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ABREVIACOES

BIS N,N'-metileno-bis-acrilamicda

DMSO Sulfoxido de dimetila

DNA Acido desoxirribonucleico

HC1 Acido cloridrico

PPO 2,5-Difeniloxazol

RNA Acido ribonucleico

SDS Dodecil sulfato de sodio

TCA Acido tricloroacetico

Temed - N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina
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I.INTRODUCRAKD



A hipotese de que os pufes cromossomicos sejam manifes
cao de atividade geénica, proposta inicialmente com base em estu
dos sobre quironomideos (BEERMANN, 1952) e sciarideos (BREUER e
PAVAN, 1952), tem recebido crescente numero de verificagdes po
sitivas, que se tornam progressivamente mais convincentes.

Um dos primeiros trabalhos a apoiar a hipotese e o de
BEERMANN (1967). Na glandula salivar das larvas do género Chino
nomus, ha um grupo de 4 celulas especiais, que em diversas es
pecies, como C. paflidivittatus, apresentam no cromossoma IV um
anel de Balbiani adicional, ausente nas outras celulas da 9152
dula. No citoplasma dessas celulas e no ducto da glandula, dis
tinguem-se granulos de secregao de tamanho consideravel. Em C.
tentans, as celulas especiais nao produzem tais granulos e sao
tambem desprovidas do anel de Balbiani adicional. Nos hibridos
resultantes do cruzamento de C. palfidivittatus e C.tentans,as
celulas especiais produzem quantidade intermediaria de granulos
de secrecao e apresentam no cromossoma IV, no sitio correspon
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 continuacgao nos estudos de

GROSSBACH (1969,1973), que procurou estudar atraves deeletrofo-



rese em gel de poliacrilamida, a composig¢do da saliva dos qui
ronomideos e relaciona-la com dados citogeneticos resultantes
tambem de cruzamento entre espécies diferentes. Com base nesse
tipo de informagao, GROSSBACH relaciona tres pufes com tres po
lipeptideos diferentes.

Em Acndlcotopus Lucddus, PANITZ (1967) e BAUDISH e PA
nitz (1968) induziram a regressao de um dos aneis de Balbiani
por administracao de giberelina A3. A incorporagao de uridina
naquele sitio cromossomico foi entao fortemente diminuida.Alem
disso,houve evidencias de que naquelas condicOes deixava de ser
sintetizada wuma proteina que contem hidroxiprolina.

Os trabalhos do grupo de Estocolmo (EDSTROM,1974;H0SICK
e DANEHOLT, 1974; EDSTROM e LAMBERT, 1975) demonstraram em C.
tentans fragdoes de RNA citoplasmatico dotado de poli-A hibridi
zam-se "in s4&u” com os aneis de Balbiani 1e2. Alem disso,mos
traram quena.fragao polissOomica, ocorre RNA de pesomolecular se
melhante ao do RNA extraido de aneis de Balbiani isolados por
microdisseccgao.

As ricas possibilidades de analise genetica e citoge
netica em Drosophifa foram elegantemente exploradas por KORGE
(1975) para relacionar, de modo fortemente sugestivo, dois pu
fes cromossomicos com duas fracdoes eletroforeticas da secrecgao
salivar. Um dos pufes correspondente as bandas 3C]] e 3012 do

cromossoma X e o outro esta compreendido na seccao que vai de



66D2 a 72E5 do cromossoma III. Alem de demonstrar tal relagao
por meio de procedimentos classicos de cruzamento e de recom-
binagao, KORGE adiciona ainda .a evidencia de que a fragao ele
troforetica correspondente ao pufe do cromossoma X guardaclara
relagao quantitativa com as variagoes de dose da secgao 3C de
vidas a deficiencias e a duplicacgoes.

Ainda em Drosophila, tres trabalhos recentes trouxeram
apoio importante a ideéia de que a inducdao'de pufes cromossomi
cos corresponde a ativagdo de genes particulares. Ja era conhe
cido que a sujeicao de larvas de Drosophifa a uma elevagao de
temperatura (a 37°C, por exemplo) induz nos cromossomas polite
nicos da glandula salivar a expansao de pufes que normalmente
nio ocorrem (RITOSSA, 1962). 0s mesmos pufes sdo indutiveis por
anoxia (RITOSSA, 1964; BREUGEL, 1966). A administracao de ecdi
sona as larvas ou a incubacao das glandulas salivares em meio
que contenha o hormonio tambem induzem a expansao de pufes (CLE
VER e KARLSON, 1960; CLEVER, 1961; BERENDES, 1967; CROUSE, 1968;
ASHBURNER, 1970,1972). TISSIERES, MITCHELL e TRACY (1974) estu
daram em Drosophifa o perfil de sintese de proteinas da glan
dula salivar e de outros tecidos larvais durante o periodo pre
-pupal. Verificaram que o perfil de sintese de proteinas da
glandula salivar varia consideravelmente no desenvolvimento,
como seria de esperar das numerosas modificagoes no padrao de

pufes proprias dessa fase do desenvolvimento. Verificaram tam’



bem consideravel modificagdo, ainda que menor, no perfil de’
sintese de proteinas nos tubulos de Malpighi,e variagoes muito
mais modestas no tecido cerebral. Na's glandulas salivares sujei
tas a choque termico, detectaram a aparecimento de 7 ou8 fra-
coes proteicas novas, numero que concorda de perto com o de no
vos pufes entdo induzidos. A sintese de fragoes proteicas de
mesma mobilidade e tambem induzida em tecidos desprovidos de
cromossomas politénicos, tais como, discos imaginais, cerebro
de larvas e cerebro de adultos. Embora, como soi acontecer com
trabalhos dessa natureza, a correlagdo entre pufes induzidos e
a sintese de novas fragdes protéicas tenha carater circunstan
cial, o conjunto das observacoes e fortemente sugestivo.LEWIS,
HELMSING e ASHBURNER (7975) confirmaram esses resultados e mos
traram ainda que o grau de indugdo da sintese de novas protei
nas, assim como o tamanho dos pufes induzidos, esta correlacio
nado com a intensidade do choque térmico.

Dois estudos subseqlientes aa de TISSTIERES, MITCHELL e
TRACY (1974) demonstraram que o RNA mensageiro extraido de ce
Tulas diploides em cultura tratadas com choque termico marcam
seletivamente, em condigoes de hibridizagdo molecular "in situ",
quase todos os pufes induzidos pelo mesmo tratamento nos cromos
somas da glandula salivar (SPRADLING, PENMAN e PARDUE, 1975)

ou pelo menos os mais proeminentes (McKENZIE, HENIKOFF e MESEL
SON, 1975]).



Nos sciarideos, 0s cromossomas da glandula salivar de
senvolvem, ao fim do quarto est3adio larval, alem de pufes co
muns, mais de uma dezena de pufes especiais, chamados de pufes
DNA. Estes se caracterizam pelo fato de serem acompanhados e,
freqlentemente precedidos, de sintese desproporcionada de DNA
no sitio cromossomico implicado em sua formagao (BREUER e PA

VAN, 1955; FICQ e PAVAN, 1957; RUDKIN e CORLETTE, 1957; GABRU
SEWYCS-GARCIA, 1964, 1971; CROUSE e KEYL, 1968; PERONDINI e DES

sen, 1969; PAVAN e DA CUNHA, 1969 a,b) e pelo fato de seu desen
volvimento depender de que haja sintese de DNA (SAUATIA, LAICINE
e ALVES, 1971). Esses pufes sao espechicos'de glandula sali
var; em certas especies, como Bradysia hygida, o padrao de pu
fes de DNA cheya a ser especifico de regiao glandular.Duram re
lativamente pouco tempo e ocorrem em seqtlencia altamente repro
dutivel.

Em Rhynchosciara, os estudos bioquimicos ate agora rea
lizados (BONALDO, FLOETER, TOLEDO e LARA, 1976) indicam que o
RNA extraido de pufes 82, isolados por microdissecgcao,consiste
principalmente de uma fragdao 16S e que o aparecimento no cito
plasma de um RNA 16S, dotado de poli-A, esta estreitamente re
lacionada com a abertura daquele pufe. Alem disso, das fracoes
de RNA marcado extraido de nlicleos isolados por microdisseccao
somente a de 16S marca, em condigcoes de hibridizagao molecular

"{in s4itu”, o pufe BZ' Esses dados constituem importante eviden



cia de que, dentre os pufes de DNA, pelo menos o pufe 82 este
ja implicado na producdo de um RNA mensageiro.

A finalidade do presente trabalho e verificar se, du
rante a fase de desenvolvimento em que ocorrem os pufes de DNA
no sciarideo Bradysia hygida, ha variagoes do perfil eletrofo-

retico de extratos da glandula salivar ou no perfil de sintese

de proteinas desse tecido.



IT. MATERIAL E METODOS



2.1. Matenial biologico

0 ciclo de Bradysia hygida (SAUATA e ALVES, 196&)dura
cerca de 36 dias a temperatura de 20°C, em condigoes de cultura
semelhantes 3s padronizadas por LARA, TAMAKI e PAVAN para Rhyn
chosciana amendicana (LARA, TAMAKI e PAVAN, 1965). Da eclosdo a
muda pre-pupal, as larvas passam por quatro estadios. O ultimo
inicia-se no 120 dia e nele as larvas atingem tamanho maximo,
que nas fémeas & de 10 a 12 mm de comprimento e 1 mm de diame
tro. Estas foram as utilizadas nos experimentos.

No sexto dia do quarto estadio nota-se no dorso das
larvas, logo atras.da capsula da cabeca, a formacdao de pequenas
manchas que se modificam em tamanho e forma durante o desenvol
vimento o que, por isso, se prestam para a avaliacd@o da idade
larval (GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964). A figura 1-A mostra padroes
de manchas oculares caracteristicos de diferentes idades deB.
hygida (SAUATA, 1971).

A larva possui um par de glandulas salivares aproxima
damente tdo longas quanto o proprio corpo. Nas glandulas e pos
sivel distinguir seis partes, mas e conveniente considerar ao

todo tres regices (fig.1B): anterior (S]), granulosa (82) e pos



Fig.1-A -

Fig.1

a mb m7 m8

Diferentes padroes de manchas oculares ao longo da se
gunda metade do quarto estadio larval em Brasysia hu
gida.13X.0riginal de H.Sauaia.

Par de glandulas salivares, de larva fémea, na idade
correspondente ao padrao m3 de manchas oculares.

S1.- regido anterior; S» - regiao granulosa; S3 - re
giao posterior (mucosa).l15X.0riginal de M.A.R.ALves.



terior ou mucosa (33).

Em B.hygida os primordios dos pufes de DNA comegam a.
formar-se na idade correspondente ao padrao m3 demanchas ocula
res (Fig.1-A).Vinte horas depois, na idade m7, abrem-se os pri-
meiros pufes de DNA nas regioes S] eS3. A regiao 52 praticamen
te nao forma pufes de DNA (ALVES e SAUATA, 1975; ALVES, 1975).
Oito a dez horas depois de m7, ocorre a expansao de um segundo
grupo de pufes de DNA, quando os do primeiro grupo ja estdo re
gredidos. Em pupa jovem, virtualmente todos os pufes de DNA se
apresentam regredidos ao exame citologico. Ao mesmo tempo em
que se expandem e regridem os pufes de DNA, ocorrem tambem nu
merosos pufes de RNA em cada cromossoma (SAUATA, LAICINE e AL
VES, 1971).

2.2. Metodos

2.2.1. Obtencdo das glandulas e preparo das amostras

As larvas foram dissecadas em salina de BENDER (KRIE
DER e PLAUT, 1972) gelada sobre lamina de vidro ao estereomicros
copio. Para isso, utilizam-se duas pingas, uma de ponta fina,
aplicada logo atras da capsula da cabeca, e outra,de ponta rom
ba, aplicada a extremidade posterior do animal. Ligeira tracdo
rompe o corpo da larva a altura da primeira pinga; presos a ca
beca, saem o par de glandulas salivares e parte do trato diges

tivo, juntamente com tecido gorduroso.Imediatamente, oconjunto.
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era agitado por alguns instantes em TCA a 10%. Asg15ndu1as,1im,
pas eram transferidas para outro vidro de relogio embriologico
contendo tambem TCA a 10%. Os vidros de ‘relogio eram mantidos
em banho gelado.

As regioes glandurares, S], 52 e S5, eram separadas
com estilete e tran.feridas para tubos de ensaio com capacida
de para 1 ml, cheios de TCA a10%, gelado. Colhidas todas as re
gioes glandulares dos vidros de relogio, a solugdao de TCA era
removida dos tubos e substituida por solucao.A (pagina 18) tam
bem gelada, para neutralizar o residuo de TCA (LAICINE, comuni
cacao pessoal). Agitava-se por rotacdao ateque os fragmentos de.
tecido adquirissem cor Tligeiramente azulada. 0 tampao era ver
tido e cada tubo recebia 50 ul de solucao de amostra (pagina
19 ). Os tubos eram cobertos com plastico fino (Zapp)e permane
ciam assim ate o dia seguinte. Com estilete, perfurava-se en
t3o o plastico e aqueciam-se os tubos em agua fervendo durante
90 segundos.

0 numero de regides glandulares utilizadas em cada a

mostra est3a indicado no quadro abaixo.

Sy
Idade
m3 20 7 7
m7 20 10 10
m7+8 h 21 12 12

Pupa 21 12 12
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Desse modo, a quantidade total de proteinas por amos
tra foi sempre de aproximadamente 80 microgramas, conforme as
determinacoes de LAICINE (comunicagao pessoal) feitas em amos
tras equivalentes a estas, pelo metodo LOWRY, ROSEBROUGH, FARR
e RANDALL (1951).

a) Equdipamento

Foi utilizado o dispositivo de SAUATA e LAICINE. A ce
lula de eletroforese, construida em plastico, consiste de duas -
partes que, apostas uma a outra, delimitam o espaco a ser ocu-
pade pelo gel. A unidade assim formada, aberta nas duas extre-
midades e capaz de repousar sobre sua propria base, termina su
periormente por uma p]atafo?ma mais espessa e mais larga, que
se adapta aos bordos do reservatorio inferior como se fosse uma
tampa. 0 reservatorio superior @ sobreposto a essa plataforma;
uma janela retangular em seu fundo circunda a abertura da celu-
la (Fig.2).

Uma das hemi-celulas recebe nos bordos um filete de
graxa (Lubriseal) produzido por seringa hipodermica cuja ponta
e passada ao longo de uma regua. As partes da celula sdao postas
de cabeca para baixo sobre placa de vidro e deslisadas uma'con

tra a outra. Aplicam-se grampos de plastico nas bordas da unida
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Fig.2 - A e B placas componentes da celula de eletroforese. C
um dos grampos. D sistema de .eletroforese, montado,em
corte sagital.
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de. A base da celula recebe tambem um filete de graxa, e e mon
tada sobre uma peca de acrilico munida de saliencias que 1imi
tam o deslizamento. A celula fica assim pronta para receber- a
solucao desejada.

A fonte de alimentagao utilizada, construida no Labora
torio de Eletronica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Le-

tras de Ribeirao Preto, € de tensdo variavel e corrente constan

te.

A solugdo C (pag.19)e introduzida na celula atraves de
uma seringa (prolongada por tubo de polietileno paraalcangar o
fundo) até a altura de 105 mm.Para o obtencdo de uma superficie
plana do gel, emprega-se uma peca de Plexiglas (STUDIER, 1973)
um pouco mais estreita do que o leito da celula. Nos espagos
laterais, o capeamento e feito com solugcao de SDS a 0,1%. Apos
a polimerizacgao, que ocorre em aproximadamente 20 a 25 minutos,
a peca solida e retirada e a superficie do gel e lavada varias
vezes com a mesma solugao de SDS.

Insere-se, entao, um pente formador de pogos,construi
do tambem em Plexiglas. Essa peca possui guias externos queca
valgam a plataforma da celula e assegura posicao 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 celula
espaco suficiente para a introdugdo oua remogao de liquido por
meio de uma pipeta de Pasteur. A solucao D, (pag. 19) para gel
de empilhamento, € assim introduzida até uma altura de 25 mm e
capeada com solugao de SDS. Depois de 15 minutos, com o pente
em posig¢ao, verte-se a solucao de capeamento e introduz-se tam
pdo de eletrodo (solucao E) (pag.20). 0 pente & retirado e o

tamp3do e renovado duas vezes.

Cada amostra, mais densa que o tampao que preenche os
pocos, e introduzida por meio de pipeta capilar lTigada por tubo
de polietileno a uma seringa de tuberculina. 0 embolo da serin
ga e empurrado por um parafuso, contra a tensao de duas molas.
0 sistema permite controle preciso do volume de amostras e da
velocidade com que a mesma e introduzida no pogo.

Imediatamente apds a aplicacao da ultima amostra,a ce
lula e introduzida no reservatorio inferior, ja com tampdao de
eletrodo, evitando-se a formacao de bolhas sob a base da celu-
la. 0 reservatOrio superior; com vaselina na base, e assentado
sobre a plataforma superior da celula e cheio com o mesmo tam
pao.

As eletroforeses foram feiras com corrente constante-
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de 20mAe tensao variavel; esta, que no inicio 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)
chegaxa .a Tcm da base inferior da celula. A duracgao da eletro-

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

0 gel era retirado da placa e imerso em TCA a 50%
(LAEMMLTI, 1970), onde permanecia, sob agitacdo suave, ate odia
sequinte. Era entdo tingido em solucao F recem-preparada (pagi
na 20) a 37°C, com agitacdo periddica, por 2 horas. Seguiam-se
banhos repetidos em acido acetico a 7%, até que se obtivesse

contraste satisfatorio entre as bandas e o fundo.

e. Secagem de gel

0 dispositivo usado para secar o gel e uma placa de vi
dro poroso presa em uma armagao metalica dotada de uma saida la
teral (SAUATA, n3ao publicado). 0 gel de empilhamento e removido
e o de separacao e posto sobre um retangulo de papel Whatmann
3 MM colocado sobre a placa porosa. A superficie do gel e apli
cada uma pelicula de Zapp e todo o sistema e introduzido em um
saco plastico Reynolds Brown-in-Bag (LAEMMLI e FAVRE, 1973) O

conjunto & colocado em estufa.a 90°C e ligado a uma bomba de va
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cuo.
Os geis secos foram armazenados entre laminas de vidro

presas uma a outra com fita adesiva.

Foi utilizada uma solugdo contendo 14 amino-acidos mar

cados 14

C (Amersham-Searle,CFB.104). A atividade especifica da
solugao era de 54 mCi/mAtomo e sua concentracao 50 uCi/ml.

A mistura foi injetada nas larvas segundo uma modificagao
do procedimento de SAUATA, LAICINE ¢ ALVES (1971).0 sistemade in
jecao consiste de uma agulha devidro,de diametro aproximadamen
te igual a 30 micrometros na ponta, conectada aum tubo de poli
etileno (PE-60) que contéem a solugdo a ser administrada; este
tubo se iiga, por um capiiar de vidro, a outro tubo de polieti
leno, ligado por sua vez a uma microseringa de 100 microlitros
(Hamilton 710) por intermédio de uma agulha hipodermica(20/8).
A partir do capilar do vidro, todo o sistema & cheio com 0leo
mineral (SAUATIA e ALMEIDA, n3o publicado). A seringa esta mon
tada em um suporte, juntamente com um micrometro de precisao,
que empurra o embolo. A cada volta do tambor domicrometro ocor
re a ejecao de 1 nl. 0Os volumes injetados foram: 2 ul nas ida-
des m3, m7 e m7+8h, el ul por pupa.

A larva era colocada ao estereomicroscopio, sobre pa

pel umido e a agulha era nela introduzida entre dois segmentos
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medianos. Girava-se o tambor do micrometiro esperava-se um minu
to. A agulha era retirada lentamente para evitar vazamento e a
larva era depositada em recipiente de plastico (formas de fazer

gelo) com terra umida e comida.

Foi empregado o procedimento de BONNER e LASKEY (1974),
com modificacoes apropriadas para gel de 3 mm de espessura. Re
movido o excesso de corante, o gel passa pelo seguinte tratamen
to: imersao, por 1 hora, em volume de DMSO aproximadamente igual
a 20 vezes o do gel, seguida de outro banho de identicas condi
coes. 0 gel e, entdo, imerso em solugcao de PPO (22,2%)em DMSO;
nesta etapa, o volume da solu¢do e aproximadamente 4 vezes o do
gel. Decorridas 6 horas verte-se a solucao de PPO e o gel e
imerso em agua (20 vezes o volume do gel). Depois de uma hora,
a agua e renovada e o gel ai permanece até o dia seguinte,quan
do se troca a agua para uma permanencia de uma hora ou mais.Se
gue-se a secagem do gel.

Em camara escura, o gel seco e aposto a uma chapa ra-
diografica X-OMAT RP/S 54, Kodak, (RANDERATH, 1970) e as duas
peliculas sdo colocadas entre duas laminas de vidro presas uma
a outra com fita adesiva. 0 conjunto, protegido da luz, e deixa

do em um congelador a -80°c. (0 congelador foi gentilmente ce-
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dido pelo Dr.Jose Alberto Mello 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, e dai retirada para atingir mais rapidamente a temperatu
ra da camara escura, 20°C. 0 filme radiografico e mergulhado no
revelador para peliculas de raio-X (KODAK) per 5 minutos, lava
do em acido acético a 2% e imerso em fixador para peliculas de
raios-X, (Kodak), tambem por 5 minutos. Durante todo o proces-
samento, a agitacdo e continua. 0 filme & lavado em agua corren

te, em agua destilada e posto a secar.

2.2.5, Densditometrndia

A densitometria dos fluorogramas foi feita em umespec
trofotofluorémetro Aminco-Bowman (como acessorio UNISCAM)ligado

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

da de 0,1 mm.

2.2.6. Solucoes empregadas para utilizan o sistema de ele

trhofonese descontinua de LAEMMLT (1970)

Tris-HC1 0,5M pH 6,8.............. 0,5 ml
Azul de Bromofenol 0,01%.......... 1,0 ml

Agua q.s.p. 10,0 ml



Tris-HC1 0,25M pH 6,8.............
GlACerina. e e et
2-Mercaptoetanol.......... oo
SDS @ 4% .o it e e

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

Gel de separagao

Tris-HC1 2,25M pH 8,8............
Sol.de acrilamida (30%) ebis(0,8%)

RQua G.S.pP. viiiit i i
Essa solucao corresponde a um gel
com T = 7,7%eC = 2,6%; (conferir

a notacdo de MJERTEN, MAURER,19771)

Gef de empilhamento

Tris-HC1 0,5 M pH 6,8............

'Sol.de acrilamida (30%) ebis(0,8%)

125 ul
50 ul
25 ul

250 nl
50 ul

4,0 ml
6,0 ml
600 ul
10 21
100 wul
24 ml

1,0 ml
650 ul

19
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SDS @ 4% . i ittt i e e 100 ul
Temed. .. ittt i i e e 4 nl
Persulfato de amoneo a 10%....... 20 ul
BQUA GuSePe tvvrnnrnnennennennens 4,0 ml

Essa solucao corresponde a um gel

com T =5%e C = 2,6%

E. Tampao de eletrodo, pH &,3

e I ol o T 28,8 g
LI e T 6,0 g
SDS e e e e e 1,0 g
Rgua q.s.p. 1000 ml

F. Conrante

TCA 50% 50 ml

Coomassie Blue R...........oo.... 50 mg



ITT. RESULTADOS
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Estudamos inicialmente os padroes eletroforeticos das
tres regides glandulares nas idades m3, m7, oito horas depois
de m7 (m7+8 h) e pupa jovem. Em cada experimento, foram compa
rados os padroes eletroforeticos das tres regioes glandulares
de idade m7 com o padrao eletroforetico correspondente a uma
das tres outras idades.

Os padroes eletroforeticos foram estudados em fotogra
fias dos geis. Foram estabelecidas arbitrariamente seis zonas
ao longo dos padroes (Fig.3,4 e 5). Em cada zona, as bandas fo
ram numeradas e examinadas meticulosamente nas diferentes raias
do gel. 0 numero total de bandas variou, segundo o experimento
e a regiao glandular, de 38 a 56. Mas, os padroes eletroforeti
cos da mesma regiao glandular em idades diferentes, quando com
parados no mesmo gel, foram praticamente 0os mesmos;excetuam-se
as pequenas diferencas assinaladas nas figuras 3,4 e 5, assim
como diferencas de intensidade em algumas poucas bandas fracas.
Por outro lado, quando se comparam os padroes eletroforeticos
de regioes diferentes, na mesma idade, verificam-se diferencgas
muito claras.

Verificamos assim que o perfil de polipetides presen-
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Fig.3 - Padrao eletroforéetico das regioes glandulares ST 52e
S3; nas idades m3 e m7. Coloragao por Coomassie Blue-
A,B,C,D,E, e F indicam as seis zonas nas quats foram
subdivididas as fotografias para fins de estudo.1,5 X
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Fig.4 - Padrdo eletroforetico das regioes glandulares S7, So e
Sz:; nas idades m7 e m7+8 horas.Coloragao por Coomassie
B%ue. A,B,C,D,E e F indicam as seis zonas nas quais fo
ram subdivididas as fotografias para fins de estudo.

1,5 X
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Fig.5 - Padrdo eletroforéetico das regioes glandulares S,, So e
S3; nas idades m7 e pupa. Coloracao por Coomassie Blue.
A,B,C,D,E e F indicam as seis zonas nas quais foramsub
divididas as fotografias para fins de estudo.1,5 X.
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tes em cada uma das tres regioes glandulares quase nao varia de

m3 a pupa jovem de modo detectavel pelo metodo utilizado.

0 perfil de sintese de proteinas foi analisado nas mes
mas idades anteriormente examinadas. As larvas de idade m3 fo
ram escolhidas segundo o tamanho das manchas oculares (Fig.1-A).
As de m7 foram separadas em m6 (cerca de 1 hora antes de m7) e
colocadas em placa de Petri, com terra umida; ao atingirem m7,
receberam a injecao de aminoacidos radioativos. Para a idade
m7+8 horas, o tempo foi contado apos as larvas terem atingido
m7. As pupas eram jovens, isto e, receberam a injegcao ainda
quando sua cuticula nao se tinha amarelado. 0 volume injetado
foi de 1 pl para as pupas e de 2 ul para as larvas. 0 tempo de
incorporagao foi sempre de 1 hora.

As amostras foram analisadas pelo mesmo sistema deele
troforese. Os geis foramprocessados para fluorografia eos fluo
rogramas foram densitometrados e fotografados.Foram obtidos pa
ra cada idade pelo menos dois perfis fluorograficos independen
tes. Para a idade m7, que era representada em todos os experi
mentos, obtivemos pelo menos seis fluorogramas independentes.

0 metodo de deteccao utilizado nao produz resposta 1i
near na pelicula radiografica (LASKEY e MILLS, 1975), o apare

1ho usado na varredura dos fluorogramas produz perfis de trans -
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missao e nao de densidade optica. Alem disso as bandas fluoro-
graficas nao tem largura uniforme, estas trés condicoes excluem
a possibilidade de tratamento quantitativo adequado. Para ob-
ter, todavia, uma descricao geral das principais variagcoes no
perfil de sintese de proteinas segundo as idades larvais estu-
dadas (esquema da fig.9) foi feita uma classificacao das bandas
fluorograficas com base no exame visual meticuloso dos fluoro
gramas, de suas fotografias (fig.6,7 e 8).e dos perfis de trans
missao registrados (ver apendice pag.49).Foramincluidas no esque
ma somente as bandas distinguiveis visualmente e que apresentas
sem clara e reprodutivel variacdo de intensidade de uma idade
larval para outra. As bandas que se adequassem a esses dois re
quisitos foram classificadas em trés categorias. A categoria I
(bandas fortes) sao aquelas cujo minimo de transmissdo atingis
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 atin
gissem, em um dos experimentos, valores de transmissao inferio
res a 50%. As demais foram incluidas na categoria III (fracas),
Desse modo, deixaram de ser incluidas no esquema da fig. 9 ban
das que, embora intensas, nao satisfizeram plenamente os crite
rios explicados acima. Nas fotografias dos fluorogramas (Fig.
6,7 e 8) assinalam-se os niveis nos quais sedistinguem fracgoes

incluidas no esquema da fig.9.
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S, S, S3
ma mz mg mz mg myz
* *
* * * * *
*
* *
*
* *

Fig.6 - Fluorografia de gel de eletroforese em que se comparam
os perfis de S1, Sp e S, nas idades m3 e m7.
Tempo de exposicao 100 horas. 1,5 X.
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Sy Ss S3
mz7  M7¢+gh M7  Mzegh M7 M74gh
* *
* * * * * *
* *

* %

Fig.7 - Fluorografia de gel de eletroforese em que se comparam
os perfis de Sy, Sp e S3 nas idades m7 e m7+8 horas.
Tempo de exposigao 100 horas. 1,5 X.
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Fig.8 - Fluorografia de gel de eletrofecrese em que se comparam
os perfis de Sy, Sy e S3 nas idades m7 e pupa.
Tempo de exposicao 100 horas. 1,5 X.
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Fig.9 - Diagrama demonstrativo das fracoes eletroforéticas, de
tectadas por fluorografia, que variaram de modo eviden
te e reprodutivel segundo as diferentes idades Tarvais.
Esta tambem representado o fluorograma correspondente a

. idade de pupa, para mostrar que quase todas as fracoes
eletroforeticas deixam de ser detectadas por sua radio
atividade.

- bandas fortes (I)
57 - bandas medias (II)
[[1- bandas fracas (III)
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Foram registradas 16 variacgoes em 51,19 em 52 e 12 em
53. Mesmo sem recurso a metodos eletroforeticos de maior reso-
lTucao, e provavel que se demonstre major numero de variacdes do
que este se for evitada a sobrecarga, perceptivel nas fotogra-

fias das raias correspondentes as regioes glandulares S] e 53.



IV. DI SCUSSAO
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Os padroes eletroforeticos coloridos, obtidos em gel
homogeneo, em uma so dimensao, quase nao variam quando se ana
lisa a mesma regiao glandular nas diferentes idades estudadas
(BEEN e RASCH, 1972; LAICINE, 1972; TOLEDO FILHO, YANG e PAVAN,
1972). Ha diferencas claras entre regioes glandulares diferen
tes na mesma idade, mas, para a mesma regiao, o padrao eletro
foretico e bastante uniforme ao longo do desenvolvimento. Embo
ra seja alta a sensibilidade da coloracao com Coomassie Blue,a
capacidade de discriminagcao 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
variacoes qualitativas consideraveis podem passar despercebi-
das. Alem disso, para cada uma das regioes glandulares, o sis
tema utilizado nao distingue proteinas formadas em uma certa
idade de outras provindas de idades anteriores, ou mesmo, de ou
tras regides da glandula. Tambem nao distinguiria fracoes que
possam ser tomadas da hemolinfa.

Por outro lado,o perfil de radioatividade devida a in
corporacao de aminoacidos marcados apresenta variacoes nitidas
segundo a idade na mesma regiao glandular. Os resultados aqui

apresentados para Bradysia hygida sao senelhantes aos obtidos
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por TISSIERES, MITCHELL e TRACY (1974) no tocante ao periado
pre-pupal em Drosophila. Tambem em Rhynchosciaru estao sendo de
monstradas variacoes no perfil de sintese de proteinas durante
o periodo pre-pupal. WINTER, BIANCHI, TERRA e LARA (19764) rela
tam que ao atingir o pufe BZB maxima expansao na regiao ante-
rior da glandula salivar de R.amerdicana, 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 fracao nova. Experimentos aqui nao relatados mostram
que ao suprimir-se o desenvolvimento dos pufes de DNA em Brady
sda hygida, pela administragao de hidroxiureia em idade apro
priada, obtém-se modificagbes consideraveis e reprodutiveis no
perfil de sintese de proteinas da glandula salivar.

0 conjunto de tais resultados indica claramente que o
tipo de abordagem que procuramos estudar no presente trabalho
e promissor no tocante a investigacdo do papel dos pufes cromos
somicos no desenvolvimento da glandula salivar,embora se encon
tre ainda em fase incipiente. As informagoes existentes nao per
mitem distinguir em que medida as modificacoes do perfil de sin
tese de proteinas da glandula salivar durante o periodo pre-pu
pal se devem a utilizagao de mensageiros pré-existentes aos pu
fes cujo aparecimento com elas coincide, e em que medida resul
tam de modificacoes no perfil de transcrigcao. Diversos traba

Thos em quironomideos (DOYLE e LAUFER, 1969; CLEVER, STORBECK
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e ROMBALL, 1969; CLEVER, 1969; CLEVER, 1972) mostraram que a
incorporacao global de aminoacidos pela glandula salivar nao e
sensivel a actinomicina Dse esta for administrada depois de bre
ve periodo inicial do Ultimo estadio larval. Esses trabalhosin
dicam que RNAs mensageiros nesse material podem, de fato, ter
longevidade consideravel, mas nao excluem qu> tenham ocorrido,
sob a agao do antibiotico utilizado, variagoes qualitativas cu
ja somatoria global simule inalteracao na sintese de proteinas.
0 estudo do efeito de inibidores da sintese de RNA sobre o per
fil de sintese de proteinas em glandulas salivares de dipteros
restringe-se, por enquanto,as modificacoes induzidas por cho
que termico (LEWIS, HEMLSING e ASHBURNER, 1975) e ainda nao fo
ram extendidas as que ocorrem ao longo do desenvolvimento nor
mal.

A mera coincidencia no tempo entre aparecimento de pu
fes cromossomicos e modificagoes no perfil de sintese deproted
nas nao constitui mais do que evidencia circunstancial para uma
relacao causal entre os dois tipos de eventos. Por outro lado,
e possivel inibir seletivamente e comvariada intensidade . uma
classe de pufes cromossomicos - os pufes de DNA - em sciarideos
(SAUATA, LAICINE e ALVES, 1971) e essa inibicdao pode ser conse
guida por varios agentes (RIBEIRO e SAUATA, 1975; ALMEIDA e
SAUATA, 1975). Alem disso, os pufes de DNA de Bradysia hygida

obedecem a certo grau de especificidade segundo o tipo celular
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(ALVES e SAUATIA, 1975) e e possivel modificar diferentemente o
comportamento de diferentes pufes de DNA (da COSTA e SAUAIA,
nio publicado). Assim, se e improvavel que se consigam mais que
evidencias circunstanciais atraves de sistemas que estudem pu-
fes cromossomicos e proteinas especificas, também & verdadeiro
que tais evidéncias noderdo ser refinadas a ponto de adquirirem

em seu conjunto peso consideravel,



V.RESUMO E CONCLUSUOES
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Foram comparados qualitativamente os perfis eletrofo
reticos de extratos totais das tres regides da glandula salivar
de Bradysia hygida (Diptera Sciaridae) em tres idades diferen
tes do periodo pre-pupal e empupa jovem. A eletroforese foi fei
ta em gel homogéneo de poliacrilamida em uma so dimensdo segun
do o metodo de LAEMMLI (1970). Foram também estudados, nas mes
mas condicoes, por fluorografia, os perfis de sintese deprotej
na depois de administracgao, por injecao, de-mistura deaminoéci

14C.

dos

Os padrdes eletroforeticos coloridos, embora diferen
tes segundo a regiao glandular quase nao variam nas diversas
idades estudadas. Aocontrérjo, descobrem-se muitas variacoes
reprodutiveis nos perfis fluorograficos.

Esses resultados mostram que ao longo do perjodo pre
-pupal em B.hygida, o perfil de sintese de proteinas apresenta
claras modificagoes. Discutem-se as implicagoes desses resulta
dos no tocante a investigacao a respeito do papel dos pufes de

DNA.



VI. SUMMARY AND
CONCLUSTONS
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The electrophoretic patterns of total extracts from
three regions of the salivary gland of Bradysia hygida (Diptera
Sciaridae) were qualitatively compared at three ages during the
pre-pupal stage and at the age of young pupa. The electrophore
sis was carried out in homogeneous polyacrylamide gels, in one
dimension, according to the method of LAEMMLI (1970). The pat
terns of protein synthesis were also studied (BONNER e LASKEY,
1974) under the same conditions, after the administration by

]4C-aminoacids.

injection of a mixture of
The stained electrophoretic patterns, although diffe
rent for different gland regions, show almost no varijation 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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