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ABREV.1 AÇÜES 

BIS N,N'-metileno-bis-acrilamida 

DMSO SulfÕxido de dimetila 

DNA �cido desoxirribonuclêico 

HCl �cido clorídrico 

PPO 2,5-Difeniloxazol 

RNA �cido ribonuclêico 

SOS Dodecil sulfato de s6dio 

TCA �cido tricloroacetico 

Temed - N,N,N' ,N'-Tetrametiletilenodiamina 

Tris Tris(hidroximetil )-aminometano 
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A hipõtese de que os pufes cromossômicos sejam man-ifes 

çao de atividade gênica, proposta inicialmente com base em estu 

dos sobre quironomideos(BEERMANN, 1952) e sciarideos ·(BREUER e 

PAVAN, 7952), tem recebido crescente numero de verificações PQ 

sitivas, que se tornam progressivamente mais convirrcentes. 

Um dos primeiros trabalhos a apoiar a hipótese e o de 

BEERMANN (1961). Na glândula· sa·l ivar das larvas do gênero Ch-l1tE_, 

no rn ui.> , h ã um g r u p o d e 4 . c e 1 u l a s e s p e c i a i s , q u e e m d i v e r s a s e s 

pecies, como C. pall-ld-lv-lttatu1.>, apresentam no cromossoma IV um 

anel de Balbiani adicional, ausente nas outras celulas da glâ� 

dula. No citoplasma dessas celulas e no dueto da glândula, di� 

tinguem-se grânulos de secreção de tamanho considerãvel. Em C. 

tentan1.>, as células especiais não produzem tais grânulos e sao 

também desprovidas do anel de Balbiani adicional. Nos híbridos 

resultantes do cruzamento de C. pallidivittatu1.> e C.tentan�,as 

células especiais produzem quantidade intermediãria de grânulos 

d e s e c r e ç ão e a p r e s e n ta m no e r o mos som a I V , no s i t i o e o r r e s p_ o� 

dente ao anel de Balbiani adicional, um anel de Balbiani hete 

rozigoto, isto e, presente apenas em um dos cromossomas IV. 

Essa linha de trabalho teve continuação nos estudos de 

GROSSBACH (7969, 7973), que procurou estudar a traves de eletrofo · 
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r e se em g e 1 d e p o 1 i a e ri 1 a mi d a , a e o m p os i ç ão d a sal i v a d os q u.:!._ 

ronomideos e relacionã-la com dados citogenêticus resultantes 

tambêm de cruzamento entre espécies diferentes. Com base nesse 

tipo de informação, GROSSBACH relaciona três pufes com três p� 

lipeptideos diferentes. 

Em Ac.Jt-lc.o,to pu.;., lu.c.idu.;.,, PANITZ ( 196 7) e BAUVI SH e PA 

nLtz (1968) induziram a regressão de um dos aneis de Balbia.ni 

por administração de giberelina A3. A incorporação de uridina

naquele sítio cromoss6mi_co foi então fortemente diminuida.Alêm 

disso,houve evidências de que naquelas condições deixava de ser 

sintetizada uma proteina que contem hidroxiprolina. 

Os trabalhos do grupo de Estocolmo (EVSTROM, 1974;HOSICK 

- . 

e VANEHOLT, 1974; EVSTROM e LAMBERT, 7975) demonstraram em C.

tentan;., frações de RNA citoplasmãtico dotado de poli-A hibridl 

z a m- s e 11 i n 1.> it u." e o m o s a nê i s d e B a l b i a n i 1 e 2 . A l ê m d i s s o , mo� 

t r a r a m q u e na. f r a ç ão p o l i s s õ mi c a , o e o r r e R NA d e p e s o mo l e c u l a r s � 

rnelhante ao do RNA extraido de aneis de Balbiani isolados por 

mi erodi s secção .. 

As ricas possibilidades de anâlise genêtica e citog� 

nêtica em VJto1.>ophLta foram elegantemente exploradas por KORGE 

{7975) para relacionar, de modo fortemente sugestivo, dois p� 

fes cromossômicos com duas frações eletroforêticas da secreçao 

salivar. Um dos pufes correspondente ãs bandas 3c11 e 3c12 do

cromossoma X e o outro estã compreendido na secçao que vai de 
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2 

a 72E5 do cromossoma III. Al êm de demonstrar tal relação

por meio de procedimentos clãssicos de cruzamento e de recom

binação_, KORGE adiciona ainda .a evidência de que a fração el� 

troforética correspondente ao pufe do cromossoma X guarda c·lara 

relação quantitativa com as variações de dose da secçao 3C de 

vidas a defici�ncias e a duplicações. 

A i n d a em V Jt o .ó o p hila , t rês t r a b a 1 h o s r e e e n te s t r o u x e r a m 

apoio importante ã ideia de que a indução·de pufes cromossômi 

cos corresponde a ativação de genes particulares. Jã era conh� 

cido que a sujeição de larvas de V1to.óophila a uma elevação de 

temperatura (a 37 ° c, por exemplo) induz nos cromossomas politi 

nices da glândula salivar a expansão de pufes que normalmente 

n ã o o e o r r em ( R I TOSSA , 1 9 6 ·2 ) . O s me s m o s p u f e s s ã o i n d u t i v e i s p o r 

anoxia (RITOSSA, 1964; BREUGEL, 7966). A administração de ecdi 

sona ãs larvas ou a incubação das glândulas salivares em meio 

que contenha o hormônio tambêm induzem a expansão de pufes (CLE 

VER e KARLSON, 1960; CLEVER, 1961; BERENVES, 1967; CROUSE, 1968;

ASHBURNER, 1970, 7972). TISSitRES, MITCHELL e TRACY ( 7974) estu 

daram em V1to.óophila o perfil de sintese de proteínas da glâ_!! 

dula salivar e de outros tecidos larvais durante o período �rê 

-pupal. Verificaram que o perfil de síntese de proteínas da

glândula salivar varia consideravelmente no. desenvolvimento, 

como seria de esperar das numerosas modificações no padrão de 

pufes próprias dessa fase do desenvolvimento. Verificaram tam· 



4 

bem considerãvel modificação, ainda que menor, no perfil de· 

sintese de proteinas nos tubulos de Malpighi ,e variações �uito 

mais modestas no tecido cerebral. Na's glândulas salivares sujej_ 

tas a choque térmico, detectaram a aparecimento de 7 ou 8 .fra

ções protêicas novas, numero que concorda de perto com o de no 

vos pufes então induzidos. A slntese de frações prot�icas de 

mesma mobilidade e tambêm induzida em tecidos desprovidos de 

cromossomas politênicos, tais como, discos ima9inais, cerebro 

de larvas e cerebro de adultos. Embora, como soi acontecer com 

trabalhos dessa natureza, a· correlação entre pufes induzidos e 

a sintese de novas frações protêicas tenha carãter circunstan 

cial, o conjunto das observações e fortemente sugestivo.LEWIS, 

HELMSING e ASHBURNER (7975) confirmaram esses resultados e mos 

traram ainda que o grau de indução da sintese de novas protel 

nas, assim como o tamanho dos pufes induzidos, estã correlacio 

nado com a intensidade do choque térmico. 

Dois estudos subseqüentes a.o de T1SSIERE$, MITCHELL e 

• TRACY (7974) demonstraram que o RNA mensageiro extraído de cê

lulas diplÕides em cultura tratadas com choque térmico marcam

seletivamente, em condições de hibridização molecular"in'5Ltu.",

quase todos os pufes induzidos pelo mesmo tratamento nos cromo�

somas da glândula salivar (SPRAVLING, PENMAN e PARVUE, 7975)

ou pelo menos os mais proeminentes (MeKENZIE, HENIKOFF e MESEL

SON, 1975).
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Nos sciarTdeos, os cromossomas da glindula salivar dê 

senvolvem, ao fim do quarto estãdio larval, alêm de pufes co 

muns, mais de uma dezena de pufes especiais, chamados de pufes 

DNA. Estes se caracterizam pelo fato de serem acompanhados e, 

freqüentemente precedidos, de síntese desproporcjonada de DNA 

no sitio cromossômico ·implicado em sua formação (BREUER e PA

VAN, 1955; FICQ e_ PAVAN, 1957; RUVKIN e_ CORLETTE, 1957; GABRU 

SEWYCS-GARCIA, 1964, 1971; CROUSE e KEYL, 1968; PERONVINI e VE� 

1.>e.n, 7969; PAVAN e_ VA CUNHA, 7969 a,b) e pelo fato de seu dese_!! 

volvimento depender de que haja síntese de DNA (SAUAIA,LAICINE 

e ALVES, 1971). Esses pufes são especificas· de glândula sali 

var; em certas espêcies, como BILady,6-<-a hygida, o padrão de P_!! 

fes de DNA che�a a ser especifico de região glandular.Duram re 

lativamente pouco tempo e ocorrem em seqüencia altamente reprQ 

dutivel.  

Em Rhync..ho.õc..iaJLa, os estudos bioquímicos ate agora rea 

l i z a d o s ( B O NA L V O , F L O E TER , TO L EV O e LAR A , 1 9 7 6 ) i n d i c a m q u e o

RNA extraído de pufes B2, isolados por microdissecção,consiste

principalmente de uma fração l6S e que o aparecimento no cito 

plasma de um RNA 16S, dotado de poli-A, estâ estreitamente re 

lacionada com a abertura daquele pufe. Alem disso, das frações 

de RNA marcado extrafdo de nGcleos isol.ados por microdissecção 

somente a de 16S marca, em condições de hibridização molecülar 

"-in h,U:.u", o pufe B2. Esses dados constituem importante evidên
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eia de que, dentre os pufes de DNA, pelo menos o pufe B2 este

ja implicado na produção de um RNA mensageiro. 

A finalidade do presente trabalho ê verificar se , d_!! 

rante a fase de desenvolvimento em que ocorrem os pufes de DNA 

no sciarideo B�ady�ia hygida, hã variações do perfil eletrofo

rêtico de extratos da glândula salivar ·ou no perfil de-síntese 

de proteinas desse tecido. 



II. MATERIAL E M t TO VOS 
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2.7. Matenlal blot5gleo 

O ciclo de B�ady�la hyglda (SAUAIA e ALVES, 7968)dura 

cerca de 36 dias ã temperatura de 20
°

c, em condições de cultura 

semelhantes ãs padroni.zadas por LARA, TAMAKI e PAVAN para Rhy�

eho�elana amenleana (LARA, TAMAKI e PAVAN, 7965). Da eclosão ã 

muda pre-pupal, as larvas passam por quatro estãdios. O ultimo 

inicia-se no 129 dia e nele as larvas atingem tamanho mãximo, 

que nas f�meas � de 10 a 12 mm de comprimento e 1 mm de diâm� 

tro. Estas foram as utilizadas nos experimentos. 

No sexto dia do quarto estádio nota-se no dorso das 

l a r v a s , l o g o a t rã s . d a e ã .p s u l a d a e a b e ç a , a f o r ma ç ão d e p e q u e n a s

manchas que se modificam em tamanho e forma durante o desenvol 

v i me n to o q u e , p o r i s s o , s e p r e s ta m p a r a a a v a 1 i a ç ão d a i d·a d e 

larval (GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964). A figura 1-A mostra padrões 

de manchas oculares caracteristicos de diferentes idades de B.

hygida (SAUAIA, 1971). 

A larva possui um par de glândulas salivares aproxim� 

damente tão longas quanto o pr5prio cirpo. Nas glândulas� Pº! 

sTvel distinguir seis partes, mas·� conveniente considerar ao 

todo três regiões (fig .1 B): anterior (S1), granulosa (S2) e po�
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Fig_ 1 

A 

.m6 m7 m8 

B 

Fig.1-A - Diferentes padrões de manchas oculares ao longo da se 
gunda metade do quarto estadia l arval em Bha�y�ia h� 
gida. 13.�.0riginal de H.Sauaia. 

B - Par de glandu l as salivares, de larva f�mea, na idade 
correspondente ao padrão m3 de manchas oculares. 
S1.- região anterior; S2 - região granu l osa; S3 - re
g1ão posterior (mucosa). l 5X.Original de M.A.R.Alve�:. 
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terior .ou mucosa (S
3

). 

Em B.hygida os prim6rdios dos pufes de DNA começam a. 

formar-se na idade correspondente ao padrão m3 de manchas oculi 

res (Fíg.1-A).Vinte horas depois, na idade m7, abrem-se os pri

meiros pufes de DNA nas regiões s1 e s
3

. A região s
2 

praticame� 

te não forma pufes de DNA (ALVES e.SAUAIA, 1975; ALVES., 7975). 

Oito a dez horas depois de m7, ocorre a expansão de um segundo 

grupo de pufes de DNA, quando os do primeiro grupo jã estão re 

gredidos. Em pupa jovem, virtualmente todos os pufes de DNA se 

apresentam regredidos ao exame citológico. Ao mesmo tempo em 

que se expandem e regridem os pufes de DNA, ocorrem tambem nu 

merosos pufes de RNA em cada cromossoma (SAUAIA, LAICINE e. AL 

VES, 19 71 ) . 

2.2. Mê..todo.6 

2.2. 1. Ob.te.nção da.6 glândula.ó e. p�e.pa�o da.6 amo.6.t�a.6 

As 1 ar v a s for a m d i s s e e a d as em s a 1 i na d e BE NV ER ( K RI E

VER e. PLAUT, 7972) gelada sobre lâmina de vidro ao estereomicros 

cõpio. Para isso, utilizam-se duas pinças, uma de ponta fina, 

aplicada logo atrãs da cãpsula da cabeça, e outra,de ponta ro� 

ba, aplicada ã extremidade posterior do animal. Ligeira tração 

rompe o corpo da larva â altura da primeira pinça; presos a e� 

beça, saem o par de glândulas salivares e parte do trato dige� 

tiva, juntamente com tecido gorduroso.Imediatamente, o conjunto. 
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era agitado por alguns instantes em TCA a 10%. As glândulas, 1 i_!!!. 

pas eram transferidas para outro vidro de relõgio embriolõgico 

contendo também TCA a 10%. Os vidros de ·relõgio eram mantidos 

em banho gelado. 

As regiões glandurares, s
1

, s
2 

e s
3

, _eram separadas 

com estilete e tran:.;.feridas para tubos de ensaio com capacid� 

de para l ml, cheios de TCA a 10%, gelado. Colhidas todas as re 

giões glandulares dos vidros de relÕgio, a solução de TCA era 

removida dos tubos e substituída por solução.A (pãgina 18) tam 

bem gelada, para neutralizar o resíduo de TCA (LAICINE, comun_!_ 

cação pessoal). Agitava-se por rotação ate que os fragmentos de. 

te c i d o a d q u i ri s s .em c o r l i g e i r ame n te a z u la d a . O tampão e r a ver 

tido e cada tubo recebia 50 µ1 de solução de amostra (pãgina 

19 ). Os tubos eram cobertos com plãstico fino (Zapp) e perman� 

c i a m a s s i m a t e o d i a s e g u ·i � t e . C o m e s t i l e t e , p e r f u r a v a - s e e_.!!. 

tão o plãstico e aqueciam-se os tubos em agua fervendo durante 

90 segundos. 

O numero de regiões glandulares utilizadas em cada a 

mostra estã indicado no quadro abaixo. 

Ida.de 

m3 

m7 

m7+8 h 

Pupa 

s, 

20 

20 

21 

21 

7 7 

l O l O

l 2 1 2 
l 2 l 2
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Desse modo, a quantidade total de proteínas por amo� 

tra foi sempre de aproximadamente 80 microgramas, conforme as 

determinações de LA1CINE (comunicação pes·soal) feitas em amos 

tras equivalentes a estas, pelo metodo LOWRY, ROSEBROUGH, FARR 

e RANVALL (1951} .. 

a) Eq u.ipame.nto

Foi utilizado o dispositivo de SAUAIA e LAICINE. A ce 

lula de eletroforese, construida em -plâstico, consiste de duas. 

partes que, apostas uma� outra, delimita·m o espaço a ser ocu-

p3do pelo gel. A unidade assim formada ) aberta nas duas extre-

midades e capaz de repousar sobre sua própria base, termina s� 

periormente por uma platafo�ma mais espessa e mais larga, que 

se adapta aos bordos do reservatõrio inferior como se fosse uma 

tampa. O reservatõrio superior e sobreposto � essa plataforma; 

uma janela retangular em seu fundo circunda a abertura da cêl u

la (Fig.2). 

Uma das hemi-celulas recebe nos bordos um filete de 

graxa (Lubriseal) produzido por seringa hipodêrmica cuja ponta 

ê passada ao longo de uma régua. As partes da cêlula são postas 

de cabeça para baixo sobre placa de vidro e deslisadas uma con 

tra a outra. Aplicam-se grampos de plãstico nas bordas da unida 
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_ 1··· ,,, .,,, 

. . ,,..'·_ . .  ,. • •  

D 

Fig.2 - A e B placas componentes da cêlula de eletroforese� C 
um dos grampos. D sistema d e . el etrofor es e, montado , em 

cort e sagi tal. 
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de. A base da cêlula recebe tambêm um filete de graxa, e e mon 

tada sobre uma peça de acril i co muni da de saliências que l imj_ 

tam o deslizamento. A cêlula fica assim pronta para receber- a 

solução desejada. 

A fonte de alimentação utilfzada, construida no Labori 

tõri o de Eletrônica da Faculdade de Filosofia, Ciências e Le

tras de Ribeirão Preto, e de tensão variãvel e corrente constan 

te. 

A solução C (pãg.19)e introduzida na celula atravês d-e 

u ma s e r i n g a ( p r o 1 o n g a d a p o r t u b o d e p o 1 i e t i 1 e n o p a .r a a 1 e a n ç a r o

fundo) ate a altura de 105 mm.Para o obtenção de uma superficie 

plana do gel, emprega-se uma peça de Plexiglas (STUVIER, 1973) 

um pouco mais estreita do que o leito da celula. Nos espaços 

laterais, o capeamento ê feito com solução de SOS a 0,1%. �p5s 

a polimerização, que ocorre em aproximadamente 20 a 25 minutos, 

a peça s6lida ê retirada e a superffcie. do gel ê lavada vãrias 

vezes com a mesma soluç[o de SOS. 

Insere-se, então, um pente formador de poços,construi 

d o t a m b ê m e m P l e x i g l 0 s . E s s a p e ç a p o s s_. u i g u i a s e x t e r n o s q u e c � 

valgam a plataforma da cêlula e assegura posição precisa dos 

moldes das bolsas de amostra a meio caminho entre as paredes da 
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unidade. Uma vez instalado, o pente deixa nos cantos da célula 

espaço suficiente para a introdução ou a remoção de liquido por 

meio d� uma pipeta de Pasteur .. A solução D, (pãg. 19) para gel 

de empilhamento, e assim introduzida ate uma altura de 25 �m e 

capeada com solução de SOS. Depois de 15 mi nu tos, com o pente 

em posição, verte-se a solução de capeamento e introduz-se ta� 

pão de eletrodo (solução E) (pãg. 20). O pente e retirado e o 

tampão e renovado duas vezes. 

Cada amostra, mais densa que o tampão que preenche os 

poços, e introduzida por meio de pipeta capilar ligada por tubo 

de polietileno a uma seringa de tuberculina. O êmbolo da serin 

ga e empurrado por um parafuso, contra a tensão de duas molas. 

O sistema permite controle preciso do volume de amostras e da 

velocidade com que a mesma e introduzida no poço. 

Imediatamente ap5s a aplicação da Gltima amostra,a ce 

lula e introduzida no reservatório inferior, jã com tampão de 

el�trodo, evitando-se a formação de bolhas sob a base da cel"

la. O reservatõrio superior; com vaselina na base, e assentado 

s o b r e a p 1 a t a f o r ma s u p e r i o r d a e ê 1 u 1 a e c h e i o. e o m o m e s mo t a m 

pao. 

As eletroforeses foram feiras com corrente constante· 



1 5 

de 20mA-e tensão variãvel; esta, que no início do experimento era 

de 60 V atingia 160-170 V ao fim da corrida, que se considera 

terminada quando a faixa azul (devida ao ·azul de bromofenol) 

chega ).(:a . a l cm d a base i n feri o r d a cê l u l a . A duração d a e 1 e t r o -

forese variou de 3 horas e 15 minutos a 3 horas e 25 minutos. 

O gel era retirado da placa e imerso em TCA a 50% 

(LAEMMLI, 7970), onde permanecia, sob agitação suave, atê o dia 

seguinte. Era então tingido em solução F retêm-preparada (pâg! 

na 20) a 37° c, com agitação periódica, por 2 horas. Seguiam-se

banhos repetidos em ãcido acético a 7%, atê que se obtivesse 

contraste satisfatõrio entre as bandas e o fundo. 

I 

e. Secagem do gel

-

O dispositivo usado para secar o gel e uma placa de vj_ 

dro poroso presa em uma armação metãl ica dotada de uma saída la 

tera l (SAUAIA, não publicado). O gel de empi 1 hamento ê removi do 

e o de separação ê posto sobre um ret�ngulo de papel Whatmann 

3 MM colocado sobre a placa porosa. Ã s·uperfície do gel ê apl! 

cada uma película de Zapp e todo o sistema e introduzido em um 

saco plâstico Reynolds Brown-in-Bag (LAEMMLI e FAVRE, 7973) O 

conjunto ê colocado em estufa. a 90° C e 1 igado a uma bomba de vã 
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cuo. 

Os gêis secos foram armazenados entre lâminas de vidro 

presas uma ã outra com fita adesiva. 

Foi utilizada uma solução contendo 14 amino-âcidos mar 

cados 14
c (Amersham-Searle,CFB.104). A atividade especifica da

solução era de 54 mCi/mÃtomo e sua concentração 50 µCi/ml. 

A mistura foi injetada nas larvas segundo uma modificação 

do procedimento de SAUAIA, LAICINE e ALVES (7977) .O sistema de i_!! 

jeção consiste de uma agulha de vidro,de diâmetro aproximadame_!! 

t e i g u a 1 a 3 O m i c r ô m e t r o s n a p o n t a , c o n e c t a d a a u m t u b o d e p o l.j_ 

etileno (PE-60) que contêm a solução a ser admini�trada; este 

tubo se liga, por um capilar de vidro, a outro tubo de polietj_ 

leno, ligado por sua vez a uma microseringa de 100 microlitros 

( H a m i l t o n 7 1 O ) p o r i n t e r m ê d i o d e u m a a g u l h a· h i ·p o d ê r m i e a ( 2 O / 8 ) . 

A partir do capilar do vidro, todo o sistema e cheio com qleo 

mineral (SAUAIA e ALMEIVA, não publicado). A seringa esta mon 

t a d a e m u m s u p o r t e , j u n t a m e n t e c o m u m m_ i c r ô me t r o d e p r e c i s ã o , 

que empurra o êmbolo. A -cada volta do tambor do micrômetro ocor 

re a ejeção de l µl. Os volumes injetados foram: 2 µl nas ida

des m3, m7 e m7+8h, e 1 1-11 por pupa. 

A larva era colocada ao estereomicroscopio, sobre p� 

pel umido e a agulha era nela introduzida entre dois segmentos 
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medianos. Girava-se o tambor do micrômetro esperava-se um minu 

to. A agulha era retirada lentamente para evitar vazamento e a 

larva era depositada em reciplente de plâstico (formas de fazer 

gelo) com terra Ümida e comida. 

Foi empregado o procedimento de BONNER e LASKEY (1974);

com modificações apropriadas para gel de 3 mm de espessura. R� 

movido o excesso de corante, o gel passa pelo segufnte tratame_!! 

to: imersão, por 1 hora; em volume de DMSO aproximadamente igual 

a 20 vezes o do gel, seguida de outro banho de idênticas condi 

çoes. O gel ê, então, imerso em solução de PPO (22,2%)em DMSO; 

nesta etapa, o volume da solução ê aproximadamente 4 vezes o do 

gel. Decorridas 6 horas verte-se a solução de PPO e o gel ê

imerso em agua (20 vezes o volume do gel). Depois de uma hora, 

a ãgua ê renovada e o gel ai permanece ate o dia seguinte,qua_!! 

do se troca a ãgua para uma permanência de uma hora ou mais.Se 

gue-se a secagem do gel. 

Em câmara escura, o gel seco ê aposto a uma chapa �a-

d i o g r a f i c a X -O MA T R P / S 5 4 , K o d a k , ( R A NV ERA T H , 1 9 7 O ) e a s d u a s 

pelfculas são colocadas entre duas lâminas de vidro presas uma 

ã outra com fita adesiva. O conjunto, protegido da luz, edeix� 

do em um congelador a -so
º
c. (O congelador foi gentilmente ce· 
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dido pelo Dr.José Alberto Mel lo Oliveira, do Departamento de Pa 

tologia desta Faculdade). Decorridas 100 horas, a montagem e 

transferida para um recipiente de Isopor e, cerca de 2 horas de 

pois, ê dai retirada para atingir mais rapidamente a temp�rat� 

ra da camara escura, 20
°

c. O filme radiogrãfi co ê mergulhado no 

revelador para pelTculas de raio-X (KODAK) p0r 5 minutos, lav� 

do em ãcido acêtico a 2% e imerso em fixador para películas de 

raios-X, (Kodak), tambêm por 5 minutos. Durante todo o proces

samento, a agitação ê continua. O fi 1 me e 1 ava do em agua corre� 

te, em ãgua destilada e posto a secar. 

2.2.5. Venl.)itometJt..ia 

A dens i tometri a dos fl uorogramas foi feita em um espe_ç_ 

t r o f o t o f 1 u o r· ô m e t r o A rn i n e o - B o w m a n ( e o m o a e e s s õ r i o U N I S C A M ) 1 i g a d o

a registrador Shimadzu (R-101 ). Utilizou-se luz de 544 nm e fen 

d a d e O, 1 mm. 

2. 2. 6. Soluç.õ u empJt..egada,6 pa!t..a utilizafl.. o -6i-6tema de ele

tJt..o6oJt..ue duc.ontinua de LAEMMLI ( 7970) 

Tris-HCl 0,5M pH 6,8 .............. 0,5 ml 

Azul de Bromofenol 0,01% .......... 1 ,O ml 

�gua q.s.p. 10,0 ml 



Tris-HCl 0,25M pH 6 , 8 .............. 125 µl 

Glicerina ........ : ................ 50 µl 

2-Mercaptoetanol .................. 25 µl 

SOS a 4 % .......................... 250 µ.l 

Azul de Bromofenol 0,01% .......... 50 µl 

C. Gel de �epa�ação

Tris-HCl 2,25M pH 8,8.... .. .. .... 4,0 ml 

Sol .de acrilamida (30%) e bis(0,8%) 6,0 ml 

SOS a 4%......................... 600 µl 

Temed............................ 10 µl 

Persul fato de amôneo a 10%....... l 00 µl

�gua q.s.p. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24 ml

Essa solução corresponde a um gel 

com T = 7 ,7% e C = 2,6%; (conferir 

a notação de HJtRTEN, MAURER,1971) 

V. Gel âe empilharnen�o

Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 ........... . 

·s o 1 . d e a e ri 1 a mi d a ( 3 O% ) e b i s ( O , 8 % )

1 , O m 1 

650 µl 

19 



SOS a 4% ........................ . 

T emed ........................... . 

Persulfato de amôneo a 10% ....... . 

i'\gua q.s.p . .................... . 

Essa solução corresponde a um gel 

c�m T = 5% e e =  2,6% 

E. Tampão de el�t�odo, pH 8,3

Glicina ......................... . 

T ri s ............................ . 

S D S .............................. . 

i'\gua q.s.p. 

F. Co�ante

TCA 50%

Coomassie Blue R ................ . 

100 µl 

4 µl 

20 µl 

4, O m 1 • 

·28,8 g

6,0 g

l , O g

1000 ml 

50 ml 

50 mg 

20 
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Estudamos inicialmente os padrões eletroforêticos das 

três regiões glandulares nas idades m3, m7, oito horas depois 

de m7 (m7+8 h) e pupa jovem. Em cada experimento, foram compi 

rados os padrões eletroforeticos das três regiões glandulares 

de idade m7 com o padrão eletroforetico correspondente a uma 

das três outras idades. 

Os padrões eletroforeticos foram estudados em fotogr� 

fias dos geis. Foram estabelecidas arbitrariamente seis zonas 

ao longo dos padrões (Fig.3,4 e 5). Em cada zona, _as bandas f_Q 

ram numeradas e examinadas meticulosamente nas diferentes raias 

do gel. O numero total de bandas variou, segundo o experimento 

e a região glandular, de 38 a 56. Mas, os p�drões eletrofor�tl 

cos da mesma região glandular em idades diferentes, quando �o� 

parados no mesmo gel, foram praticamente os mesmos;excetuam-se 

as pequenas diferenças assinaladas nas figuras 3, 4 e 5, assim 

como diferenças àe intensidade em algumas poucas bandas fracas. 

Por outro lado, quando se _comparam os padrões eletrofor�ticos 

de regiões diferentes, na mesma idade,, verificam-se diferenças 

muito claras. 

Verificamos assim que o perfil de polipêtides presen-
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A 

B 

e 

D 

E 

F 

F i g . 3 - P a d rã o e 1 e t r o f o rê t i e o d a s r e g , o e s g 1 a· n d u 1 a r e s S l , S 2 
e

S3; nas idades m3 e m7. Coloração por Coomassie Blue. 
A,B,Ç,D,E, e F indicam as seis zonas nas quai-s foram 
subdivididas as fotografias para fins de estudo. 1 ,5 X 
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Fig.4 - Padrão eletrofor�tico das regiões glandulares S1, S2 e 
s 3; nas idades m7 e m7+8 horas.Coloração por Coomassie
B1ue. A,B,C,D,E e F indicam as seis zonas nas quais fo 
ram subdivididas as fotografias para fins de estudo. -
l , 5 X
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B 

e 

D 

E 

F 

Fig.5 - Padrão eletroforêtico das regiões glandulares s 1 , s 2 e 
S3; nas idades m7 e pupa. Coloração por Coomassie Blue. 
A , B , C , D , E e F i n d i e a m a s s e i s· z o n a s n a s q u a i s f o r a m s u b 
divididas as fotografias para fins de estudo.1 ,5 X. 
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tes em cada uma das três regiões glandulares quase nao varia de 

m3 a pupa jovem de modo detectãvel pelo mêtodo utilizado. 

O perfil de síntese de proteínas foi analisado nas mes 

mas idades anteriormente examinadas. As 1 arvas de ida.de m3 fo 

ram escolhidas segundo o tamanho das manchas oculares (Fig.1-A). 

As de m7 foram separadas em m6 (cerca de l hora antes de m7) e 

colocadas em placa de Petri, com terra Ümida; ao atingirem m7, 

receberam a injeção de aminoãcidos radioativos. Para a idade 

m7+8 horas, o tempo foi. contado apõs as larvas terem atingido 

m7. As pupas eram jovens, is to e, receberam a injeção ainda 

quando sua cuticula nao se tinha amarelado. O volume injetado 

foi de l µl para as pupas e de 2 µl para as larvas. O tempo de 

incorporação foi sempre de 1 hora. 

As amostras foram analisadas pelo mesmo sistema de el� 

troforese. Os geis foram processados para fluorografia e os flUQ 

regramas foram densitometrados e fotografados.Foram obtidos Pi

ra cada idade pelo menos dois perfis fluorogrãficos independe� 

tes. Para a idade m7, que era representada em todos os expe:l 

mentas, obtivemos pelo menos seis fluorogramas independentes. 

O método de detecção utilizado não produz resposta lj_ 

near na película radiogrãfica (LASKEY e. MILLS, 1975), o apar� 

lho usado na varredura dos fluorogramas produz perfis de trans. 
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missão e nao de densidade 5ptica. Alem disso as bandas fl�oro

grãficas nao tem largura uniforme, estas três condições excluem 

a p os s i b i l i d a d e d e tratamento .q u anti ta ti v o a d e q u a d o . Par a o b

t e r, todavia, uma descrição geral das principais variações no 

perfil de sintese de protefnas segundo as idades larvais estu

dadas (esquema da fig.9) foi feita uma classificação das bandas 

fluorogrãficas com base no exame visual meticuloso dos fluoro 

gramas, de suas fotografias (fig.6,7 e 8) .e dos perffs de tran! 

m i s s ã o r e g i s t r a d o s ( v e r a p ê n d i c e p a g . 4 9 ) . F o r a m i n e 1 u i d a s n o e s q u� 

ma somente as bandas distingufveis visualmente e que apresenta! 

sem clara e reprodutivel. variação de intensidade de uma idade 

larval para outra. As bandas que se adequassem a esses dois re 

quisitos foram classificadas em três categorias. A categoria I 

(bandas fortes) são aquelas cujo minimo de transmissão atingi! 

se, em pelo menos um dos experimentos independentes realizados 

para cada idade larval, valor inferior a 15%; a categoria II 

(bandas medias) incluiu, das bandas restantes,aquelas que ati� 

gissem, em um dos experimentos, valores de transmissão inferia 

res a 50��. As demais foram inclui das na categoria III (fracas). 

Desse modo, deixaram de ser incluidas no esquema da fig. 9 ban 

das que, embora intensas, não satisfizeram plenamente os critê 

rios explicados acima. Nas fotografias dos fluorogramas {Fig. 

6, 7 e 8) assinalam-se os niveis nos quais se distinguem frações 

incluídas no esquema da fig.9. 
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S1 S2 S3 
m3 m7 m3 m7 m3 m7

* * 

* * * 
* * 

* 

* * 

* 

* 
* 

* 

* 

Fig.6 - Fluorografia de gel de eletroforese em que se comparam 
os perfis de S1, S2 e s 3 nas idades m3 e m7.
Tempo de exposição 100 horas. l,5 X. 
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51 52 53 
m7 m7+8h m7 m7+8h my m7+8h 

* * 

* * * * * * 

* * 

* 

* * 

* * 

* 

Fig.7 - Fluorografia de gel de eletroforese em que se comparam 
os p�rfis de s 1 ,_S2 e S3 nas idades m7 e m7+8 horas. 
Tempo de expos1çao 100 horas. 1 ,5 X. 
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* 

* 

F i g . 8 - F 1 u o r o g r a f i a d e g e l d e e l e t r o f o r e s e em q u e s e e o m p a_ r a m 
os perfis de S1, S2 e S3 nas idades m7 e pupa.
Tempo de exposição 100 horas. 1,5 X. 
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30REGIÕES GLANDULARES 
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D i a grama d e m·o n s t r a ti v o d as f r a e õ e s e 1 e t r o for e ti e as , d e 
tectadas por fluorografia, queJvariararn de modo evide� 

. te e reprodutivel segundo as diferentes idades larvais. 
Estã tambem representado o fl uorograrna correspondente a 

. idade de pupa, para mostrar que quase todas as frações 
eletrofor�ticas deixam de ser detectad�s por sua radio 
atividade. 

Ili - bandas fortes ( I) 
êil- bandas medias (II) 
C.=J - bandas fracas (III) 



31 

Foram registradas 16 variações em s 1 ,19 em s
2 

e 1 2 em

s
3

. Mesmo sem recurso a metodos eletroforeticos de maior reso

lução, � prov�vel que se demonstre m�ior nGmero de variações do 

que este se for evitada a sobrecarga, perceptivel nas fotogra

fias das raias correspondentes as regiões glandulares s 1 e s 3.



IV. VIS CUS SÃ O
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Os padrões eletroforeticos coloridos, obtidos em gel 

homogêneo, em uma sõ dimensão, quase· não variam quando se ana 

lisa a mesma região glandular nas diferentes idades estudç1das 

( B E EN e.. R AS C H, 1 9 7 2; LA I C I N E, 1 9 7 2 ; TO L EV O F I LHO , YANG e P A VAN, 

7972). Hã diferenças claras entre regiões glandulares· diferen 

tes na mesma idade, mas, para a mesma região, o padrão eletro 

foretico e bastante uniforme ao longo do qesenvolvimento. Embo 

ra seja alta a sensibilidade da coloração com Coomassie Blue,a 

capacidade de discriminação do sistema e evidentemente baixa, 

se se leva em conta a complexidade do material estudado. As ban 

das evidenciadas nos geis devem. seguramente, corresponder a 

misturas de polipeptides de mobilidade semelhantes,de modo que 

variações qualitativas considerãveis podem passar despercebi

d as . A l em disso , par a e a d a uma d as regiões g l a n d u l ar e s , o si s 

tema utilizado não distingue proteinas formadas em uma certa 

idade de outras provindas de idades anteriores, ou mesmo, de ou 

tras regiões da glândula. Também não distinguiria frações que 

possam ser tomadas da hemolinfa. 

Por outro lado,o perfil de radioatividade devida ã in 

corporação de am,noãcidos marcados apresenta variações nitidas 

segundo a idade na mesma regi ão glandular. Os resultados aqui 

apresentados para BJtady'6ia hygida sao senelhantes aos obtidos 
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por TISSitRES, MITCHELL e TRACY ( 1974) no tocante ao periodo 

pre-pupal em Vho�ophifa. Tambêm em RhynQho�Qiaha estão sendo d� 

monstradas variações no perfil de sintese de proteínas durante 

o periodo prê-pupal. (1JINTER, BIANCHI, TERRA e LARA (7976) rela

tam que ao atingir o pufe 828 mãxima expansão na região ante

rior da glândula salivar de R.amehiQana, ocorre a sintese de 

dois novos polipeptideos, cuja radioatividade ainda aumenta com 

o tempo, para declinar mais tarde e ser sucedida pela de uma

terceira fração nova. Experimentos aqui não relatados mostram 

que ao suprimir-se o desenvolvimento dos pufes de DNA em B�ad1 

�ia hygida, pela administração de hi droxi urêi a em idade apr� 

priada, obt�m-se modificações considerâveis e reprodutiveis no 

perfil de síntese de proteinas da glândula salivar. 

O conjunto de tais resultados indica claramente que o 

tipo de abordagem que procuramos estudar no presente trabalho 

ê promissor no tocante ã investigação do papel dos pufes cromo� 

sômicos no desenvolvimento da glândula salivar,embora se enco� 

tre ainda em fase incipiente. As informações existentes não pe.!:_ 

mi tem distinguir em que medida as modificações do perfil de sin 

tese de prote,nas da glândula salivar durante o periodo prê-p� 

pal se devem ã utilização ·de mensageiros prê-existentes aos p� 

fes cujo aparecimento com elas coincide, e em que medida resul 

tam de modificações no perfil de transcrição. Diversos traba 

lhos em quironomideos (VOYLE e LAUFER, 7969; CLEVER, STORBECK 
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e ROMBALL, 7969; CLEVER, 7969; CLEVER, 197'2.) mostraram que a 

incorporação global de aminoãcidos pela glândula salivar não e 

sensível ã actinomicina D se esta for administrada depois de br� 

ve período inicial do ultimo estadia larval. Esses trabalhosin 

dicam que RNAs mensageiros nesse material podem, de fato, ter 

longevidade considerãvel, mas não excluem qu� tenham ocorrido, 

sob a ação do antibiõtico utilizado, variações qualitativas e� 

ja somatõria global simule inalteração na· síntese de proteínas. 

O estudo do efeito de inibidores da sintese de RNA sobre o pe� 

fil de síntese de proteinas em glândulas salivares de dipteros 

restringe-se, por enquantQ,ãs modificações induzidas por chQ 

que têrmico (LEWIS, HEMLSING e ASHBURNER, 7975) e ainda não fo 

ram extendidas ãs que ocorrem ao longo do desenvolvimento nor 

ma 1. 

A mera coincidência no tempo entre aparecimento de p� 

fes cromossômicos e modificações no perfil de síntese de prote_I 

nas nao constitui mais do que evidência circunstancial para uma 

relação causal entre os dois tipos de eventos. Por outro lado, 

ê possível inibir seletivamente e com variada intensidade . uma 

classe de pufes cromossômicos - os pufes de DNA - em sciaridaos 

(SAUAIA, LAICINE e ALVES, 1971) e essa inibição pode ser cons� 

guida por vãrios agentes (RIBEIRO e SAUAIA, 7975; ALMEIVA e 

SAUAIA, 7975_). Alem disso, os pufes de DNA de BJ1.adyJ.i-la hyg-lda 

obedecem a certo grau de especificidade segundo o tipo celular· 
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(ALVES e SAUAIA, 7975) e e possível modificar diferentemente o 

comportamento de diferentes pufes de DNA (da COSTA e SAUAIA, 

não publicado). Assim, se e improvâvel que se consigam mai"s que. 

evidências circunstanciais atraves de sistemas que estudem pu

fes cromossômicos e proteinas especificas, tambem ê verdadeiro 

que tais evidências '.10derão ser refinadas a ponto de adquirirem 

em seu conjunto peso considerãvel. 



V ! RESUMO E CONCLUSOES 
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Foram comparados qualitativamente os perfis eletrof.9. 

réticos de extratos totais das três regiões da glândula salivar 

de B�ady�la hyglda (Diptera Sciaridae) ·em três idades diferen 

tes do período prê-pupal e em pupa jovem. A el etroforese foi fei 

ta em gel homogêneo de poliacrilamida em uma sã dimensão segu� 

do o método de LAEMMLI (7970). Foram tambêm estudados, nas me� 

mas condições, por fluorografia, os perfis de síntese de proteJ. 

na depois de administração, por injeção, de-mistura de aminoãci 

dos 14
c.

Os padrões el etroforêti cos colori dos, embora di feren 

tes segundo a região glandular quase não variam nas diversas 

idades estudadas. Ao contrãrio, descobrem-se muitas 
I 

reprodutiveis nos perfis fluorogrãficos. 

variações 

Esses resultados mostram que ao longo do período pre 

-pupal em B.hyglda, o perfil de síntese de proteinas apresenta

claras modificações. Discutem-se as implicações desses result� 

dos no tocante ã investigação a respeito do papel dos pufes de 

DNA. 



VI. S U M M A R Y A N V

CONC LUSIONS
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The electrophoretic patterns of total extracts from 

three regions of the salivary gland of B1tady-6ia hygida· (Diptera 

Sciaridae) were qualitatively compared at three ages during the 

pre-pupal stage and at the age of young p�pa. The electrophor� 

sis was carried out in homogeneous polyacrylamide gels, in one 

dimension, according to the method of LAEMMLI (1970). The pa_! 

terns of protein synthesis were also studied (BONNER e LASKEY, 

1974) under the sarne conditions, after the administration by 

• •  t· f • t f 14
c . 'd 1nJec 10n o a m,x ure o -am1noac1 s.

The stained electrophoretic patterns, although diff� 

rent for different gland regions, show almost no variation at 

different ages. The fluorographic patterns, however, exhibit 

many reproducible changes according to age. 

These results indicate that, throughout the pre-pupal 

period in B.hygida, the patterns of protein synthesis undergoe 

definite modifications. The implications of this observation 

for the study of�the role of the DNA puffs is discussed. 
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