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I- INTRODUCAO
1- Taxonomia

Os culicideos (familia Culicidae, subfamilia Culicinae) sdo dipteros de
pequeno porte e de corpo delgado, conhecidos comumente como mosquitos ou
pernilongos. Reconhece-se, atualmente, a existéncia de cerca de 3600 espécies, com
aproximadamente 40 géneros, sendo a area neotropical (América Central, Antilhas e
América do Sul) a que detém o maior nivel de endemicidade, com 27% desses
grupos restritos a essa regido (Forattini, 1996). A subfamilia Culicinae é dividida em
varias tribos, uma das quais é a Aedini, que inclui o género Aedes. A espécie de
mais ampla distribui¢do e de maior importancia vetorial, Aedes (Stegomyia) aegypti,
foi descrita por Linnaeus em 1762 (Forattini, 1965). Essa espécie foi dividida em
duas subespécies, Ae. aegypti aegypti e Ae. aegypti formosus (Mattinghy, 1957
apud Jupp et al., 1991). A tltima esta confinada a Africa do Sul e Sahara.

2- Distribuic¢io

O mosquito Aedes aegypti é originario da Africa e parece ter sido
introduzido na América em época precoce da colonizagdo, através de embarcagoes.
Possui distribuigdo quase mundial, em regides tropicais e sub-tropicais, entre 30°N
e 20°S (Christophers, 1960 apud Halstead, 1988). A ampla distribuigdo desta
espécie, possivelmente, esta relacionada a temperatura. Os adultos ndo sdo
resistentes a climas muito frios ou muito quentes. Por exemplo, sdo letais as

temperaturas de 6° C por 24 horas e 42°C por 5 minutos. A temperatura limite para

larvas é de -8 a 46°C e para ovos é de 20 a 46°C (Slosek, 1986). O mosquito Ae.

aegypti ¢ raramente encontrado acima de 1200m de altitude, embora tenha sido

visto a 1700m no México (Herrera-Basto er al., 1992) e a 2200m na Colombia

(Nelson, 1985 apud Marzochi, 1994). Na Africa do Sul esta espécie ¢ representada

por populagdes estabelecidas em uma variedade de altitudes, desde o nivel do mar
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até 1800m, principalmente associadas com savanas, florestas, ou com ambiente
urbano (Muspratt, 1956 apud Kemp & Jupp, 1991).

A 1incidéncia e distribuigdo geografica deste mosquito tém aumentado muito
nos ultimos anos; sua densidade populacional ¢ altamente dependente de habita¢des

humanas e criadouros artificiais (Monath, 1994a)

3- Importancia- Aspectos epidemiologicos

Mosquitos tém sido alvo de estudos cientificos desde o inicio do século,
quando foram inicialmente relacionados a doengas (Besansky & Collins, 1992). Os
mosquitos sdo hospedeiros de uma variedade de patogenos e parasitas, incluindo
virus, bactérias, fungos e nematdides. Alguns destes organismos alternam a fase

parasitaria com a fase de vida livre, outros sdo inteiramente parasitas € muitos

destes alternam entre hospedeiros mosquitos e outros vertebrados e invertebrados

(Clements, 1992). Ae. aegypti possui consideravel interesse médico-sanitario, visto
que ¢ o principal vetor da dengue e dengue hemorragica e outras doengas como a
febre amarela. O Ae. aegypti é originario da Africa e considera-se que foi silvicula
(habitante de bosques) e, posteriormente foi se adaptando ao habitat doméstico e
urbano dos tempos modernos (Reyes-Villanueva, 1990).

O ciclo urbano da febre amarela foi erradicado no Brasil desde 1942,
entretanto como o Ae. aegypti esta distribuido por todo o pais, o risco de uma
epidemia urbana pode acontecer a qualquer momento, desde que um paciente
virémico se instale em uma cidade com altas densidades do mosquito (Vasconcelos
et al., 1992). Ainda persiste a forma silvestre da doenga, cujo virus circula entre
mosquitos (Haemagogus e Sabethes) e algumas espécies de macacos. Em muitos
Estados brasileiros casos de febre amarela sdo mais ou menos numerosos a cada ano
(Mondet, 1996). O homem ao penetrar na mata, sem a devida protegdo conferida
pela vacina, torna-se susceptivel a contrair a doenga (Lima, 1985). Assim, a
necessidade de vacinagdo da populagdo que vive em area endémica ou que para la

se dirige € inquestionavel (Tauil, 1986).
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A fémea de Ae. aegypti adquire o virus da dengue através da picada em um
individuo infectado. O virus entra no sistema digestivo e se dissemina para outros
orgdos do mosquito, incluindo a glandula salivar. Apds varias replicagdes na
glandula salivar, o virus, presente na saliva do mosquito, pode ser transmitido a
outro individuo, na préxima picada, durante a ingestdo de sangue (Halstead, 1988).

Os agentes causadores da febre amarela e dengue sdo arbovirus, membros da
familia Flaviviridae. Ambos os virus tém ciclos de transmisséo silvestre, envolvendo
macacos selvagens e mosquitos vetores, e um ciclo urbano, envolvendo hospedeiros
humanos e mosquitos domésticos, como o Ae. aegypti, o qual ¢ altamente
dependente do homem para oviposi¢do e repouso (Monath, 1994a).

Os virus da dengue constituem um complexo antigénico, do género

Flavivirus e sdo virus de RNA. Existem 4 sorotipos distintos: dengue tipo 1 (DEN-
1), dengue tipo 2 (DEN-2), dengue tipo 3 (DEN-3) e dengue tipo 4 (DEN-4), os

quais podem ser diferenciados, além de sorologicamente (Westaway et al., 1985

apud Barbosa, 1996) também bioquimicamente (Vezza et al., 1980). Nao existe
nenhuma imunidade entre os sorotipos, assim uma pessoa pode ter tanto quanto 4
infecgdes por dengue durante a sua vida (Gubler & Trent, 1994).

O principal vetor do virus da dengue € Ae. aegypti, uma espécie altamente
domesticada que se tornou adaptada para viver em intima associagdo com o homem.
Mosquitos vetores secundarios incluem Ae. albopictus de origem asiatica, ja
introduzido nos Estados Unidos (no Texas em 1985), Africa (na Nigéria em 1991),
no Brasil (no Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo em 1986), inclusive na
regido de Sdo José do Rio Preto, e o complexo Aedes (Scutellaris), encontrado no
Pacifico Central e Sul (Forattini, 1986; Pontes & Ruffino-Netto, 1994; Gubler &
Trent, 1994).

A introdugdo e disseminagdo de Ae. albopictus da Asia para as Américas,
nos anos 80, foi um dos mecanismos para a rapida mudanga no balango ecologico
da transmissdo do virus. Ae. albopictus é responsavel pela transmissdo endémica de
dengue na Asia e por epidemias em areas onde Ae. aegypti esta ausente, por

exemplo, nas ilhas de Seychelle em 1977 (Monath, 1994a).
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Os arbovirus possuem padrdes de infecgdo distintos em diferentes espécies
de mosquitos, que podem alterar a sua capacidade ou competéncia para funcionarem
como vetores. A competéncia vetorial de Ae. aegypti e Ae. albopictus para o virus
DEN-1 foi testada em Taiwan. Os mosquitos foram infectados com o virus e varios
tecidos foram testados para a sua presenga. Os tecidos da probdscide de Ae.
albopictus ndo foram infectados pelo virus, mas o foram frequentemente em Ae.
aegypti, indicando que o virus pode escapar da barreira da glandula salivar mais
eficientemente que em Ae. albopictus. Provavelmente, em Taiwan, Ae. albopictus
desempenhe um papel secundario na transmissdo do virus, ndo sendo capaz de
manter a transmissdo do virus DEN-1 na auséncia de Ae. aegypti (Chen et al.,
1993).

A andlise de uma linhagem do Espirito Santo (Brasil) de Ae. albopictus por
Miller & Ballinger (1988), quanto a capacidade vetorial revelou uma menor
susceptibilidade a infecg¢do pelo virus da dengue e febre amarela em relagdo a Ae.
albopictus da América do Norte.

A dengue ¢ uma doenga humana de abrangéncia mundial. Nas Américas e na
Afn’ca, o virus, na maioria dos casos, leva a uma sindrome benigna, a febre por
dengue. Na Asia tropical, uma regido de alta endemicidade, a doenga é mais severa.
Nesta area o virus da dengue causa com mais frequéncia a dengue hemorragica
(DH) e a sindrome do choque pelo virus da dengue (SCD) (Halstead, 1988; James,
1996).

A incidéncia da dengue tem aumentado dramaticamente nos ultimos 15 anos,
na maioria dos centros urbanos nos tropicos. Paralelamente, tem ocorrido o
surgimento de epidemias de dengue hemorragica (Gubler & Trent, 1994).

A situagdo da dengue no mundo caracteriza-se por 2,5 bilhdes de pessoas em
risco, 60 milhdes de casos por ano e 30000 mortes por ano. A epidemiologia da

doenca pode ser dividida em situagdes endémico-epidémicas no sudeste Asiatico, e

situagdes epidémicas nas ilhas do Pacifico, na Africa e América tropical (Rodhain,
1996). '

A grande adaptabilidade demonstrada por esta espécie a0 meio ambiente

humano fez com que, nas Américas, fosse o grande responsavel pela transmissio da
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febre amarela nas cidades e nucleos povoados da zona rural. Ao lado da agdo
veiculadora de moléstias, a importancia sanitaria do Ae. aegypti prende-se as
consequéncias decorrentes de sua simples presen¢a. Em certas regides e em épocas
propicias, pode atingir alta densidade a qual, aliada a avidez por sangue humano,
podem transformar esta espécie em sério inconveniente para o bem estar do homem
(Forattini, 1965). Deve-se considerar, ainda, que o controle do Ae. aegypti envolve
o uso de inseticidas, que por sua vez podem trazer sérias consequéncias para o meio
ambiente. Dadas suas caracteristicas de transmissor de doengas, é grande o interesse
em se estudar as caracteristicas biologicas deste organismo.

A introdugdo dos diversos sorotipos do virus e a manuteng¢do da doenga em
muitas regides do mundo, vém ocorrendo devido a urbanizag¢do descontrolada nos
tropicos, aumento demografico, condigdes climaticas favoraveis para a proliferagdo
dos vetores, deficiéncias dos programas de controle dos vetores, deteriorizagdo dos
programas de saude publica e, finalmente em decorréncia de problemas econdémicos
e sociais (Barbosa, 1996; Rodhain, 1996). i

A dengue ¢ uma doenga ligada ao meio ambiente e, acima de tudo, a habitos
domésticos da populagdo. Assim, o acamulo de recipientes com agua, tais como
vasos de flores, baldes, garrafas vazias, pneus e outros, favorecem a proliferagdo do

vetor, que se multiplica, preferencialmente, em aguas paradas e limpas. Nas areas

urbanas e rurais da Asia e das Américas Ae. aegypti se reproduz principalmente em

recipientes usados para armazenar agua para uso doméstico e em recipientes
descartados e pneus usados.

Antes de 1980, muitas epidemias eram causadas por um, ou ocasionalmente
dois sorotipos de dengue, mas muitos sorotipos sdo agora endémicos em diversas
regides e a situagdo de emergéncia criada pela dengue hemorragica, ou sindrome do
choque pelo virus da dengue (DH/SCD), tornou-se um grave problema de saide
publica, ndo s6 nas Américas, mas em varios outros paises (Gubler, 1989).

A DH/SCD pode resultar da infecgdo sequencial de dois sorotipos diferentes,
assim a introdug¢do de um novo sorotipo em uma area anteriormente infectada, é
potencialmente perigosa. Nos ultimos anos, a forma hemorragica da dengue tem

causado um maior nimero de mortes que outras doengas causadas por arbovirus.
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Nos seres humanos, os quatro sorotipos sdo responsaveis tanto pela dengue classica
como pela DH/SCD (Halsted, 1988).

Observagdes acumuladas ha mais de trés décadas mostram que a DH/SCD
pode ocorrer em dois grupos principais. O primeiro € constituido por individuos que
apresentam uma primeira infec¢gdo por qualquer um dos sorotipos do virus,
incluindo criangas menores que um ano de idade, durante epidemias de DH/SCD. O
segundo tipo € representado por individuos ja infectados anteriormente e
desenvolvendo nova infec¢gdo por um sorotipo diferente do anterior (Pontes &
Ruffino-Netto, 1994). Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a DH/SCD ocorre
com maior frequéncia dentro de um intervalo entre 3 até 5 anos a partir da infecg¢do
primaria.

A primeira epidemia de DH/SCD fora do sudeste asiatico ocorreu nas
Américas em 1981, em Cuba, levando a hospitalizagdo de 1% da populagdo, num
periodo de 3 meses, com 158 mortes, e a segunda na Venezuela, em 1990, com 73
mortes. A partir de 1986, houve uma expansdo rapida do virus e grandes epidemias
tém ocorrido em paises ou areas que permaneceram livres da dengue por um periodo
de 35 a 130 anos, incluindo: Brasil, Bolivia, Paraguai, Equador, Peru e USA
(Gubler, 1992 apud Barbosa, 1996; Gubler & Trent, 1994; Halstead, 1988).

Em 1955, o Brasil e 18 paises da América, mais ou menos nesta €poca,
erradicaram o mosquito Ae. aegypti de seus territorios, apos muitos anos de luta

(Tauil, 1986). Porém, a partir dos paises que ndo o erradicaram, Estados Unidos e

Venezuela, praticamente todos foram reinfestados (Gratz, 1993). Este mosquito foi

encontrado temporariamente no Brasil, em 1967 em Belém (Para) e 1968 em Sao
Luis (Maranh#o) tendo sido eliminados, mas a partir de 1976 foi encontrado em
Salvador (Bahia), definitivamente, disseminando-se para outros Estados (Pontes &
Ruffino-Netto, 1994: Mondet et al., 1996). Até 1994, nas Américas, somente as
Ilhas Bermudas, Uruguai e Chile permaneceram livres do mosquito Ae. aegypli
(Gubler &Trent, 1994).

No Brasil, nos tltimos 10 anos vém ocorrendo epidemias de dengue por todo
o Pais, exceto na regido Sul. A primeira epidemia registrada, apos a erradicagio do

mosquito, foi em 1982 em Boa Vista (Roraima), atingindo 20% da populagdo, sendo
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identificados os virus DEN-1 e DEN-4, exigindo gastos extremamente elevados para
o seu controle (Osanai ef al., 1983).

Em 1986 registrou-se no Estado do Rio de Janeiro, uma epidemia provocada
pelo virus DEN-1. Apds este periodo, a atividade deste virus foi observada ao longo
da costa leste do Brasil, principalmente em Alagoas e Ceara (casos relatados
anualmente de 1986 a 1994) embora outros Estados, como Pernambuco e Bahia
também tenham tido pequenos surtos da doenga, em 1987 (Marzochi, 1994). No
Estado da Bahia, foi detectado um outro surto da doenga em 1994, porém,
provocado pela atividade do virus DEN-2 (Nogueira et al., 1995).

Em fevereiro de 1989, foi isolada a primeira amostra do virus DEN-2, no
Brasil, em uma paciente oriunda de Angola (Travassos da Rosa, 1989 apud
Vasconcelos e al., 1993). Um ano depois, em 1990, o Rio de Janeiro teve sua
segunda epidemia, agora causada pelo virus DEN- 2, com centenas de casos da

forma hemorragica da doenga, ocorrendo pela primeira vez no Brasil (Marzochi,

1987). Em 1990, a dengue afetou a regido nordeste do Estado de Sdo Paulo

(epidemia em Ribeirdo Preto) e Mato Grosso do Sul, pela primeira vez, tendo sido
isolado o virus DEN-1 (Serufo ef al., 1993; Figueiredo ef al., 1995). Em 1991, em
Araguaina (Tocantins) registrou-se uma epidemia de dengue pelo virus DEN-2, com
90.000 casos (Vasconcelos et al., 1993). Uma grande epidemia de dengue, inclusive
com casos de dengue hemorragica, ocorreu em 1994 no Ceara, a maioria dos casos
na cidade de Fortaleza, provocados pelos virus DEN-1 e DEN-2; ambos os
sorotipos estavam envolvidos com a manisfestagio de dengue hemorragica
(Vasconcelos et al., 1995; Souza et al., 1995).

O Estado de Sao Paulo possui 585 municipios, dos quais 74,4%, em 1993, ja
estavam infestados por Ae. aegypti e Ae. albopictus. A distribuigdo destes vetores
caracterizam 3 areas distintas: a regido oeste, onde predomina Ae. aegypti , a regido
central, onde ocorrem ambas as espécies, e a regido leste, onde predomina Ae.
albopictus (Marques et al., 1993; Pontes & Ruffino-Netto, 1994).

O mosquito Ae. aegypti foi encontrado pela primeira vez em Sao José do Rio
Preto em 1985. Os primeiros casos de dengue foram registrados em 1991 e desde

entdo tém sido relatados anualmente. As duas maiores epidemias foram registradas
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em 1995, com o maior numero de infectados no interior do Estado de Sao Paulo, e
1996, com 1323 e 727 casos, respectivamente (Dibo-Soares*, 1997). O primeiro
caso de dengue hemorragica nessa Cidade, foi provocado pelo virus DEN-2 em
fevereiro de 1997 (Gongalves, 1997, Diario da Regido). Em Franca, um tnico caso
de dengue foi registrado pela primeira vez em em 1990. Entre 1990 e 1995, ndo
houve casos de dengue. Em 1995 ocorreram dois casos, em 1996, 6 casos e em
1997, até agosto, 3 casos (Dibo-Soares*, 1997).

Em 1985, diante da grande dispersdo do mosquito Ae. aegypti, instituiu-se o
“Programa de Controle dos Vetores da Dengue e da Febre Amarela no Estado de
Sdo Paulo”, sob a responsabilidade da SUCEN; até entdo o controle do Aedes era
desenvolvido pela Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica-SUCAN.
Apesar das atividades de controle desenvolvidas, os levantamentos realizados pela
SUCEN mostraram continuo aumento no nimero de infestagdes domiciliares no
Estado de Sdo Paulo (Pontes & Ruffino-Netto, 1994).

indices de densidade larvaria tém sido utilizados para o estudo da densidade
e distribuigdo dos vetores da febre amarela e dengue. No Estado de Sao Paulo,
adotou-se o indice de Breteau como indicador dos niveis de infestagdo domiciliar
por Ae. aegypti e Ae. albopictus. Esse indice envolve o dimensionamento dos

criadouros existentes, pela contagem dos recipientes com larvas, dando indicagdo da
intensidade e extensdo da infestagdo, associando recipientes a casas (n° de amostras

positivas/ n° de residéncias visitadas x 100). O conhecimento dos niveis de

infestagdo permite a avaliagdo dos riscos de uma epidemia. Areas com indices

superiores a 5 sdo considerados locais de risco para a transmissdo das doengas. Este
indice é efetuado mensalmente onde ha infesta¢gio domiciliar (Alves ef al., 1991).
Tentativas para o controle de mosquitos tém falhado devido a sua alta
capacidade reprodutiva e flexibilidade genética, incluindo um rapido espalhamento
de genes de resisténcia a inseticidas, nas populagdes (Besansky & Collins, 1992).
A auséncia de vacinas, o colapso do sistema de saude e falhas nos programas

visando ao controle do mosquito, também sdo responsaveis pela dificuldade de se

* Dibo-Soares, M. (Biéloga da Superintendéncia de Campanhas
Endémicas - SUCEN). Comunicagdo Pessoal. 1997.
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evitar a doenga. A falta de colaboragdo da populagdo, na eliminagdo dos criadouros,
¢ também digna de nota.

Novas estratégias de controle estdo sendo agora consideradas, incluindo a
alteragdo genética dos mosquitos vetores, visando evitar a rapida proliferagdo do
virus nas suas glandulas salivares. Olson ef al. (1996), na Universidade do Estado
do Colorado (USA) conseguiram, através de alteragdo genética, tornar o mosquito
Ae. aegypti incapaz de transmitir o virus da dengue. Porém, ¢ necessario saber se é
possivel integrar de modo permanente a “escada antisense” no material genético do
mosquito e se esse poderia tomar o lugar do mosquito selvagem (capaz de transmitir
o0 virus). Até que essas questdes sejam solucionadas, a unica maneira de se prevenir
a doencga ¢ erradicar esse inseto.

A utilizagdo de inseticidas quimicos requer um monitoramento e controle da

toxicidade e resisténcia do vetor. No Brasil, a maioria dos agentes quimicos

utilizados sdo organofosforados, pois as linhagens de Aedes que reinfestaram o Pais

\

sdo resistentes a organoclorados (incluindo DDT) (Uribe, 1983 apud Marzochi,
1994). Organofosforados sdo administrados na forma de Temefos (Abate),
granulado a 1%, e sdo considerados seguros quando usados para matar larvas em
recipientes com agua (Jukes, 1983 apud Marzochi, 1994). Entretanto, o potencial
toxico destes quimicos, quando aplicados em altas concentragdes, como adulticidas,
usando um volume ultra baixo, ¢ um problema que requer investigagdes sobre a
agdo em pessoas e meio ambiente (Marzochi, 1994). Durante os surtos de DH, a
maioria dos municipios utilizam aplicagdes de Malathion, Fenitrothion,
Deltamethrin e outros inseticidas para obter um rapido controle da populagdo de
mosquitos vetores (Gratz & Jany, 1994).

Medidas de controle baseadas em competi¢do bioldgica entre larvas de
insetos e peixes, em criagdes de Ae. aegypti, tém dado resultados variaveis (Annis ef
al., 1989, 1990; Wang et al., 1990 apud Marzochi, 1994). O uso de Bacillus
thuringiensis e B. sphaericus como larvicidas parece promissor, uma vez que estes
microorganismos produzem proteinas toxicas para as larvas de mosquitos (Mulla er
al., 1986 apud Marzochi, 1994; Mulla & Sing, 1991; Orduz, 1995). Entretanto,

métodos de controle, baseados em microorganismos, podem funcionar para vetores
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que se reproduzem em grandes corpos de agua, como rios, lagoas e pantanos,
porém, ndo sdo recomendaveis do ponto de vista pratico para vetores que se
reproduzem em pequenos depésitos temporarios, que é o caso de Ae. aegypli
(Reyes-Villanueva, 1990).

As razdes para o ressurgimento de dengue sdo complexas e ndo sdo
completamente entendidas. Nas Américas, um dos mais importantes fatores foi a
falha nos programas de erradicagdo do mosquito e a subsequente reinvasdo nos
centros urbanos tropicais por esta espécie. As pessoas devem entender que a doenga
s existe porque elas permitem que o mosquito se reproduza em suas casas. Assim
os programas de controle devem ser baseados na educagdo e participagdo da
comunidade (Reyes-Villanueva, 1990).

A dificuldade em se desenvolver uma vacina para a dengue e DH/SCD esta
no fato de que os 4 sorotipos podem causar ambas as doengas e ndo existe

imunidade entre os diferentes sorotipos. O risco de se desenvolver a DH/SCD ¢é

relativamente maior entre aqueles individuos que ja sofreram uma segunda e

subsequente infecg¢do por dengue. Consequentemente, a vacina deve proteger contra
os 4 sorotipos. Vacinas contra o virus da dengue ainda nio estdo disponiveis para
uso geral, embora pesquisas promissoras tenham sido desenvolvidas por
pesquisadores da Universidade de Mahidol, Tailandia e inclusive uma vacina contra
o virus DEN-2, ja tenha sido testada em voluntarios americanos, sendo segura e sem
reagdes adversas sérias. Esta vacina mostrou-se altamente imunogénica e todos os
voluntarios desenvolveram anticorpos neutralizantes, que persistiram por dois anos
(Vaughn er al., 1996). Até que uma vacina eficiente contra todos os sorotipos do
virus da dengue seja desenvolvida, a unica maneira de se prevenir epidemias dessa
doenga ¢ através do controle dos mosquitos que transmitem o virus (Leduc, 1994;
Gubler & Trent, 1994).

Manifestacdes clinicas da doenca
A dengue manifesta-se como uma enfermidade. infecciosa aguda,
caracterizada por um amplo espectro clinico, que varia desde infecgdes

assintomaticas ou febre indiferenciada, até as formas de hemorragia e/ou choque.
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A febre por dengue, ocorre mais frequentemente em criangas mais velhas e
adultos, comega abruptamente, apos um periodo de incubagdo do virus de 4-6 dias,
com febre alta e dor de cabega, seguidos por mialgia generalizada, dor nos 0ssos,
anorexia, nauseas, vomitos, fraqueza, prostragdo, entre outros. O estado febril pode
permanecer por 5-7 dias (Gubler & Trent, 1994; Nimmannitya, 1994; Monath,
1994b).

DH/SCD ¢ uma doenga que atinge, mais comumente, criangas menores que
15 anos, inicia-se de forma semelhante ao dengue classico, mas depois de 2-5 dias
progride para uma forma severa com prostra¢do, irritabilidade, choque com
extremidades frias e umidas, sudorese, cianose periférica, respiragdo rapida, pulso
rapido e hipotensdo. Ocorrem hemorragias espontineas de todos os tipos.
Alteragdes fisicas incluem hemorragias na pele, derrame pleural, alteragdes dos
sinais vitais, hepatomegalia e linfoadenopatias. A duragdo da DH ¢é de 7 a 10 dias,
na maiora dos casos. Em sua forma mais severa (designada SCD, que ocorre em
mais de 1/3 dos individuos com DH), os pacientes apresentam queda da pressdo
arterial e falha circulatoria. A sindrome de choque por dengue requer substituigdo
rapida do grande volume de plasma sanguineo perdido pelo paciente. A progressao
do choque ¢€ rapida e sem tratamento, leva mais de 20% dos pacientes a morte; com
tratamento a base de reposigdo de fluidos, eletrélitos e oxigénio, esta proporgdo cai

para menos que 1% (Nimmannitya, 1994; Monath, 1994b).

4- Biologia de Ae. aegypti

Os culicideos exibem metamorfose completa, isto €, a forma juvenil passa
por larva e pupa. A larva é anatomicamente diferente dos adultos, vive em habitats
diferentes e exibe tipo diferente de alimentagdo (Clements, 1992). As fémeas botam
de 50 a 500 ovos, de uma sé vez, depositando-os em ambientes favoraveis. Os

espermatozoides estocados pelas fémeas inseminadas fertilizam os odcitos € o

desenvolvimento embrionario inicia-se logo apds os ovos terem sido postos. Os

ovos sdo depositados na superficie ou logo acima da superficie da agua e sdo

visiveis como pequenos pontos escuros. Dentro de um a dois dias, uma semana ou
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mais, dependendo da temperatura, o embrido desenvolve-se em uma larva
completamente formada (Clements, 1992). Dentro de 48 horas, se as condigdes
forem viaveis, da-se a eclosdo da larva (Jones, 1978) ou esta pode ser adiada por
tempo prolongado, até que ocorram condigdes favoraveis. O contato com a agua
parece ser o estimulo principal para a saida da larva e, em condigdes normais, a
grande maioria dos ovos maduros eclodem, decorridos alguns minutos ou no
maximo horas, apds a submersdo nesse meio liquido (Forattini, 1965).

Os mosquitos da tribo Aedini tém ovos capazes de resistir a dessecagdo e
podem permanecer viaveis por meses € até anos na auséncia de agua (Clements,
1992). Quando a larva do mosquito deixa o ovo, ela esta fortemente adaptada para
viver na agua, tendo duas caracteristicas que determinam seu modo de vida: o uso
de oxigénio atmosférico para respiragdo e filtragdo de agua para alimentagdo. Em
poucos dias, ela completa seu ciclo larval, que consiste de 4 discretos estadios,

tornando-se maior e mais complexa a cada etapa (Jones, 1978). Os estadios larvais

ocorrem em habitats bastante diversos, como lagoas, pogas, recipientes artificiais,

buracos no tronco de arvores, bromélias, etc. As larvas se alimentam de
microorganismos aquaticos (bactérias, algas e lévedos), polén e uma ampla
variedade de detritos organicos, passando cerca de 95% do tempo filtrando agua
para reter particulas alimentares (Jones, 1978). A duragdo da fase larval é variavel
com a temperatura. Em geral as larvas atingem o estadio de pupa em 7 dias apos a
eclosdo, sob condigdes ideais (Craig ef al., 1960). As pupas sdo também aquaticas e,
ao contrario da maioria das pupas de outros insetos, sdo bastante ativas. Respiram
na superficie da agua através de trompetas situadas no térax (Borror & Delong,
1964 apud Clements, 1992). A cabega e o térax, com seus alongados apéndices,
estdo cimentados juntos na forma de um cefalotorax. O abdomen retém a forte
musculatura larval e funciona como um 6rgdo de propulsdo efetivo. Neste estadio, a
boca e o anus sdo selados; desta forma a pupa ndo se alimenta e ndo elimina fluidos
ou sdlidos. O estadio final da metamorfose, na pupa, pode ser completado dentro de
um a dois dias, se a temperatura for suficientemente alta (Clements, 1992).

De 20 a 24 horas apos o adulto ter emergido, inicia-se a sua procura por

alimento. Somente as fémeas sdo hematofagas, os machos alimentam-se de néctar e
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de outros liquidos vegetais. As fémeas também se alimentam de fluidos doces, mas
quando € dada a chance de escolha entre o fluido agucarado e o sangue, a fémea
faminta sempre prefere o sangue (Jones, 1978). O periodo de vida do mosquito
adulto, Ae. aegypti, é de poucas semanas, variando de 10 a 45 dias (Forattini, 1965;
Marzochi, 1994).

O adulto recém-emergido passa suas primeiras 24 horas em repouso, pousado
sobre as paredes ou superficies verticais, sombreadas, ao redor do criadouro. Depois
inicia um periodo de vdos curtos em busca do sexo oposto e de um hospedeiro para
alimentagdo. Na fémea, durante o repouso, ocorre um desenvolvimento folicular
parcial, cujo término esta sujeito a ingestdo de sangue para a maioria dos mosquitos
(anautogenia). A fémea se orienta detectando o calor, o didoxido de carbono e
principalmente o acido latico que emana do hospedeiro potencial, iniciando o

comportamento de busca entre 24 e 72 horas apds ter eclodido. Uma fémea jovem

(24h) produz som de baixa frequéncia e ndo ¢ perseguida por machos, porém uma

fémea madura (mais de 48h) produz som de maior frequéncia e ¢ fortemente atrativa
(Reyes-Villanueva, 1990).

As espécies de Aedes apresentam diapausa sucedendo-se ao desenvolvimento
embrionario e antecedendo a eclosdo. Nas regides de estagdes anuais bem marcadas,
o fendmeno de diapausa constitui mecanismo para ultrapassar o periodo
desfavoravel do inverno. Contudo, tem-se observado varias eclosdes dentro de uma
mesma época favoravel, bem como a ocorréncia desta quiescéncia em areas onde
ndo existem estagdes anuais rigorosas. Neste ultimo caso, diversas geragdes sdo
produzidas na dependéncia das dessecagdes e inundagdes dos locais de criagdo.
Pode ocorrer um grande numero de posturas durante certo tempo em amplas areas
de terreno sem condigdes imediatas para criagdo. Com a sobrevinda de condigdes
favoraveis, representadas por chuvas e temperatura adequada, ocorre o alagamento e
consequente formagdo de grandes criadouros. Como resultado final, observa-se o
aparecimento explosivo, em poucos dias, de um grande numero de adultos
(Forattini, 1965).

As observagdes de laboratorio indicam que as posturas de Ae. aegypti podem

ser feitas diretamente na dgua ou nas paredes do criadouro, pouco acima da
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superficie liquida. Obtém-se as primeiras, quando o material de que ¢ feito o
recipiente ¢ de tal forma liso que ndo propicia substrato viavel para a ulterior
fixagdo dos ovos. Obtém-se as segundas, quando tais condigdes sdo inversas. Como
exemplo, podem ser citados os recipientes de vidro, para o primeiro caso, € 0s de
barro poroso para o segundo. Quanto as propriedades da agua, tem-se estabelecido
que existem preferéncias pelos meios pouco poluidos, pobre em sais € matéria
organica (Forattini, 1965).

O fato ja mencionado, de que, os ovos de Ae. aegypti, sdo passiveis de
apresentar resisténcia prolongada as condi¢des desfavoraveis do meio, é de grande
interesse pratico, pois explica a possibilidade que este mosquito teve e tem, de
disseminar-se por amplas areas geograficas. Compreende-se, assim, o transporte de
ovos resistentes, em recipientes, através de distancias consideraveis. Neste
culicideo, a fase de ovo é, sem duvida, a etapa de maior resisténcia de seu ciclo

biologico e, nas regides onde as estagdes anuais sio bem marcadas, € tida como o

meio principal de que a espécie dispde para suportar os rigores do inverno

(Forattini, 1965).

Apesar de Ae. aegypti possuir poder de voo apreciavel, é considerado como
um mosquito com pequena tendéncia para as viagens de longo alcance. Esta espécie
restringe-se as areas onde encontra ambiente necessario as suas atividades, fazendo
voos curtos e procurando, com frequéncia, abrigos para pouso (Forattini, 1965).

O forte padrio diurno de atividade de Ae. aegypti é bem conhecido. Todavia
as verificagdes deste aspecto particular do comportamento, nem sempre sdo
concordantes. Ha dados que indicam picos de atividade logo apds o nascer do sol e
logo antes do por do sol (Trpis, 1973). Na regidao de Quénia, Africa, foram feitas
observagdes mostrando que o Ae. aegypti suga tanto de dia como de noite, sendo,
porém, mais frequentemente diurno no desempenho desta atividade (Teesdale, 1955
apud Forattini, 1965). Os maximos de hematofagia verificados por aquele autor
foram incluidos em dois picos. Destes, o maior ocorre das 10 as 13 horas, € 0
menor, das 16 as 19 horas. Porém, estudos realizados por Kemp & Jupp (1991) na
Africa do Sul, demonstraram que altas taxas de picadas, deste mosquito, ocorrem

das 10 as 15 horas.
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5- Abordagens Citogenéticas

Em contraste com a maioria dos grupos de insetos, 0 nimero cromossomico
de mosquitos culicideos, consistindo de aproximadamente 2500 espécies, ¢é
essencialmente invariavel (2n=6) (Mathews & Munstermann, 1994). Uma tnica
excegdo € a espécie Chagasia bathana, que tem quatro pares de cromossomos, ou
seja, 2n=8 (Kreutzer, 1978).

As espécies de culicideos podem ser subdivididas em 34 géneros, dos quais
Aedes, Culex e Anopheles sdao os mais importantes, devido a sua capacidade vetorial
(Motara, 1982a). O cariotipo de Ae. aegypti, assim como o de todos os culicideos,
consiste de 3 pares de cromossomos (2n=6). Estes cromossomos foram inicialmente
numerados em ordem ascendente de tamanho, o0 menor como I, 0 mediano Il e o

maior III (Rai, 1963). Um novo sistema de numeragdo foi proposto posteriormente,

no qual o menor é metacéntrico, denominado 1 e representa o par sexual. O

cromossomo 2 € o maior e ¢ também metacéntrico, o 3 ¢ o intermediario, levemente
submetacéntrico (McDonald & Rai, 1970) e portador de uma constrigdo secundaria,
no tergo distal do brago longo (Akstein’s, 1962 apud Rai, 1967). Estes
cromossomos, como os de outros dipteros, exibem pareamento somatico, que é um
fendmeno no qual existe intima associagdo entre os cromossomos homodlogos
durante as divisdes mitdticas. Esta atra¢do entre os homoélogos modifica o padrdo de
mitose € meiose e tem levado muitos pesquisadores a questionar a existéncia dos
estagios de leptoteno e zigéteno em mosquitos (Breland, 1961; Mescher & Rai,
1966; Mukherjee & Rees, 1970; Bhalla, 1971; Bianchi et al., 1972a). Em
microscopia eletronica, Wandall & Svendsen (1985) utilizaram o termo pré-
paquiteno para descrever o estagio transitorio entre o pareamento somatico e
pareamento meidtico. Motara e al. (1985) utilizando microscopia de luz
denominaram este estagio transitorio, leptoteno/zigdteno, em cromossomos de
testiculo de Ae. aegypti. No entanto, Lima-Catelani & Bicudo (1994) observaram

todos os estagios da profase I, que caracteriza a divisdo meidtica. O pareamento
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somatico nos 3 pares € intimo durante a profase, exceto proximo ao centromero de
um dos cromossomos maiores (provavelmente o 3) em alguns nicleos (Rai, 1963).
A distribuigdo dos cromossomos politénicos foi estabelecida, para tecidos de
Ae. aegypti, por Gillham (1957). Na larva de dltimo estadio, estes cromossomos
foram encontrados primariamente no epitélio alimentar, incluindo as glandulas
salivares, os cecos gastricos, estdmago, tubulos de Malpighi, reto e papila anal. Na
pupa, foram encontrados somente nos tubulos de Malpighi. No adulto, a politenia
foi visivel apenas nos tibulos de Malpighi de fémeas. Tentativas foram feitas para
se analisar os cromossomos politénicos de Ae. aegypti. Estes cromossomos foram
estudados na glandula salivar de Ae. aegypti, porém ndo foi possivel seguir o padrao
de bandamento ao longo de bragos cromossomicos individuais, devido a sua
interrupgdo por varios pontos de quebra (Sutton, 1942). Devido a dificuldade de
espalhamento, pouco se pode observar da estrutura destes. Outras descrigdes de

cromossomos politénicos presentes na glandula salivar de Ae. aegypti foram feitas e

as mesmas dificuldades técnicas foram encontradas (Sharma et al., 1979 apud

Sharma er al., 1986). Na auséncia de boas preparagdes de cromossomos politénicos
em Aedes, mapas de sitios alvos de enzimas de restrigdo tém se mostrado
especialmente 1uteis para estudos de evolugdo cariotipica (Matthews &
Munstermann, 1994; Munstermann & Craig, 1979).

Muitos trabalhos tém sido realizados com Ae. aegypti, pois além de sua
importancia como vetor de doengas, tem um baixo nimero cromossomico, € facil de
ser mantido ¢ manipulado em laboratorio, tem uma rica fonte de variabilidade
genética e tem distribuigdo mundial, o que o torna bastante apropriado para estudos
genéticos.

O cariétipo da maioria das espécies de Aedes ¢é tao similar, que ndo pode ser
utilizado para distinguir espécies. A técnica de bandamento C tornou possivel o
estudo da diferenciagdo linear dos cromossomos e assim identificar diferengas
cariotipicas entre espécies, tendo sua primeira aplicagdo em cromossomos de Aedes
por Newton e al. (1974), possibilitando a distingdo entre machos e fémeas, até

entdo ndo realizada. Desde entdo, técnicas apropriadas para revelar bandas C em Ae.
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aegypli e outras espécies de mosquitos tém sido utilizadas (Newton et al., 1974;
Motara, 1982b; Motara & Rai, 1977, 1978; Rao & Rai, 1987a).

A técnica de bandamento C mostrou-se util, também, como marcador
citologico, ou seja, foi utilizada para definir com um grau de precisdo maior, do que
era posssivel até entdo, as posigdes relativas dos loci D (gene Distorter) (Newton et
al., 1978).

O padrdo de bandas C observado no género Aedes sugere que a especiagdo
nesse grupo pode ter envolvido rearranjos cromossémicos e mudangas na
quantidade e distribui¢do da heterocromatina (Rai, 1980).

As diferengas na quantidade e posigdo de bandas C, rearranjos
cromossomicos e quantidade de DNA nuclear foram utilizadas por Rao & Rai
(1987b, 1990) para determinar as relagdes evolutivas entre mosquitos e espécies
relacionadas. Mudangas numéricas parecem ndo ter sido importantes na evolugdo

dos cromossomos de mosquitos, e por causa da similaridade morfologica de seus

cromossomos, parece que mudangas estruturais desempenharam pouco ou nenhum

papel na evolugdo cariotipica de mosquitos. Devido a este fato, estes mesmos
autores tém comparado mapas de ligagdo de enzimas, com o objetivo de identificar
os tipos de mudangas cromossomicas que ocorreram na evolugdo dos mosquitos e
também em relagdo com outros dipteros e encontraram que os cromossomos de
Aedes foram modificados por inversdes, na maioria paracéntricas € por
translocagdes, na maioria Robertsonianas (Matthews & Munstermann, 1994).

O intimo pareamento somatico que ocorre entre 0s cromossomos homoélogos,
nas células somaticas e germinativas, fornece uma poderosa ferramenta para o
estudo de aberragdes cromossomicas (Rai, 1963). Consideraveis esforgos tém sido
dispendidos no estudo da resposta dos cromossomos de Ae. aegypti a irradiagdo e a
agentes quimicos esterilizantes. Entre as aberragdes induzidas por raio X, nas
células somaticas, estdo as delegdes, quebras, recombinagdo, cromossomos em anel,
dicéntricos e pontes na anafase (Rai, 1967). Os tratamentos com agentes quimicos
para induzir esterilidade em insetos, s3o as vezes mais apropriados do que a

irradiagdo, por causarem menos danos a estes organismos (White, 1966).
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Estudos citogenéticos realizados anteriormente na populagdo de Ae. aegypti
de Sdo José do Rio Preto revelaram uma grande quantidade de anomalias
cromossomicas, incluindo “gaps”, pontes na anafase, quebras, fragmentos, pequenos
cromossomos adicionais e poliploidia. A presenga dessas aberragdes foram
atribuidas ao uso de inseticidas no controle do mosquito vetor da dengue (Lima-
Catelan1 & Bicudo, 1994).

6- Objetivos

Como uma forma de contribui¢do ao conhecimento da biologia de Ae.
aegypti, foram estudados, no presente trabalho, aspectos citogenéticos visando a
auxiliar na caracterizagdo cromossomica em alguns orgdos, abrangendo tubulos de
Malpighi, ganglios cerebrais e gonadas, bem como aspectos da atividade

organizadora nucleolar, abrangendo a morfologia do nucléolo e sua relagdo com os

cromossomos. Estudamos principalmente, amostras da populagdo de Sio José do

Rio Preto, mas, também, mosquitos coletados na cidade de Franca, para
comparagdo. Ambas sdo cidades do Estado de Sdo Paulo, distantes cerca de 230 km.
Uma das diferengas basicas destas amostras é que a cidade de Sdo José do Rio Preto
tem sido submetida a frequentes pulverizagdes com inseticidas visando ao controle
do tamanho populacional do mosquito, devido a manifestagdo de casos de dengue.
Franca por sua vez, ndo tem sido submetida a0 mesmo tratamento. As duas cidades
apresentam diferengas de altitude (996m para Franca e 489 para Sdo José do Rio

Preto) e, assim, a temperatura em Franca apresenta-se mais amena.
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II. MATERIAIS E METODOS

1- ESPECIE UTILIZADA

A espécie utilizada neste trabalho foi Aedes (Stegomyia) aegypti, pertencente

a familia Culicidae e subfamilia Culicinae.

2- ORIGEM DAS AMOSTRAS

Foram analisadas amostras da populagdo de Ae. aegypti de Sdo José do Rio

Preto-SP e da Cidade de Franca-SP. As de Sdo José do Rio Preto foram coletadas,

nos estadios de larva e pupa, por funcionarios da SUCEN, nas areas periféricas da

Cidade, em criadouros artificiais, como pneus, latas, piscinas, etc.; ou criadas no

Laboratorio de Vetores do IBILCE/UNESP a partir de adultos dessas amostras. A

amostra da populagdo de Ae. aegypti de Franca foi ;Sor nods coletada em criadouros

artificiais, na Cidade.

3- MANUTENCAO DAS AMOSTRAS EM LABORATORIO

Os mosquitos criados no Laboratério de Vetores, deste Instituto, tém sido

mantidos a temperatura ambiente, em gaiolas de tela fina. Uma solugdo de agua com

agucar € colocada diariamente dentro da gaiola, para a alimentagdo principalmente

de machos. As fémeas sdo alimentadas, com sangue, uma vez por semana,

utilizando um camundongo, que é imobilizado em uma tela quadriculada de arame,

no interior da gaiola.

A manutengdo da umidade do ar é feita colocando-se recipientes com agua

dentro da gaiola, onde também sdo colocados recipientes para oviposi¢do. Os ovos

sdo depositados pelas fémeas diretamente no papel de filtro imido que envolve o

interior das paredes dos recipientes com agua. Depois de algumas horas, os papéis

de filtro com os ovos sdo retirados da gaiola e colocados para secar. Depois de

secos, 0os ovos sdo contados e guardados em sacos plasticos ou colocados para
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eclodir em um recipiente maior com agua. As larvas sdo alimentadas com ragdo
(para peixe) moida e dissolvida em agua, também uma vez por semana.

O material bioldgico coletado pela SUCEN, composto de larvas e pupas, era
mantido em uma mistura de uma parte da agua do material de coleta e outra parte de
agua de torneira do laboratorio, até o preparo das laminas. Se necessario, essas

larvas também eram alimentadas com ragao para peixe.

4- PREPARACOES CITOLOGICAS

Nas preparagdes citologicas foram utilizados: o contetdo cefalico (incluindo
os ganglios cerebrais), os tibulos de Malpighi e as gonadas (ovarios e testiculos) de
larvas de 4° estadio e pupas, de fémeas e machos. Nas preparagdes do conteido

cefélico, a fase de larva de 4° estadio foi a que forneceu o maior numero de células

em divisdo. As melhores preparagdes de tibulos de Malpighi e gonadas foram

obtidas com pupas. As técnicas utilizadas compreenderam a coloragdo com orceina-
lacto-acética, Feulgen (coloragdo especifica para DNA), bandamento C (técnica de
coloragdo especifica para a heterocromatina) e impregnagdo com nitrato de prata

(coloragdo marcadora de regides organizadoras nucleolares e nucléolo).

4.1- Esmagamento e colora¢io com orceina-lacto-acética

As larvas e pupas foram dissecadas em solugdo fisiologica de Demerec
(Demerec & Kaufmann, 1945) e colocadas em uma lamina contendo uma gota de
acido acético a 45%, por um minuto. Em seguida, o acido acético foi retirado e uma
gota de orceina-lacto-acética a 2% foi adicionada, por 5 minutos. A seguir foi
colocada uma gota de acido latico a 50%, durante 8 minutos. O material foi entdo
recoberto com uma laminula e submetido ao esmagamento. As laminas foram

lutadas com esmalte incolor e estocadas para posterior analise.
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4.2- Preparo de laminas a serem submetidas ao bandamento C e ao
nitrato de prata

Para obtermos um maior numero de células em divisdo, as larvas de 4°
estadio e pupas foram tratadas com solugdo de colchicina a 0,025% por 4 horas,
antes da dissecg¢do (French et al., 1962).

O material foi dissecado em solugdo de citrato de sddio a 1% e transferido
para uma gota de acido acético a 45%, por 1 minuto, em seguida retirou-se o acido
acético e acrescentou-se acido latico a 50% por 10 minutos. Apds retirado o acido
latico adicionou-se uma gota de acido acético sobre o material e submeteu-se ao
esmagamento. As laminas, assim preparadas, foram colocadas em camara imida por

20 minutos e logo apods esse intervalo as laminulas foram retiradas com o auxilio do

nitrogénio liquido. As laminas foram, entdo, secas a temperatura ambiente e

guardadas no freezer, para posterior coloragao.

4.3- Bandamento C

As laminas previamente preparadas por esmagamento, como foi descrito
anteriormente, foram retiradas do freezer e colocadas para secar a temperatura
ambiente.

A técnica de bandamento C utilizada foi a de Sumner (1972), com algumas
modificagdes. Por essa técnica, adiciona-se solugdo de hidroxido de bario a 5%
sobre o material, nas laminas, cobre-se com uma laminula e colocam-se as laminas
sob a ac¢do do vapor de banho-maria a 60°C, por 6 minutos, mantendo-as suspensas
sobre esse equipamento com o auxilio de duas varetas de madeira. Em seguida as
laminulas sdo retiradas mergulhando-se as laminas em um borel contendo 100ml de
agua desionizada gelada e 3ml de acido acético. Feito isto, as laminas sdo incubadas
em solugdo salina (2xSSC), durante 1 hora, a 60°C.

Posteriormente, as laminas sdo submetidas a 2 banhos em alcool 70% e dois
banhos em alcool 95% e, em seguida, sdo colocadas para secar a temperatura
ambiente e entdo coradas com Giemsa (2%) em tampao fosfato (pH 6,8), por 20
minutos. Quando as 1aminas ja estdo secas a temperatura ambiente, sio montadas

em verniz cristal para posterior analise.
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4.4- Nitrato de Prata

O preparo das laminas, por esmagamento, para a impregnagdo pelo nitrato de
prata foi descrito anteriormente.

A impregnagdo pelo nitrato de prata foi feita segundo a técnica de Howell &
Black (1980), abrangendo os seguintes passos:

a. preparo da solugdo reveladora, obtida dissolvendo-se 1g de gelatina em
50ml de agua desionizada fervente e acrescentando-se 0,5ml de acido formico.

b. preparo da solugdo de nitrato de prata, obtida pela dissolugdo de 1g de
AgNO3 em 2ml de agua desionizada;

c. pingar uma gota da solugdo reveladora sobre o material na lamina limpa e

d. pingar 2 gotas da solugdo de nitrato de prata a 50% sobre a solugdo
reveladora e mistura-las delicadamente;

e. cobrir com laminula;

f. colocar as laminas em estufa a 70°C, em placas de Petri contendo papel de
filtro umedecido com agua desionizada, por 10 minutos, apos o que a mistura das
solugdes torna-se marrom-dourada;

g. lavar a lamina em agua desionizada e deixar secar ao ar;

h. montar a lamina em verniz cristal.

4.5- Reagiio de Feulgen

Esta reagdo foi empregada em preparagdes citologicas de tibulos de Malpighi

para evidenciar a presenga de DNA.

O preparo das laminas a serem submetidas a reagdo foi o mesmo descrito
para bandas C e nitrato de prata, porém, dispensou-se o0 uso da colchicina e a
dissec¢do do orgdo foi feita em solugdo fisioldgica de Demerec. A reagdo de
Feulgen consiste das seguintes etapas:

a- hidrolizar o material em HCI 5N durante 10 minutos a temperatura
ambiente;

b- lavar 3 vezes em agua desionizada;
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c- tratar com reativo de Schiff por 50 minutos, a temperatura ambiente, no
escuro;

d- dar 3 banhos de 2 minutos cada, em agua sulfurosa;

e- lavar em agua desionizada;

f- desidratar em alcool 70% e 95% e montar.

5- TOTAL DE LAMINAS ANALISADAS

Visto que o objetivo deste trabalho era analisar citologicamente alguns
tecidos de Ae. aegypti, através das técnicas de coloragdo propostas, o numero de
individuos a serem analisados estava na dependéncia de obter boas laminas. Assim,
consta na tabela 1, o nimero de laminas que foram submetidas as técnicas de

coloragdo que apresentaram boa qualidade para analise, mas, muitas mais foram

preparadas antes que obtivéssemos bons resultados e assim ndo temos um controle

do seu numero total.

6- FOTOMICROGRAFIAS

As fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscopio II Zeiss (doado pela
FAPESP- processo numero 70/562). O filme utilizado foi o Kodak TMAX 5052 100
ASA. As fotomicrografias foram copiadas em papel fotografico Kodak Kodabrome
Print RC F3. As fotos foram reveladas e ampliadas no laboratério fotografico do
Departamento de Biologia do IBILCE.

Neste trabalho, a presenga de barra em uma sé foto componente da

montagem significa que a ampliagdo é a mesma para as demais fotos componentes.
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Tabela 1. Numero de laminas (individuos) das duas populagdes, analisadas pelas

diferentes técnicas com bons resultados (F=fémeas; M=machos).

Técnicas de Coloragdo

Cidade Orgio Nitrato de Prata  Banda C Orceina  Feulgen Total
F M F'M FouM

Regido cefalica 39 nal2 31 36 e 1= 118

SJR.P. Tub. de Malpighi 13 17 23ferd2 15 10 100
Ovario 22 22 10 54

Testiculo : - 59

Total 25 cello 331

Franca  Regido cefalica
Ovario
Testiculo
Total
Total geral
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I1I. RESULTADOS

1- TUBULOS DE MALPIGHI

Em Ae. aegypti ha cinco tubulos de Malpighi que se abrem no canal
alimentar, atras do estomago. A partir desta posigdo eles se dirigem para a frente,
usualmente para o 5° ou 6° segmento abdominal e entdo revertem sua diregdo,
terminando em fundo cego perto da regido posterior do abdome. Ha dois tipos de
células formando suas paredes, denominadas células primarias e estreladas
(“stellate”) que diferem em tamanho e ultraestrutura (Berridge & Oschman, 1969
apud Mathew & Rai, 1976). No local onde os tubulos de Malpighi se abrem no tubo
digestivo € encontrado o anel imaginal posterior, uma faixa de pequenas células,
empacotadas, bem proximas umas das outras, indiferenciadas, que se tornam ativas
na metamorfose (Clements, 1992). g

Os tubulos de Malpighi, nos insetos, possuem como principais fungdes, a

excre¢do e a regulagdo i0nica e osmotica. Em Ae. aegypti, as células primarias ou

principais sdo responsaveis pela secre¢do de urina primaria, que contém Na, K e Cl,

no lamen dos tubulos de Malpighi; e as células estreladas seriam sitios de
reabsor¢do de ions sddio e agua (Berridge & Oschman, 1969 apud Mathew & Rai,
1976).

No presente trabalho, os tubulos de Malpighi de larvas e pupas foram
submetidos as técnicas de coloragdo com orceina-lacto-acética, Feulgen, bandas C e

nitrato de prata. As observagdes realizadas sdo descritas a seguir.

1.1- Coloracio com Orceina-Lacto-Acética

A figura 1A mostra um segmento de tibulo de Malpighi com os dois tipos de
células, primarias e estreladas, em preparagdes coradas com orceina-lacto-acética. A
figura 1B mostra a faixa de pequenas células, na regido de confluéncia entre os

tubulos de Malpighi e o canal alimentar.
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Figura 1A-B. A- Trecho de tibulo de Malpighi de pupa mostrando células

primarias (seta) e células estreladas (ponta de seta). B- Regido de
confluéncia entre os tubulos de Malpighi (TM) e o canal alimentar,
mostrando o empacotamento de pequenas células indiferenciadas (CI).

Coloragdo com orceina-lacto-acética. (barra=50um).
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Na tentativa de isolar os tibulos de Malpighi intactos para melhor analise da
sua morfologia observou-se que os tibulos de machos sio mais delgados e mais
frageis. A observagdo das laminas, ao microscopio, sugeriu que o tamanho dos
nucleos das células dos tibulos de Malpighi difere entre fémeas e machos (Fig. 2).

A figura 3 mostra células primarias de tubulos de Malpighi em preparagdes
coradas com orceina-lacto-acética. Observa-se que esses nucleos variam bastante
em tamanho e organiza¢do da cromatina. De acordo com nossas observagdes, os
nucleos das células primarias possuem cromossomos politénicos que apresentam
estruturas varidveis. Em 3A a cromatina mostra uma granulagdo mais fina,
enquanto em 3B, C, D ela se apresenta sob a forma de massas. Na figura 3E, F, os
nicleos foram analisados em contraste de fase, e € possivel ver alguns segmentos
cromossomicos bandados. Outra observagdo possivel nestas células ¢ a presenga de
um grande “vactolo”, que contém um granulo cromatinico em seu interior e é
circundado total ou parcialmente por um anel de cromatina (Fig. 3A-C). Este
vactiolo deve corresponder ao nucléolo. Além dele podem aparecer outros, sem a
granulagdo interior € sem a cromatina circundante (Fig. 3C-D). Infelizmente ndo
conseguimos obter um bom espalhamento dos cromossomos desses niicleos, para
uma melhor analise.

Um aspecto que deve ser destacado ¢ o de que nucleos de tamanhos
diferentes podem mostrar o mesmo padrdo de organizagdo da cromatina (Fig. 3C-D;

E-F). Da mesma maneira, nicleos de tamanhos semelhantes podem diferir na

organizagdo da cromatina (Fig. 3A, E). Isto parece indicar que o tamanho do nicleo

ndo esta relacionado com a organizagdo da cromatina.

1.2- Coloracio com Feulgen

A figura 4 apresenta nucleos de células primarias e células estreladas corados
com Feulgen. Essa técnica de coloragdo ¢ especifica para 0 DNA. Observa-se uma
confirmagdo das observagdes realizadas em preparagdes coradas com orceina-lacto-
acética, quanto ao tamanho dos nucleos e a organizagdo da cromatina nas células
primarias. No que se refere as células estreladas, vistas na figura 4A, C, a literatura

ndo menciona o tipo de cromossomo que as mesmas contém. Nossas observagdes
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Figura 2A-B. Tubulos de Malpighi de fémea (A) e macho (B), corados com orceina-

lacto-acética. Observar a diferenga na espessura dos tubulos e no

tamanho dos nicleos. (barra=100um)
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Figura 3A-F. Nucleos de células primarias do tibulos de Malpighi de larva (4°

estadio). Em A e C, as setam apontam a cromatina que circunda o
provavel nucléolo. Em E e F as setas apontam segmentos

cromossomicos bandados. Coloragdo com orceina-lacto-acética.

(barra=10um)
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Figura 4A-E. Nucleos de células primarias e estreladas dos tibulos de Malpighi em

preparagdes coradas com Feulgen. Observa-se variagdo de tamanho e

organizagdo do DNA nas células primarias e estreladas (setas em A e

C). (barra=10um)
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mostram que elas contém a cromatina organizada sob a forma de granulos grandes,

semelhantes aos observados nas células primarias.

1.3- Coloragio pela Técnica de Bandamento C

A figura 5 mostra preparagdes de tubulos de Malpighi corados pela técnica
de bandamento C. Sdo observadas células primarias com graus de condensagdo da
cromatina variaveis e tamanhos nucleares também variados. E visualizado também
um nucleo de célula estrelada (Fig. 5A). Ambos os tipos de células apresentam um

unico corpusculo cromatinico intensamente corado, isto é, C-positivo.

1.4- Impregnacio pelo Nitrato de Prata

As figuras 6 e 7 apresentam nicleos de tubulos de Malpighi corados pela

técnica de nitrato de prata. Tanto as células primarias quanto as estreladas mostram

um unico nucléolo. Nos nucleos das células primarias o nucléolo é bastante grande;
em algumas células chega a ocupar a maior parte da area do niicleo. Observa-se
também que sua estrutura € variavel, em geral acompanhando o grau de
compactagdo da cromatina. Por exemplo, na figura 6A, B, C o nucléolo é compacto
€ a cromatina ¢ relativamente compacta também. Ja na figura 6D, E a estrutura tanto
do nucléolo quanto da cromatina é menos densa. O “desmembramento” do nucléolo
¢ maior na figura 6F, onde também a cromatina se encontra mais aberta, isto €, os
filamentos cromossomicos aparecem mais condensados.

Na figura 7A, B sdo observados dois niicleos de células estreladas, além de
dois nucleos de células primarias. De modo semelhante ao que acontece nas células
primarias, a organiza¢do do nucléolo nas células estreladas acompanha o grau de
organiza¢do da cromatina. Na figura 7A ele apresenta uma forma regular, ovalada e
uma estrutura mais densa, enquanto na figura 7B o nucléolo mostra-se irregular e a

cromatina mais aberta.
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Figura 5A-E. Nicleos de células de tabulos de Malpighi coradas pela técnica de

bandas C. Observa-se um unico granulo de cromatina corado

diferencialmente nos niicleos de células primarias (setas espessas em

A-E) e estrelada (seta fina em A). (barra=10pum)
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Figura 6A-F. Nucleos de células primarias dos tibulos de Malpighi corados com

nitrato de prata. Observar o grande tamanho dos nucléolos, a variagdo

de sua condensagdo e a variagdo de organizagdo da cromatina.

(barra=10um)
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Figura 7A-B. Nicleos de células primarias e estreladas dos tabulos de Malpighi

corados com nitrato de prata. Observar que as células estreladas

também apresentam variagdo morfologica do nucléolo, acompanhando

a organizagdo da cromatina. (barra=10um)
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2- CELULAS DA REGIAO CEFALICA

Originalmente, pretendia-se analisar os ganglios cerebrais apenas. Dada,
porém, a dificuldade de se isolar os ganglios nas larvas e pupas, optou-se por

analisar todo o conteudo da regido cefalica.

2.1- Coloragio pela Técnica de Bandamento C

Conforme foi descrito em Materiais ¢ Métodos, no estudo das células
mitéticas foi utilizado todo o contetido da regido cefélica de larvas de 4° estadio
(L4) e pupa, sendo a fase de 4° estadio a que fornece os melhores resultados. Esse
conteudo abrange células de tamanhos diferentes pertencentes a tecidos que ndo
pudemos determinar quais sdo, com seguranga. Parte delas, porém, pertence com

certeza, aos ganglios cerebrais.

Neste material foram obtidos os resultados apresentados nas figuras 8-17,

correspondendo as observagdes feitas em individuos procedentes de Sdo José do Rio
Preto e Franca.

A figura 8 refere-se, predominantemente, as células interfasicas ou em inicio
de divisdo. Nas duas populagdes analisadas, ocorre um granulo C-positivo,
freqilentemente presente no interior de uma regido clara, semelhante a um vacuolo.
Esta marcagdo € unica na maioria dos nucleos, mas, pode apresentar-se dupla e
provavelmente corresponde as bandas intercalares, associadas, dos cromossomos
sexuais. Quando o individuo possui bandas intercalares heterozigotas no par sexual,
pode-se notar a diferenga de tamanho, em nucleos interfasicos, dos segmentos
unidos da marcagdo (Fig. 8B). Nos nicleos em préfase pode-se, frequentemente,
observar as duas marcagdes bem evidenciadas que devem corresponder as bandas
intercalares do par sexual, que se tornario bem visiveis nos cromossomos
metafésicos e trés marcagdes mais fracas que devem corresponder as marcagdes
centroméricas (Fig. 8 C). Em outras células em inicio de divisdo pode-se observar 1
ou 2 marcagdes (Fig. 8 D, E)

Nas células em divisdo, dos mosquitos tanto de Sdo José do Rio Preto como
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Figura 8A-F. Bandas C. Células da regido cefalica. A-D. Ae. aegypti de Franca, B,C,EF.

Ae. aegypti de Sdo José do Rio Preto. A. Dois tipos de células interfasicas
apresentando uma unica marcagdo, B. algumas marcagdes duplas,
acompanhando pelo tamanho, a heterozigose das bandas intersticiais dos
cromossomos sexuais (seta); C. cinco marcagdes em uma célula em inicio de
profase, correspondendo as bandas intersticiais (setas) e centroméricas
(pontas de seta); D, E. células em inicio de divisdo, com marcagdo Unica,
bem destacada ou com pequenas marcagdes adicionais; F. células interfasicas
com uma ou duas marcagdes pequenas. Em A, B, C, F pode-se observar um
halo claro em torno das marcagdes. (barra=10pm)
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2

de Franca, foram observadas bandas centroméricas nos cromossomos X, 2 e 3,
apresentando geralmente a intensidade de coloragdo ou tamanho na seguinte
sequéncia: X>3 >2 (Figs. 9 e 10). O cromossomo X apresenta, além da banda
centromérica, uma banda intercalar, em um dos bragos, de espessura e intensidade
de coloragdo variaveis entre os individuos, havendo assim, fémeas homozigotas ou
heterozigotas para essa banda, quanto a morfologia. Isto foi observado nas duas
populagdes analisadas (Figs. 9B e 10B,E).

O cromossomo Y, na populagdo de Sdo José do Rio Preto, apresenta banda
centromérica de coloragdo geralmente mais fraca que a do X (Fig. 9G) ou mais
frequentemente ndo apresenta essa banda. Na amostra de Franca, a marcagdo
centromérica no Y esta ausente em todos os individuos analisados (Fig. 10G). A
banda intercalar cuja espessura é também variavel, so esta presente no cromossomo
Y dos mosquitos de Sdo José do Rio Preto, ocorrendo em 100% dos machos

analisados (Sdo José do Rio Preto, Fig. 9D-H; Franca, Fig. 10G-H). Assim, ha na

populagdo de Sdo José do Rio Preto, machos homoziéotos ou heterozigotos quanto a

espessura da banda intercalar.

Alguns individuos, tanto de Sdo José do Rio Preto como de Franca,
mostraram uma banda intercalar adicional no cromossomo 3 (Figs. 9B, C, H e
10A.F).

Anomalias cromossomicas foram encontradas na populagdo de Ae. aegypti de
Sdo José do Rio Preto, incluindo “gaps”, cromossomos “satelitados”, cromossomos
com morfologia alterada e individuos que apresentavam células tetraploides e
normais e outros também, com células tetraploides e octapldides (Fig.11). Nao
foram encontradas aberragdes na amostra analisada de Franca, nos tecidos da regido
cefalica. Em alguns individuos, a banda intercalar ndo estd presente neste
Cromossomo, mas aparentemente, na mesma posi¢do, ocorre uma constrigdo
secundaria nos dois membros do par. Em algumas células verificou-se a presenga de
uma banda C-positiva, em apenas um dos cromossomos do par, na extremidade

distal da constrigdo (Fig. 11E).
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Figura 9A-H. Bandas C. Regido cefalica, Ae. aegypti de Sdo José do Rio Preto. A-
C= fémeas; D-H= machos. Observar as marcagdes centroméricas € a
variabilidade de espessura das bandas intercalares do par sexual

(pontas de seta). Em B, C, H € possivel observar a presenga de

marcagdo intersticial no par 3 (setas pequenas). (barra=10pum)
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Figura 10A-H. Bandas C. Regido cefalica, Ae. aegypti de Franca. A-F= fémeas; G-

H= machos. Observar heterozigose das bandas intercalares dos
cromossomos sexuais. Nos machos, um dos cromossomos sexuais
parece apresentar auséncia de marcagdo centromérica e intercalar
(cromossomo Y). Em A, F a seta indica a marcagdo intercalar no
cromossomo 3. E. Presenga de constrigdo secundaria no cromossomo

3 e uma marcagdo na regido distal da constricdio em um dos

cromossomos (ponta de seta). (barra=10um)
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Figura 11A-F. Bandas C. Anomalias cromossomicas em células da regido cefalica

de Ae. aegypti de Sdo José do Rio Preto. A. “gap” homozigoto no par
sexual (seta). Observar as marcagdes bem evidentes, intercalares e
centroméricas; B. célula tetraploide de macho, com marcagdo
intercalar nos 4 cromossomos sexuais (ponta de seta); C.
cromossomos de macho, morfologicamente alterados, evidenciando
as bandas intercalares do par sexual (seta) e do par 3 (ponta de seta);

D. cromossomos “satelitados™ (pontas de seta);.E. células dipléide e

tetraploide de fémea; F. célula octopléide de macho. B, F sdo

procedentes do mesmo individuo. (barra=10um)
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2.2- Impregnacio pelo Nitrato de Prata

Nas células interfasicas, ocorre marcagdo unica ou dupla as vezes incluidas
em uma “vesicula” corada de tom mais claro. Um outro aspecto que podemos notar
€ a presenga de nucleos com marcagdo maior e nicleos com marcagdo bem pequena
(Figs. 12B e 13). Em geral, mas ndo em todos os casos, células maiores apresentam
marcagdes maiores. Quando as células entram em profase comegam a evidenciar as
3 marcagdes centroméricas. As vezes o nucléolo ainda é visivel junto com estas
marcagdes. Em seguida esta marcagdo nucleolar deixa de ser visivel (Fig. 13). Na
metafase, as marcagdes na regido centromérica dos cromossomos X, Y, 2 e 3 sdo
bem evidenciadas (Fig. 14-16). Também ¢é possivel observar em uma pequena
porcentagem de células, uma marcagdo intercalar nos dois homoélogos do par sexual
(Fig. 15C-E).

As figuras 16 e 17 mostram o padrdo de marcagio pela prata, dos trés tipos

principais de células observadas na regido cefalica de Ae. aegypti: as células

ganglionares interfasicas e em divisdo, respectivamente com uma marcagio grande

ou menos freqilentemente duas, e marcagdes nas regides centroméricas dos trés
pares; células grandes interfasicas ou em divisdo, as primeiras portadoras de um
nucléolo grande e as segundas com marcagdes nas regides centroméricas e a
presenga de uma ou mais formagdes nucleolares, em alguns casos visivelmente
associadas a um dos bragos cromossomicos (Fig. 17A-B). O terceiro tipo de células

presentes apresenta marcagdes multiplas, de forma e tamanho variaveis.
3- OVARIO

Os dois ovarios, em Ae. aegypti, estdo situados dorsolateralmente na regido
posterior do abdomen, sendo compostos de unidades funcionais chamadas
ovariolos. Os ovarios sdo conectados, por ovidutos laterais, ao oviduto comum. No
interior dos ovariolos, formam-se os foliculos, nos quais amadurecem os ovocitos
(Clements, 1992). Da-se o nome de foliculo a formagdo que engloba 1 odcito e 7
células nutritivas e é envolto por uma camada de células epiteliais que se forma

quando o foliculo deixa o germario. Antes de se diferenciarem, essas 8 células sao
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Figura 12A-D. Nitrato de Prata. Células interfasicas da regido cefalica. Ae. aegypti

de Sdo José do Rio Preto. Observar a presenga de células com 1 ou 2
nucléolos em A e D (pontas de seta). Em B e C é possivel observar
um ou dois corpiisculos mais corados no interior do nucléolo (setas).

(barra=10pm)
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Figura 13A-D. Nitrato de Prata. Regido cefalica. Ae. aegypti de Sdo José do Rio

Preto. Nucleos em profase e metafase com as regides centroméricas
dos 3 pares de cromossomos coradas. Os nicleos em intérfase
apresentam um ou dois corpusculos marcados. Em A ¢ possivel
observar um corpusculo nucleolar, aparentemente associado a um dos

cromossomos (seta), além das 3 regides centroméricas (pontas de

seta). (barra=10um)
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Figura 14A-F. Nitrato de Prata. Ae. aegypti de Sdo José do Rio Preto. Cromossomos

da regido cefalica, em metafase, com as regides centroméricas coradas.

E. metafase de macho, onde ¢ possivel observar a regido centromérica

corada do par sexual (seta). (barra=10pm)
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Figura 15A-F. Nitrato de Prata. Ae. aegypti de Franca. Células da regido cefalica. F,

A-B. cromossomos em pro-metafase, metafase e anafase, apresentando

as regides centroméricas coradas. C-E. regido intercalar marcada pela

prata no cromossomo X (pontas de seta). (barra=10um)
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Figura 16A-D. Nitrato de Prata. Ae. aegypti de Franca. Padrdo de marcacdo das

principais células encontradas na regido cefalica. A. células
ganglionares interfasicas e em divisdo; B-C. alguns nucleos
apresentam varias marcagdes de tamanho e intensidade variaveis; D.

nucleo grande com apenas uma marcagio nucleolar. (barra=10pum)
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Figura 17A-D. Nitrato de Prata. A-C. Ae. aegypti de Sdo José do Rio Preto;

D.Franca. Nucleos em profase, encontrados na regido cefalica, com
um ou mais corpusculos nucleolares. A-C. Uma marcagdo nucleolar

associada a uma regido cromossOomica (setas) e marcagdes

centroméricas (pontas de seta). (barra=10pm)
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chamadas cistocitos e sdo derivadas de 3 divisdes mitdticas sucessivas de um
cistoblasto. As 8 células formam um sincicio interconectado por pontes
citoplasmaticas através das quais as células nutritivas enviardo produtos de sintese
para o oocito.

Os ovariolos de mosquitos sdo classificados como meroisticos porque eles
contém cé€lulas nutritivas e oocitos. Cada ovario de uma fémea adulta de Ae. aegypti
consiste de cerca de 100 ovariolos. O desenvolvimento do foliculo ¢ dependente da
alimentagdo com sangue, sendo que cada refeigdo produz uma onda de odcitos
maduros (Fill, 1974).

Na fase de larva de 1° estadio, os primérdios gonadais constituem a chamada
massa ovoide. Anteriormente, na massa ovoide ocorre um quepe de 4 ou 5 células
chamado rudimento ovariano. O rudimento ovariano cresce durante o 2° e 3°

estadios larvais, principalmente pelo aumento do numero de células. Durante o 3°

estadio as células do rudimento ovariano comegam a se diferenciar e no 4° estadio
ja € possivel diferenciar as células germinativas e as células intersticiais. A

multiplica¢do celular e a diferenciagdo continuam até o estadio de pupa quando o

ovario atinge sua forma definitiva, constituindo os grupos de ovariolos. Nessa fase,

¢ possivel visualizar, nos ovariolos, os cistocitos e as células intersticiais (Clements,
1992).

Nas fémeas recém-emergidas, cada ovariolo consiste de uma zona de
crescimento ou germario, situada em sua porgdo proximal e de um primeiro foliculo
constituido por um conjunto de 8 células. O germario € uma zona de tecido
nucleado indiferenciado, que contém as células germinativas primordiais (Bertran,
1962).

No presente trabalho, ovarios de pupas foram utilizados no preparo de
laminas por esmagamento e submetidos as técnicas de coloragdo com orceina,

nitrato de prata e bandas C. As observagdes realizadas foram as que seguem.

3.1- Coloracio com Orceina-Lacto-Acética
A figura 18 mostra aspectos da organizagdo do ovario de Ae. aegypti na fase

de pupa. Em 18A-B pode-se observar um dos dois ovarios em desenvolvimento,
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Figura 18A-D. Aspectos da organizag¢do do ovario de Ae. aegypti na fase de pupa.

Coloragdo com orceina-lacto-acética. A. Ovario completo observado
em lamina escavada; B. Detalhe de A: sdo visiveis os ovariolos (0) e
as células intersticiais (i1); C-D. Ovariolos observados em preparag¢des
de esmagamento: observam-se os niicleos dos cistdcitos (seta) e os
nucleos das células intersticiais (ponta de seta). Observam-se

também células germinativas em mitose. (barra em A=100pum; em

C=50um; em B, D=10um)
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formado por ovariolos e células intersticiais e analisado em lamina escavada. Ja em
18C-D os ovarios sdo observados em lamina preparada por esmagamento,
mostrando os nicleos grandes dos cistocitos e os pequenos das células intersticiais.
Em 18D s3o observados cromossomos em mitose, produto da reprodugdo das
células germinativas.

Na figura 19A-F, sdo apresentadas fases das divisdes mitotica e meidtica. Na
figura 19A-B sdo observadas duas metafases mitdticas, com o pareamento
caracteristico desses cromossomos de Aedes, visto especialmente em 19A. Os
cromossomos s3o em numero de 2n=6, dos quais o par 1 (sexual) ¢ o menor; o
maior ¢ denominado par 2 e o intermediario, par 3. Em ambas as metafases os
cromossomos aparecem duplicados e a regido centromérica, como uma regiao nio
corada, evidenciada principalmente nos cromossomos sexuais. Nos outros
cromossomos a regido centromérica geralmente se destaca apenas por ser mais

delgada. No par cromossomico 3 aparece uma regido clara indicativa de constrigdo

secundaria, geralmente mais evidenciada em um dos cromossomos do par. Em 19C-

F sdo vistas fases da profase I da meiose, em cistocitos. Em 19C, temos o inicio de
zigéteno e em 19D-E, momentos mais adiantados da mesma fase. A observagdo em
contraste de fase mostra um corpusculo arredondado no interior de cada nicleo em
zigéteno adiantado, aparentemente correspondendo ao nucléolo (19D-E). Em 19F
observam-se os cromossomos em diploteno, apresentando algumas regides claras,

possivelmente falhas ou quebras homo ou heterozigotas.

3.2- Impregnacio pelo Nitrato de Prata

Nas figuras 20 a 24 sdo observados os padrdes de impregnagdo pela prata,
nas células intersticiais e nos cistdcitos. Nas figuras 20 e 21 observa-se a marcagio
nucleolar tnica das células intersticiais e as marcagdes de tamanho e nimero
variavel dos cistdcitos. Observa-se também que nestas ultimas células o aspecto das
marcagdes varia com a organizagdo da cromatina, tornando-se mais difusa a medida
em que os cromossomos se diferenciam. Na figura 22, em que a membrana nuclear
Jja desapareceu, corpisculos nucleolares em numero e tamanho variaveis e forma

arredondada estdo associados aos cromossomos, aparentemente a diferentes regides.
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Figura 19A-F. Ovario. Coloragdo com orceina-lacto-acética. A-B. Metafases mitoticas. Em
A observa-se o pareamento mitotico carcteristico dos cromossomos de
mosquitos. Em B, a ponta de seta indica a regido centromérica do

cromossomo 1 e a seta, a constricdo secundaria no cromossomo 3; C-E.

Cromossomos em zigéteno. Em D e E observa-se, em cada nicleo em

divisdo, um corpusculo, possivelmente nucleolar (setas); F. Cromossomos
em diploteno. Observam-se possiveis regides de falhas (setas) ou quebras

(ponta de seta). (c.f.) (barra=10pm)
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Figura 20A-B. Ovario. Impregnagdo com nitrato de prata. Nucleos das células

intersticiais mostrando um tnico corpusculo nucleolar e cistocitos

com grandes regides nucleolares marcadas. (barra=10pum)
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Figura 21A-C. Ovério. Impregnagio com nitrato de prata. Nucleos de cistocitos com

aspectos variaveis da cromatina. As regides marcadas pela prata
aparecem mais densas nos niicleos com cromatina finamente granular

e vdo se tornando mais difusas a medida em que 0s cromossomos se

vizualizam. (barra=10pm)
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Figura 22A-F. Ovario. Impregnagdo com nitrato de prata. Cromossomos de

cistocitos evidenciando corpusculos nucleolares que variam em

namero e tamanho e aparentemente se associam a diferentes regides

cromossomicas. (barra=10um)
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A figura 23 mostra que, nas células em metafase e anafase mitdticas, as
regides centroméricas dos 3 pares de cromossomos apareceram nitidamente
marcadas, com igual intensidade. Ndo foram observadas marcag¢des fora dessas
regides cromossomicas.

Na figura 24 € possivel observar nucleos de cistocitos com uma unica
marcagdo nucleolar, que ¢ frequentemente arredondada, pequena e densa. Os outros
cistocitos apresentam marcagdes maiores € em numero variavel. Foram observados
249 cistocitos, dos quais 211 tinham uma grande ou varias marcagdes nucleolares
(massas nucleolares) e 38, um unico corpusculo menor, denso e arredondado
(Tab.2). Em porcentagem esses valores correspondem a 84,7% e 15,3%,
respectivamente.

Visto que entre 8 cistdcitos apenas 1 dara origem ao odcito e os outros 7 a
células nutritivas, a porcentagem esperada é de 12,5 % para odcitos e 87,5% para

células nutritivas; os nossos resultados quanto a marcagdo nucleolar (15,3%; 84,7%)

parecem corresponder aos dois tipos de células (x 5=1,49 e 0,3>P>0,2).

3.3- Coloracio pela Técnica de Bandamento C

A figura 25 apresenta cromossomos de cistocitos na fase de paquiteno nos
quais a técnica de coloragdo para bandas C determina marcagédo intercalar, em um
tinico cromossomo. Em algumas células a regido marcada parece composta por dois
cromomeros vizinhos (Fig. 25A).

Foram realizadas medidas do comprimento dos cromossomos nestas células
cujos resultados, apresentados na tabela 3, demonstram que o cromossomo portador
da marcagdo intercalar ¢ o cromossomo menor, que corresponde ao X. As medidas
da distancia entre o centrOmero e a marca¢do mostram que esta se localiza em
regido correspondente a aproximadamente 1/3 do comprimento total do brago.

Na figura 25 observa-se, também, que um corpisculo nucleolar aparece
sempre associado a regido cromossomica marcada pela técnica de bandamento C.
Pode-se verificar que essa associagdo ¢é feita através de um filamento e parece
ocorrer preferencialmente com o cromomero distal da regido marcada ou com a

regido distal, quando ndo € possivel visualizar os dois cromémeros. Além desse
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Figura 23A-C. Ovario. Impregnagdo com nitrato de prata. Cromossomos em

diferentes fases da mitose mostrando marcagdo na regido

centromérica nos 3 pares de cromossomos (setas). (barra=10um)
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Figura 24A-B. Ovario. Impregnagdo com nitrato de prata. A. Observam-se cistocitos

com uma unica marcagdo nucleolar densa e pequena (setas) e
cistocitos com marcagdes maiores ou varias marcagdes (pontas de
seta). B. Dois cistocitos vistos em maior aumento, um dos quais

apresenta marcagdo pequena e densa (seta). (barra em A=50um; em

B=10um)
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Tabela 2. Numero de cistocitos esperados na proporgdo de 7:1 (7 células nutritivas e

um odcito) e observados, admitindo-se, para as primeiras, uma marcagao

nucleolar grande ou multiplas marcagdes e, para as segundas, uma

marcagdo inica e pequena, com o uso de impregnagdo pela prata.

Impregnagdo pela prata

Uma ou mais marcagdes  Marcagdo unica,

grandes e difusas menor e densa
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Figura 25A-F. Ovario. Bandas C. Células em paquiteno mostrando uma regido de

banda C intercalar (pontas de seta), a qual se associa o nucléolo, em

posigdo distal. Observam-se também corpusculos menores, em

namero variavel. (c.f.) (barra=10um)
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Tabela 3. Medidas (em cm) do comprimento dos trés cromossomos dos cistocitos e
da distancia centromero-banda C intercalar tomadas na figura 25. Os
valores entre parénteses correspondem, na sequéncia, a distancia entre o

centromero e a marcagdo C-positiva e ao comprimento total do brago

Cromossomico em quc a marcacéio ocorre.

Medidas do comprimento cromossdomico (cm)

Cromossomo marcado Demais cromossomos

11,8 (2,1: 5,6) 18,2 17,7
13,7 (2,3: 7,3) 20,4 17,0
12,1 (2,0: 5,6) 16,3 15,8

11.2.(1.8: 5,2) 16,4 14,7

AVA
AVAYEY

1 2 3 4 5 6 7 unespwll 12: 13 14 15 l1e 1Y 18



corpusculo, aparecem outros menores, as vezes muito numerosos, espalhados pelo
nucleo.

A figura 26 mostra que nos cromossomos metafasicos, de fémeas, ocorre
marcagdo intercalar e centromérica nos dois elementos do par X. A marcagdo
intercalar apresenta tamanho variavel, sendo bem evidente, como mostra a figura
26B. A marcagdo centromérica ¢ mais discreta, ocorrendo também nos outros
cromossomos, porém de forma ndo constante. Em células em prometafase (Fig.
26A) aparecem trés marcagdes bem evidenciadas e uma mais ténue, possivelmente
correspondendo, a maior, a banda intercalar, e as demais, as bandas centroméricas.

Na figura 26C-H s3o observadas células portadoras de aberragdes
cromossomicas incluindo fragmentos adicionais e quebras, principalmente. Algumas

dessas regides quebradas coram-se intensamente com a técnica de banda C.

4- TESTICULO

As gonadas atingem seu tamanho completo no estddio de pupa. A
espermatogénese ocorre principalmente durante os estadios larval e pupal. A
espermatogénese pode continuar durante a fase adulta, mas em taxas reduzidas. Um
unico testiculo de mosquito pode conter células germinativas em todos os estagios
de diferenciagdo (Clements, 1992).

Krafsur & Jones (1967) estudaram a espermiogénese em Ae. aegypti pela
microscopia eletronica de transmissio. Com base em seus resultados, as

espermatogonias situam-se na porg¢do anterior do testiculo. As espermatides estdo

presentes no inicio do estadio de pupa e, na época da emergéncia dos machos, a

metade de cada testiculo ¢ preenchida com espermatozoides, que ja apresentam
movimento (Rai, 1967).

No presente trabalho, os testiculos foram submetidos a coloragdo pela técnica
de bandamento C e de impregnacdo pelo nitrato de prata. As observagdes sdo

descritas a seguir.
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Figura 26A-H. Ovario. Bandas C. A. Nucleo em profase mostrando 3 marcagdes mais

evidentes e uma ténue; B. Dois pares de cromossomos X com as regides
centroméricas e intercalares coradas, C-F. Células com aberra¢des
cromossOmicas: fragmentos cromossomicos (setas em C, D, F) ou
alteragdes morfologicas no par sexual (E) ou alteragdo numérica (G); H.
Cromossomos de Ae. aegypti de Franca. Observa-se uma regido

possivelmente adicional, corada positivamente (setas). (c.f.) (barra=10um)
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4.1- Coloragio pela Técnica de Bandamento C

O uso dessa técnica permitiu a observagdo de marcagdo centromérica nos 3
pares de cromossomos, obedecendo a sequéncia X>3>2, quanto a intensidade de
coloragdo ou tamanho. No Y, a marcagdo centromérica se apresenta mais fraca e as
vezes, ausente. Tanto o cromossomo X, como o Y mostram marcagdo intercalar que
pode variar quanto a intensidade de coloragdo. Observa-se, ainda, uma marcagao
intercalar no par de cromossomos 3, que as vezes, porém, é visivel em um s6 desses
cromossomos (Fig. 27).

Nos testiculos de Ae. aegypti de Franca também foram observadas células
portadoras de aberragdes cromossomicas, constituidas principalmente por quebras e
fragmentos adicionais (Fig. 28). A marcagdo intercalar nestes cromossomos estava
presente somente no X.

Células em fase de espermiogénese coraram-se pela técnica de bandamento C
permitindo vizualizar, geralmente, uma marcagao unica e nitida (Fig. 29).

4.2- Impregnacgio pelo Nitrato de Prata

As células testiculares mostram uma ou algumas marcagdes geralmente

grandes (Fig. 30A-C). Nos espermatécitos, o nucleo tem forma arredondada ou

triangular e o nucléolo é tnico.

Em células em inicio de zigéteno, observa-se um unico corpusculo nucleolar.
Podem ser vistas, as vezes, algumas marcagdes granulares nos cromossomos (Fig.
30D-E).

Nas células em metafase e anafase a marcagdo centromérica € bem

evidenciada nos 3 pares de cromossomos (Fig. 30E-G).
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Figura 27A-F.

Testiculo. Bandas C. Aedes aegypti de Sao José do Rio Preto. A. Regides

centroméricas marcadas nos trés pares de cromossomos. Leve marca¢dao
centromérica no cromossomo Y (ponta de seta); marcagdao intercalar
presente nos cromossomos X e Y; B-E. Marcagdo intercalar em um ou nos
dois membros do par de cromossomos 3; C-D. Marcagdo centromérica
ausente no cromossomo Y; E-F. Marcagdes em cromossomos em anafase.

(barra=10pum)
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Figura 28A-H. Testiculo. Bandas C. Ae. aegypti de Franca. A-C. Configuragdes

meidticas normais; D, E, FH. Aberragdes cromossomicas
constituidas por quebras ou fragmentos adicionais (pontas de seta);

G-H. Marcagdo intercalar apenas no cromossomo X (setas).

(barra=10pm)
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Figura 29A-F. Testiculo. Bandas C. Fases da espermiogénese; as espermatides

apresentam uma unica marcagao heterocromatica. (barra=10pum)
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Figura 30A-G. Testiculo. Nitrato de Prata. A-B. Células testiculares com uma marcagao

nucleolar (espermatocitos) ou mais de um corpisculo nucleolar
(espermatogonias); C. Uma marcacao nucleolar em nucleos “triangulares”
de espermatocitos maduros; D-E. Nucleos em profase I da meiose com um
corpusculo nucleolar (setas). E. Cromossomos em final de metafase I, F-G.

Metafase, com as regides centroméricas marcadas e pareadas.

(barra=10pum; a barra em G € a mesma para A, D, E, F)
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IV- DISCUSSAO

Métodos de coloragdo tém sido utilizados para identificar o conjunto normal
de cromossomos, anormalidades cromossOomicas associadas a algum estado
patologico, ou para propositos comparativos em estudos evolutivos.

Colaborou muito, nessa utilizagdo, o desenvolvimento de técnicas de
bandamento, ocorrido ha mais de 20 anos, e que tem revelado extensa diferenciagdo
longitudinal nos cromossomos. Fazem parte dessa diferenciagdo, as regides
heterocromaticas e as regides organizadoras nucleolares (RONSs).

A técnica de bandamento C € especifica para localizar a distribuigdo das
regides heterocromaticas, que se coram diferencialmente do restante do
cromossomo. O termo heterocromatina foi inicialmente usado para definir
Cromossomos ou segmentos cromossomicos que ndo se descondensam na telofase

mitética e assim se mantém em estado condensado ou heteropicndtico por toda a

intérfase e subsequente profase do proximo ciclo celular (Heitz, 1928 apud John &

Miklos, 1979). Brown (1966) ampliou esta defini¢do identificando dois tipos de
heterocromatina: (a) constitutiva, que estd sempre presente em certos locais de
ambos os cromossomos homologos, em todas as células de uma espécie, e (b)
facultativa, que varia em seu estado de condensagdo em diferentes tipos celulares e
em tempos diferentes e pode diferir entre os cromossomos homdlogos.

O uso da técnica de bandamento C, tem revelado consideraveis
heteromorfismos heterocromaticos nos cromossomos, ou seja, 0s segmentos
heterocromaticos variam em tamanho entre cromossomos de um mesmo individuo e
entre individuos de uma espécie.

As regides organizadoras nucleolares (RONs), por sua vez, tém sido bastante
estudadas pelo uso de técnicas de impregnagao pela prata (Goodpasture & Bloom,
1975; Howell & Black, 1980).

A especificidade para RONs ativas e nucléolos torna as técnicas de
impregnagdo pela prata muito valiosas para estudos de ambas-as estruturas. Muitos
estudos tém sido realizados visando a comparagdo entre espécies, entre individuos

de mesma espécie e entre fases de desenvolvimento utilizando esta técnica
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(Schwarzacher et al., 1978; Bicudo, 1982a; Nanya & Bicudo, 1995). Também tem
sido de grande importancia na comparagdo da atividade de RONs entre células
cancerosas € normais, uma vez que o cancer é caracterizado por altas taxas de
sintese de RNAr (Reeves ef al., 1982; Derenzini et al., 1986, 1990; Derenzini &
Betts, 1990; Boquist, 1990; Darne ef al., 1990).

Os métodos de impregnagao pela prata, além de serem simples e seguros para
a demonstragdo da atividade dos genes ribossomicos, evidenciam mecanismos
relacionados a regulagdo da expressdo génica. No homem, embora o DNAr tenha
sido detectado, por hibridizagdo “in situ”, em todos 0s cromossomos acrocéntricos
(Warburton er al., 1976), os métodos de coloragdo pela prata mostram, entre eles,
cromossomos com pouca ou nenhuma coloragdo, sugerindo a possibilidade de que
estes resultados sejam decorrentes de uma proporg¢do de organizadores nucleolares
inativos que ndo se coram apesar da presenga de DNAr (Tantravahi ef al., 1976;
Miller et al., 1977).

O uso das técnicas em estudos com hibridos interespecificos trouxe

informagdes importantes sobre os mecanismos reguladores da atividade
organizadora nucleolar ao nivel da transcrigdo. Tornou-se evidente, por exemplo, a
existéncia de dominancia do organizador nucleolar em hibridos de Drosophila
(Bicudo, 1982b).

Estudos realizados em Drosophila mulleri, D. arizonensis e seus hibridos
sugeriram que processos descritos em diferentes organismos podem fazer parte do
sistema regulador de reserva de uma tinica espécie e podem ser acionados de acordo
com as exigéncias do momento (Bicudo & Richardson, 1977). Nesses hibridos
interespecificos, o uso do nitrato de prata permitiu demonstrar que o RNA
ribossdmico de uma espécie € exclusivamente expressado e que além da dominancia
interespecifica do sistema regulador do organizador nucleolar, ocorre a ativagdo de
um organizador nucleolar secundario associado a amplificagdo génica (Bicudo,
1982b).

A impregnagdo pela prata, aplicada as glandulas salivares, mostrou que a
hibridagdo determina também alteragdes morfologicas e numéricas dos nucléolos.

Além disso, um resultado interessante da aplicagdo da prata a cromossomos
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politénicos de Drosophila foi a coloragdo de um filamento que associa o
cromossomo X ao nucléolo e que ndo havia sido corado em laminas submetidas a
hibridizagdo “in situ”(Bicudo, 1982b).

Outro mérito da aplicagdo das técnicas de coloragdo pela prata, aos
cromossomos politénicos, foi o de confirmar que os “corpisculos semelhantes ao
nucléolo” detectados com alguma dificuldade nas laminas dos hibridos, examinadas
em contraste de fase ou coradas pela orceina-lacto-acética, sdo realmente formados
de material nucleolar (Bicudo, 1982b).

A técnica de bandamento C foi aplicada a tibulos de Malpighi, ovarios,
testiculos e regido cefalica.

Segundo Clements (1992), em Ae. taeniorynchus, o nimero médio total de
células, nos tubulos, é 62 das quais 16 a 18% sdo células estreladas. O numero de
células é constante, desde a fase larval até a fase adulta de um individuo, e o

namero ¢ semelhante em machos e fémeas. Em Ae. aegypti, foram observadas

propor¢des de células primarias e estreladas semelhantes as descritas para Ae.

taeniorynchus (Satmary & Bradley, 1984).

As células primarias e estreladas diferem acentuadamente em tamanho. Ha
ainda varia¢do dentro do mesmo tipo celular, especialmente em relagdo as células
primarias, como vimos no presente estudo.

A coloragdo com orceina-lacto-acética e Feulgen nos permitiu confirmar a
natureza politénica das células primarias dos tibulos de Malpighi pela percepgdo de
segmentos bandados nesses nucleos, e verificar, por microscopia Optica, a
organiza¢do da cromatina, que mostra aspectos variaveis, conforme foi descrito no
item Resultados. Os diferentes graus observados de condensagdo da cromatina e
tamanho do nucleo devem estar refletindo diferentes graus de atividade celular. A
técnica de bandamento C revelou um tunico corpusculo heterocromatico, bastante
destacado, tanto nas células primarias, quanto nas estreladas.

Outro 6rgdo estudado, no presente trabalho, foi o ovario, que, como ja fo1
mencionado, € constituido por grupos de ovariolos, dentro dos quais se
desenvolvem os foliculos. Na fase de pupa, analisada no presente trabalho, ou

mesmo nos foliculos que acabaram de sair do germario, na fémea adulta antes da
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primeira alimenta¢do com sangue, o odcito é indiferenciado das células nutritivas e
todas as 8 células parecem iguais (Bertran, 1962; Fill, 1974).

Seguindo a diferenciagdo dos cistocitos, os cromossomos do odcito iniciam a
meiose, mas os cromossomos das células nutritivas sofrem endoduplicagdo e
tornam-se politénicos. Embora esse processo de endoduplicagdo possa iniciar
durante o estadio de pupa, ele s6 é completado alguns dias apos a emergéncia do
adulto. Uma vez que o odcito e as células nutritivas tenham se diferenciado, a
sincronia que caracterizava a divisdo celular, inicialmente, ¢ perdida e as células
nutritivas dentro de um mesmo foliculo mostram diferentes graus de politenia
(Clements, 1992).

Os mosquitos sdo um dos poucos grupos de insetos com ovarios meroisticos
nos quais o RNAr é sintetizado nas células nutritivas e nos odcitos. Os odcitos dos
mosquitos crescem centenas de vezes em volume, dentro de um curto periodo de

tempo apds a ingestdo de sangue pela fémea. A politenia permite aos cromossomos

das células nutritivas amplificar suas taxas de transcrigdo, mas tal mecanismo ndo é

disponivel aos odcitos (Clements, 1992).

Antes da fémea de Ae. aegypti ter emergido, a replicagdo cromossomica ja
ocorreu € a meiose ja iniciou nos odcitos dos foliculos primarios. Segundo Roth &
Porter (1964), na época da emergéncia a fémea tem seus odcitos mais adiantados no
estagio de zigoteno e o prosseguimento do processo de divisdo meidtica s6 vai se
completar apés a alimentagdo com sangue. Nossas observagdes, no presente
trabalho, entretanto, mostram, em fase de pupa, células em paquiteno. Esses
cistocitos, em paquiteno, apresentam uma unica marcagdo C-positiva, que
corresponde a banda C intercalar do cromossomo X, a qual observamos a
associagdo de um corpusculo nucleolar, em contraste de fase; essas observagdes
serdo discutidas mais adiante.

Nas células interfasicas do ovario, do testiculo (inclusive nas espermatides) e
na maioria das células da regido cefalica, também foi observada uma unica
marcagdo heterocromatica. Em alguns nucleos da regido cefalica, observamos a
presenga de mais de uma marcagdo, que provavelmente resulta da separagdo precoce

das regides heterocromaticas centroméricas e intercalares, mais visiveis como
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unidades separadas nos nucleos em profase adiantada e que se mantinham unidas no
inicio da divisdo.

Dessa forma, a aplicagdo da técnica de bandamento C revelou, para todos os
tecidos estudados neste trabalho, um padrdo comum de heterocromatina constitutiva
nas células interfasicas, isto €, uma inica marcagao.

A técnica de bandas C, aplicada a cromossomos, principalmente metafasicos,
de testiculo, ovario e ganglios cerebrais, nos permitiu diferenciar o padrdo de
marcagdo nos cromossomos de Ae. aegypti de Franca e de Sdo José do Rio Preto.
Uma marcagdo intercalar no cromossomo Y esta sempre presente em individuos da
populagdo de Sdo José do Rio Preto, enquanto na populagdo de Franca esta ausente.
Os cromossomos 2, 3 e X apresentaram bandas centroméricas sendo que, nesse
ultimo, a marcagdo sempre foi mais intensa, enquanto nos cromossomos 2 € 3,
foram sempre menores € menos Obvias. Uma leve marcagdo centromérica no

cromossomo Y foi encontrada em algumas células de individuos da populagdo de

Sdo José do Rio Preto, porém, ndo foi encontrada em nenhum individuo analisado

da populagdo de Franca. O cromossomo X de todos os individuos analisados, das
duas populagdes e o cromossomo Y de individuos da populagdo de Sdo José do Rio
Preto, apresentaram uma banda intercalar, em um dos bragos, que variou em
intensidade de coloragdo e largura, dentro e entre individuos. Esta variagdo, pode
representar diferengas no conteudo de heterocromatina.

No que se refere a heterocromatina, observada com o uso de bandamento C,
¢ preciso mencionar a presenga ndo constante de banda intercalar no cromossomo 3,
das duas populagdes analisadas, em uma regido cromossdmica em que, as vezes, €
possivel observar uma constrigdo secundaria. Essa constrigdo foi anteriormente
mencionada por outros autores (Akstein, 1962 apud Rai, 1967; McDonald & Rai,
1970; Newton et al., 1974) mas a presenga de banda C no local parece ter sido
observada pela primeira vez neste trabalho, constituindo-se em um elemento de
diferenciagdo entre essas populagdes e as estudadas por outros autores. Como
veremos mais adiante, essa constrigdo secundaria ndo parece ter relagdo com a

sintese nucleolar.
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Na literatura, existem alguns trabalhos que descrevem o padrdo de bandas C
em Ae. aegypti de outras regides. Um deles ¢ o de Wallace & Newton (1987) que
analisaram duas linhagens de Ae. aegypti de Bangalore e Trinidad, mantidas em
laboratério. Os resultados de Trinidad mostraram a presenga de banda C
centromérica em todos os cromossomos exceto o Y. Os cromossomos X e Y
possuiam uma banda intercalar. As bandas centroméricas eram pericéntricas, de
acordo com observagdes na profase. Na linhagem de Bangalore, foram observados
esses mesmos padroes sendo que, em alguns individuos, foram observados
cromossomos X e Y sem banda intercalar.

Motara & Rai (1978, 1977) analisaram uma linhagem mantida no Laboratorio
de Biologia de Vetores da Universidade de Notre Dame. Seus resultados mostraram
a presenga de banda C na regido centromérica dos dois pares de autossomos e no
cromossomo X, que apresentou também uma banda intercalar. O cromossomo Y

ndo apresentou banda centromérica nem banda intercalar.

Outro trabalho é o de Newton et al. (19:’74), em que foram analisadas 4

linhagens mantidas em laboratério, sendo uma de Trinidad, duas da Africa (Accra e
Chipei) e uma da Tailandia (Bangken). Foram observadas bandas C nos 6
centromeros de fémeas e em 5 de machos. Uma banda intercalar foi encontrada em
todos os cromossomos X. Todos os machos de Trinidad e a maioria de Bangken
tinham Y portador de banda intercalar, mas esta banda intercalar estava geralmente
ausente em Accra e Chipei.

A figura 31 mostra um esquema comparativo dos resultados obtidos no
presente trabalho, na analise do padrio de bandas C em cromossomos de Ae.
aegypti, com as analises mencionadas, realizadas por diferentes autores em
diferentes populagdes. Observa-se que o cromossomo Y pode apresentar presenga
ou auséncia de banda C intercalar ou centromérica. E interessante destacar, também,
que nenhum dos trabalhos previamente realizados mencionou a presenga de banda
intercalar no cromossomo 3, constatada nas duas populagdes brasileiras. Além
disso, constitui diferenga entre as duas populagdes analisadas.no presente trabalho,
a auséncia de banda centromérica e intercalar no Y da amostra de Franca. Sob esse

aspecto, excluindo-se a banda intercalar do cromossomo 3, ndo mencionado por
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Cromossomos
1

Origem da linhagem

]

Sio José do Rio
Preto-SP
(Brasil)

Presente trabalho

Franca-SP
(Brasil)

Presente trabalho

Bangalore
(india)

Wallace & Newton
(1987)

Wallace & Newton
(1987)
Newton, Southern and
Wood (1974)

Cabe (Africa do Sul)
Univ. Notre Dame (U.S.A)
Accra (Ghana),
Chipei (Taiwan)

Motara (1982)
Motara & Rai (1977, 1978)
Hewton, Southern and
Wood (1974)

Bangken
(T ailéndia)

Newton, Southern and
Wood (1974)

Figura 31. Representagdo esquematica do padrdo de bandas C encontrado em

estudos com diferentes populagdes de Ae. aegypti e seus respectivos

autores.
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nenhum dos autores dos trabalhos prévios, os dados obtidos para Franca sdo
semelhantes aos obtidos para a populagdo de Ae. aegypti de Cabo (Africa do Sul),
Accra e Chipei (Africa) e Universidade do Notre Dame (U.S.A.). Quanto a
populagdo de Sdo José do Rio Preto, seu padrdo difere de todos os demais, pela
presenga de banda centromérica no Y além da mencionada banda intercalar no
cromossomo 3.

A variabilidade de espessura e intensidade de coloragdo da banda intercalar
dos cromossomos X ¢ Y e mesmo a diferenga existente entre as marcagdes dos
centromeros dos pares de cromossomos X, 2 e 3 sdo também demonstragdes de
ocorréncia de heterogeneidade das regides heterocromaticas.

Marchi & Rai (1986) utilizaram os bandamentos fluorescentes Q
(Quinacrina), H (Hoeschst 33258) e R (Acrindina Orange) em cromossomos de Ae.
aegypti, Ae. albopictus e Ae. mascarensis. Fo1 obtido um padrdo comum para as trés

espécies. Fluorescéncia por acridina orange (R+) foi encontrada em uma regido

intercalar em ambos os cromossomos sexuais (tanto no X, quanto no Y). Essa

mesma regido mostrou auséncia de fluorescéncia por Hoechst 33258 (H-) e
quinacrina (Q-). Esses resultados indicaram presenga de DNA rico em guanina e
citosina (G-C). Desde que as posigdes dessas bandas foram semelhantes & da banda
intercalar C-positiva, de acordo com os autores esses dados suportaram a hipotese
de Motara & Rai (1977) da natureza facultativa daquela regido.

Wallace & Newton (1987) também utilizaram fluorocromos para caracterizar
a linhagem Trinidad-30 de Ae. aegypti, realizando bandamento sequencial por Q, H
e C e revelando resultados diferentes dos encontrados por Marchi & Rai (1986).
Wallace & Newton (1987) indicaram diferengas entre as respostas das bandas
intercalares dos cromossomos X e¢ Y. A banda intercalar do X mostrou duas
respostas diferentes, uma para a regido distal e outra para a regido proximal da
banda. A regido proximal mostrou fluorescéncia H normal e menor fluorescéncia Q
do que as regides adjacentes, enquanto a regido distal da banda néo diferiu da regido
adjacente, com nenhum dos dois marcadores. No Y,. a banda intercalar

correspondente ndo mostrou fluorescéncia com Q ou H. Dessa forma observa-se que
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ndo ha ainda um conhecimento adequado das regides cromossomicas de Aedes que
se marcam por bandamento C.

Outro problema é a variabilidade de marcagdo, por banda C, da regido
centromérica do cromossomo Y. A fun¢do da heterocromatina centromérica tem
sido assunto de muitas especulagdes. Devido a sua ocorréncia comum, uma das
especulagdes iniciais, € a de que estaria relacionada de algum modo com a atividade
céntrica (John, 1988).

Para Sumner (1990, 1994) parte da heterocromatina centromérica parece
estar associada aos cinetocoros e suas fungdes incluiriam o reconhecimento de
centromeros homologos e pareamento meidtico, mantendo as cromatides irmés
unidas até a anafase, e a protegdo estrutural dos centromeros e dos genes
ribossdmicos. No entanto, estas seriam apenas algumas fun¢des e ndo poderiam
explicar todo o papel da heterocromatina.

Os resultados de Bianchi (1971), para células de Ae. albopictus, revelou que

a heterocromatina parece desempenhar algum papel no processo de pareamento

somatico e na associagdo dos cromossomos a membrana nuclear, além de estar
envolvida com quebras cromossomicas.

Se a heterocromatina centromérica ¢ crucial para o pareamento dos
cromossomos homologos, é de se supor que dele¢des da mesma deveriam levar a
problemas de pareamento. Em D. melanogaster, cuja quantidade de heterocromatina
foi modificada experimentalmente, dele¢des substanciais e rearranjos de blocos
heterocromaticos ndo causaram qualquer efeito no pareamento de autossomos ou
dos cromossomos X (revisdao em John, 1988).

Varios autores (Hilliker er al., 1980; Manuelidis, 1982 apud John, 1988)
especularam que a heterocromatina pode desempenhar um papel importante na
determinagdo da estrutura tri-dimensional do nucleo interfasico e afetar a expressao
génica, tanto diretamente quanto indiretamente. Um arranjo ordenado dos
cromossomos nos nucleos interfasicos também foi proposto como meio pelo qual a
atividade genética é coordenada dentro do genoma. A existéncia de cromocentros

compostos, de pareamento ectopico e de “hot spots” para troca tém contribuido para
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a opinido de que um arranjo cromossomico ordenado é parcialmente atribuivel a
associagdo nao especifica da heterocromatina.

No presente trabalho, durante a intérfase, um 1nico corpisculo
heterocromatico ¢ geralmente visivel e parece ser decorrente da associagdo das
regides heterocromaticas intercalares e centroméricas. A indicagdo desse fato ¢ dada
pela visualizagdo de dois corpusculos ligados, de tamanhos diferentes, em
individuos heteromorficos para a banda intercalar e pela observagdo mais tardia, na
profase, de cinco corpisculos separados, que corresponderiam as regides
centroméricas e intercalares. Uma das possibilidades funcionais dessa associagdo
esta relacionada com a sintese do nucléolo. Como foi observado nos cistocitos de
ovario, o nucléolo se associa a banda C intercalar, mais especificamente ao seu
segmento distal, o qual provavelmente abriga a regido organizadora nucleolar. Essa
observagdo suporta a diferenciagdo, observada por Wallace & Newton (1987) entre
as regides proximais e distais da banda intercalar do cromossomo X.

O envolvimento da heterocromatina no controle da sintese nucleolar foi
demonstrado em Drosophila hydei em que a deleg¢do de um segmento particular da
heterocromatina do cromossomo X ou Y (portadores de RONs) leva a um aumento
de 3 vezes no conteudo de DNATr, nas células de ganglios cerebrais de larvas, nas
células musculares toraxicas de adultos, ou ambas, dependendo de qual por¢do da
heterocromatina sexual tinha sido deletada. Isso indica que a heterocromatina sexual
esta envolvida, de alguma forma, no controle da replicagdo dos genes para RNAr,
nessa espécie (Grimm et al., 1984).

Em Anopheles labranchiae a heterocromatina também parece ter um papel

funcional na sub-replicagdo do DNAr, embora outros fatores, provavelmente

estejam também envolvidos (Marchi & Pili, 1994). Por outro lado, a sub-replicagdo
ndo acontece em Orthopodomyia pulcripalpis, mas a heterocromatina pode estar
relacionada a atividade transcricional. Nesse ultimo mosquito, uma banda
heterocromatica, no cromossomo politénico 1, contém RNAr e estd associada ao
nucléolo de onde se estendem fibras e granulos (Marchi & Pili, 1994).

Em Sciara, o sexo é determinado na sétima ou oitava clivagem da

embriogénese, quando o individuo, cujo genoma ¢ a soma de 3A+1X do 6vulo e

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwll 12: 13 14 15 1o

17

18



3A+2X do espermatozoide, sofre eliminagdo de um ou ambos os cromossomos X
paternos. Os cromossomos eliminados ndo se separam completamente e sdo
perdidos no meio do fuso durante a anafase. Esta eliminagdo seletiva é dependente
de um elemento controlador presente em uma regido heterocromatica (H2)
localizada ao lado do centromero, no brago curto do cromossomo X. A regido H2
também contém 50% dos cistrons de RNAr. Se essa regido for transportada para os
cromossomos II ou IV, estes sofrerdo atraso na migragdo e eliminagdo, mas nio se a
mesma for transportada para o cromossomo III que ja carrega um segmento
heterocromatico na extremidade proximal (Crouse, 1979).

Em uma série de trabalhos realizados em roedores, verificou-se que os
Cromossomos se separam, em seus centromeros, em uma sequéncia geneticamente
determinada e que a heterocromatina centromérica desempenha um papel
fundamental no controle dessa sequéncia, sendo que a posi¢do de um dado

centrdmero na sequéncia de separagdo ¢ determinada pela interagdo entre os

aspectos quantitativos e qualitativos da heterocromatina centromérica (Vig, 1982,

1983; Vig & Broccoli, 1988).

Em Aedes, cujos cromossomos apresentam pareamento somatico
caracteristico, a presenga ou auséncia de heterocromatina centromérica, detectavel
por banda C, ndo parece interferir no grau de proximidade cromossdmica, que se
mostra, no par sexual, de forma semelhante ao dos demais pares de cromossomos,
nos quais a presen¢a daquela banda é constante, como verificamos no presente
trabalho.

Por outro lado, ocorre grande variabilidade no contetido de heterocromatina
dentro e entre espécies, aparentemente sem qualquer efeito fenotipico. Por exemplo,
os mamiferos Microtus agrestis e M. pennsylvanicus apresentam 15% de diferenga
no conteudo de heterocromatina e mesmo assim possuem caracteristicas anatomicas
idénticas e a distingdo so € possivel na presenga de dados citoldgicos (Schmid, 1967
apud John, 1988). Também em espécies de 7riatoma foram constatadas variagoes
quanto a presenga de heterocromatina, envolvendo perda ou ganho de regides C-

positivas (Tavares & Azeredo-Oliveira, 1997a).
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De acordo com varios autores, a heterocromatina desempenharia um papel
importante, na evolugdo de novos cariétipos e novas espécies, por facilitar
rearranjos estruturais que subsequentemente levariam ao isolamento reprodutivo, e
por conferir um mecanismo efetivo contra a hibridagio (revisdo em John, 1988).

E interessante destacar que no presente trabalho, as populagdes de Franca e
de Sdo José do Rio Preto diferiram quanto a presenga de banda C no cromossomo
Y, e dessa forma, essa banda constitui um aspecto da diferenciagdio das duas
populagdes.

Estudando Anopheles do sudeste Asiatico, Baimai ef al. (1996), atribuiram ao
ganho de heterocromatina um papel vital na evolugdo cromossomica e
possivelmente no processo de especiagdo desses mosquitos.

Bonaccorsi et al. (1980), sugeriram que, em Anopheles, as diferengas no
padrdo de heterocromatina constitutiva nos cromossomos sexuais podem estar

relacionadas a diferentes respostas na capacidade vetorial de duas espécies

intimamente relacionadas, An. gambiae e An. arabiensis. Se estas variagdes afetam

as bases da susceptibilidade, entio medidas para o controle de vetores devem
considerar também esse aspecto.

A aplicagdo da técnica de impregnagdo pelo nitrato de prata nos mesmos
orgaos de Ae. aegypti, analisados com bandamento C, mostrou alguns aspectos da
atividade organizadora nucleolar, nesse organismo.

Embora a localizagdo de regides organizadoras nucleolares, pela prata,
identifique os sitios de DNAr no cromossomo, é conhecido que a prata ndo se
associa ao proprio DNAr ou ao RNAr, mas a proteinas especificas presentes nas
regides organizadoras nucleolares (Howell, 1975 apud Howell, 1977). Trata-se de
proteinas acidicas ndo histonicas, as proteinas Ag-NOR (Goodpasture & Bloom,
1975; Howell, 1977; Olert et al., 1979). Acredita-se que parte destas proteinas
ribossdmicas permanegam em volta de RONs que estiveram ativas na intérfase
precedente (Miller ef al., 1976). No nucléolo, uma das principais proteinas que se
coram pela prata é a C23, também chamada nucleolina. que, diretamente ou
indiretamente, esta associada ao DNAr (Ochs & Busch, 1984). Existem outras

proteinas envolvidas, como a fosfoproteina B23 (Hubbell ef al., 1979 apud Sumner,
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1990) e a subunidade maior da RNA polimerase I (Rodrigo e al., 1994); entretanto,
ha varias outras possiveis proteinas que ainda ndo foram adequadamente
caracterizadas (Sumner, 1990).

Ndo se sabe, ao certo, qual o componente protéico responsavel pela
coloragdo. Buys & Osinga (1980) verificaram que grupos sulfidril e dissulfeto, de
proteinas ndo histonicas, estavam envolvidos. Grupos carboxil de proteinas acidicas
também tém sido implicados (Olert ef al., 1979; Buys & Osinga, 1984). Hubbell
(1985) atribuiu possivel ligagdo dos ions prata a grupos fosfato de certas
fosfoproteinas.

Como mencionamos, proteinas nucleolares Ag-NOR positivas permanecem
aderidas as regides organizadoras nucleolares durante a mitose, sendo responsaveis
pela impregnagdo pela prata nessas regides dos cromossomos. Este material corado
pela prata é considerado como restos das partes ndo cromossomicas do nucléolo

(Schwarzacher & Wachtler, 1993).

A quantidade de proteinas que se cora pela prata ¢ indicativa da atividade dos

genes ribossdmicos e pode indicar o grau de atividade celular (Hubbell, 1985;
Mello, 1997). Assim, células com intensa atividade sintética apresentam nucléolos
maiores.

As células dos tubulos de Malpighi, como ja foi mencionado, estdo
envolvidas com uma atividade fundamental na vida do inseto que ¢ a economia de
agua. Esta atividade envolve trocas i0nicas e a a¢do de receptores de membrana,
além da agdo de enzimas. Um dos aspectos de destaque na analise dessas células,
realizada no presente trabalho, ¢ o tamanho acentuado do nucléolo, ocupando uma
extensa area do nucleo, reforgando a idéia de que a sua intensa atividade pode estar
relacionada com a sintese de enzimas e receptores de membrana mencionados. O
proprio fato dessas células apresentarem cromossomos endorreduplicados ja é
indicativo das altas taxas de atividade sintética necessarias para sua fisiologia.

Embora, na literatura, esses niicleos sejam considerados politénicos ndo foi
possivel obter preparagdes adequadas para sua analise, nas fases do

desenvolvimento estudadas. Os filamentos cromossomicos se mostraram, na melhor
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das hipéteses, altamente ligados por conexdes ectOpicas apresentando-se com
aspecto de rede.

Também foram observadas alteragdes morfologicas no nucléolo, passando de
uma estrutura compacta para uma estrutura mais difusa, acompanhando alteragdes
do aspecto da cromatina, no sentido de apresentar uma organizagdo mais “aberta”.
Aparentemente, a medida em que a cromatina se estrutura em uma rede de
filamentos, as regides organizadoras nucleolares e os componentes nucleolares se
separam e estes ultimos se difundem no nucleo. As mesmas observagdes realizadas
nas células primarias ocorrem também com as células estreladas, apesar da grande
diferenga de tamanho.

De acordo com Mathew & Rai (1976) que analisaram a ultraestrutura dos
tubulos de Malpighi em Ae. aegypti, ambos os tipos celulares possuem
caracteristicas ultraestruturais envolvidas com o balango i0nico e a osmorregulagéo,

incluindo extensos dobramentos basais e a diferenciagdo de um bordo em escova

(microvilosidades). Nas células primarias ou principais, o citoplasma apresenta

numerosos vacuolos, que ndo sdo visiveis nas células estreladas. Além dessa
diferenca, os referidos autores detectaram densa presenga de mitocondrias nas
microvilosidades das células primarias, que também ndo foram encontradas nas
células estreladas, observagdo que deve se relacionar com a diferenga de fungdes
entre elas.

O uso da impregnagdo pelo nitrato de prata, em ovarios de pupas, no presente
trabalho, mostrou padrdes diferenciados de coloragdo do nucléolo, entre os
cistocitos e as células intersticiais. Nestas ultimas predomina o padrdo de uma tnica
marcagdo nucleolar. Ja nos cistocitos ha uma ou multiplas marcagdes, de tamanhos
variados, abrangendo, na sua totalidade, uma parte consideravel do nucleo. Essas
marcagdes sdo mais condensadas nos cistocitos em que a cromatina apresenta-se
com um aspecto de granulagdo fina, e vao se tornando mais difusas e espalhadas a
medida em que os cromossomos vdo se visualizando no interior do nucleo. Nos
nicleos em que a membrana ja desapareceu, o material nucleolar aparece sob a
forma de corpusculos arredondados, varidveis em namero e tamanho, aparentemente

associados a diferentes regides cromossomicas, como ja foi mencionado.
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Essa presenga de grandes regides nucleolares é indicativa de atividade
sintética intensa. A correspondéncia entre intensidade de sintese ou atividade dos
genes RNAr e grau de marcagdo pela prata é indicada por estudos em diversos
organismos, como em vertebrados (Howell, 1977; Hofgértner et al., 1979; Buys et
al., 1979 apud Buys & Osinga, 1980) e insetos (Privitera, 1980; Lentzios & Stocker,
1979). Como ja foi mencionado, ocorre sintese de RNA ribossomico (RNAr) em
Aedes, tanto nos oocitos quanto nas células nutritivas, € na fase analisada, neste
trabalho, a literatura informa que ndo é possivel diferenciar esses dois tipos de
células. Assim ndo se pode dizer se essa grande quantidade de RNAr caracteriza ou
ndo os dois tipos de células. Porém, a vista de dados de outros organismos,
acreditamos que essas células ricas em RNATr ja estejam se diferenciando em células
nutritivas. Os nossos resultados, obtidos com a utilizagdo do nitrato de prata,
revelaram uma unica marcagdo densa e pequena numa porcentagem de cistocitos

que corresponde a porcentagem esperada para o numero de odcitos que se

diferenciardo, em relagdo as células nutritivas (1:7). Assim os cistocitos que dardo

origem as células nutritivas ja estariam, nessa fase, em maior atividade sintética, em
relagdo aos cistocitos que dardo origem a odcitos. Nesse caso teriamos um meio de
diferenciar os 2 tipos de células com base neste aspecto.

Na literatura, o estudo da espermiogénese em Ae. aegypti, realizado através
de microscopia eletronica de transmissdo, mostra que o nucleo das espermatogonias
preenche quase toda a célula e possui um nucléolo localizado centralmente ou
levemente acéntrico. No inicio do estddio de pupa, a maioria das espermatogonias
aumenta em tamanho para se tornar espermatdcitos primarios. O nucleo de um
espermatdcito maduro ¢ redondo ou triangular, com um grande nucléolo esférico
(Krafsur & Jones, 1967).

Os resultados da aplicagdo da técnica de nitrato de prata nas células
testiculares, obtidos no presente trabalho, revelaram uma unica marcagdo nucleolar
nos espermatdcitos com nucleos arredondados e “triangulares”. No entanto alguns
nicleos menores apresentaram varias marcagdes nucleolares, indicando alta
atividade sintética. Acreditamos que estes nucleos possam corresponder aos nucleos

de espermatogdnias, visto que estas aumentam em tamanho para se tornarem
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espermatdcitos. Os niicleos em inicio de zigdteno apresentam um nico corpusculo
nucleolar marcado, associado a um s6 cromossomo através de um filamento. Estes
resultados estdo de acordo ao que foi descrito por Motara et al. (1985), que
encontraram um unico corpisculo nucleolar nos nicleos em paquiteno e que,
também apresenta pedunculo. O corpisculo marcado pela técnica de nitrato de
prata, nas células testiculares, pode estar associado aos cromossomos sexuais, assim
como foi visto nos nicleos de ovarios, nesta mesma fase, em preparagdes tratadas
com banda C, onde foi possivel diferenciar esses cromossomos.

Uma tnica marcagdo nucleolar ocorreu na maioria das células interfasicas da
regido cefalica, nas células intersticiais do ovario e na maioria das células
testiculares, sendo, portanto, indicativa da presen¢a de um unico nucléolo nestas
células. No entanto, alguns nucleos da regido cefalica apresentaram duas marcagdes
nucleolares, refletindo, assim, atividade celular diferenciada. Um outro padrio de

marcagdo pela prata foi encontrado em alguns nucleos presentes na regido cefalica e

em nicleos de células testiculares, como ja mencionado, que apresentaram varias

regides coradas, com diferentes intensidades, e de tamanhos variaveis.

A aplicagdo da técnica de impregnagdo pelo nitrato de prata a células em
divisdo tem permitido a localizagdo das regides organizadoras nucleolares (RONs)
em muitos organismos, incluindo alguns insetos, tais como grilos (Garcia et al.,
1997), besouros (Almeida et al., 1997) e triatomineos (Tavares & Azeredo-Oliveira,
1997b). Em outros insetos, porém, como por exemplo em Drosophila, essa
marcacao ndo tem sido obtida.

As tentativas de aplicar a técnica a cromossomos de Ae. aegypti, no presente
trabalho, foram relativamente satisfatorias. Foram marcadas as regides
centroméricas como aconteceu com trabalhos anteriores, realizados no mesmo
organismo, por Motara ef al. (1985) e Wallace & Newton (1987). Mas em algumas
células em divisdo da regido cefalica, o0 cromossomo X mostrou banda de nitrato de
prata que parece estar localizada na mesma posi¢do da banda C intercalar, a qual se
liga o nucléolo, como observamos na analise de células ganglionares dessa regido
(Fig. 17) e em cistocitos do ovario (Fig. 25), reiterando a idéia de que essa regido

contém a RON no organismo analisado.
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A tendéncia da prata corar as regides centroméricas foi inicialmente notada
por Goodpasture & Bloom (1975) em Mus musculus. A natureza precisa do material
corado pela prata nas regides centroméricas ¢ desconhecida, embora, segundo os
resultados de Buys & Osinga (1980) a deposi¢do da prata pode ser devida a grupos
sulfidril de proteinas associadas a essas regides. Utsumi & Takehisa (1974)
encontraram que algumas bandas heterocromaticas eram marcadas pela prata em
cromossomos de plantas e sugeriram que as histonas presentes nas regides
heterocromaticas estavam sendo coradas e que estas diferiam das histonas da
eucromatina. Howell & Denton (1974) aplicaram a técnica de coloragdo pela prata,
com modifica¢des, para corar a heterocromatina do cromossomo 9 humano e
acreditaram que a prata estava reagindo com proteinas ndo histonicas. Outra
explicagdo possivel para a marcagdo nas regides centroméricas de todos os
cromossomos € que a prata estaria corando o cinetocoro, que, na maioria dos

organismos, ¢ um complexo multiprotéico que pode ser visto em microscopia

eletrénica como uma estrutura trilaminar (Alberts, 1994). Segundo Sumner (1990),

esses trabalhos apenas indicaram que as proteinas da heterocromatina sdo distintas
daquelas da eucromatina.

Contudo, ndo se pode descartar algum envolvimento das regides
centroméricas com a sintese do nucléolo. Como vimos na analise do bandamento C,
as regides heterocromaticas, na intérfase, parecem estar todas associadas e essa
associagdo incluiria as regides centroméricas e a regido de banda C intercalar tida
como local portador dos cistrons ribossomicos, ¢ mesmo o material nucleolar.

Em células interfasicas humanas, o nucléolo ¢ frequentemente visto em
associagdo com a heterocromatina dos cromossomos 1 e 9. A prevaléncia de tais
associagdes levou a sugestio de que as regides heterocromaticas desses
cromossomos participem da elaboragdo dos constituintes nucleolares (Stahl et al.,
1976 apud Tuck-Muller, 1984 ). A associagdo entre nucléolo e heterocromatina
também foi relatada em células meioticas (Stahl ez al., 1975; Driscoll et al., 1979).

Motara et al. (1985), utilizando a técnica de impregnagdo pelo nitrato de
prata, obtiveram também, em Ae. aegypti, marcagdes correspondentes as regides

pericentroméricas de todos os cromossomos € uma marcagdo intercalar no
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cromossomo X correspondente a posi¢do da banda C intercalar. Wallace & Newton
(1987), utilizando a mesma técnica, obtiveram marcagdes apenas nas regides
centroméricas de todos os cromossomos desse mesmo organismo.

No presente trabalho, obtivemos ambos os resultados, porém a marcagédo
intercalar no cromossomo X foi encontrada em um pequeno numero de células.

Motara ef al. (1985) atribuiram a coloragdo pela prata, nas 6 regides
centroméricas de todos os 3 pares de cromossomos e na regido intercalar do X, a
heterocromatina. Entretanto o cromossomo Y, pela técnica de bandamento C ndo
mostrou nenhuma marcagdo na regido centromérica € os autores explicaram essa
diferenga pela possibilidade de haver dois tipos de heterocromatina, nesta espécie.

Wallace & Newton (1987) atribuiram a marcac¢do do centromero, em todos
os cromossomos, aos grupos sulfidril de proteinas adjacentes a essa regido. Os
autores descartaram a possibilidade da prata corar os cinetocoros devido a obtengéo

de uma marcagdo unica sobre cada par cromossomico.

No presente trabalho obtivemos marcagdes unicas e duplas sobre cada par

cromossomico. Por exemplo, nas figuras 13C, 17A, 14A-E de ganglios cerebrais e
23A-C de ovario, observamos marcagdes duplas em cada par cromossomico. No
entanto, em outras células tais como na figura 14F de ganglio cerebral e 30E-G de
testiculo, essa marcagdo aparece tnica sobre cada par. O pareamento somatico, que
ocorre com maior ou menor intensidade, pode explicar a presenga de marcagdes
unicas ou duplas, respectivamente, sobre os pares cromossomicos.

Até 1989 a unica informagdo sobre a localizagdo cromossomica da regido
organizadora nucleolar, em Ae. aegypti, era a de que estaria presente em um local
do cromossomo 3 que se cora mais levemente com corantes convencionais,
conhecida como uma regido de constrigdo secundaria (McDonald & Rai, 1970). A
associagdo de constrigdo secundaria e regido organizadora nucleolar ¢ comum em
varios organismos (Henderson ef al., 1972, 1974; Hsu et al., 1975; Pardue & Hsu,
1975), porém, ndo se confirmou para Ae. aegypti nos experimentos de hibridizagao
“In situ”. 2

A localizagdo do organizador nucleolar em um dos bragos do cromossomo X,

como demonstrado, no presente trabalho, pela associagdo do nucléolo a regido de
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banda C intercalar, nos cistocitos de ovario e em nucleos em profase da regido
cefalica, esta de acordo com as observagdes de Kumar & Rai (1990) obtidas por
hibridizagdo “in situ” para genes ribossomicos em cromossomos metafasicos de
ganglios cerebrais da mesma espécie. Em outras espécies de Aedes, a regido
organizadora nucleolar foi encontrada s6 no par 2, s6 no par 3 ou nos pares 1 e 3
(Kumar & Rai, 1990; Marchi & Pili, 1994).

A hibridizagdo “in situ” com uma sonda de DNAr marcada com *4 em
espécies pertencentes a 8 géneros de mosquitos, mostrou que a maioria delas
apresenta um s organizador nucleolar. Os genes ribossomicos estavam situados no
cromossomo 1 na maioria das espécies de Aedes, em Culex quinquefasciatus,
Sabethes cyaneus e Wyeomya smithii; no cromossomo 2 em Ae. mediovittatus e
Haemagogus equinus; e no cromossomo 3 em Armigeres subalbatus e Tripteroides
bambusa. Em Ae. triseriatus, a sonda hibridizou com os cromossomos 1 ¢ 3 € em

Anopheles quadrimaculatus com os cromossomos X e Y, justamente na regido

heterocromatica de ambos o0s cromossomos (kumar & Rai, 1990). Embora a

localizagdo dos genes ribossdmicos ndo seja conhecida para todas as espécies de
mosquitos, os resultados obtidos por Marchi & Pili (1994) e Kumar & Rai (1990),
com hibridizagdo “in situ”, sugerem sua localizagdo preferencial nos cromossomos
sexuais, principalmente dentro de regides heterocromaticas ou adjacentes a ela.

Nos eucariotos superiores, os genes ribossomicos estdo presentes em
multiplas copias em uma ou mais regides dos cromossomos, denominadas regides
organizadoras nucleolares. Ritossa & Spiegelman (1965) foram os primeiros a
estabelecer a relagdo entre o nimero de regides organizadoras nucleolares € o
namero de sitios de grupos génicos ribossdmicos codificando para moléculas de
RNAr 18S e 28S em Drosophila melanogaster. Os genes que codificam RNA
ribossomico 18S, 5,8S, 28S em Ae. aegypti estio agrupados e tém sequéncias
repetidas em “tandem” como todos os outros organismos eucariotos (Gale &
Crampton, 1989). Em Ae. aegypti, o nimero de copias de genes RNAr por genoma
haploide, estimado para o estadio de larva, é de 350 a 500 e cerca de 1200 copias
nas pupas e adultos. Esse aumento foi verificado em fémeas e machos dessa espécie
(Park & Fallon, 1990).
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A estrutura e evolugdo dos genes RNAr em insetos é de grande interesse
devido a propriedades incomuns que tém sido identificadas neste grupo de
organismos. A replicagdo dos genes RNAr parece ser regulada independentemente
do resto do genoma em tecidos de insetos tais como ovario (nas células nutritivas),
bem como em outros tecidos que contém nucleos politénicos ou poliploides, tais
como glandula salivar e corpo gorduroso (Kunz et al., 1982 apud Park & Fallon,
1990).

Em uma célula, o nimero de nucléolos pode corresponder ao numero de
cromossomos portadores de regides organizadoras nucleolares, ou esses
cromossomos podem associar-se para formar um sé nucléolo. Nas preparagdes
metafasicas mitoticas de cromossomos humanos, esse tipo de associagdo € frequente
e € denominada associagdo satélite, por envolver as regides satélites dos
cromossomos acrocéntricos (Ferguson-Smith & Handmaker, 1961). Os

cromossomos associados nas preparagdes metafasicas sdo conectados por filamentos

nucleoprotéicos que se estendem entre as RONSs, ou por restos do nucléolo. Essas

associagdes sdo consideradas remanescentes da relagdo desses cromossomos com 0
nucléolo. Os filamentos que conectam os cromossomos associados contém DNAr
(Henderson et al., 1973).

A demanda celular de grandes quantidades de RNA, esta, muitas vezes,
associada a presen¢a de multinucléolos. No ortoptero Apotetamenus sp. existem 2
RONSs, mas, varios nucléolos pequenos proliferam durante a ovogénese originando
posteriormente um nucléolo bem desenvolvido (Levada, 1992).

No presente trabalho, também encontramos nucléolos miltiplos em cistdcitos
de ovario. Ndo foi possivel estabelecer associagdo desses corpusculos nucleolares
com locais especificos dos cromossomos, porém, em células tratadas com a técnica
de bandamento C, em que houve marcagdo de uma regido intercalar do cromossomo
X, o corpusculo nucleolar, que pelo seu tamanho pode ser considerado o nucléolo
principal, associa-se claramente a essa regido. Essa regido marcada positivamente
com banda C, dista do centromero aproximadamente 1/3 do.comprimento do brago.
Em algumas células em que ¢ possivel ver que essa regido é composta de 2

cromomeros, o corpisculo nucleolar se associa ao mais distal. Essas observagdes
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sugerem, como hipotese, que essa regido seja o organizador nucleolar “principal” e
que nas cé€lulas portadoras de multiplos nucléolos, outras regides possam estar
atuando como organizadores nucleolares secundarios, em virtude de demanda
aumentada de RNA ribossomico para as atividades sintéticas celulares. Nao se
descarta, também, a hipotese de amplificagdo do DNATr.

A ativagdo de organizadores nucleolares secundarios, suposta no presente
trabalho, encontra respaldo em trabalhos realizados com outros organismos como é
o caso, encontrado em glandulas salivares, de espécies do complexo Mulleri de
Drosophila (Bicudo, 1982b).

O aumento da atividade sintética nas RONSs, a ativa¢do de organizadores
nucleolares secundarios ou mesmo a amplificagdo de DNAr, sio mecanismos
reguladores presentes na fase de formagao do odcito em varios organismos (Miller
& Beatty, 1969; Brown & Dawid, 1968; Stahl et al., 1975).

O caso classico de amplificagdo de cistrons ribossdmicos durante a

ovogénese foi descrito em Xenopus, em que ha presenga de um nucléolo nas células

interfasicas e ao redor de 1000 nucléolos nos odcitos, em profase I da meiose
(Brown & Dawid, 1968; Miller & Beatty, 1969).

No que se refere as anomalias cromossomicas observadas, no presente
trabalho, as alteragdes numéricas (poliploidia) podem ter sido ocasionadas pelo uso
da colchicina para bloquear as células na metafase. Porém outras anomalias como
“gaps” e cromossomos morfologicamente alterados podem estar realmente presentes
na populagdo, pois ja foram encontradas anteriormente, na mesma, por Lima-
Catelani & Bicudo (1994) sem uso do alcaldide, tendo sido atribuidas, dada a sua
alta frequéncia, ao uso de inseticidas para o controle populacional do mosquito. No
presente estudo, o niimero e a frequéncia de alteragdes encontradas foi bem menor
que no trabalho de Lima-Catelani & Bicudo (1994), provavelmente devido a
eliminagdo de pulverizagdes ambientais com organofosforados, anteriormente
realizadas pela SUCEN.

Na literatura, foram relatados “satélites”ou elementos cromossomicos extras,
semelhantes as estruturas observadas no presente trabalho, durante a profase, em

mosquitos tais como Orthopodomyia e toxorhynchites (Breland, 1961; Kitzmiller,
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1963), em Psophora signipennis (Mukherjee et al., 1970), e também em Ae.
atropalpus (Rai, 1963) e Ae. vittatus (Rai, 1966). Esses satélites, entretanto, nio
foram encontrados, pelos pesquisadores mencionados, na metafase; Breland (1961)
propds que eles se tornam invisiveis apos a profase devido a extrema condensagio
dos cromossomos metafasicos. No presente trabalho encontramos satélites em
cromossomos metafasicos constituindo, portanto, uma alterag@o rara nesse material.

Nos cromossomos em profase mitdtica de testiculos e ovarios, no presente
trabalho, encontramos quebras, que aparentemente estavam associadas a constri¢ao
secundaria no cromossomo 3. Este tipo de alteragdo foi encontrado, com frequéncia,
em células em cultura de Ae. aegypti e Ae. albopictus que apresentavam um grande
numero de outras anormalidades, por Bianchi et al. (1972b). Uma possivel
explicagdo para sua ocorréncia, € que representem uma por¢do do brago
cromossomico do par 3, quebrado na regido de constrigdo secundaria, que apresenta

maior fragilidade.

De modo geral, os autores reconhecem que as populagdes de Ae. aegypti
podem variar em sua morfologia, ecologia, fisiologia e genética (Machado-Allison
& Craig, 1972, McClelland, 1974 apud Jupp et al., 1991; Trpis & Hausermann,
1975; Tabachnick et al., 1979, 1985; Ballinger-Crabtree et al., 1992). Assim, é
importante aprofundar o conhecimento bioldgico desse culicideo, para se obter
melhores perspectivas de controle e sucesso nas campanhas de erradicagdo. Com
esse objetivo, estudos envolvendo a diferenciagdo de populagdes, bem como a
analise de espécies intimamente relacionadas sdo muito importantes. Conhecimentos
biologicos basicos podem mostrar diferengas que refletem a variabilidade existente

entre populagdes quanto a capacidade vetorial, ndo s6 de Ae. aegypti, mas também

de Ae. albopictus e outras espécies vetores potenciais, e eventualmente contribuir

para o desenvolvimento de métodos visando ao bloqueio da transmissido de virus.

Portanto, esses trabalhos devem ter continuidade.
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V- RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo basico deste trabalho foi o de contribuir para o conhecimento da
biologia de Ae. aegypti. Foram estudados aspectos citogenéticos que auxiliaram na
caracterizagdo cromossomica, bem como da atividade organizadora nucleolar, em
alguns orgdos, abrangendo cérebro, gonadas e tibulos de Malpighi. Analisamos
principalmente amostras de Sdo José do Rio Preto, mas também, algumas amostras
de Franca. As técnicas utilizadas foram a coloragdo com orceina-lacto-acética,
Feulgen e predominantemente nitrato de prata e bandamento C. Os dados

mostraram, basicamente, o seguinte:

1. O bandamento C, em todos os tecidos estudados, revelou um padrio de
heterocromatina, nas células interfasicas comum a todos, constituido por uma tunica
marcagdo C-positiva. As observagdes sugerem que essa marcagdo representa a
jungdo das regides heterocromaticas do todos os cromossomos para o desempenho

de atividades especificas, incluindo, provavelmente a sintese nucleolar.

2. O bandamento C, aplicado aos cromossomos, permitiu diferenciar o
padrao de marcagdo entre Ae. aegypti de Sdo José do Rio Preto e Franca. Os
cromossomos 2, 3 e X apresentaram bandas centroméricas, sendo mais intensamente
evidenciadas nesse ultimo. Uma leve marcagdo centromérica no cromossomo Y foi
encontrada em algumas células de individuos da populagdo de Sdo José do Rio
Preto, porém ndo foi encontrada em nenhum individuo da populagdo de Franca. O
cromossomo X das duas populagdes e o cromossomo Y de todos os individuos
analisados da populagdo de Sdo José do Rio Preto apresentaram uma banda
intercalar em um dos bragos, que variou em intensidade de coloragdo e largura.
Também observamos a presenga, ndo constante, de banda intercalar no cromossomo
3, na regido de constrigdo secundaria. Essa banda foi constatada, até o presente,

somente nessas duas populagdes brasileiras, como mostra a comparagdo desses

dados com os de outras populagdes de Ae. aegypti da Africa, india, Tailandia e

U.S.A., analisadas anteriormente por outros autores. Também foram constatadas,
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nessa comparagdo, diferengas interpopulacionais quanto a presenga ou auséncia de

banda centromérica e intercalar, nos cromossomos sexuais.

3. As células em divisdo dos cistocitos do ovario, submetidas a técnica de
bandamento C, mostraram associa¢do do nucléolo a regido intercalar C-positiva do

cromossomo X, indicando a localizagdo da RON na regido distal dessa banda.

4. As coloragdes com orceina lacto-acética e Feulgen, aplicada aos tubulos de
Malpighi nos permitiram observar diferentes graus de condensagio e organizagdo da
cromatina e tamanhos nucleares, nas células primarias, principalmente

provavelmente refletindo graus de atividade celular diferentes.

5. O uso da impregangdo pelo nitrato de prata revelou uma tnica marcagdo

nucleolar na maioria das células da regido cefalica, nas células intersticiais do

ovario e na maioria das células testiculares, indicando a presenga de um tnico

nucléolo. Alguns nucleos da regido cefalica apresentaram duas marcagdes
nucleolares, indicando provavel atividade celular diferenciada. Outro padrdo de
marcagdo pela prata foi encontrado em alguns nucleos presentes na regido cefalica e
em nucleos de células testiculares. Esses nicleos apresentaram multiplas regides

coradas, com intensidades de coloragdo e tamanhos variaveis.

6- Os tiibulos de Malpighi apresentaram nos nucleos das suas células, uma
grande area marcada, pela técnica de impregnagio pelo nitrato de prata, indicando,
em virtude da grande massa nucleolar, que ela representa, atividade celular intensa,

abrangendo tanto as células primarias como as estreladas.

7. A utilizagdo do nitrato de prata em cistocitos de ovario revelou
basicamente dois padrdes de coloragdo: uma unica marcagdo densa e pequena, ou
multiplas marcagdes abrangendo uma parte consideravel do nicleo. Ambas foram
observadas em porcentagens de cistocitos que correspondem as porcentagens

esperadas para o namero de odcitos que se diferenciardo, em relagdo as células
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nutritivas  (1:7). Assim, admitimos que essa diferenga morfologica possa,

eventualmente, ser utilizada para permitir a diferenciagdo dos dois tipos de células,

nas fases do desenvolvimento anteriores a emergéncia, nas quais essa diferenciagdo

¢ atualmente considerada nio ser possivel.

8. O nitrato de prata aplicado aos cromossomos de Ae. aegypti impregnou as
regides centroméricas dos 6 cromossomos, incluindo o X e o Y, e em algumas
células de alguns individuos, também a regido intercalar do cromossomo X,
correspondente a regido de banda C intercalar. Esses dados reforgaram a idéia de
localizagdo do organizador nucleolar nessa regido heterocromatica intercalar do X.
Além disso, como vimos, tanto em laminas coradas com bandas C (cistocitos) como
com nitrato de prata (regido cefalica) foi possivel observar um corpusculo nucleolar

associado aquela regido, mais especificamente a sua porgado distal.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The aim of the present study was basically to contribute to the knowledge of
Ae. aegypti biology. We studied cytogenetic aspects, comprising chromosomal and
nucleolar characterization, in brain, testes, ovary and Malpighian tubules. The
staining techniques used were lacto-acetic orcein, Feulgen, and mainly Ag-staining
and C-banding. We analysed samples of Ae. aegypti from Sdo José do Rio Preto and
Franca, the former being more numerous than the second.

The data showed basically the following:

1- C-banding technique revealed a single heterochromatic small body in the
interphasic cells of all tissues studied. The observations suggested that the
heterochromatic regions of all chromosomes are joined to constitute the single C-

banded body in interphase cells.

2- The C-banding pattern of the Ae. aegypti population from Sao José do Rio
Preto differred from that from Franca. The chromosomes 2, 3 and X showed
centromeric C-bands. A slightly stained centromeric band in the Y chromosome was
observed in some individuals from Sdo José do Rio Preto, but was absent in the
Franca population. The X chromosome in both populations, and the Y chromosome
of all individuals examined from Sio José do Rio Preto showed an intercalary band
in one of the arms. This band varied in size, width, and staining intensity. An
intercalary band, lying on the secondary constriction of chromosome 3, was also
present in some mosquitoes of both populations. This band has not been reported

previously. The comparison of the present data with data obtained in populations of

Ae. aegypti from Africa, india, Tailandia and U.S.A. also showed differences as to

the presence or absence of the centromeric and interstitial bands in sex

chromosomes.

3- C-banding analysis in ovary cystocytes showed an association of the

nucleolus to the distal region of the intercalary C-band in the X chromosome. This
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observation indicates location of the nuleolus organizer region in that part of the

mentioned band.

4- Lacto-acetic orcein and Feulgen applied to the Malpighian tubules allowed
us to observe different levels of condensation and organization of the chromatin and

different nuclear sizes suggesting different degrees of cell activity.

5- Silver staining in interphase cells was restricted to a single nucleolar body,
in most of the cells from brain and testes and in ovary interstitial cells. Some brain
nuclei showed two stained regions. Another pattern of silver staining was detected
in brain and testis cells that exhibited several stained bodies which varied in staining

degree and size.

6- The nuclei of the Malpighian tubule cells stained with silver nitrate
showed a single large nucleolar body, reflecting’an intense activity in both primary

and stellate cells.

7- Silver staining in ovary cystocytes showed two basic patterns: (1) one

single compact small body and (2) multiple bodies encompassing great nuclear

areas. Their percentages were as expected for the ratio number of oocytes: number

of nurse cells, suggesting the possibility of eventually using such a morphological

difference to recognize both cell types in developmental stages before emergence.

8- Silver nitrate staining in metaphase chromosomes showed centromeric
bands in all of the six chromosomes, including X and Y. In some individuals, the X
chromosome also showed an intercalary band in the same place where an intercalary

C-band was detected.
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