado desde ha tempo, como um agente protector contra o cancro),
gorduras, batatas e sobretudo a redugdio de aglicar. A estatistica mostra uma
estreita correlagdo entre a incidéncia de cancro e o consumo de agticar. Mais:
«It is, in fact, the food item with which breast cancer mortality statistics
correlate most strongly» (SCHRAUZER 1980). De acordo com este autor, no
caso da suspeita de predisposi¢do, quanto mais cedo se modificar a dieta —
melhor.

A fungao protectora do selénio na defesa contra o cancro apresenta trés
apectos. Ja mencionamos dois deles —referentes ao seu papel como anti-
oxidante e como estimulador das defesas naturais do organismo. O terceiro
aspecto relaciona-se com a capacidade do selénio de neutralizar as mitoxinas,
incluindo a terrivel aflatoxina—o poderoso agente biol6gico cancerigeno
(NEWBERNE & CONNER 1974; ALEKSANDROWICZ et al., 1976). Foi
demonstrada a capacidade estabilizadora do selénio em relagio aos segmentos
de DNA ricos em G-C (MARCZYNSKI er al., 1980). Recomenda-se o em-
prego de terras ricas em selénio, para corrigir a sua deficiéncia em terras
pobres, considerando-se esta medida como uma estratégia muito promissora
na luta profilactica contra o cancro (ALEKSANDROWICZ 1976 a). Os estu-
dos epidemiol6ogicos indicariam uma estreita liga¢io entre a incidéncia do
cancro (tumores, leucemia) e a contaminacio do ambiente (solo, dgua, habi-
tacdo) com certos fungos, p. ex. Aspergillus flavus, productores de micotoxi-
nas (WRAY 1975; ALEKSANDROWICZ & SMYK 1973; ALEKSANDRO-
WICZ 1976 9).
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Existem outras doencas induzidas, em parte, pela deficiéncia de selénio.
Sio elas a «kwashikory (malnutri¢io com caréncias graves calorico-proteicas),
a fibrose quistica (WALLACH, 1978) e a «Keshan disease» (uma cardio-
patia). Esta ultima, detectada e estudada na China, de caracteristicas epide-
mioldgicas endémicas, estd associada ao baixo teor de selénio no organismo
e no solo. Actualmente estd praticamente controlada, gracas a adi¢io na
dieta de selenito de sodio (KESHAN DISEASE RESEARCH GROUP 1979;
PASSWATER 1980).

Devemos mencionar mais duas func¢des protectoras do selénio: (1) —a sua
capacidade de se ligar aos metais pesados, como o arsénio, o cddmio, o mer-
clirio e o chumbo, reduzindo a sua toxicidade (FROST y van POUCKE 1972,
GANTHER et al., 1972; STOEWSAND et al., 1974; DOWNES et al., 1979)
e (2)—a sua capacidade de reduzir os efeitos de radiagdes, sendo conside-
rado como «excelente protector» BADIELLO et al., 1971; PASSWATER 1980);
«tremendous protectors (natural selenium amino acid an protein compounds)
against radiation» (COLOMBETTI & MUNTI 1971) e «extremely protective
against irradiation by gamma rays» (ALEKSANDROWICZ 1976").

Os riscos de contaminagdo com selénio ndo sdo grandes. O factor que
mais contribui para a polui¢do sdo as emissdes resultantes de combustio de
carvdo, principalmente nas centrais eléctricas. (KABATA-PENDIAS 1979).

Crémio:

Presente em todos os tecidos animais, acumulando-se principalmente nos
tecidos 6sseo e muscular. A frac¢do celular mais rica em crémio corresponde
aos nucleos e mitocondrias.

Além da variagio quantitativa do teor de crémio entre os habitantes de
diferentes é4reas geograficas, observa-se uma variacdo dependente da idade,
que consiste na redugdo progressiva de concentra¢do de cromio.

O crémio tem tendéncia para formar complexos com varios compostos
organicos, como as proteinas e os 4cidos nucleicos. Desempenha um impor-
tante papel no metabolismo da glucose através da ac¢do do «glucose tolerance
factor» (GTF) sobre a insulina (SCHWARTZ & MERTZ, 1957), de certas
proteinas, e de lipidos, sobretudo colesterol (O. M. S. 1973; KABATA-PEN-
DIAS & PENDIAS 1979). E componente de algumas enzimas (p. ex. a trip-
sina), e estimula a actividade de outras. Considerado um factor importante
nos processos de crescimento e no fenémeno de longevidade, pela sua ac¢io
na sintese de proteinas.

A caréncia de cromio que conduz a reducio da actividade da insulina,
€ o resultado tanto duma dieta pobre em crémio, como do consumo de agticar,
0 que acelera a elimina¢io do crémio do organismo. O actcar refinado con-
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tém em média 50 ppb Cr, enquanto que o agucar amarelo — 295 ppb Cr,
e o mel—290 ppb Cr. Nos individuos diabéticos, a administragdo de crémio
restaura a tolerancia a glucose. (FOUAD 1979; KABATA-PENDIAS &
PENDIAS 1979).

A actividade biolégica de crémio depende da forma quimica do com-
posto do qual este elemento faz parte. Os compostos orgénicos sio melhor
assimilados do que sais inorganicos. A melhor forma de fornecer crémio
como suplemento dietético, seria ligando-o com os aminoédcidos duma fonte
rica em proteinas, seja de origem vegetal (p. ex. levedura de cerveja), ou
animal. (FOUAD 1979). Como boa fonte natural podemos citar a soja e o
grama — Cynodon dactylon.

E particularmente interessante a participacao do crémio no metabolismo
de colesterol, embora o mecanismo ndo esteja ainda esclarecido completa-
mente. Supde-se que o aumento da taxa de colesterol no soro das pessoas
idosas esteja relacionado com a queda da concentra¢do deste elemento no
sistema circulatério. O enriquecimento da dieta pobre em crémio reduz a
velocidade da subida do colesterol (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Se bem que a sua toxicidade seja baixa, pode no entanto causar pro-
blemas locais, principalmente pelas emanagdes dos gases da inditria meta-
lirgica e pela combustdo de carvio nas centrais eléctricas. Além disso, € com-
ponente de tintas (amarelas e encarnadas) e de fungicidas para a conserva-
¢do de madeira.

Molibdénio:

E um elemento indispensdvel para o organismo, concentrando-se prin-
cipalmente no figado, nos rins e nos dentes. Forma parte da enzima que
participa nos processos de oxi-redugio e no metabolismo de purinas. Também
¢ indispensavel para os microrganismos, fixadores de azoto (ALEKSAN-
DROWICZ 1976%). O molibdénio favorece a acumula¢io de flior, prote-
gendo assim, indirectamente, contra a carie dentaria. Efectivamente, tem-se
observado nas crian¢as das regides ricas em molibdénio, menor numero de
caries do que nas regides vizinhas, mais pobres neste elemento (O. M. S. 1973).

Os estudos epidemioldgicos indicam, que as regides onde as 4guas sdo
mais ricas em molibdénio, possuem muito menores indices de incidéncia de
cancro de estémago. Como exemplo podemos citar o Japdo, onde esta forma
de cancro ¢ frequente, e onde, a0 mesmo tempo, a ingestio diaria de molib-
dénio ¢ muito baixa (ALEKSANDROWICZ 1980).

O excesso de molibdénio prejudica o metabolismo de cobre, podendo
conduzir a anemia por falta de cobre. Também afecta o metabolismo de
célcio, reduzindo a sua concentragdo nos ossos e causando uma elevagdo
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anormal da concentra¢do de acido urico no soro, contribuindo para o apa-
recimento de gota (O. M. S. 1973).

Elementos do 7.° grupo:
Flior:

Encontra-se presente em todos os tecidos, sendo particularmente abun-
dante no tecido dsseo (onde se vai acumulando progressivamente) e nos dentes
(KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979). E um elemento essencial para os
organismos animais, sendo ao mesmo tempo téxico, com muito pouca mar-
gem de seguranca entre a concentragio benéfica e a prejudicial.

O papel fisiologico do flior estda relacionado com o processo de minera-
lizagdo dos tecidos. Tem um papel benéfico sobre a denti¢do, sendo a sua
eficicia limitada unicamente a fase anterior a erupgio de dentes. Nas fases
posteriores, a sua ac¢do protectora deve-se as propriedades bactericidas.
Ha opinides contrarias 4 adop¢io de medidas preventivas em grande escala
contra a carie pela fluorizagio da 4gua, coniderando-as perigosas e des-
necessarias (ALEKSANDROWICZ 1976).

As principais fontes de flior sdo: o cha (contém 400 ppm), os peixes
de agua salgada e a agua potavel.

A toxicidade causada pelo excesso de flior —a fluorose — manifesta-se
principalmente pela alteragdo do metabolismo de célcio e de magnésio, levando
a descalcificacdo do tecido 6sseo e a calcificacio de rins, pulmdes e musculos,
com reducio da concentragio do magnésio no sangue e o0 seu aumento
Nos 0SSOS.

As emissdes das centrais industriais — principalmente da industria de
aluminio e ceramica, produc¢do de adubos fosfatados — constituem fontes de
polui¢do importantes.

Os adubos fosfatados contém em média 1,40 % F. Apbs 12 anos de apli-
ca¢do destes adubos, a concentracdo de flior no solo aumenta ca de 50 ppm.
Em comparag¢do com outros oligoelementos que poluem o meio ambiente, o
flior, na forma de HF tem ac¢ido muitissimo mais prejudicial sobre a pro-
dugdo agricola (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Iodo:
Estd presente em todos os tecidos, correspondendo cerca de 80 % do
seu conteido total no organismo & gliandula tiroideia onde, apds sofrer oxida-

¢do, se liga 4 tiroxina. O metabolismo do iodo estd estreitamente ligado a
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actividade das hormonas da tiroideia, as quais controlam o desenvolvimento
psiquico e fisico e participam em processos enzimaticos, relacionados sobre-
tudo com a transformacido de energia.

Devido a4 sua rapida eliminagdo, principalmente pelas vias urinarias, ha
necessidade de adicinonar diariamente, sendo suficinte 100 pg para uma pes-
soa adulta (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979). Os peixes de 4gua sal-
gada ¢ o sal marinho nao refinado sdo fontes importantes de iodo.

As primeiras medidas de luta profilactica contra o bécio (devido, entre
outros factores, a deficiéncia de iodo no organismo) foram adoptadas no
principio do século XX, na sequéncia de estudos epidemiolégicos conduzidos
ainda no decorrer do século XIX (ALEKSANDROWICZ 1976%). Ha no
entanto situacdes, em que a adi¢do de iodo nd@o ¢é eficiente, devido a presenga
em certos vegetais (do génro Brassica) de substancias que se combinam com o
iodo, impedindo a sua absor¢do e fixacao na glandula tiroideia.

A poluicio do ambiente pelo iodo levanta um problema grave, relacio-
nado com a contaminagio pelo I-131, o qual, juntamentte com outros radio-
isotopos constitui o desperdicio das centrais nucleares, entrando na cadeia
alimentar do homem através da agua, peixes, vegetacdo e leite de vaca
(KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Elementos do 8.” grupo:
Ferro:

E um dos principais metais, a base da nossa civilizacio, presente em todos
os tipos de ambiente geoquimico. Muito importante para o metabolismo dos
vegetais, pela sua participagio em diferentes reac¢des de oxi-redugdo, relacio-
nados com processos tio fundamentais como a respiracio, fotossintese, sin-
tese de clorofila, ou mais precisamente, para o metabolismo do RNA dos clo-
roplastos, ainda que ndo forme parte da clorofila.

Presente em todos os tecidos animais, sobretudo no figado e no bago.
Entre 60 e 70 % do teor total correspondente & hemoglobina e compostos
metaloproteicos, que intervém em processos celulares de oxi-reducdo. E bem
conhecida a funcdo da hemoglobina: cotransporte de oxigénio dos pulmdes para
os tecidos, e do anidrido carbénico em sentido oposto.

O contetido total de Fe nos alimentos ndo corresponde a quantidade assi-
milada. Esta ultima, oscila entre 5 a 20 %, dependendo da forma do composto,
i.e., da sua actividade biologica e da presencga de outros ides (acido fitico, acidos
biliares, fosfatos, alcalis e metais pesados dificultam a absor¢do).

A deficiéncia de ferro conduz a falta de hemoglobina (anemia hipocré-
mica), com consequéncias perigosas sobretudo para as mulheres gravidas, pois
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da lugar as perturbagdes do processo de respiragdo celular, que podem afectar
negativamente o posterior desenvolvimento mental da crianga (ALEKSANDRO-
WICZ 1976%).

O problema da polui¢do ndo constitui perigo para os organismos huma-
nos, a nao ser no caso de poeiras radioactivas contendo Fe-55. Entrando na
cadeia alimentar (plancton-peixe-homem) chega a acumular-se no organismo,
com consequéncias muito graves, podendo alterar a estrutura dos eritrocitos.
Os esquimos, cuja dieta consiste principalmente de carne de rena (musgos
-renas-homem), acumulam até 19 nCi/l, quando para outras populagoes, este
valor é muito mais baixo, em média 3,9 nCi/l (KABATA-PENDIAS & PEN-
DIAS 1979).

Cobalto:

Presente em todos os tecidos animais. Ndo se acumula no organismo.
O cobalto favorece a actividade do sistema hematopoiético, tanto através da
vitamina B,. (cianocobalamina), como na forma de ido livre. Enquanto que
a vit. B,, € eficaz unicamente no caso de anemia perniciosa, o iao Co estimula
em geral todo o processo de formagdo de eritrocitos, independentemente das
causas da sua deficiéncia. (ALEKSANDROWICZ 1976t). Cobalto participa
também na activagio de alguns processos enziméaticos de oxi-reducio, estimula
a sintese dos écidos nucleicos, participa na sintese de timidina, acido félico,
metionina, acelera a cariocinese favorecendo com isso os processos de regene-
racdo dos tecidos. O seu efeito é particularmente favoravel nos casos de ane-
mia resultante de toxinas de origem infecciosa, derivada das doengas cance-
rosas, e nas que acompanham as doencas renais. A dose terapéutica diaria ele-
va-se a 50-150 mg. (ALEKSANDROWICZ 1976%).

De acordo com as observacdes de autores russos, existiria uma correla¢do
negativa entre o teor em cobalto no solo, na agua e na alimentagiio, por um
lado, e a incidéncia de bdcio, por outro (O. M. S. 1973).

Todas as plantas possuem cobalto, mas ndo na forma de cianocobalamina;
esta encontrase em alimentos de origem animal, tais como: iogurte, carne
(figado e rins), ovos. Alguns vegetais fermentados podem também conter certa
quantidade, embora bastante pequena. E de referir a presenca de cianocoba-
lamina nos nddulos das raizes das leguminosas, onde participa na sintese de
acidos nucleicos e nos processos de oxi-redug@o.

O cobalto € pouco téxico, a ndo ser que se trate de doses exageradas, como
p.ex. no caso de ingestdo excessiva de cerveja, a qual se tenha adicionado
cobalto para estabilizar a espuma, pratica hoje abandonada (ALEKSANDRO-
WICZ 1976°).
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A polui¢io atmosférica de cobalto deve-se as emissdes das fabricas da
industria metaltrgica, e da combustdo de petréleo e seus derivados (KABATA-
-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Os efeitos da contaminacdo pelo cobalto radioactivo, Co-60, relacionados
com sua aplicagio na medicina, podem reduzir-se gracas a medidas protecto-
ras, como p.ex. pela aplicagio de extracto de timo, o «timo factor X», ou
«TFX» (ALEKSANDROWICZ 1979).

Niquel:

Encontra-se em todos os tecidos animais. A sua importancia fisiologica
deve-se ao seu papel como activador de certas enzimas (arginase e carboxilase),
e como estimulador de actividade hormonal. Supde-se que desempenha uma
fun¢do importante nos processos de oxidagdo de compostos organicos das mem-
branas celulares, no metabolismo de lipidos e na estabilidade de 4cidos nucleicos.

A concentra¢do do niquel no soro sanguineo eleva-se imediatamente apds
o enfarte de miocardio, e em consequéncia de choque, queimaduras e outros
traumatismos, sendo ainda pouco claro o mecanismo deste fenémeno.

O niquel é pouco assimilavel através das vias digestivas, sendo rapidamente
eliminado. Pelo contrario, introduzido através das vias respiratorias, com as
poeiras atmosféricas, fica retido, acumulando-se nas glandulas linfaticas, e em
parte também nos 0ssos e nos rins.

O excesso de niquel metalico, e os vapores de certos sais, prejudicam as
vias respiratorias e as mucosas. A contamina¢do crénica pode induzir altera-
¢oes cancerosas. O niquel, como os outros metais bivalentes, altera a estru-
tura dos acidos nucleicos (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979).

Sio de considerar as seguintes situacbes de ingestdo excessiva de niquel:
risco profissional (refinaria de niquel), habito de fumar (um cigarro contém
1,6—3,1 pgNi), ingestdo de margarinas solidificadas pela aplicagio de compos-
tos contendo niquel.

Entre os vegetais que acumulam quantidades consideraveis de niquel pode-
mos citar o cacaueiro, cujos graos contém teor elevado deste metal.

As principais fontes de polui¢gio do meio ambiente causada pelo niquel
correspondem as emissdes resultantes da combustdo de carvdo e de derivados
de petroleo. As indistrias metalurgicas, ceramicas, vidreiras e de amianto con-
tribuem também para a polui¢do do ambiente, com consequéncias mais graves
para os vegetais do que para os animais (KABATA-PENDIAS & PENDIAS
1979).
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OS OLIGOELEMENTOS E A ECOLOGIA

3

Uma das caracteristicas dos oligoelementos é a sua constante presenca
nos diferentes tecidos de todos os seres vivos, reflectindo a participagdo destes
elementos quimicos do ambiente no processo de evolugdo desde a fase pré-
-biética.

A relagdo entre a composi¢io quimica do ambiente e a dos seres vivos
tem-se modificado ao longo do tempo. A dependéncia total dos organismos
primitivos passou para a dependéncia parcial, gragas 4 escolha «inteligente»
dos recursos naturais. O desenvolvimento de barreiras biol6gicas foi o factor
necessirio para o inicio deste processo de assimila¢do selectiva, permitindo
o lento mas continuo caminho da evolugdo, caracterizado pelo perfeito equi-
librio entre os diferentes componetes da biosfera. As altera¢gdes do meio am-
biente, que em geral se operavam lentamente, respondiam os sistemas bio-
Iégicos criando novas estruturas, seleccionando as formas de maior vantagem
para a sobrevivéncia, «descobrindo» novos e mais eficientes caminhos metabo-
licos, como p.ex. os que iriam conduzir as maravilhosas «moléculas informa-
cionais ¢ informativas— os acidos nucleicos» (ARCHER 1976).

E bem sabido que, em consequéncia da revolu¢iio industrial e do desen-
volvimento técnico-cientifico, o ritmo das transformag¢des do ambiente € cada
vez mais acelerado. A actividade humana, pela ingeréncia cadtica e explo-
ragdo irracional dos recursos naturais, é responsavel pela degradagdo progres-
siva das condigdes do ambiente, chegando até ao ponto de ameacar a exis-
téncia biologica do homem. Podemos distinguir trés aspectos desta degradagido

ambiencial:

1 —alteracdio da regularidade dos ciclos biogeoquimicos de elementos im-
portantes para a vida (agua, carvio, oxigénio, azoto, enxofre, fésforo e outros).
O ciclo natural dos elementos caracteriza-se geralmente pelo equilibrio entre
a libertacdo dos elementos e a sua fixacdo em formagdes geoldgicas. Em ecos-
sistemas naturais, estes ciclos biogeoquimicos sucedem-se em geral com certa
regularidade, a qual estd sendo afectada pela actividade econémica do homem.
Podem ficar interrompidos nalgum passo, ou podem alterar o seu ritmo, pas-
sando de ciclicos para aciclicos, em consequéncia da deficiéncia ou do excesso
de algum dos elementos.

2 — alteragdo dos processos de migra¢do dos elementos, onde os micror-
ganismos e as plantas tém um papel fundamental, em relagio com a trans
formagio da matéria e da energia. Os responsiveis pelas praticas agricolas
deveriam ter em conta a necessidade de preservar este equilibrio natural,
baseado na interdependéncia, evitando a mobilizagio de elementos prejudiciais
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para os ecossistemas e que, mais cedo ou mais tarde, pelo processo de migra-
¢do, seriam gradualmente incluidos no ciclo.

3 —contamina¢io e polui¢do quimica do ambiente, constituindo uma
ameaca grave para o equilibrio natural, ndo s6 no aspecto local, mas ainda
no aspecto mais amplo. Como na biosfera existe uma permanente migracdo
de elementos, a contamina¢do ou polui¢do dum sé componente (solo, dgua,
ar), passara aos seres vivos, atingindo finalmente o homem, directa (4gua,
ar), ou indirectamente (alimentagao).

As alteragdes quimicas do ambiente causam perturbagées da homeostase
dos ecossistemas, indispensavel para a sua existéncia natural. Estas alteracgoes
constituem o factor do «stress» (stress» quimico), com consequéncias nega-
tivas para o desenvolvimento individual tanto do organismo vegetal como
animal. (RAPORT WHO 1972, ALEKSANDROWICZ, 1976%).

Todos os elementos quimicos, quando presentes em excesso, podem cau-
sar «stress»), mas os oligoelementos sio particularmente activos e prejudiciais,
devido ao papel especifico que desempenham nos processos metabdlicos, ou
pelas interacgbes, de caracter sinergético ou antagénico. Particularmente peri-
gosos sdo os metais pesados. Afravessam em geral facilmente as membranas
e formam complexos com proteinas, acidos nucleicos e lipidos, atacando a
estrutura e interferindo nos processos metaboélicos e genéticos.

As plantas reagem rapidamente as altera¢Ges quimicas do ambiente. Al-
gumas conseguem adaptar-se, tolerando e acumulando determinados elemen-
tos, mas no entanto também reflectem as consequéncias do «stress» quimico,
que afecta sobretudo o curso normal do processo fotossintético. De acordo
com os cdlculos recentes, estima-se que a produgdo vegetal pode baixar em
ca 50 % em relacdo aos valores actuais, no caso da duplicacdo de intensi-
dade de poluicio ambiencial (KABATA-PENDIAS & PENDIAS 1979)).

Nos animais, a barreira biologica de protec¢io contra o «stressy qui-
mico é mais desenvolvida, conseguindo, dentro de certos limites, adaptar-se
as alteragoes graduais da composi¢io quimica do ambients. Todos estes
«stresses» quimicos, bruscos ou graduais, mas persistentes, sdo a causa da
degradacio da saude e perturbag¢io do desenvolvimento. ;

No plano da vida, codificado na molécula de DNA hd milhares de mi-
Ihoes de anos — verdadeira origem da engenharia biolégica —foi fixado o
mecanismo de utilizacdo de certos elementos disponiveis, presentes no am-
biente, como material de construgao e fonte de substincias enesrgéticas. Nio
admira, pois, que a alteracdo quantitativa e qualitativa destes elementos,
tenha efeitos diferentes dos «previstos».

E esta a pista que estd a orientar os especialistas na busca das causas da
deterioragdo progressiva da saide e dos meios para as eliminar (os objectivos
da Ecologia Profilactica). A relagio entre esta deteriorac@o e alteracdo da
biosfera, em consequéncia da actividade humana, é tdo evidente, que se deno-
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minaram como «doencas de civilizagio» aquelas cuja incidéncia aumenta pro-
gressivamente nos paises mais industrializados: as doengas cardiovasculares,
o cancro, as doeng¢as psiquicas e disturbios do sistema nervoso, diabetes, escle-
rose multipla, reumatismo, etc. (ALEKSANDROWICZ, 1979; ALEKSAN-
DROWICZ & DOBROWOLSKI 1979, 1980).

Existem provas, cada vez mais evidentes, de que a nossa sailde, tanto
fisica como psiquica, depende da presenca, em quantidades minimas, de pouco
mais de uma dizia de elementos minerais— os oligoelementos e alguns ele-
mentos maiores, como p.ex. magnésio, além aas vitaminas. Analisemos alguns
exemplos.

Os maiores indices de mortalidade por causa de diferentes formas de leu-
cémia (dados referentes ao ano 1971)) correspondem aos paises escandinavos,
Suiga, USA, Nova Zelandia (entre 17,4 % e 13,8 %). Enquanto que os indices
mais baixos-, para o mesmo periodo, foram registados em Espanha, Japao
e Venezuela (5,33 % — 3,6 %)). Estas arcas correspondem a distribuicdo geo-
grifica diferencial do selénio: solos mais pobres no primeiro grupo e muito
mais ricos no segundo (ALEKSANDROWICZ 1976%). E de salientar que o
Japido constitui uma excepgao — apesar de pertencer ao grupo dos pafses mais
desenvolvidos, no entanto a sua populacio ¢ muito saudavel (excepto o cancro
de estdbmago, que é um caso a parte). Para explicar este facto, admites-e a
presenca na alimenta¢@o tradicional dos Japoneses, de factores protectores
contra as doengas de civilizacdo. Efcctivamente, a sua dieta a base de cereais
integrais, peixe, algas, leguminosas, ¢ particularmente rica em oligoelementos
e outros elementos essenciais, a execpgao de molibdénio — facto esse, a que
se atribui, entre outras causas, a elevada incidéncia de cancro de estdomago
no Japao. (ALEKSANDROWICZ 1980).

Podemos mencionar outro caso «excepcional», mas desta vez tragica-
mente excepcional: o caso dos Finlandeses. Ndo sendo um pais dos mais in-
dustrializados, no entanto a degrada¢io répida da sua saude ¢é alarmante.
A Finlandia esta a cabeca da lista das incidéncias de esclerose multipla {que
contrariamente ao habitual ataca ai também os individuos jovens), doencas
cardiovasculares, cancro. Para explicar este facto segue-se a mesma linha de
pesquisas do caso do Japdao. E as conclusdes a que se chegou sdo as mes-
mas, s6 que aqui estamos perante a inversio das circunstancias. Qual é a fonte
dos bioelementos dos Finlandeses? Ponhamos de parte a agua, pois sendo de
origem glacial, é de extrema pureza — sinénimo de pobreza em sais minerais.
A alimentagdo, tradicional até ha pouco tempo, foi substituida por outro mo-
delo, mais «civilizado», com introdugdo de produtos refinados. De modo que
foram privados da pouca, mas ainda que suficiente, protec¢io que tinham
(ALEKSANDROWICZ, 1980).

Os estudos realizados na América do Norte, apoiam esta hipotese. Foi
demonstrado que existe uma estreita correlagdo entre a riqueza de selénio na
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dieta e a incidéncia de certas formas de cancro (SCHRAUZER 1976), o que
veio confirmar os resultados dos ensaios de laboratorio realizados pelo mesmo
autor: a incidéncia espontinea de tumores de mama numa linha de ratos,
baixou de 85 % a 10 %, pela adicdio de 2 ppm de selenito de sodio na dieta
(SCHRAUZER 1977; GRIFFIN & LANE 1980).

Além do selénio, outro elemento cuja deficiéncia esta relacionada com a
elevada frequéncia de «doengas de civilizagao», € o magnésio (dada a sua im-
portancia, incluimo-lo nesta discussdo, embora ndo pertenca a categoria dos
oligoelementos). A sua caréncia pode em parte resultar do empobrecimento
do solo em consequéncia de aplicacdo de adubos quimicos e da polui¢do indus-
trial (SO.).

O teor do magnésio no organismo ndo depende unicamente da sua maior
ou menor riqueza nos alimentos (seria p. ex. muito facil e simples corrigir esta
deficiéncia pelo uso de sal ndo refinado), mas reflecte também a agressdo a
que esta exposto o homem, na forma de inalagao de gases de escape dos mo-
tores (tetroxido de chumbo). O chumbo ¢ o magnésio sdo elementos antago-
nicos —a presenca de chumbo faz baixar o nivel de magnésio. A deficiéncia
deste ltimo (agravada pela ingestdo de alcool), facilita a assimilacdo de chum-
bo, que se acumula no organismo, sendo os tecidos jovens os que O assimilam
mais intensamente. A importancia do magnésio é fundamental para o correcto
desenvolvimento estrutural e funcional do cérebro. A sua deficiéncia pode
contribuir para o aparecimento de encefalopatias graves, com alteracio de
comportamento, agressividade, etc., o que caracteriza frequentemente os delin-
quentes juvenis. (ALEKSANDROWICZ 1976, 1979).

Ja se aconselha a administra¢io de sais de magnésio aos operarios parti-
cularmente expostos a possibilidade de intoxicag¢do pelo chumbo. Ha também
experiéncias positivas e animadoras que resultam da administragdo de sais de
magnésio e de calcio aos doentes cancerosos, com problemas cardiacos ou
com «stress» psiquico.

Esta actualmente em curso a realizagio dum importante projecto de ex-
traccio de bioelementos na sua forma natural, a partir das salinas venezuela-
nas, das mais ricas do mundo, como matéria-prima da indidstria farmacéutica.
E uma prova de reconhecimento do valor dos bioelementos como factor deci-
sivo, que condiciona a saide do homem. E de esperar, que o reconhecimento
deste facto leve a adopg¢iio de medidas de protec¢do da biosfera, e em primeiro
lugar, a preservacao do equilibrio entre os seus componentes. (ALEKSAN-
DROWICZ 1979, 1980).
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NOTAS BREVES DE GENETICA MEDICA —1

HIDROCEFALIA — PROBLEMAS NA DETERMINACAO
DOS TIPOS DE HEREDITARIEDADE

Maria Teresa Lavandeira Pimenta
Servico de Neurologia e Neurocirurgia do Hospital de S. Joido, Porto

M.* da Purifica¢io V. Sampaio Tavares
Servico de Genética Médica da Faculdade de Medicina do Porto

A hidrocefalia constitui uma das malformagdes congénitas mais frequentes
do tubo neural. Isolada ou associada a outras malformag¢des de maior ou menor
gravidade, poe sérios problemas de ordem familiar, social e médica.

Em sentido lato, o termo hidrocefalia significa a acumulag¢io de liquido
cefaloraquideano (LCR) intracraneano; por hidrocefalia interna entende-se o
aumento de LCR dentro do sistema ventricular, e por hidrocefalia externa a
sua acumulag¢io no espag¢o subarocmoideu.

De um modo geral, quando se fala em hidrocefalia congénita, referimo-
-nos a hidrocefalia interna, seja ela provocada por uma obstrugdo (estenose,
forking) a circulagio do LCR ao nivel do aqueduto de Sylvius ou, em menor
nimero de casos, sem essa obstrugdo.

Quando esta acumulagio do LCR se produz rapidamente, a pressdo intra-
craneana aumenta, apresentando-se uma hidrocefalia aguda, cujos sinais clinicos
serdo muito mais espectaculares e graves.

Porém, na maior parte dos casos, a acumula¢do faz-se lenta e progressiva-
mente, com periodos de exacerbacdo em que a pressio fica aumentada — hidro-
cefalia crénica.

Qualquer destas hidrocefalias, em especial a crénica, pode estacionar du-
rante algum periodo de tempo e até definitivamente.

Estas nogdes tornam-se importantes para se poder compreender os aspectos
clinicos e a evolug¢@o das hidrocefalias.

SINAIS CLINICOS — A crian¢a com hidrocefalia congénita tem, ao nas-
cimento, um perimetro cefalico ja aumentado, uma fronte muito proemi-
nente — fronte olimpica—, uma despropor¢@o entre crianeo e face e entre cra-
neo e torax notéria, a rede venosa do couro cabeludo muito visivel, as fonta-
nelas aumentadas, sobretudo a anterior, por vezes com as suturas dos 0ssos
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craneanos muito separadas e, a palpagio nota-se um aumento da pressdo ¢ uma
dimiui¢@o da pulsatilidade habitual.

Outro sinal caracteristico das hidrocefalias de pressio aumentada ¢ o sinal
de sol poente (o globo ocular fica desviado para baixo, sendo visivel apenas
a metade superior da iris). Os ossos craneanos sao finos, e o cortex cerebral
mostra, por vezes, achatamento da circunvolu¢des em virtude de estar compri-
mido entre o LCR intraventricular e a calote; disto resulta, como é 6bvio, o
desaparecimento do espago subaracnoideu, uma obstru¢io secundaria do LCR,
entrando-se num circulo vicioso que vai agravando a situagio.

Daqui se infere que a situacio de hidrocefalia é grave e o seu tratamento
urgente, sobretudo quando em fase aguda.

A compressio do cortex cerebral e a diminui¢do de irrigagdo sanguinea
que dai deriva, se nao for imediatamente corrigida, conduz a lesdes definitivas,
graves, das quais se salienta o atraso mental, associado ou niio a cegueira e
paralisia dos membros inferiores.

Problemas na determinagao do tipo de hereditariedade

A dificuldade de avalia¢io da frequéncia destas malformacdes resulta do
psqueno numero de familias observadas, da deficiente informacio acerca de
nados-mortos ¢ do desconhecimento do determinante genético causador.

A frequéncia de hidrocefalia congénita é de 0,61/1000 nascimentos, sendo
variavel de pais para pais.

De entre estas, as que sdo causadas por estenose do aqueduto, tendo asso-
ciados sinais como o atraso mental, a espasticidade dos membros inferiores e a
adugdo dos polegares foram descritos por Adams e Bickers em 1949. Este tipo
de hidrocefalia representa 2 % de todos os casos e tem uma hereditariedade,
bem conhecida, condicionada por um gene recessivo, ligado ao cromossoma X.

No entanto, os dados revelam uma baixa incidéncia de hidrocefalia em
irmdos de individuos afectados com hidrocefalia primaria. O risco de recidiva
€ de 2,1 % (2/95); entre irmdos de individuos afectados com hidrocefalia por
estenose do aqueduto de Syilvius a recorréncia ja é de 5,7 % (2/35).

Esta demonstrada, no entanto, uma correlagido estatitica entre a incidéncia
de hidrocefalia congénita e as idades paterna e materna.

Um outro tipo de transmissdio, esta agora provavelmente autossémica domi-
nante, verifica-se para as hidrocefalias congénitas comunicantes; ha ainda casos
que sugerem uma transmissao autossomica recessiva, sendo as restantes con-
sideradas de causa multifactorial, de aconselhamento dificil. A grande dificul-
dade de interpretagio resulta dos casos numerosos de criangas com hidrocefalia
congénita, isolada ou associada a outras lesdes, sem historia familiar, como tam-
bém acontece na anencefalias e nas espinhas bifidas.
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A origem embriolégica destas anomalias € evidente e remonta 20s estados
precoces de formagao do tubo neural, se bem qus, em alguns casos se pense
ser mais tardio, ja fetal; mas o mecanismo da lesio responsavel ¢ ainda muito
discutido.

O estudos feitos em embrides humanos (50 % das malformagdes do tubo
neural sdo provavelmente rejeitadas no decurso da gestagdo), ou em estudos
experimentais induzindo hidrocefalia em animais, quer provocando deficiéncia
de zinco, injectando caulino e outros teratogéneos, quer, mais recentemente,
estudando a produgiio e reabsor¢io de LCR ¢ a sua circulagdo, tém levado a
uma melhor compreensido da patogénese da hidrocefalia.

Em 1900, Burr e McCarthy tentaram induzir hidrocefalias agudas, injec-
tando solucdes irritantes no ventriculo cerebral de gatos. Desde entao muitas
experiéncias tém sido empreendidas com conclusdes permanentemente em ques-
tdo, transmitidas a um publico cada vez mais interessado.

Vejamos alguns teratogénecs com pontos de acgido conhecidos:

— A radiacdo ionizante, usada em experiéncias desde hd muito e que
provoca frequentemente malformagdes do SNC, depsndendo da
fase de desenvolvimento embrionario, da dose e do tempo de exposi-
¢io. De notar que, em muitas destas experiéncias, a hidrocefalia
s6 sz manifesta posteriormente ao nascimento.

— Outra das causas, atingindo igual ou até maior nimero de casos,
sio as infec¢de intrauterinas. Jobusen, Kilham e Margolis estuda-
ram as hidrocefalias causadas por infecgGes viricas.

— A hipervitaminose A durante a gestagdo ds ratinhos produz hidro-
cefalia, para além de outras malformacées. Os salicilados (entre
eles a aspirina) sdo teratogéneos no ratinho e no rato (O’Toole e
Warkany), assim como a ciclofosfamida, a tirotropina, o metiltiou-
racilo, o telerium e muitos outros.

— As deficiéncias nutricionais sio capazes de provocar hidrocefalia,
como a avitaminose A, a deficiéncia em riboflavina, acido félico,
vit. B,., cobre e zinco (este ultimo pode induzir malformacgoes con-
génitas por deficiéncias transitorias limitadas a alguns dias durante
a gestaciio).

No momento actual comeg¢amos ja a ouvir falar em prevengdo destas ano-
malias; mas pelo menos, se houver uma detecgiio e diagnostico precoces, poder-
-s2-30 evitar graves sequelas e melhorar significativamente a vida destas crian-
¢as através de um tratamento bem orientado, bem assim como um aconselha-
mento genético com informacio do risco as familias atingidas, cuja perspectiva
de resultados, a curto e a médio prazo, comeca a ser encorajador.
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RESUMO

Foram estudados os segmentos heterocromiticos de trés populagdes dis-
tintas do gafanhoto Chorthippus jucundus (Orthoptera: Acrididae) usando a
técnica de C-banding. Os bivalentes L, M,, M, e S; apresentam zonas hetero-

cromiticas. O segmento heterocromitico que afecta os cromossomas de S,
zumenta o tamarho do cromossoma para cerca do dobro. Em duas das popu-
lagoes existem cariomorfos correspondentes aos trés tipos de bivalentes (bb,
bh, hh) e a sua frequéncia ajusta-se is expectativas da distribui¢io de Hardy-
-Weinberg. No diploteno dos trés cariomorfos, nio se verificaram variagoes
quanto a frequéncia dos quiasmata. Discute-se a possivel origem do segmento
heterocromiitico extra, localizado em S,.

INTRODUCTION

Chromosome polymorphisms involving extra chromatin (supernumerary
segments and B-chromosomes) occur in a large number of plant and animal
species (BATTAGLIA, 1964; WHITE, 1973). Polymorphisms for supernume-
rary heterochromatic material are particularly widespread in orthopteroid insects
(see reviews by JOHN, 1973; SCHROETER and HEWITT, 1974). The identi-
fication of such polymorphisms has normally involved conventional staining
techniques, but the use of C-banding procedures provides an especially favou-
rable method for demonstrating them.

It has besn shown that the grasshopper Chorthippus jucundus is poly-
morphic for the presence of heterochromatic segments on the largest L chro-
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mosome in the complement (JOHN, 1973). The present paper is based on an
analysis of the supernumerary segments present in three isolated Spanish popu-
lations of Chorthippus jucundus.

MATERIAL AND METHODS

Adult males of Chorthippus jucundus (Orthoptera: Acrididae) were collec-
ted from three quite separate localities near Madrid: (AU) Universidad Aut6-
noma, (GR, Gredos and (SG) Segovia. Testes of late instars or adults were
fixed in the field in 3:1 (Absolute ethanol: glacial acetic acid), stored in 70 %
ethanol under refrigeration (— 10°C) and subsequently squashed in lactoacetic
orczin. The C-banding method was employed as reported by LOPEZ-FER-
NANDEZ and GOSALVEZ (in press).

RESULTS
a) Geographic situation and karyotype description

Ch. jucundus is restricted in its distribution to wet rushy places; most of
its populations are therefore isolated, from one another. Individuals were col-
lected from thres populations in the vicinity of the Sistema Ibérico Central
(Spain). Two of the populations (AU and GR) are situated on the South side
while the third (SG) lies on the North side of this chain of mountais. Since
the populations are not large, we have been careful to take only small samples
in each case.

The standard male complement includes eight autosome pairs and a
single X chromosome. Three of the autosome pairs are metacentric (L,-La).
The remainder are telocentric, including one pair of small size (S.) and a
range of medium pairs (M-M;). The unpaired X chromosome is the largest
of the telocentrics (JOHN, 1973) (Fig. la).

b) Supernumerary segments and hetercchromatic zones

Two populations (AU and SG) proved to be polymorphic for a supernu-
merary heterochromatic segment on the S. chromosome. This extra segment
consists of hesterochromatic material located on the distal end of the chro-
mosome, which increases its size by some 100 % (Fig. lc, d and 2c¢).

Three different types of S. bivalent can be distinguished, namely: bb,
normal bivalent; bh, heterozygous for a supernumerary segment, and hh, homo-
zygous for the supernumerary segment (Fig. 1b, c, d).
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The heteromorphic S. bivalent of bh individuals divides equationally during
anaphase-I and reductionally in anaphase-II. In a very few cases reductional
separations are detected in metaphase-I (Fig. le). Following equational sepa-
ration at anaphase-I the resultant half bivalents include two unequal chromatids,
and so are readily distinguishable at metaphase-1I (Fig. 1f).

The M, bivalent is usually associated with the X chromosome and M;
sometimes is also. When the heterochromatic segment is present on Sg, it
also becomss associated with the X (Fig. 1g).

e vw o, N
'a '. I\Q ‘. BA v s d se '.
[

2 3 Ms Ms Me Ms Ss X

sl Al .

Fig. 1 a.— Mitotic complement from a female of Ch. jucundus. b-g. — Orcein-stained cells
and selected bivalents of Ch. jucundus. b.— Basic S, bivalent (bb). ¢. — Heterozygous S
bivalent (bh). d.— Structural homozygous S, bivalent (hh) e.— Reduction separation of
the S. bivalent in metaphase-I (arrow). f.— Metaphase-Il. An equational division in S
bivalent leads to the formation of a heteromorphic half-bivalent with unegual chromatids
(arrow). g. — Associations among X-chromosome and M, M. and S, pairs, in two diplotene
cells, Note that the heterozygous S, bivalent is attached by the heterochromatic segment (arrow).
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In the standard complement there are small centric blocks of heterochro-
matin in all the chromosomes which are C-band positive. In all the analyzed
individuals two telomeric bands located on the M; and M; bivalents can be
observed when the C-banding procedure is utilized (Fig. 2a, b). This method
also reveals the presence of a band near the centromere region in the shorl
arm of the L. pair (Fig. 2b, d). A telomeric band is visible on S. chromosomes
when the supernumerary segment is not present (Fig. 2b, c¢).

gf 3
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Fig. 2 a-d. — C-banded preparations of Ch. jucundus. a.— C-banded diplotene of an hh
individual. Telomeric bands can be observed in M, and M. pairs. b, — Metaphase-l after
the C-banding procedure in a bb individual. Telomeric bands are present in S_ (arrow),
M, and M. bivalents, L., pair shows a band near the centromere. c¢. — Appearance of the
heteromorphic S, bivalent. Appoart from the procentric bands (C), rote the telomeric band (1)
in the chromosome which lacks the extra segment (H). d. — Selected L, mitotic chromosome
showing a band located in the short arm.

¢) The S, segment and chiasma frequency

The distribution of the heterochromatic segment in the two polymorphic
populations conformed to the Hardy-Weinberg ratio (Table 1).

The numbers from each population were too small to demonstrate a diffe-
rence in chiasma frequency caused by thz heterochromatic segment, Therefore,
an analysis of variance was carried out on the chiasma frequences of bb indi-
viduals (Fig. 3) between the three populations and no significant difference
was found (Table 2). Then the data of the three populations were added together
(Fig. 4) and a Student’s t-test carried out to compare the mean chiasma fre-
quency of individuals with and without heterochromatic segments (bb vs.
bh + hh). No significant difference was found (Table 3).
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individuals from the three populations. individuals (GR, AU, SG populations) and

bh-hh individuals (GR and AU populations).

DISCUSSION

There are many references reporting the presence of supernumerary seg-
ments, eithz2r interstitial or distal, in the chromosome complements of Orthop-
tera, as well as the existence of chromosome polymorphisms related to them
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Population AU bb bh hh Total p = 0.6875

g = 0.3125
Observed 9 4 3 (Yates) = 1.523
Expected 7.56 6.87 1.56 16 Not sig. 0.5-0.3
Population GR bb bh hh Total p = 0.7916

q = 0.2083
Observed 8 3 1 = (Yates) = 0.052
Expected 7.51 3.95 0.52 12 Not sig. 095
Population SG bb bh hh Total
Observed 9 — — 9
Table 1 — A comparison of the observed frequencies of karyotypes found in three popu-

lations of Ch. jucundus with the expectation based on a Hardv-Weinberg distribution.

SOURCE OF VARIATION df SS MS Fs P .
0.0
Item
Between populations 2 2.98 1.49 1.1408 Not. sig.
Within populations 163 212.92 1.306
TOTAL 165 215.90

Table 2— ANOVA of mean cell chiasma frequency of data in Fig. 3

57¢ gl n Loss Poq
Basic individuals 14.192 1.1402 166 1.4415 Not. sign.
bh and hh individuals 14.414 1.223 94

Table 3 — t-«Student» test from data in Fig. 4

(see HEWITT, 1979 for review). These segments are heterochromatic and
C-banding usually reveals them (KING and JOHN, 1980). However, their origin
has not still been clarified. When trying to explain the presence of these seg-
ments in the chromosome sets of Orthoptera two hypotheses have been for-
warded: i) they arise following the translocation of B-chromosomes material
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onto one of the autosomes and ii) they stem from direct duplication of chro-
mosome regions (WHITE, 1973; JOHN and KING, 1977).

WHITE (1969) has postulated that the most frequent kinds of chromosome
rearrangements which have occurred in the Acrididae phylogeny have been
the duplication and deletion of heterochromatic material. Although duplication
processes have been involved in the formation of heterochromatic segments
which affect the smaller chromosome pairs of the Orthoptera complements,
heterochromatin increases in some of the chromosomes may have occurred
through other mechanisms, such as special types of chromosome rearrangements.

KEYL (1961) demonstrated in Chironomus that certain inversions, were
associated with an increase of constitutive heterochromatin. The possible rela-
tionship between this mechanism and the origin of heterochromatin in the
species Cryptebothrus chrysophorus has been discussed (JOHN and KING, 1977).
Different kinds of chromosome polymorphisms related to chromosome rear-
rangements and heterochromatic regions exist in this insect. But it seems
that neither the fixed distal blocks nor the floating supernumerary blocks
which characterize different populations correlate with the presence of any
obvious structural change. WEBB and WESTERMANN (1978) suggest that
there is a relationship betwsen the appsarance of a heterochromatic segment
and the presence of an isochromosome in Phaulacridium marginale. However,
it is usually difficult to establish the mechanism by which a particular hetero-
chromatic segment arose.

Studying thz three different zones of heterochromatin revealed in the Ss
bivalent of individuals bh or hh of Ch. jucundus (Fig. 2c), we can suppose that
the H region originated by duplication of the heterochromatic t zone. However,
if this is so, the duplication had to be accompained by a change in the hetero-
chromatin, as t and H regions now differ in their staining properties. The fact
that in Ch. jucundus the supernumerary segmsent occurs on a chromosome that
already as a heterochromatic telomere suggests that the former may have
arisen by duplication of the latter.

b) Heterochromatin and chiasma frequency

The heterochromatin located in the chromosome sets of orthopteroids and
other organisms can influence the control of chiasma frequency at two levels:
i) on the different bivalents of the chromosome set and ii) within the bivalent
affected by the heterochromatic segment.

The data from the three populations reported on here indicate that super-
numerary material has no pronounced effects on chiasma frequency. The range
distribution of the chiasm number is very similar to that reported by JOHN
(1973) in S.-bb individuals of Ch. jucundus from another different Spanish popu-
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lation. In this population significant differences exist when the frequencies are
grouped according to karyotypes bh and bb, but in this case the heterochromatic
segment is placed in the short arm of the largest chromosome pair. These
results effectively confirm that the localization of the heterochromatic segment
in the Sy bivalent does not influence recombination in the other bivalents.

Change in chiasma frequency control, related to heterochromatic regions
located in somsz particular chromosome, as it occurs in Chorthippus parallelus
(HEWITT and JOHN, 1968; WESTERMANN, 1969), Myrmeleotettix maccu-
lattus (JOHN and HEWITT, 1965) and Qedaleonotus phryneicus (SCHROE-
TER and HEWITT, 1974), suggests that the genetic recombination in some
grasshoppers is probably under polygenic control as demonstrated in Drosophila
(CHINNICI, 1971).

The influence in chiasma frequency within bivalents has been analyzed in
Locusta employing C- and G-banding techniques. It can be observed that hete-
rochromatic regions form either few or no chiasma during male meiosis (FOX,
1973). The G bands particularly seem to represent a gross mechanism which
supresses or even eliminates chiasma formation within their confines and
appears to be superimposed upon a finer mechanism controlling chiasma fre-
quency variation along the chromosome. Although this would be a mechanical
control, i.e. through physical interference, rather than control directly depen-
ding on heterochromatin, it is evident that these heterochromatic regions
influence the control of chiasma frequency.

In most of the cases there is an equational division of the Sy supernumerary
at anaphase-I and this must be caused by a single chiasma in the bivalent
(Fig. 1f). Occasionally a reductional division at anaphase-I was observed. This
could possibly have been due to a chiasma forming on an achromatic short
arm beyond the centromere. It is conceivable that the S. can pair without any
chiasma forming, but there is no evidence for this (Fig. le). Therefore, it seems
that there is no modification due to the presence of the segment on S. bivalent
in the normal pattern of its chiasma position.

The location of any hybrid zone between the populations here on reported
and that studied by JOHN in 1973 could throw some light on the nature and
the origin of the segments affecting both L, and S. bivalents.
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POLYPHENOLOXIDASE ISOZYMES IN COFEE PLANTS
DIFFERING IN A SINGLE GENE FOR RESISTANCE TO
HEMILEIA VASTATRIX

M. Eduarda M. Guedes

Centro de Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro, Oeiras, Portugal

RESUMO

0O estudo foi feito com plantas de Coffea arabica L. pertencentes ao
1.° retrocruzamento de hibrido entre Matari ¢ Dilla & Alghe, Geisha, Kent's,
Caturra ¢ Hibrido de Timor, retrocruzados para Matari, todos deferindo por
um gene que condiciona a resisténcia 3 Hemileia vastatrix Brk. & Br. As formas
moleculares da polifenoloxidase foram separadas por meio de electroforese de
disco em gel de acrilamida e coradas por coloragio especifica da enzima. As
isoenzimas da polifenoloxidase foram calculadas na base da mobilidade electro-
forética expressa por valores do Rf.

INTRODUCTION

There have been efforts looking for resistance Coffea spp. to the orange
rust (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), particulary in the work carried out by
the Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) (RODRIGUES
BETTENCOURT e col., 1975). The genetic basis of the resistance to Hemileia
vastatrix in Coffea spp. was first proved in India by MAYNE (1936). Later, in the
CIFC six factors SH1, SH2, SH3, SH4, SH5, SH6, were identified as responsible
for resistance to a certain number of rust races (NORONHA-WAGNER
& BETTENCOURT; 1967; BETTENCOURT & NORONHA-WAGNER,
1971). Attempts to correlate host resistance with polyphenoloxidase activity in
Coffee leaf extracts have made (BRUGES & CONTREIRAS, 1967).

The polyphenoloxidase isozyme spectrum in Coffee plants with different
degrees of resistance to the rust races has also studied in the CIFC (1974).

The object of this study was to extend work of (GUEDES and RODRI-
GUES, 1974) to differing in a single gene for resistance to the races of Hemileia
vastatrix to the same cultivars.
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MATERIALS AND METHODS

The leaves used for the extraction of the soluble proteins were collected
at the terminal or sub-terminal node of plagiotropic branches. Polyphenoloxi-
dases extraction were done by the method of (GUEDES & RODRIGUES, 1974).
Electrophoretic separation was done according to (DAVIS, 1964) using 300 g
of protein determined by the biuret method (LAYNE, 1957). Electrophoresis
in acrylamide gel was carried out using gels of 7.5 % acrylamide and Tris-
-glycine buffer at ph 8.3. Site of activity of the studied enxymes in the developed
gels were detected by incubating them into a mixture of 1 mg 3-4-dihydroxy-
phenylalanine (1-Dopa) and 1lmg L-proline per ml of 0.1 M phosphate buffer
pH 6.5. The incubation time of about 1 hour. The gels were then stored in 7 %
acetic acid and photographed in storage tubes.

RESULTS AND DISCUSSION

All the BCI plants studied showed a slow-moving band near the starting
point. The low banding intensity is assume to be due to a weak activity.

Figure 1 is a diagrammatic representation of the electrophoretic patterns
of the polyphenoloxidases determined. It is show that there are at least 9
polyphenoloxidass isozymes, all of them anodic, among the Coffee cultivars
and hybrids worked out.

In table I are given the Rfs of the thre polyphenoloxidase isozymes of the
mother parent «Matari» with values ranging from 0.13 to 024, and of the father
parents Ca, Bs, Ke, Ge, Ht with values ranging between 0.13 and 0.76.

In table IT indicates the Rfs of the polyphenoloxidases isozyme spectra of
the BCI hybrids, which range from 0.13 to 0.27.

It should be ponted out that the isozymes of the polyphenoloxidase in the
hybrids do not cover the total spectrum of the parents. The isozymes with Rf
values of 0.13 and 0.18 (bands 1 and 2), present in the mother and father
parents, are also present in the hybrids.

The specific isozymes for the father parent Ge, with Rf values ranging
between 0.51 and 0.76 (Table 1) do not participate in the spectrum of the hybrid
Ma X Ge).

The results obtained in this work s2en to indicate that in the case of the
Coffee plants there is no apparent correlation between the polyphenoloxidase
isozyme spectra and the resistance to the rust.

52 Vol. 11




Fig. 1— Polyphenoloxidase isozyres in coffee plants differing in a single gene for resistance
to Hemileia Vastatrix,
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Rf values of Polyphenoloxidase isozymes extracted from leaves of the

TABLE 1

parental coffee cultivar

Band =
Numbers Ma Ca Bs Ke Ge Ht
1 0.13 0.13 — 0.14 0.13 0.13
2 0.19 0.17 0.17 0.18 0.18 0.18
3 — 0.20 0.21 0.22 0.21
4 0.24 0.25 0.25 = —
5 —_— — — — — 0.28
6 - 0.35 — — = 0.33
7 - - - — 0.51
8 —_ — = — 0.62
9 = = = = 0.76 :
Matari—Ma 7
Caturra — Ca S.288-23- —Bs Kent's — Ke Geisha — Ge
Hibrido de Timor —Ht /
TABLE 11
Rf values of Polyphenoloxidase isozymes extracted from leaves of the BCI hybrids
SHI SH2 SH3 SH5 SH6
Band Ma X Ma X Ma X Ma X Ma X
Numbers X (Ma X Ge) X (MaXKe) X (MaXBs) X (MaXCa) X (MaXH
1 —_ 0.13 0.13 — —
2 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
3 - — e — i
4 = = = = il
5 — = 0.27 — e
6 = — = = =
7 — e J— — e
8 —_ —_— —_ —_— P
9 — P— JR— —_— —
Matari —Ma ¢
Caturra-— Ca Kent’s — Ke Geisha — Ge S.288-23 — Bs

Hibrido de Timor —Ht
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A NOVEL METHOD FOR THE ANALYSIS OF ACTIVE
CHROMOSOMAL LOCI BY AN ENDOGENOUS HYBRIDI-
ZATION TECHNIQUE (EHT)

Maury Miranda®, M. L. Garcia and Carlos Alonso

Instituto de Biologia Molecular, CBM. Depart, de Bioguimica y Biologia Molecular,
Universidade Auténoma. Canto Blanco Madrid,

! Instituto de Biofisica. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Brasil,

RESUMEN

En el presente tre$ajo se describe una metodologia que permite la
visualizacion de regiones cromosomales activas en transcripcion. Esta metodo-
logia se basa en la possibilidade de produccién de hibridos entre el DNA
cromosomal y el RNA de nueva transcrfipcion y en la digestion del RNA
cromosomal que no esti en forma de hibrido con el DNA cromosomal.
De este medo se podra ineguivocamente afirmar que las regiones crome-
somales marcadas radioactivamente, han sintetizado RNA durante el periodo
de incubacion con el nucleotido radioactivo. Se concluye que los cromosomas
de un tejido t:in especializado como la glandula salival de los dipteros.
desde un punto de vista citologico, se pueden considerar transcripcional-
mente activos en su mayor parte.

A long-standing problem in the field of biology of animal genomes centers
into the question how chromatin structure relats to transcription. Thus, due
to the characteristic well defined band-interband structure of polytene chro-
mosomes of diptera, which reflects the differential chromomere — interchro-
momere organization of the chromosomal material, the synthetic activity of
individual loci has been intensively studied in order to establish whether there
is any relationship between the degree of chromatin fiber packing of specific
chromosomal loci and transcription. It has been observed that the precursor
(“H uridine) incorporates not only into puffs but into other chromosome regions
(PELLING, 1964; BERENDES, 1970; ZHIMULEV & BELYAEVA, 1975;
ALONSO & GROOTEGOED, 1973).
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In recent years the resolution power of in situ hybridization has added up
to these studics the potentiality of mapping, in the chromosomal structure,
transcripts isolated from cell compartments (PARDUE et al., 1970; WIMBER
& STEFFENSON, 1970; ALONSO er al., 1977) as well as chromosomal natural
transcripts by specific in situ hybridization (LIVAK er al., 1978). By such
methodology it is possible to correlate cytological genetic units to specific DNA
or RNA probss.

Contrary however to the well defined location of hybrids along the chro-
mosomes in in situ hybridization experiments, the *H-uridine pulse labelling of
salivary glands of diptera may show only one approximation of the location
of transcription sites. The large accumulation of RNP particles on chromosome
regions (BERENDES er «l., 1973) and the difference in time to reach a plateau
of chromosomal labelling and the transcription time (CASE & DANEHOLT,
1977) probably indicate that some labelled RNA stores on chromosomal regions
other than their actual transcription sites. If this storage takes place, the labell-
ing of a chromosomal region would not be an unequivocal indication of its
transcriptional activity. Consequently it is necessary to develop a procedure
which will undoubtedrly detect, along the chromosomal ctructure, regions
actually engagad in transcription.

For our studies we have taken advantage of the original approach used by
ABDELHAY and MIRANDA for the isolation of active genes from Rynchos-
ciara angela (ABDELHAY & MIRANDA 1975). The rational of their
approach is based on the assumption that active genes could be detected if
their DNA would be able to form hybrids with newly synthetized chromoso-
mal RNA.

If the hybrids could be isolated, it would be possible to obtain the DNA
of active genes in pure form. According to that approach, we speculated that
active genes could also be detected in polytene chromosomes if the chromoso-
mal DNA were able to form hybrid molecules with the endogenous newly
synthesized chromosomal RNA labelled to high specific activity. An RNase
treatment which digested the bulk of RNA not in hybrid form with the DNA
would erase the noisz introduced by the stored or transient labelled chromoso-
mal RNA.

We have introduced some modifications to those used by ABDELHAY and
MIRANDA specially adapted to Drosophila in order to optimize conditions
which would allow the analysis of loci which may be operating at low trans-
criptional level. These modifications refer to an efficient chromosomal DNA
denaturation in situ in 50 % formamide (versus 90 %) in very low ionic
strength buffer (0.25 mM EDTA pH 8 vs 0.1XSSC) at 50°C for 4 min, and
to the incubation time of isolated salivary glands in 1 pCi *H-uridine/pl saline
Poels medium (POELS, 1972). By increasing the amount of available
DNA for hybrid formation and the amount of newly synthesized *H RNA
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on the chromosome, the possibility of detecting active genes will also increase.
After the incubation period the salivary glands were fixed in ETOH: acetic
acid (3:1) and squashed in 45 % acetic acid.

Following denaturation, the chromosomal DNA was hybridized with the
newly synthesized RNA by immersing the slides in 100 ml of 50 % formamide:
2XSSC at 37° C. The subsequent RNase treatment was in 2 SSC at 60 pg/ml for
1 hr at 37° C. This treatment digested the abundant cytoplasmic as well as the
labelled chromosomal RNA from non denatured chromosomes (Fig. 1).

The EHT showed that 2 minutes of hybridization were enough to obtain
DNA: RNA hybrids (Fig. 2). In acoordance the velocity of the reaction seems
to be only compatible with the chromosomal RNA molecules as being the
counterpart of the hybrids. Although very unlikely, it can not be theoretically
excluded, however, that hybrids might also be formed with finished or stored
RNA located close to the chromosomal region where it was transcribed and
transferred to it through a ligand mechanism. Hybrids can not be formed with
RNA in solution during 2 min hybridization time. All in all, the grains observed
in the autoradiographs reveal exclusively the location of DNA complementary
to newly synthesized RNA labelled during incubation with *H-uridine and, the-
refore, of chromosomal sites actually engaged in transcription. An overview
of the labelling over the chromosomes (Fig. 2) shows that the radioactivity
locates at random on the chromosomes over most of the regions, suggesting
therefore that a significant fraction of the genome of a specialized tissue, ter-
minally differentiated, such as the salivary gland, is active in RNA synthesis.

The formation of hybrids between newly transcribed RNA and chromo-
somal DNA by the EHT was clearly observed in the nucleolar area. In Droso-
phila hydei at the middle third instar the nucleolar DNA can be clearly visua-
lized as a bundle of fibers over a particular region of the nucieolus. The pre-
diction would be that most of the DNA: RNA hybrids resulting from the trans-
criptional activity of the nucleolus will be therefore localized over the DNA,
so that the labelling should be mostly restricted to a particular nucleolar area:
the DNA fibers. In pulse labelling experiments the nucleolar newly transcribed
RNA does not show any preferential location but it is found distributed at
ramdon over the entire nucleolar area.

When the EHT was applied to salivary gland squashes after a labelling
time of 35 min (the nucleous was highly labelled in control glands), the radioctive
grains were observed over the expected place: on the DNA fibers (Fig. 3). The
cytological distribution of grains was similar to the reported distribuiton of ribo-
somal RNA probes in in situ hybridization experiment (Fig. 3). The efficiency
of hybridization, however, was less efficient in in situ hybridization experiments
than in the EHT, in spite of the high amount of rRNA used in situ hybridization.

The RNA endogenous hybridization technique allowed us to study some
chromosomal transcriptional problems which we think can not otherwise be
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Fig. 1 -— Autoradiographs of polytene chromosomes after 2 hr. of
*H-uridine pulse in vitro (1 , Ci/ul) (a) The fixed chromo-
somes were denatured in 0.25mM EDTA: 50 % Formamide
at 50°C for 4 min, (b) The fixed chromosomes were treated
with 60 per/ml pancreatic RNase. Arrows indicate regions
of light and heavy labeling.
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Fig. 2 — Autoradiographs of polytene chromosomes after 2 hr. of ‘H-uridine
pulse in vitro (1 , Ci/ul). The fixed chromoomes were denatured in
0,25mM EDTA: 50 % Formamide at 50°C for 4 min. and immersed
in 100 ml of 50 % Formamide: 2 X SSC for 5 min. Subsequently
they were treated with 60 pgr/ml pancreatic RNase. The exposuve
time was for 15 days.

resolved using standard autoradiographic method. One of these problems is
the dilema of whether or not there are any chromosomal loci which may be
active without showing morphological signs of transcriptional activity. Such
is the case of the hezavy band in locus 2-23B,-, accomodating the 5 S RNA
cistrons as revealed by «in situ» hybridization experiments.

As indicated by ALONSO and BERENDES (1975), a short uridine pulse
(2 min) did not result in specific labelling region 2-23B,-., while a large labell-
ing pulse (10 min) did. After this labelling period, however, the accumulation
of radioactivity over a region may not be an undoubtfull sign of transcripional
activity. It was proposed, therefore, that during third instar, in polytene tissues,
the 5 S RNA synthesis could occur at a low rate, that only a few cistrons
actively transcribe or that the synthetic activity of the locus has stopped. The
EHT made possible the determination of band 2-23 B,-, as a transcription site,
during the third instar as revealed by the formation of hybrids between DNA of
band 2-23 B,-, and newly synthesized RNA (Fig. 4).

Due to the small amount of DNA: *H RNA hybrids accumulated on this
band in the form of autoradiographic grains, in spite of the large amount of
DNA citrons (5 S) existing in this region, we suggest that the transcriptional
activity of that locus during the third intar is low being that the reason why
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Fig. 3—a) In situ hybridization of 1.2 pgr of 28S and 18S "H-RNA (120.000 cpm/pgr).

The radioactive material was disolved in 100 1 of 6 X SSC at 67°C and placed
over the squashed material. The incubation was for 15 hr at 67 C and the exposure
time was 4 months,
b) Autoradiographs of polytene chromosomes after 35 mm of *H-uridine pulse in
vitro (1 p Ci/pl) The fixed chromosomes were treated as in Fig. 2. The arrows
indicate the autoradiographic grains following the nucleolar DNA fibres connec-
ting to the base of the X chromosomes.

the 5 S RNA coding region does not display clear signs of transcriptional
activity (grains or RNP particles) in conventional autoradiographic analysis.

In a similar way, the EHT enabled us to detect that transciption occurs
in the temperature sensitive locus 2-48B at early third instar in a non puff
configuration (Fig. 5).

The technique we have just described. which will allow the detection of
real transcription sites in polytene chromosomes, is a combination of the
standard autoradiographic methods used for the analysis of transcription sites
in *H-uridine pulses, and in situ hybridization. It has, therefore, some funda-
mental uncertainties, as far as quantitation is concerned, derived from both
types of experimental systems. We hope, however, that further characteri-
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Fig. 4 — Autogradiographs of polytene chromosomes after 2 hr, of *H-uridine
pulse in vitro (1 p Cid/pl) The fixed chromosomes were treated as
in Fig. 2. The arrows indicate the band 23B,_, (location of 55 DNA).

Fig. 5 Autoradiographs of polytene chromosomes after 2 hr. of *H-uridine
pulse in vitro (1 p Ci/pl). The fixed chromosomes were treated as
in Fig. 2 The arrows indicates region 2-48 B in a non puffing confi-
guration,

zation of the conditions used for denaturation of the DNA and for DNA:RNA
hybrids formation will undoubtedly help to visualize with high resolution
whether or not particular chromosomal sites are transcriptionally active at a
given time in development of polytene chromosomes.
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NOTAS E NOTICIAS

XVII JORNADAS LUSO-ESPANHOLAS DE GENETICA
E I JORNADAS DE GENETICA MEDICA

Realizam-se este ano no Porto as Jornadas de Genética, que todos os anos
congregam a maioria dos geneticistas portugueses e espanhois, num convivio
salutar e fecundo, pelo intercambio de experiéncia e ideias. Desta vez, isola-se
o componente médico, constituindo-se as I Jornadas Luso-Espanholas de Ge-
nética, que se deseja continuem a celebrar-se simultaneamente com as Jornadas
de Genética, dada a conhecida conveniéncia de cooperac¢io da Genética Geral
com a Genética Humana e Médica.

As Jornadas celebram-se de 24 a 26 de Setembro, na Faculdade de Medi-
cina do Porto, e tém o alto patrocinio do Instituto Nacional ds Investigacdo
Cientifica. Estdo previstas as sec¢oes de Genética Molecular, Genética Bio-
quimica, Citologia, Genética e melhoramento de plantas, Genética e melhora-
mento de animais, Evolugio, Genética de populagdes e quantitativa, ¢ Genética
Humana e médica.

Os boletins de inscri¢io podem ser solicitados para a Secretaria das XVII
Jornadas Luso-Espanholas de Genética ¢ I de Jornadas de Genética Médica,
Servico de Genética Médica, Faculdade de Medicina do Porto.

Os resumos deverdo ser enviados até 20 de Agosto, segundo modelo a for-
necer com o boletim de inscrigdo.
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	Fig. 2 a-d.-C-banded preparations of Ch. jucundus. a.—C-banded diplotene of an hh individual. Telomeric bands can be observed in M6 and M7 pairs, b.-Metaphase-I after the C-banding procedure in a bb individual. Telomeric bands are present in S8 (arrow), M6 and M7 bivalents. L2 pair shows a band near the centromere, c.-Appearance of the heteromorphic S8 bivalent. Appart from the procentric bands (C), note the telomeric band (t) in the chromosome which lacks the extra segment (H). d. – Selected L2 mitotic chromosome showing a band located in the short arm.
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	Fig. 1—Autoradiographs of polytene chromosomes after 2 hr. of “H-uridine pulse in vitro (1 µ Ci/ul) (a) The fixed chromosomes were denatured in 0.25mM EDTA: 50 % Formamide at 50°C for 4 min. (b) The fixed chromosomes were treated with 60 µgr/ml pancreatic RNase. Arrows indicate regions of light and heavy labeling.
	Fig. 2-Autoradiographs of polytene chromosomes after 2 hr. of 3H-uridine pulse in vitro (1 µ Ci/ul). The fixed chromoomes were denatured in 0,25mM EDTA: 50% Formamide at 50° C for 4 min. and immersed in 100 ml of 50 % Formamide: 2 X SSC for 5 min. Subsequently they were treated with 60 µgr/ml pancreatic RNase. The exposuve time was for 15 days.
	Fig. 3-a) In situ hybridization of 1.2 µgr of 28 S and 18 S 3H-RNA (120.000 cpm/µgr). The radioactive material was disolved in 100 of 6 X SSC at 67° C and placed over the squashed material. The incubation was for 15 hr at 67 C and the exposure time was 4 months. b) Autoradiographs of polytene chromosomes after 35 mm of 3H-uridine pulse in vitro (1 µ Ci/µ1) The fixed chromosomes were treated as in Fig. 2. The arrows indicate the autoradiographic grains following the nucleolar DNA fibres connecting to the base of the X chromosomes.
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	Fig. 5-Autoradiographs of polytene chromosomes after 2 hr. of 3H-uridine pulse in vitro (1 µ Ci/µ1). The fixed chromosomes were treated as in Fig. 2 The arrows indicates region 2-48 B in a non puffing configuration.
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