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RESUMO

Os triatomineos sao insetos hemat6fagos de grande importancia para a saude publica, uma vez
que sdo considerados como a principal forma de transmissdo do protozoario Trypanosoma
cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas. Além da importancia epidemioldgica, esses
insetos se destacam em estudos celulares, pois apresentam algumas peculiaridades, como
cromossomos holocéntricos, meiose invertida para 0s cromossomos sexuais e persisténcia
nucleolar durante a meiose. O fenémeno de persisténcia nucleolar € definido pela presenca do
nucléolo ou corpusculos nucleolares durante todas as fases da meiose. Esse fenémeno foi
descrito, até 0 momento, para 24 espécies de triatomineos, dos géneros Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus. No entanto, somente a presenca dessa estrutura nuclear em todas as fases da
meiose ndo garante a sua atividade transcricional. Diante disso, o presente estudo teve como
objetivo descrever a nucleologénese em novas espécies de, pelo menos, sete novos géneros
(Cavernicola, Psammolestes, Dipetalogaster, Eratyrus, Meccus, Mepraia, Nesotriatoma),
com o intuito de analisar se a persisténcia nucleolar é uma sinapomorfia da subfamilia
Triatominae. Além disso, esse trabalho também teve como finalidade avaliar a atividade
nucleolar durante a meiose das espécies Triatoma infestans, Rhodnius montenegrensis e
Panstrongylus megistus, por meio da técnica citoquimica Acridine Orange, com o objetivo de
caracterizar, com base na presenca de RNA, se existe atividade transcricional do material
nucleolar persistente. Todas as 59 espécies analisadas, distribuidas em sete géneros,
apresentaram persisténcia nucleolar durante a meiose, corroborando, portanto, que esse
fendmeno é uma sinapomorfia da subfamilia Triatominae. Por meio do fluorocromo Acridine
Orange, foi verificado que o nucléolo persistente apresenta-se transcricionalmente ativo.
Dessa forma, evidencia-se, pela primeira vez, que o nucléolo estd presente na
espermatogénese de todos o0s triatomineos e que esse material apresenta-se
transcricionalmente ativo, suportando a relacdo entre a persisténcia nucleolar durante a

meiose desses insetos e a formacdo da organela corpo cromatoide.

Palavras chave: Nucléolo, Ciclo nucleolar, Triatomineos, Citoquimica, Corpo cromatoide.
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ABSTRACT

Triatomines are hematophagous insects of great importance for public health, since they are
considered as the main form of transmission of the protozoan Trypanosoma cruzi, etiologic
agent of Chagas disease. Besides the epidemiological importance, these insects stand out in
cellular studies, as they present some peculiarities, such as holocentric chromosomes,
inverted meiosis for sex chromosomes and nucleolar persistence during meiosis. The
phenomenon of nucleolar persistence is defined by the presence of the nucleolus or nucleolar
corpuscles during all phases of meiosis. So far, this phenomenon has been described for 24
triatomine species of the genus Triatoma, Rhodnius and Panstrongylus. However, only the
presence of this nuclear structure in all phases of meiosis does not guarantee its
transcriptional activity. So, the objective of the present study was to describe the
nucleologenesis in new species of at least seven new genera (Cavernicola, Psammolestes,
Dipetalogaster, Eratyrus, Meccus, Mepraia, Nesotriatoma), in order to analyze if nucleolar
persistence is a synapomorphy of the subfamily Triatominae. Besides that, this work had the
purpose to evaluate the nucleolar activity during the meiosis of the species Triatoma
infestans, Rhodnius montenegrensis and Panstrongylus megistus, by means of the
cytochemical technique Acridine Orange, with the objective of characterizing, based on the
presence of RNA, if there is transcriptional activity in the persistent nucleolar material. All 59
species analyzed, distributed in seven genera, presented nucleolar persistence during meiosis,
thus corroborating that this phenomenon is a synapomorphy of the subfamily Triatominae. By
means of the fluorochrome Acridine Orange, the persistent nucleolus has been found to be
transcriptionally active. Thus, it was evident, for the first time, that the nucleolus is present in
the spermatogenesis of all triatomines and that this material is transcriptionally active,
supporting the relationship between nucleolar persistence during the meiosis of these insects

and the formation of the organelle chromatoid body.

Keywords: nucleolus, nucleolar cycle, triatomine, cytochemistry, chromatoid body.
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I. INTRODUCAO
1.1. A doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma doenca parasitaria que atinge cerca de seis a sete milhdes
de pessoas no mundo, sendo a maioria dos casos na América Latina (WHO, 2016). Essa
doenca é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae), e transmitida, principalmente, pelos triatomineos (CHAGAS, 1909),
conhecidos como “vinchucas”, em espanhol ou “barbeiros”, em portugués.

A doenca de Chagas é considerada atualmente endémica para a América Latina,
embora seja cada vez mais encontrada em outras partes do mundo, incluindo paises
anteriormente considerados livres da mesma, como Japdo e Australia (Figura 1), sendo o
aumento global de migra¢6es um dos principais motivos. A transmissdo da doenca de Chagas
para essas areas ndo endémicas pode ser problematica, uma vez que a presenca de vetores
nativos pode auxiliar a transmissdo da infeccdo (PEREZ et al., 2015). Na América Latina, a
doenga de Chagas apresenta o quarto maior impacto social entre todas as doencas infecciosas
e parasitarias, ficando atrds apenas das doencas respiratorias, diarreias e da AIDS
(SCHMUNIS, 1999).

Global distribution of cases of chagas disease, based on official estimates, 2006-2010

Estimated number of T. arus-infected cases

Key: i <s0 900-89 999 50000899999 [ 2900000 Offidally no cases reported

TRENDS in Parasitology

Figura 1. Distribuicdo global dos casos da Doenca de Chagas (PEREZ et al., 2015).
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Os paises das Américas sdo responsaveis pelo maior nimero de publicacGes de artigos
cientificos sobre a doenca de Chagas (Figura 2), o que ndo é surpresa, visto que a doenca é
considerada endémica para 21 paises da regido. Desde 1991, existem iniciativas da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (PAHO) focadas na eliminacao ou reducédo de doencas
negligenciadas, implementando politicas promotoras de pesquisa e desenvolvimento
cientifico, com o suporte dos Ministérios da Saude da Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai e
Uruguai (BERMUDEZ et al., 2016).

Resto do mundo

A‘.

Ameérica do Norte
22%

Europa
23%

Ameérica do Sul
48%

Ameérica Central
2%

Figura 2. Distribuicdo de publicacdes sobre a doenca de Chagas por regido (Adaptada de
BERMUDEZ et al., 2016).

Na atualidade, ja foram descritas 151 espécies de triatomineos, sendo que no Brasil
existem, aproximadamente, 65 espécies distribuidas em 26 Estados (JURBERG et al., 2013;
GARDIM et al., 2014) que, em consequéncia de acGes antropicas, como desmatamento e
gueimadas, estdo migrando para o ambiente domiciliar (intra e peridomicilio), em busca de
abrigo e alimento - processo conhecido como domiciliacdo (DIAS; SCHOFIELD, 1998). Em
relacdo aos padrdes de diversidade, 42 das 65 espécies registradas (64,6%) ocorrem
exclusivamente no Brasil, sendo a Bahia (23) e o Mato Grosso (20) os estados com maior
riqueza de espécies (GALVAO, 2015).
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Duas areas geograficas sdo reconhecidas, de acordo com padrdes de transmissao: a
regido originalmente de risco para a transmissdo vetorial, onde ac¢des de vigilancia ambiental,
entomoldgica e epidemioldgica devem ser concentradas, visando a continuidade da
interrupcdo da transmissdo da doenca pelo T. infestans e por outros vetores passiveis do
processo de domiciliagdo; e a regido da Amazodnia Legal, onde a doenca de Chagas até certo
tempo ndo era reconhecida como problema de satde publica, sendo as a¢des de vigilancia
estruturadas e executadas a partir do reconhecimento das areas preferenciais das diferentes
espécies de vetores prevalentes, e a partir da investigacao de situacGes em que ha evidéncias
ou suspeita de domiciliacdo de alguns vetores (FIOCRUZ, 2013).

Uma vez que ainda ndo existe uma vacina para a cura efetiva da doenca e o
tratamento com os anti-tripanosomatideos (Benznidazol e Nifurtimox) é eficaz apenas na fase
aguda da doenca (que, na maioria dos casos, é assintomatica), a reducdo ou interrupcdo da
transmissdo vetorial é ainda a principal forma de minimizar o nimero de hospedeiros
infectados e diminuir a incidéncia da doenca de Chagas na populacdo (DIAS et al., 2002;
WHO, 2016). Além disso, a existéncia de programas educacionais e de erradicacdo tem
contribuido substancialmente para a alteracdo do quadro epidemioldgico da doenca (IAMAT,
2016).

1.2. Subfamilia Triatominae

Os triatomineos, taxonomicamente, pertencem a Ordem Hemiptera, Subordem
Heteroptera, Familia Reduviidae e Subfamilia Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979).
O numero de espécies e géneros de Triatominae tem mudado constantemente em funcdo de
revisdes e dos novos enfoques e ferramentas com o0s quais 0s estudos s@o realizados.
Atualmente, existem 151 espécies descritas na subfamilia Triatominae (sendo 149 espécies
validas e duas espécies fosseis), compreendidas em 18 géneros e cinco tribos, classificados
principalmente em relacéo a sua morfologia externa (GALVAO, 2014; ALEVI et al., 2016b;
MENDONCA et al., 2016; SOUZA et al., 2016). Além da classificagdo taxondmica cléssica,
os triatomineos também sdo agrupados em complexos e subcomplexos de acordo com sua
morfologia e distribuicdo geografica (LENT; WYGODZINSKY, 1979; SCHOFIELD;
GALVAO, 2009) e, mais recentemente, a partir da filogenia molecular (JUSTI et al., 2014,
2016).

Esses insetos hematdfagos sdo de grande importancia epidemioldgica, uma vez que

sdo considerados como a principal forma de transmissdo do protozoario T. cruzi, agente
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etiologico da doenca de Chagas (NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009). Nas duas ultimas
décadas, os triatomineos se tornaram importantes organismos modelo para estudos
neuroetoldgicos, servindo como base para estudos envolvendo mecanismos de procura do
hospedeiro, reconhecimento de abrigo, ritmos circadianos e preferéncia de microclima,
comunicacdo por ferorménios, formas de aprendizagem, dentre outros topicos (LATORRE-
ESTIVALIS et al., 2013).

Além disso, esses vetores sao importantes modelos biologicos para estudos celulares,
pois apresentam algumas peculiaridades quando comparados aos outros eucariotos, como
cromossomos holocéntricos com cinetocoro difuso, meiose invertida para 0s cromossomos
sexuais e o fendmeno de persisténcia nucleolar durante a meiose (BARTH, 1956; UESHIMA,
1966; TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).

1.3. A persisténcia nucleolar

O fenbmeno de persisténcia nucleolar é caracterizado pela presenca do nucléolo ou
corpusculos nucleolares durante todas as fases da meiose (ALEVI et al.,, 2014a). Esse
comportamento nucleolar é incomum quando comparado aos outros eucariotos, uma vez que
o nucléolo fragmenta-se no final da préfase e s6 é reorganizado no final da anafase/comeco da
telofase (GONZAEZ-GARCIA et al., 1995). Dessa forma, durante as metéafases | e Il ndo é
comum observar material nucleolar disperso no citoplasma, diferente do que foi descrito para
os triatomineos (ALEVI et al., 2014a).

O fenémeno de persisténcia nucleolar para a subfamilia Triatominae foi descrito pela
primeira vez por Tartarotti e Azeredo-Oliveira para as espécies Panstrongylus megistus e P.
herreri, em 1999. Nesse estudo, as pesquisadoras observaram a persisténcia de corpusculos
nucleolares em fases avancadas da meiose (anéfase e telofase). Atualmente 24 espécies de
triatomineos, de trés géneros, tiveram a nucleologénese descrita e apresentaram esse

fendmeno durante a meiose (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies de triatomineos com a nucleologénese descrita que apresentam o

fendmeno de persisténcia nucleolar.

Géneros Espécies Autores
Triatoma Triatoma infestans MORIELLE e AZEREDO-OLIVEIRA,
2007

Triatoma klugi
Triatoma lenti
Triatoma melanocephala
Triatoma melanosoma
Triatoma platensis

Triatoma protracta
Triatoma tibiamaculata

Triatoma vandae
Triatoma vitticeps
Triatoma williami
Triatoma wygodzinskyi
Panstrongylus herreri
(= P. lignarius)
Panstrongylus megistus

Panstrongylus

Rhodnius Rhodnius colombiensis

Rhodnius domesticus

Rhodnius montenegrensis
Rhodnius nasustus
Rhodnius neglectus

Rhodnius neivai
Rhodnius pallescens

Rhodnius pictipes
Rhodnius prolixus
Rhodnius robustus

COSTA et al., 2008
ALEVI etal., 2013b
ALEVIetal., 2013b
BARDELLA et al. 2008
SEVERI-AGUIAR e AZEREDO-
OLIVEIRA, 2005
SEVERI-AGUIAR e AZEREDO-
OLIVEIRA, 2005
SEVERI-AGUIAR e AZEREDO-
OLIVEIRA, 2005
PEREIRA et al., 2015
SEVERI-AGUIAR et al., 2006
PEREIRA et al., 2015
IMPERADOR et al., 2015
TARTAROTTI e AZEREDO-
OLIVEIRA, 1999
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Os estudos encontrados na literatura foram realizados com a técnica citogenética de

impregnacdo por ions prata e sdo focados, principalmente, no comportamento nucleolar

durante a meiose, uma vez que a prata tem afinidade pelas proteinas nucleolares C23
(nucleolina) e B23 (numatrina) (HOWEL; BLACK, 1980). Essa técnica é conhecida ha quase

meio século, sendo usada para marcar as regiées nucleolares, ou seja, o Centro Fibrilar (CF) e
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as Regides Organizadoras Nucleolares (RONs) nos cromossomos que carregam 0s locos
génicos que codificam RNA ribossémico (GOODPASTURE; BLOOM, 1975).

Alevi et al. (2014a) propuseram que esse fendbmeno possa ser uma sinapomorfia da
subfamilia Triatominae, no entanto os autores sugerem que novas espécies e, principalmente,

novos géneros devam ser estudados para confirmar essa hipotese.

1.4. O nucléolo

O nucléolo é uma estrutura nuclear comum a todas as células eucariotas, responsavel
pela biogénese ribossomal, caracterizada por uma série de eventos que envolvem a transcricao
de genes de RNAr, o processamento de RNAs pré-ribossomais e a unido de particulas pré-
ribossomais (SCHEER et al., 1997). Quando observado sob microscopia eletronica de
transmissao, geralmente apresenta trés dominios: os centros fibrilares (CFs), o componente
fibrilar denso (CFD) e os componentes granulares (CGs) (ZATSEPINA et al., 1997). Os CFs
sdo tradicionalmente considerados como sitios de armazenamento de genes ribossémicos nao-
transcritos; o CFD é o sitio de transcricdo desses genes; e 0s CGs sao sitios de maturacdo e
armazenagem das subunidades ribossémicas. A localizacdo dos sitios de transcri¢do ainda é
controversa, sendo que os autores divergem entre os CFs, no limite entre CFs e CFD ou
somente no CFD (FISCHER et al., 1991; CASSEB-HASSAN; AZEREDO-OLIVEIRA,
1999) (Figura 3).

O nucléolo é um compartimento nuclear altamente dindmico, envolvido em multiplas
funcdes e capacitado a responder prontamente as varia¢des das necessidades metabdlicas da
célula (MALATESTA et al., 2011). Em células com um alto grau de producéo de ribossomos,
os nucléolos sdo grandes e complexos; em células com baixa atividade, sdo pequenos e
possuem uma estrutura mais simples (CASSEB-HASSAN; AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).

Os ciclos nucleolares mitoticos e meidticos tem sido extensivamente estudados, sendo
bem estabelecido que a reorganizacdo nucleolar é crucial para a reativacdo da transcricao e
traducio das células-filhas (LEFEVRE, 2008). Além disso, o ciclo nucleolar durante a
gametogénese também é importante para a eliminacao de danos celulares induzidos pela idade

e prolongamento do tempo de vida em leveduras (UNAL et al., 2011).
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Figura 3. Biogénese Ribossomal. A transcricdo do DNAr pela RNA polimerase | pode
ocorrer tanto nos centros fibrilares (CFs) como no limite entre o CF e o componente fibrilar
denso (CFD). Os transcritos de RNA pré-ribossomal sofrem splicing e sdo modificados por
pequenas ribonucleoproteinas nucleolares (snoRNPs) no CFD. A maturacdo final das
ribonucleoproteinas pré-ribossomais e sua unido com as proteinas ribossomais ocorre em sua
maioria na regidao do componente granular (CG). No CG, ocorre a unido entre os RNAr 5.8S e
28S com o transcrito 5S para a formacao da subunidade 60S, enquanto o RNAr 18S sozinho
se une com a subunidade 40S. As subunidades ribossomais 40S e 60S sdo exportadas para o
citoplasma, onde se ligam ao RNAm para a formacdo dos ribossomos funcionais (Adaptada
de BOISVERT et al., 2007).

1.5. As proteinas nucleolares

Uma proteina nucléolo-especifica pode ser definida como uma proteina
especificamente localizada no nucléolo e envolvida na biogénese ribossomal (HERNANDEZ-
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VERDUN, 1991). A funcéo de algumas dessas proteinas sdo parcialmente desconhecidas. Em
alguns casos, a localizagdo diferencial dentro do nucléolo pode ser estabelecida, permitindo
uma correlacdo entre os componentes nucleolares.

A nucleolina (C23) e a numatrina (B23) sdo proteinas nucleolares Ag-NOR positivas,
ou seja, possuem a habilidade de reduzir a prata em condic@es acidas, tornando-se coradas por
ela. A nucleolina é uma proteina que existe em todos o0s eucariotos e encontra-se em altas
concentragdes em nucléolos com biogénese ribossomal ativa. Possui papel na transcricdo de
DNAr, processamento de RNAr e regulacdo da velocidade de producdo de pré-ribossomos.
Localiza-se preferencialmente no CFD, mas certa quantidade é encontrada no CF e CG. A
numatrina, também denominada No38, encontra-se amplamente distribuida nos eucariotos
superiores. Essa proteina € responsavel pelos ultimos estadgios da organizacdo de pré-
ribossomos, estando envolvida no transporte de pré-ribossomos ao citoplasma. Dentro do
nucléolo, localiza-se no CG, mas também em fracOes coradas pela prata que estdo presentes
nos CFs e no CFD (HERNANDEZ-VERDUN, 1991; CARVALHO; RECCO-PIMENTEL,
2013).

A proteina nucleolar fibrilarina foi descrita pela primeira vez no protozoario Physarum
polycephalum, sendo conservada desde as leveduras (denominada NOP1) até os humanos
(HERNANDEZ-VERDUN, 1991). A fibrilarina é de extrema importancia para avaliar se o
nucléolo esté ativo ou inativo, pois o processamento de pré-RNAr, modificacdo de pré-RNAr
e montagem dos ribossomos sdo dependentes dessa proteina (TOLLERVEY et al., 1993).
Essa proteina, localizada no componente fibrilar denso do nucléolo, encontra-se associada
com os RNA pequenos nucleares U3, U8 e U13 (NICOL et al., 2000). Além disso, a
fibrilarina desempenha um papel essencial para o desenvolvimento precoce embrionario
(NEWTON et al., 2003).

1.6. O corpo cromatdide

Toda célula germinativa animal possui um conjunto de material citoplasmatico
conhecido como “nuance”. Em células germinativas masculinas, esse material € mais
comumente referido como corpo cromatdide (PARVINEM, 2005). O corpo cromatdide (CB)
é uma organela citoplasmatica especifica de células reprodutivas (YOKOTA, 2008). Diversos
autores sugerem o papel do CB como um coordenador subcelular de diferentes vias de
processamento do RNA, centralizando o controle pds-transcricional do RNAmM no citoplasma
de células haploides germinativas (PARVINEM, 2005; KOTAJA et al.,, 2006; KOTAJA;
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SASSONE-CORSI, 2007) (Figura 4). Alguns dos componentes moleculares que formam o
CB, como DNAse, RNAse, AcPs, ubiquitina e HSP70, tem sido implicados na funcdo dessa
estrutura como sitio de degradacdo, onde proteinas, DNA e RNAs que ndo sdo mais
necessarios para o processo de espermatogénese sdo degradados (HARAGUCHI et al., 2005).

Em machos, acredita-se que essa organela tenha um papel fundamental na
espermiogénese, atuando na comunicacdo celular entre espermétides e auxiliando na
formacgdo do acrossomo (ALEVI et al., 2013). A localizacdo dessa organela se da em uma
posicdo estratégica proxima ao envoltorio nuclear, corroborando a hipotese da participacéo
dessa estrutura no controle do processo espermatogénico, por meio de mecanismos pos-
transcricionais (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007; NAGAMORI; SASSONE-CORSI,
2008). Em 1907, essa organela foi descrita pela primeira vez na classe Insecta (SCHAFER,
1907).

Até o momento, essa organela ja foi relatada para os géneros Triatoma (SILISTINO-
SOUZA et al., 2012; BORGUETI et al., 2015) e Rhodnius (ALEVI et al., 2016a), sendo
encontrada nas espermatides das espécies estudadas. Porém, a sua origem ainda permanece
incerta. Alguns autores suportam a hip6tese da sua origem a partir de um produto nuclear que
atravessou o complexo de poros para o citoplasma (PARVINEN; PARVINEN, 1979;
PARVINEN et al., 1997). Ja outros acreditam que seu surgimento se deu pelo acimulo de
material do citoplasma inter-mitocondrial das espermatides (FAWCETT et al., 1970) ou,
ainda, a partir de produtos mitocondriais liberados no citoplasma celular (REUNOV et al.,
2000). Atualmente, existe o suporte da teoria de que o CB trata-se de uma estrutura derivada
da fragmentacdo e migracdo de material nucleolar do nucleo para o citoplasma (COMINGS;
OKADA, 1972; PERUQUETTI; AZEREDO-OLIVEIRA, 2009; PERUQUETTI et al., 2008,
2010).

Silistino-Souza et al. (2012) corroboraram essa teoria recente de derivacdo nucleolar
ao identificar, pela primeira vez, a proteina fibrilarina como um dos componentes do CB em
células espermatogénicas de triatomineos. Os autores propdem que a presenca da fibrilarina
seja derivada da fragmentacdo nucleolar e migracdo de algumas de suas proteinas para o
citoplasma das células germinativas masculinas desses individuos. Borgueti e colaboradores
(2015) relataram a presenca dessa proteina nos nucléolos de espermatogonias, sugerindo que a
formagdo do CB inicia-se ainda durante a espermatocitogénese. Além disso, 0s autores
corroboraram a hipotese de inativacdo nucleolar durante a espermiogénese dos triatomineos
(ALEVI et al., 2014b), pois durante essa fase da meiose ndo foi possivel observar marcacdo

pela fibrilarina no nucléolo das espermatides, apenas no CB. Assim, espera-se que a formacao
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do corpo cromatoide esteja envolvida com a atividade transcricional do nucléolo persistente

durante a fase de espermatogénese.
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Figura 4. Representacdo esquematica da atividade transcricional e surgimento do corpo
cromatdide durante a espermatogénese em ratos. A regulagdo transcricional positiva
durante a espermatogénese encontra-se associada com o0 crescimento mitotico das
espermatogonias, inicio da meiose e a entrada na maturacdao celular pds-meidtica. Apos a
meiose, a transcricdo permanece ativa até o silenciamento do genoma haploide das celulas
masculinas germinativas devido a substituicdo de histonas por protaminas. Devido a essa
significativa inibicdo da transcricdo em estagios tardios da maturacdo celular, a estocagem de
RNAmM e regulacédo traducional por proteinas RNA-ligantes possuem um importante papel no
controle da sintese de vérias proteinas das espermatides e espermatozoides. O material que ira
originar a organela corpo cromatoide aparece pela primeira vez durante o paquiteno tardio dos
espermatocitos, anterior a primeira divisdo meio6tica, na forma de estruturas fibrosas
intermitocondriais (em vermelho), que se dispersam ao longo da meiose. O CB é condensado
até a sua forma final imediatamente apds a meiose, permanecendo como uma estrutura
distinta no citoplasma de espermatides arredondadas. Este diminui o seu tamanho e,
posteriormente, desaparece nas espermatides em elongacdo. D: diploteno; L: lepitoteno; P:
paquiteno; PL: pré-lepitéteno; Z: zigoteno (Adaptada de KOTAJA; SASSONE-CORSI,
2007).

1.7. Principais espécies analisadas

A espécie Triatoma infestans (Klug, 1834), de caridtipo 2n = 22 (20A + XY) em
machos, € considerada quase exclusivamente domiciliar, com populacfes silvestres
arboricolas e rupestres encontradas na Bolivia. Possui uma alta importancia vetorial, sendo

considerado o principal vetor do T. cruzi para os humanos no Brasil. Em 1975, o Ministério
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da Saude do Brasil langou um intenso programa de controle da doenca de Chagas, direcionado
primariamente a essa espécie. Como resultado, em 2006, a Comissdo Intergovernamental da
Iniciativa do Cone Sul, da OMS, certificou formalmente que a transmissdo pelo vetor foi
oficialmente erradicada (FERREIRA; SILVA, 2006; GONCALVES et al., 2012). Assim, sua
distribuicdo atual compreende raros focos residuais no Rio Grande do Sul e na Bahia, em
virtude do sucesso dos programas de controle. Fora do Brasil, tem ampla distribuicdo na
América Latina, sendo encontrada na Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai
(GALVAO, 2015).

Com sua distribuicdo voltada para a regido de Ronddnia, Rhodnius montenegrensis
(ROSA et al., 2012), de cariotipo 2n = 22 (20A + XY) em machos, é uma espécie que tem
como habitat as palmeiras da espécie Orbignya phalerata, popularmente conhecida como
babacu. O epiteto montenegrensis € uma referéncia ao municipio de Montenegro, Estado de
Rondbnia, onde os espécimes foram coletados (GALVAO, 2015).

Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), de cariétipo 2n = 21 (18A + X1 X,Y) em
machos, foi a espécie na qual Carlos Chagas encontrou o protozoario Trypanosoma cruzi. Seu
habitat inclui diversas palmeiras, refagios de roedores, edentados, marsupiais € morcegos,
ninhos de aves, ocos de arvores, galinheiros, domicilios e diversas estruturas peridomiciliares.
Sua ampla distribuicdo no Brasil inclui diferentes estados como Alagoas, Bahia, Cear3,
Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas
Gerais, Para (registro histdrico), Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Sergipe e Tocantins. Fora do

Brasil, a espécie é encontrada na Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai.

7/ \

Figura 5. Exemplares das espécies Triatoma infestans (A), Rhodnius montenegrensis (B) e
Panstrongylus megistus (C), e suas respectivas distribuicdes no Brasil (Adaptado de
JURBERG et al., 2014).
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Dessa forma, descrever a nucleologénese de novas espécies e novos géneros e,
principalmente, avaliar se 0 material nucleolar que persiste nesses insetos, durante a meiose,
apresenta atividade transcricional é de extrema importancia para auxiliar na compreensao dos
fendmenos reprodutivos desses vetores, uma vez que este possa estar associado com a
formacdo da organela corpo cromatoide, descrita recentemente para os triatomineos.

O controle das populagdes de vetores é considerado como a principal forma de
minimizar a incidéncia de novos casos chagasicos, sendo os estudos relacionados com 0s
triatomineos de extrema importancia para a saude publica, uma vez que podem gerar
subsidios para auxiliar os programas de controle de vetores na profilaxia da doenca de

Chagas.
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1. OBJETIVOS

a) Descrever a nucleologénese de diferentes espécies incluidas em sete géneros
(Cavernicola, Psammolestes, Dipetalogaster, Eratyrus, Meccus, Mepraia e Nesotriatoma),
por meio de impregnagao por ions prata, com o intuito de analisar se a persisténcia nucleolar é
uma sinapomorfia da subfamilia Triatominae.

b) Analisar a atividade nucleolar durante a meiose das espécies Triatoma
infestans, Rhodnius montenegrensis e Panstrongylus megistus por meio do Fluorocromo
Acridine Orange, a fim de caracterizar, pela presenca de RNA, se o material nucleolar que

persiste durante a meiose apresenta atividade transcricional.
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I1l. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencao, procedéncia e escolha das espécies

Pelo menos dez exemplares machos adultos de cada espécie foram cedidos pelo
“Insetario de Triatominae”, instalado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Campus de
Araraquara, S&o Paulo, sob coordenacdo do Prof. Dr. Jodo Aristeu Rosa; pelo Insetario do
Laboratorio Nacional e Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos, instalado
na FIOCRUZ, Rio de Janeiro, coordenado pelo Dr. José Jurberg; e pelo Insetario do
Laboratorio de Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas, instalado no
CPgRR/FIOCRUZ, Minas Gerais, coordenado pela Dra. Liléia Diotaiuti, sendo todos os
coordenadores também colaboradores do presente projeto.

Para verificar o fendmeno de persisténcia nucleolar foram analisadas 59 espécies,
distribuidas em dez géneros, sendo que sete géneros e 36 espécies nunca haviam sido
descritas na literatura anteriormente (Tabela 2).

As espécies analisadas pela coloracdo com o fluorocromo Acridine Orange (T.
infestans, R. montenegrensis e P. megistus) foram escolhidas de acordo com os resultados
iniciais, que demonstraram que todas as espécies apresentam o mesmo padrdo de
comportamento nucleolar durante a espermatogénese. Além disso, 0s géneros Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus sé@o considerados epidemiologicamente os mais importantes da
subfamilia Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979).

Tabela 2. Géneros e respectivas espécies de triatomineos nos quais o fenbmeno de

persisténcia nucleolar foi analisado e descrito no presente estudo.

Géneros Espécies
Cavernicola Cavernicola pilosa
Dipetalogaster Dipetalogaster maxima

Eratyrus Eratyrus cuspidatus
Meccus Meccus pallidipennis
Meccus longipennis
Mepraia Mepraia spinolai
Nesotriatoma Nesotriatoma bruneri
Triatoma Triatoma arthurneivai

Triatoma baratai
Triatoma brasiliensis
Triatoma brasiliensis

macromelasoma
Triatoma carcavalloi

Triatoma circummaculata




Triatoma costalimai
Triatoma delponteli
Triatoma dimidiata
Triatoma garciabesi
Triatoma guasayana
Triatoma guazu
Triatoma infestans*
Triatoma juazeirensis
Triatoma jurbergi
Triatoma klugi*
Triatoma lectularia
Triatoma lenti*
Triatoma maculata
Triatoma matogrossensis
Triatoma melanica
Triatoma melanocephala*
Triatoma melanosoma*
Triatoma petrochiae
Triatoma platensis™
Triatoma protracta*
Triatoma pseudomaculata
Triatoma pintodiasi
Triatoma rubrovaria
Triatoma sherlocki
Triatoma sérdida
Triatoma tibiamaculata*
Triatoma vandae*
Triatoma vitticeps*
Triatoma williami*
Triatoma wygodzinskyi*

Panstrongylus Panstrongylus lignarius*
Panstrongylus megistus*
Psammolestes Psammolestes tertius
Rhodnius Rhodnius brethesi

Rhodnius colombiensis*
Rhodnius domesticus*
Rhodnius ecuadoriensis
Rhodnius milesi
Rhodnius montenegrensis®
Rhodnius nasustus™
Rhodnius neglectus*
Rhodnius neivai*
Rhodnius pallescens*
Rhodnius pictipes*
Rhodnius prolixus*
Rhodnius robustus*
Rhodnius stali

*Espécies com a nucleologénese ja descrita na literatura

34
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3.2. Orgéo analisado

Foram analisados os tubulos seminiferos de pelo menos dez machos de cada espécie
de triatomineo. Foram escolhidos para estudo os testiculos de machos adultos, pois a
espermatogénese dos individuos da ordem Hemiptera continua na fase adulta, onde se podem
observar os diferentes estadgios da espermatogénese (espermatocitogénese, meiose e
espermiogénese).

Os triatomineos apresentam um numero fixo de sete tibulos seminiferos, de diferente
composicao de acordo com o género. Machos do género Rhodnius apresentam cinco tabulos
curtos e dois longos; os do género Triatoma possuem trés curtos, dois médios e dois longos; e
em Panstrongylus os sete tdbulos possuem tamanho uniforme (SCHREIBER et al., 1968).

3.3. Processamento do material bioldgico

Inicialmente os insetos foram adormecidos em congelador e, posteriormente, fixados
com alfinetes pela regido posterior do cefalotérax (escutelo), em uma placa de Petri contendo
parafina solida. Para facilitar o acesso aos testiculos, as asas e 0s membros locomotores foram
retirados com o auxilio de uma pinca. Sob o microscopio estereoscopico, as laterais do
abdome e os conexivos foram cortados com uma tesoura pontiaguda. A regido antero-dorsal
do exoesqueleto abdominal foi parcialmente retirada, expondo o interior da regido abdominal.
A fim de prosseguir com a retirada dos testiculos, gotejou-se solucédo fisioldgica (Demerec)
sob 0 abdome exposto, sendo entdo retirado o par de testiculos, localizados na porcao anterior

do hemocelo (Figura 6).

Figura 6. Vista dorsal de um triatomineo (JURBERG et al., 2014).
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3.4. Fixacao dos tubulos seminiferos

Apbs a disseccdo, os testiculos (Figura 7) foram transportados para a solugédo
fisiologica (Demerec), onde foi realizada a limpeza e individualizagdo dos tubulos
seminiferos (Figura 8). Posteriormente, cada testiculo foi colocado em um recipiente de vidro
contendo trés partes de metanol para uma de acido acético (3:1), e conservado no freezer a -
20°C.

Figura 7. Abdome de um triatomineo exposto (A) para a retirada dos testiculos (setas).
Esquema de um abdome de Mepraia spinolai dissecado (B) (Esl, espiraculo; T, testiculo; Pt,
foliculos testiculares; Cd, canal deferente; Ga, glandula acessoria; IX, pigoforo ou 9°
segmento abdominal) JURBERG et al., 2014).

Figura 8. Testiculo retirado do abdome (A) e tdbulos seminiferos individualizados (B).
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3.5. Preparo usual das laminas

Os tubulos seminiferos foram retirados da solucdo fixadora e colocados em uma
lamina limpa, onde foram realizados dois banhos de agua destilada, por cinco minutos cada.
Posteriormente, é acrescentada uma gota de acido acético 45%, durante 10 minutos. Apos
esse periodo, o tubulo seminifero é dilacerado e, sobre esse material, € colocada uma laminula
para a realizacdo do esmagamento celular. A remocéo da laminula ocorreu em nitrogénio

liquido, com o auxilio de um estilete.

3.6. Técnicas citogenéticas convencional e molecular
3.6.1. Impregnacao por ions prata (HOWELL; BLACK, 1980)

Principio da técnica: A técnica impregnacdo por ions prata € um dos métodos classicos para
a identificacdo das Regibes Organizadoras Nucleolares (RONSs), nos cromossomos
metafasicos, e das areas nucleolares, nos nucleos interfasicos. A prata tem afinidade as
proteinas associadas ao RNAr transcrito nos sitios de DNAr, tanto naqueles
transcricionalmente ativos quanto naquelas que ja transcreveram, sendo as proteinas B23
(numatrina) e C23 (nucleolina) as principais proteinas nucleolares a se impregnar. Enquanto a
C23 indica a presenga da cromatina descondensada ligada a RON, a B23 indica a localizagéo
dos precursores ribossomais (OCHS; BUSCH, 1984; CASSEB-HASSAN; AZEREDO-
OLIVEIRA, 1999). Diante disso, a aplicacdo da técnica de impregnacdo por ions prata

permite o estudo da nucleologénese nos eucariotos.

3.6.2. Fluorocromo Acridine Orange (VIDAL, 1987)

Principio da técnica: O fluorocromo Acridine Orange ou Alaranjado de Acridina é um
corante metacromatico, o qual fornece emissdes fluorescentes de diferentes cores para DNA e
RNA. Ao se ligar eletrostaticamente aos grupamentos fosfatos dos acidos nucléicos (RNA ou
DNA fita simples), esse fluorocromo produz uma coloragdo vermelha, mas quando
intercalado com a dupla-hélice do DNA, gera uma coloracdo verde/amarela fluorescente

quando excitado por luz azul.
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3.7. Forma de analise dos resultados

Os materiais submetidos a técnica de impregnacdo por ions prata foram analisados ao
microscopio de luz Jenaval (Zeiss), acoplado a cadmera digital e ao sistema analisador de
imagens Axio Vision LE 4.8 (Copyright ©2006-2009 Carl Zeiss Imaging Solutions Gmb H),
com aumento de 1000 vezes. Os materiais submetidos a técnica citogenética molecular de
Acridine Orange foram analisados em microscopia confocal a laser (ZEISS LSM 710, 2010),
no Centro de Microscopia e Microanalise (UNESP/IBILCE, Campus de Sdo José do Rio
Preto/SP), sob a supervisao da Profa. Dra. Patricia Simone Leite Vilamaior.
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IV. RESULTADOS

Os resultados seréo apresentados na forma de trés artigos.

4.1. Artigo | (Publicado na revista Genetics and Molecular Research)

MADEIRA, F. F.; LIMA, A. C. C.; ROSA, J.A.; AZEREDO-OLIVEIRA. M. T. V.; ALEVI,
K. C. C. Nucleolar persistence phenomenon during spermatogenesis in genus Meccus
(Hemiptera, Triatominae). Genetics and Molecular Research, v. 15, n. 01, 2016.

Nucleolar persistence phenomenon during spermatogenesis in genus Meccus

(Hemiptera, Triatominae)

Fernanda Fernandez Madeira, Anna Claudia Campaner Lima, Jodo Aristeu Rosa, Maria
Tercilia Vilela Azeredo Oliveira and Kaio Cesar Chaboli Alevi

ABSTRACT

The Triatominae subfamily consists of 150 species in 18 genera, grouped into six tribes. In
cytogenetics, triatomines are important biological models because they have holocentric
chromosomes and nucleolar persistence in meiosis. The phenomenon of nucleolar persistence
has been described for 23 species of triatomine in three genera: Triatoma, Rhodnius, and
Panstrongylus. However, new species and genera should be analyzed to assess whether
nucleolar persistence is a peculiarity of Triatominae. Thus, this study aimed to analyze
nucleolar behavior during spermatogenesis of Meccus pallidipennis and M. longipennis,
focusing on the nucleolar persistence phenomenon. Through the analysis of spermatogenesis,
more specifically of meiotic metaphase, we observed the phenomenon of nucleolar
persistence in M. pallidipennis and M. longipennis, represented by remnants of nucleolar
material in metaphase. Thus, although nucleologenesis of new species, and, especially, new
genera, should be analyzed, this study confirms for the first time the phenomenon of nucleolar
persistence in the genus Meccus. Therefore, we emphasize the importance of new studies in
this area in order to assess whether this phenomenon is truly a synapomorphy of these

hematophagous insects.
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INTRODUCTION

The triatomines (Hemiptera: Reduviidae) are included in the subfamily Triatominae
(Lent and Wygodzinsky, 1979). To date, 150 species in 18 genera have been described (Alevi
et al., 2015a). The importance of the triatomines in parasitology is due to these insects being
transmitters of the etiologic agent of Chagas disease, Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) (Tavares and Azeredo-Oliveira, 1996), a flagellate parasite that infects
many mammals, including humans (Dias et al., 2002).

In cytogenetics, triatomines are important biological models because they have
holocentric chromosomes, which have diffuse kinetochores. Furthermore, these insects also
undergo an unusual form of meiosis in which the segregation of sex chromosomes is post-
reductional (Barth, 1956; Ueshima, 1966). In addition, these insects have nucleolar
persistence during spermatogenesis (Tartarotti and Azeredo-Oliveira, 1999). Chromosome
data are being applied in the taxonomy of these vectors (Alevi et al., 2013a, 2013b, 2013c,
20144, 2014b, 2015b, 2015c).

Nucleolar persistence is defined by the presence of the nucleolus or nucleolar
corpuscles during meiotic metaphase. This phenomenon has been described for 23 species of
triatomine within the genera Triatoma (Severi-Aguiar and Azeredo-Oliveira 2005; Severi-
Aguiar et al., 2006; Morielle and Azeredo-Oliveira, 2007; Bardella et al., 2008; Costa et al.
2008; Alevi et al. 2013d; Borgueti et al., 2015; Pereira et al., 2015), Rhodnius (Morielle and
Azeredo-Oliveira, 2004; Morielle and Azeredo-Oliveira, 2007; Alevi et al., 2014c), and
Panstrongylus (Tartarotti and Azeredo-Oliveira, 1999). However, new species and genera
should be analyzed to assess whether nucleolar persistence is really a peculiarity of the
Triatominae subfamily.

The genus Meccus was proposed for Conorhinus phyllosoma. By means of the
cladodios, the rostrum, and the insertion of antennae, Meccus was considered synonymous
with Triatoma (Pinto, 1927). After conducting laboratory studies, Mazzotti and Osorio (1942)
proposed that three species of Triatoma should be considered as subspecies of T. phyllosoma.
On the basis of unequal size in respect to Triatoma species, Carcavallo et al. (2000) proposed
revalidation of the genus Meccus. The proposed revalidation of the genus was confirmed by
Hypsa et al. (2002) based on molecular systematics. Currently the genus consists of six
species, M. phyllosomus, M. pallidipennis, M. picturatus, M. longipennis, M. mazzotti, and M.
bassolsae (Galvéo et al., 2003).

Meccus longipennis is considered the main species of the Meccus complex and is
responsible for the transmission of T. cruzi in West Mexico (Lozano-Kasten et al., 2008). This
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species is founded in both domestic and wild ecotopes (WHO, 2002; Martinez-lbarra et
al.,2003) and presents a high capacity to colonize human dwellings (Espinoza-Gémez et al.,
2002). Meccus pallidipennis is also considered to be an important vector of Chagas disease,
since it is responsible for 74% of the vectorial transmission to humans in Mexico (Ibarra-
Cerdefia et al., 2009). Its distribution has been associated with different degrees of invasion in
human dwellings (Ramsey et al., 2003; Martinez-Ibarra et al., 2011).

Thus, in order to evaluate whether nucleolar persistence is a peculiarity of the
Triatominae subfamily, the aims of present study were to analyze nucleolar behavior during
spermatogenesis of M. pallidipennis and M. longipennis, focusing on the phenomenon of

nucleolar persistence.

MATERIAL and METHODS

Seminiferous tubules of five adult males of M. pallidipennis and M. longipennis (from
the "Triatominae Insectarium” installed in Araraquara city, Sao Paulo, Brazil), after being
shredded, squashed, and fixed on a cover slip in liquid nitrogen, were stained by silver ion
impregnation (Howell and Black, 1980). The biological material was analyzed with a Jenaval
light microscope coupled to a digital camera and an image analyzer Axio Vision LE 4.8 (Carl

Zeiss Imaging Solutions Gmb H). The images were magnified by a factor of 1000X.

RESULTS
Through the analysis of spermatogenesis, more specifically, of the meiotic metaphase,
we observed nucleolar persistence in M. pallidipennis (Figure 1) and M. longipennis, which

was represented by remnants of nucleolar material in metaphase (Figure 1, arrow).
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Figure 1. Metaphase | of Meccus pallidipennis. Note the nucleolar persistence (arrow). Bar:
10 pm.

DISCUSSION

Spermatogenesis consists of three different phases: spermatocytogenesis, which is a
phase of proliferation; meiosis, which is the multiplication phase; and spermiogenesis, which
is the differentiation phase (Johnson et al., 1997). Both species of Meccus analyzed (M.
pallidipennis and M. longipennis) presented the phenomenon of nucleolar persistence during
meiosis. It is believed that the persistence of the nucleolus or nucleolar remnants during
meiosis in triatomines is an important transcription factor that accumulates mRNA in the
cytoplasm or in the formation of a chromatoid body (CB) (Borgueti et al., 2015).

Severi-Aguiar and Azeredo-Oliveira (2005) and Alevi et al. (2014d) showed that the
nucleolus, although present during spermiogenesis in insects, is inactivated by epigenetic
factors. Recently, Silistino-Souza et al. (2012) and Borgueti et al. (2015) described the
cytoplasmic organelle CB in the triatomines. Thus, although further studies should be
conducted, we believe that the entire mRNA transcript is stored in the CB during nucleolar
persistence in meiosis, and that this organelle is responsible for the differentiation of
spermatids to sperm cells (Alevi et al., 2014d; Borgueti et al., 2015).
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Thus, although nucleologenesis of new species, and, especially, new genera, should be
analyzed, this study confirms for the first time the phenomenon of nucleolar persistence in the
genus Meccus. Therefore, we emphasize the importance of new studies in this area in order to

assess Whether this phenomenon is truly a synapomorphy of these hematophagous insects.
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Abstract

All species of triatomines are considered potential vectors of Chagas disease and the
reproductive biology of these bugs has been studied by different approaches. In 1999,
nucleolar persistence during meiosis was observed in the subfamily for the first time.
Recently, it has been observed that all species within the genus Rhodnius exhibit the same
phenomenon, suggesting that it may be a synapomorphy of the triatomines. Thus, this article
aims to analyze the nucleolar behavior during spermatogenesis of 59 triatomine species. All
analyzed species exhibited nucleolar persistence during meiosis. Recently, it has been
suggested that nucleolar persistence may be fundamental for the spermatogenesis of these
vectors, since it is related to the formation of the chromatoid body. Therefore, we emphasize
that this phenomenon is a peculiarity of the Triatominae subfamily and that further studies are

required to analyze whether the nucleolar material that persists is active.

Key Words: nucleolus; meiosis, Triatominae subfamily



50

Short Report

The Triatominae subfamily is composed of 150 species (148 living species and two
fossils), grouped into 18 genera and five or six tribes. All triatomine species are considered
potential vectors of Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease.

Chagas disease is a neglected disease that has no cure. The main way to minimize the
incidence of this disease in human populations is through vector control.! It is estimated that
more than 5 million people are infected by T. cruzi, the parasite that causes Chagas disease,
and that 70 million still live at risk, which places this illness among the most serious parasitic
diseases in the world.? Thus, improving the knowledge on several fields on triatomine vector
potentiality (such as ecology® and biology®) may provide important information for control
measures.

The reproductive biology of these bugs has been studied by different approaches, such
as cytogenetic,* structural,® and ultrastructural® analysis. Furthermore, the spermatogenesis of
the triatomines is characterized as cystic,>® and it has been suggested that, during imaginal
molt (transition from the fifth instar nymph to adult), the cell division is disrupted, aiming to
reduce energy costs, and the differentiation into sperm is stimulated to ensure the paternity of
the adult male.’

In 1999, Tartarotti and Azeredo-Oliveira,® while studying the spermatogenesis of
Panstrongylus megistus and Panstrongylus herreri (= Panstrongylus lignarius), noted that
these triatomines exhibited a different nucleolar behavior than the one described for other
eukaryotes: the nucleolus persisted during all stages of meiosis. The authors characterized this
phenomenon as nucleolar persistence.

Recently, Alevi and others® have observed that all species within the genus Rhodnius

feature nucleolar persistence during meiosis as well, and they suggested that analyses of the
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nucleolar behavior should be carried out in a large range of species of triatomines to examine
whether that characteristic is a synapomorphy of the Triatominae subfamily.

Thus, this article aims to analyze the nucleolar behavior during spermatogenesis of 59
triatomine species to determine whether nucleolar persistence occurs in all bugs of the
Triatominae subfamily.

We analyzed at least two adult male specimens of each species (Cavernicola pilosa,
Psammolestes tertius, Rhodnius brethesi, Rhodnius colombiensis, Rhodnius domesticus,
Rhodnius ecuadoriensis, Rhodnius milesi, Rhodnius montenegrensis, Rhodnius nasutus,
Rhodnius neglectus, Rhodnius neivai, Rhodnius pallescens, Rhodnius pictipes, Rhodnius
prolixus, Rhodnius robustus, Rhodnius stali, Dipetalogaster maxima, Eratyrus cuspidatus,
Meccus pallidipennis, Meccus longipennis, Mepraia spinolai, Nesotriatoma bruneri (=
Nesotriatoma flavida), Panstrongylus lignarius, Panstrongylus megistus, Triatoma
arthurneivai, Triatoma baratai, Triatoma brasiliensis, Triatoma brasiliensis macromelasoma,
Triatoma carcavalloi, Triatoma circummaculata, Triatoma costalimai, Triatoma delpontei,
Triatoma dimidiata, Triatoma garciabesi, Triatoma guasayana, Triatoma guazu, Triatoma
infestans, Triatoma juazeirensis, Triatoma jurbergi, Triatoma klugi, Triatoma lectularia,
Triatoma lenti, Triatoma maculata, Triatoma matogrossensis, Triatoma melanica, Triatoma
melanocephala, Triatoma petrochiae, Triatoma platensis, Triatoma protracta, Triatoma
pseudomaculata, Triatoma pintodiasi, Triatoma rubrovaria, Triatoma sherlocki, Triatoma
sordida, Triatoma tibiamaculata, Triatoma vandae, Triatoma vitticeps, Triatoma williami,
Triatoma wygodzinskyi) that were provided by the “Insetario de Triatominae,” from
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, S&o Paulo,
Brazil, and by the “Insetario do Laboratorio Nacional e Internacional de Referéncia em

Taxonomia de Triatomineos,” from Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil. The bugs
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were dissected, the testicles were removed, the slides were mounted through cell squashing,
and stained through silver impregnation.*

The analysis of the nucleolar behavior during the meiosis of these bugs has
highlighted that all species feature the nucleolar persistence phenomenon. Therefore, as the
observed results were the same for all triatomines, we represent the nucleologenesis (Figure
1A-D) and the nucleolar persistence phenomenon (Figure 1C and D, arrow) with D. maxima.
Our results are in agreement with the initial works carried out for the Triatoma,** " Meccus,*®

Rhodnius,®* and Panstrongylus® genera, which likewise have exhibited this phenomenon

during spermatogenesis of these vectors.
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Figure 1: Nucleologenesis of Dipetalogaster maxima. Note the nucleolar persistence

phenomenton (arrow). Bar: 10 um.
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Recently, it has been suggested that the nucleolar persistence can be essential for the
spermiogenesis of these vectors, since during this differentiation stage, the nucleolus—
although present - is inactive by epigenetic factors, and the chromatoid body (CB) is an
essential organelle to supply all the transcriptional activity required for spermiogenesis.?
Thus, it has been suggested that the nucleolus that persists during meiosis can be a structure
responsible for forming the CB, because if it is active, all the transcribed RNA is directed to
the formation of the CB."’

Therefore, we describe the nucleolar persistence as a synapomorphy of the triatomines
and suggest that further analysis should be conducted to assess whether the persistent
nucleolus is really active, thus clarifying the importance of the persistence of the nucleolus for

spermatogenesis of these vectors of Chagas disease.
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ABSTRACT

The subfamily Triatominae currently consists of 151 species, all of great importance for
public health, since they are considered potential vectors of the protozoan Trypanosoma cruzi,
etiologic agent of Chagas' disease. In addition to their epidemiological importance, these
insects are considered important biological models for cell studies, since they have peculiar
characteristics in their cells, such as the persistence of the nucleolus during meiosis. This
phenomenon, first described in triatomines in 1999, is characterized by the presence of
nucleolus or nucleolar corpuscles during all phases of meiosis. So far, this phenomenon has
been described for 59 species of triatomines, distributed in ten genera. All the knowledge of
this phenomenon is restricted to the presence of the nucleolus during meiosis, so the present
work aimed to analyze if this persistent nucleolar material has transcriptional activity. The
analysis of the meiotic metaphases of the species Triatoma infestans, Rhodnius
montenegrensis and Panstrongylus megistus by the fluorochrome Acridine Orange made it
possible to characterize the presence of RNA in the remaining nucleolar material. So, it was

demonstrated for the first time that the nucleolar material persistent during triatomine meiosis
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is transcriptionally active, supporting the hypothesis of a relationship between nucleolar
persistence during the meiosis of these insects and the formation of the organelle chromatoid
body, which is responsible for the support of all transcriptional activity during

spermiogenesis.

SHORT COMMUNICATION

The triatomines belong to the Hemiptera order, Heteroptera suborder, Reduviidae
family and Subfamily Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979). There are currently 151
species described in the subfamily Triatominae (149 valid species and two fossil species),
comprised of 18 genera and five tribes (GALVAO, 2014; ALEVI et al., 2016b; MENDONGCA
et al., 2016; SOUZA et al., 2016), being all susceptible to infection by the protozoan
Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) and thus considered as potential
vectors of Chagas' disease (NOIREAU et al., 2009).

These vectors are important biological models for cell studies, as they present some
peculiarities when compared to other eukaryotes, such as holocentric chromosomes with
diffuse kinetochore, inverted meiosis for sex chromosomes and nucleolar persistence during
meiosis (BARTH, 1956; UESHIMA, 1966; TARTAROTTI e AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).

The phenomenon of nucleolar persistence is characterized by the presence of the
nucleolus or nucleolar corpuscles during all phases of meiosis (ALEVI et al., 2014a). This
nucleolar behavior is uncommon when compared to other eukaryotes, since in the
nucleologenesis of eukaryotes the nucleolus fragments at the end of the prophase and is
reorganized only at the end of the anaphase/beginning of the telophase (GONZAEZ-GARCIA
et al., 1995). This phenomenon has also been observed in several other organisms, such as
carcinogenic embryonic cells (SHELDON et al., 1981), in mitosis of the parasite Giardia
lamblia (LARA-MARTINEZ et al., 2016), meristematic mung bean cells (VAUGHAN and
Braselton, 1985), and some aquatic species of Heteroptera (CASTANHOLE et al, 2008;
PEREIRA et al, 2015).

To date, 59 species of triatomines, distributed in ten genera - Cavernicola,
Dipetalogaster, Eratyrus, Meccus, Mepraia, Nesotriatoma, Psammolestes (MADEIRA et al.,
2016), Rhodnius (MORIELLE; AZEREDO-OLIVEIRA, 2004; MORIELLE-SOUZA;
AZEREDO-OLIVEIRA, 2007; ALEVI et al.,, 2014a), Panstrongylus (TARTAROTTI,
AZEREDO-OLIVEIRA, 1999) and Triatoma (SEVERI-AGUIAR; AZEREDO-OLIVEIRA,
2005; 2006; MORIELLE-SOUZA; AZEREDO-OLIVEIRA, 2007; BARDELLA et al., 2008;
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COSTA et al., 2008; ALEVI et al., 2013b; IMPERADOR et al., 2015; PEREIRA et al., 2015)
- had their nucleologenesis described and presented this phenomenon during meiosis,
confirming the nucleolar persistence as a synapomorphy of the subfamily Triatominae
(MADEIRA et al., 2016).

All studies in the literature involving the nucleolar persistence phenomenon in
triatomines are mainly focused on the nucleolar behavior during meiosis and are performed by
the silver ion impregnation cytogenetic technique, since silver has affinity for the nucleolar
proteins C23 (Nucleolin) and B23 (Numatrine) (HOWEL and BLACK, 1980). Thus, as the
knowledge of this phenomenon during meiosis is restricted only to the presence of the
nucleolus, this study aimed to evaluate if the persistent nucleolar material is in transcriptional
activity.

As all triatomine species studied so far showed nucleolar persistence (MADEIRA et
al., 2016), five adult males belonging to three genera of triatomines (Triatoma infestans,
Rhodnius montenegrensis and Panstrongylus megistus) were used to represent the subfamily
Triatominae, once that these genera are considered the most important epidemiologically
(LENT; WYGODZINSKY, 1979).

The species were supplied by the "Insetario de Triatominae”, installed in the
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAR/UNESP), Araraquara, S&o Paulo. After
separation and fixation of the seminiferous tubules, slides with the biological material were
prepared by cellular squashing technique and stained with the fluorochrome Acridine Orange
(VIDAL, 1987), which allows the distinction between DNA in green/yellow and RNA in red.
The images were obtained by laser confocal microscopy (ZEISS LSM 710, 2010), increasing
by 63x.

Through the analysis of the meiotic metaphases, it was possible to characterize the
presence of RNA (Figures 1A, B - arrows) in the persistent nucleolar material, making it
possible to emphasize that the nucleolus that persists during triatomine meiosis is in

transcriptional activity
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Figure 1. Meiotic metaphases of the species Triatoma infestans (A), Rhodnius

montenegrensis (B) and Panstrongylus megistus (C). Note the presence of RNA in nucleolar

material (arrows) in red and DNA in chromosomes in yellow. Bar: 10 um.

The process of division and differentiation by which spermatozoa are produced in the
seminiferous tubules is called spermatogenesis. It consists of three phases:
spermatocytogenesis or proliferation phase, meiosis or multiplication phase, and
spermiogenesis or differentiation phase (JOHNSON et al., 1997). Until this study, it was
uncertain whether the persistent nucleolus had transcriptional activity during triatomine
meiosis. Thus, through the detection of the presence of RNA in the remaining nucleolar
material, it was possible to confirm that, during the whole peculiar nucleologenesis of
triatomines, the nucleolar material is transcriptionally active, unlike all other eukaryotes
already studied.

This fluorochrome had already been used previously in studies involving triatomines
as, for example, in the real time analysis of salivation of the specie Rhodnius prolixus during
its feeding process (SOARES et al., 2006). Morielle-Souza and Azeredo-Oliveira (2008) also
used this fluorochrome to confirm the presence of RNA/protein complexes in triatomines, by
distinguishing rRNA in red. Although these authors support the hypothesis of post-meiotic
reactivation of the persistent nucleolar material, Alevi et al. (2014b) corroborated the
hypothesis of the absence of post-meiotic transcriptional activity, since the C-band
cytogenetic technique revealed completely heterochromatic rDNA and NOR, suggesting that
they were inactivated by epigenetic factors. Thus, we believe, through the analysis of the
published images, in comparison with our results analyzed in confocal microscopy, that the
red material highlighted in the spermatids by the authors are only cytoplasmic remnants and
not a marking of transcriptional activity proper, corroborating the suggested by Alevi et al.
(2014b).
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Schmid et al. (1982) postulated that the post-meiotic reactivation of rRNA genes is an
ancient evolutionary pattern in male gametogenesis of sexually reproductive organisms, since
it has been detected since primitive cephalocordates (amphioxo Branchiostoma lanceolatum)
and has remained in the vertebrates, mammals or not. However, it seems that the same is not
true for some invertebrates, like triatomines. Since the post-meiotic inactivation in the
triatomines has already been verified, it is suggested that the transcriptional activity of the
persistent nucleolar material is essential for the formation of the cytoplasmic organelle
chromatoid body (CB) (BORGUETTI et al.,, 2015), recently described for these insects
(SILISTINO-SOUZA et al., 2012).

The CB is a cytoplasmic structure originated by the nucleolar material fragmentation
during the initial stages of spermatogenesis (PANIAGUA et al., 1986). This organelle is
potentially involved in important functions of the spermiogenesis process, such as the
acrosome formation, intercellular transport and spermatozoa tail formation (PERUQUETTI et
al., 2008). Its identification occurred for the first time in spermatocytes of rat, mouse, guinea
pig, and several other mammals (BENDA, 1891). In 1907, this organelle was first reported in
the Insecta class (SCHAFER, 1907).

Studies involving the proteic and RNA composition of the CB suggest that the
association between this organelle and mMRNAs leads to the translation repression of the same,
corroborating the hypothesis of CB acts as a form of storage of the information translated in
the spermatogenesis (KOTAJA and SASSONE-CORSI, 2007). In this way, CB would
support the entire process of differentiation during spermiogenesis, once the transcriptional
activity is repressed during this phase (BRAUN 1998; KOTAJA et al., 2006; MEIKAR et al.,
2014). We believe then that similar modes of regulation of transcriptional activity are present
during triatomine spermatogenesis, as has been postulated for yeasts and other multicellular
organisms (JIM and NEIMAN, 2016).

Thus, this study corroborates the relationship between CB formation and the nucleolar
persistence phenomenon that occurs during triatomine meiosis, demonstrating, for the first

time, that the persistent nucleolar material is in transcriptional activity.
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V. DISCUSSAO

A espermatogénese é o processo de divisdo e diferenciacdo pelo qual os
espermatozoides sdo produzidos nos tubulos seminiferos. Constitui-se de trés fases:
espermatocitogénese ou fase de proliferagdo, meiose ou fase de multiplicagéo; e
espermiogénese ou fase de diferenciacdo (JOHNSON et al., 1997).

Geralmente, durante a meiose dos eucariotos, as células cessam a transcricdo de RNAr
na fase de prdfase, ocorrendo a fragmentacdo nucleolar e a migracdo da maior parte das suas
proteinas para o citoplasma, sendo que algumas permanecem associadas as Regifes
Organizadoras Nucleolares (RONs) dos cromossomos. A transcricdo de RNAr é reativada
apenas na anéafase, ocorrendo gradualmente a reorganizagdo do nucléolo (GONZALEZ-
GARCIA et al., 1995). Entretanto, Tartarotti e Azeredo-Oliveira (1999) observaram em
triatomineos resquicios do material nucleolar durante todas as fases da divisdo meidtica,
caracterizando o fendmeno de persisténcia pela primeira vez nesses insetos.

Até o momento, o fendmeno de persisténcia nucleolar havia sido descrito para apenas
24 espécies de triatomineos, incluindo os géneros Triatoma (SEVERI-AGUIAR; AZEREDO-
OLIVEIRA, 2005; 2006; MORIELLE-SOUZA; AZEREDO-OLIVEIRA, 2007; BARDELLA
et al., 2008; COSTA et al., 2008; ALEVI et al., 2013a; IMPERADOR et al., 2015; PEREIRA
et al., 2015), Rhodnius (MORIELLE; AZEREDO-OLIVEIRA, 2004; MORIELLE-SOUZA,
AZEREDO-OLIVEIRA, 2007; ALEVI et al., 2014a), e Panstrongylus (TARTAROTTI;
AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).

Alevi et al. (2014) sugerem a realizagdo de novos estudos citogenéticos, por meio da
impregnacdo por ions prata, a fim de descrever o fendmeno para os outros 15 géneros da
subfamilia. No presente estudo, a analise do comportamento nucleolar por meio dessa técnica,
durante a meiose de 59 espécies, incluidas em sete géneros (Cavernicola, Psammolestes,
Dipetalogaster, Eratyrus, Meccus, Mepraia e Nesotriatoma), permitiu corroborar a hipotese
de que todas as espécies apresentam o fendémeno de persisténcia nucleolar, sendo os
resultados observados semelhantes para todos os triatomineos. Dessa forma, os resultados do
presente estudo permitiram a descricdo da persisténcia nucleolar como uma sinapormorfia da
subfamilia Triatominae.

O fenébmeno de persisténcia do material nucleolar ja foi verificado anteriormente em
diversos outros organismos e tipos celulares, como em células embrionarias carcinogénicas
(SHELDON et al., 1981), na mitose do parasito Giardia lamblia (LARA-MARTINEZ et al.,
2016) e de celulas meristematicas do feijdo-mungo (VAUGHAN e BRASELTON, 1985), em
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algumas espécies aquaticas de Heteroptera (CASTANHOLE et al., 2008; PEREIRA et al.,
2015), dinoflagelados e células malignas de mamiferos. Em sua maioria, esse material é
encontrado na forma de corpos pré-nucleolares (PNBs). Os corpos pré-nucleolares sédo
descritos como estruturas fibrogranulares densas, de tamanho e forma variaveis, contendo
RNA e proteinas acidicas, como a B23, C23 e No38 (OCHS et al., 1985; FLECHON;
KOPECNY, 1998). Assim, a persisténcia do nucléolo em outros organismos, tanto durante a
mitose como a meiose, suporta a teoria de que o material nucleolar ndo desaparece
completamente durante as fases de metéafase e anafase. Entretanto, o significado funcional
desse fendmeno ainda permanece desconhecido.

Todo o conhecimento sobre a persisténcia nucleolar é restrito & presenca do nucléolo
durante a meiose, detectado pela técnica de impregnacéo por ions prata. Embora ja tenha sido
reportado que a variacdo da intensidade da coloracdo pela prata possa estar associada com o
grau de atividade nucleolar (presumidamente sua atividade transcricional), esta se refere
apenas a impregnacdo das RONs (HERNANDEZ-VERDUN, 1991). Schmid et al. (1982)
verificou que a coloracdo por prata se encontra restrita as RONs que estdo envolvidas na
sintese de RNAr naguele momento ou anteriormente, ao estudar a espermatogénese de dez
espécies nao-mamiferas (incluindo aves, anfibios, répteis e peixes) e uma espécie de
cefalocordado — um anfioxo lanceolado (Branchiostoma lanceolatum). J& para o0s
invertebrados, em estudos citoquimicos de odcitos de grilo, a prata ndo se ligou ao DNAr,
nem ao RNAr transcrito, mas sim as proteinas que se associam rapidamente com o RNAr
recém-transcrito (HOWELL, 1977). Assim, acreditamos que o padrdo de coloracdo dos
componentes nucleolares pela prata é bastante variante de acordo com o organismo de estudo.
Porém, Alevi et al. (2014b) verificaram, em triatomineos, que as marcagdes por prata e por
banda-C, técnica utilizada para revelar regides heterocrométicas (SUMMER, 1972), se davam
na mesma localizagdo em espermaétides, possibilitando a ideia de que para esses insetos a
impregnacédo por ions prata ndo marca necessariamente regides ativas transcricionalmente.

Assim, até o presente trabalho, era incerto se o nucléolo persistente apresentava ou nao
atividade transcricional nos triatomineos. Existem hipoteses na literatura de que esses corpos
nucleolares ou corplsculos remanescentes carreguem um material “primario” ou “novo”, ou
que representem uma fonte de RNA nucleolar para as células-filhas, enquanto um novo
nucléolo esta sendo organizado (WACHTLER; STAHL, 1993; MELLO, 1995). Medina et al.
(1995) propuseram que o reinicio da sintese de RNA pré-ribossomal nas células-filhas durante
a telofase é necessario para a agregacdo de PNBs ja formados na regido organizadora

nucleolar (NOR), para que entdo o nucléolo seja reorganizado.
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O estudo de Morielle-Souza e Azeredo-Oliveira (2008) corrobora a hipétese de
reativacdo pos-meidtica em triatomineos, pois foram observadas, em espermaétides iniciais,
regibes claramente metacromaticas e regibes coradas em vermelho, pelas técnicas
Concentracédo Critica de Eletrolitos (CEC) e Acridine Orange, respectivamente, confirmando
a presenca de complexos RNA/proteinas. Entretanto, por meio de uma anélise mais detalhada
das imagens publicadas, e em comparacdo com as imagens obtidas do fluorocromo Acridine
Orange por microscopia confocal no presente estudo, verifica-se que as regides avermelhadas
sdo apenas parte do citoplasma celular e ndo regides ativas transcricionalmente propriamente
ditas.

Outros estudos envolvendo a espermatogénese de vertebrados, particularmente de
roedores, também verificaram a reativacdo pos-meiotica de genes do RNAr, sugerindo um
tipo de padrdo da sua sintese na gametogénese masculina de organismos de reproducédo
sexuada. A conservacao evolutiva dessa reativacdo das NORs desde os cefalocordados até o
homem indica a necessidade do RNA ribossomal sintetizado pds-meioticamente.
Possivelmente, esse RNAr novo pode ser um pré-requisito para a producdo de RNAm, o qual
é transcrito durante os estagios iniciais do desenvolvimento da espermatide (SCHMID et al.,
1982; PERUQUETTI et al., 2008).

Em espermatides, Alevi et al. (2014b) constataram que os nucléolos persistentes,
embora presentes, se encontravam inativados, possivelmente por fatores epigenéticos,
resultando na heterocromatizacdo dessa estrutura celular. Assim, 0s autores sugerem que a
organela citoplasmatica corpo cromatdide (CB) seja a responsavel pela atividade
transcricional necessaria para a espermiogénese. Recentemente, Borguetti et al. (2015), por
meio da auséncia da proteina fibrilarina no nucléolo de espermatides e sua presenca nas
espermatogdnias dos triatomineos, corroboraram o proposto por Alevi et al. (2014b) e
sugeriram que a formacdo do CB se iniciaria ainda na fase de espermatocitogénese, sendo
suportada pelo material nucleolar persistente ativo transcricionalmente. Ao estudarem o ciclo
nucleolar e o surgimento do CB em varios modelos de vertebrados (peixe, anfibio, réptil e
mamifero), Peruquetti e colaboradores (PERUQUETTI et al.,, 2008; PERUQUETTI,
AZEREDO-OLIVEIRA, 2009; PERUQUETTI et al., 2010a; PERUQUETTI et al., 2010b;
PERUQUETTI et al., 2011; PERUQUETTI et al., 2012a; PERUQUETTI et al., 2012b;
PERUQUETTI; AZEREDO-OLIVEIRA, 2013) verificaram que ambos 0S processos
aparentam ser extremamente conservados entre as diferentes espécies.

Acredita-se que o corpo cromatodide atue como um coordenador do controle pos-

transcricional em células germinativas masculinas haploides, agindo como um centro que
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determina o destino dos RNAmM (KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007), corroborando a
hiptese do CB atuar como uma forma de estocagem da informacdo traduzida na
espermatogénese. Em espermatides arredondadas, o CB atua na repressao traducional por
meio da interacdo com componentes da via dos miRNA (KOTAJA et al., 2006).

Recentemente, a presen¢a de mais de 10 miRNAs foi detectada em compartimentos
nucleolares, os quais ndo foram associados com a transcricdo de RNASs precursores
ribossomais (BAI et al., 2014). Sendo assim, devido ao fato da funcdo desses miRNAs no
nucléolo ainda permanecer desconhecida, sua presenca pode futuramente associar a fisiologia
nucleolar com a do CB. Essa hipétese € fundamentada pelo fato que o funcionamento do CB é
fortemente baseado na existéncia de vias de miRNA na composi¢édo molecular dessa organela
(DE PAULLI et al., 2017).

Em triatomineos, a presenca da proteina nucleolar fibrilarina foi detectada em uma
posicdo perinuclear citoplasmatica, que corresponde a localizagio onde o CB ¢
frequentemente observado (SILISTINO-SOUZA et al., 2012). Essa correspondéncia de
posicionamento providencia mais uma evidéncia para a hipltese da associacdo entre 0S
produtos nucleolares com o CB durante a espermatogénese. Além disso, outra proteina
nucleolar — a nucleolina (C23) — foi recentemente detectada como parte integrante do CB,
apos uma extensiva analise protedmica dessa estrutura (MEIKAR et al., 2014).

A proteina testiculo-especifica KIF17b é uma cinesina que oscila entre o0s
compartimentos nuclear e citoplasmatico, podendo estar envolvida com o transporte de
componentes especificos do CB, uma vez que ja foi implicada com o transporte de RNA
(KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007), suportando a hipo6tese da origem do CB a partir do
material nucleolar.

O CB atuaria suportando todo o processo de diferenciacdo durante da espermiogénese
dos triatomineos, uma vez que a atividade transcricional encontra-se reprimida durante essa
fase (BRAUN 1998; KOTAJA et al. 2006; MEIKAR et al. 2014). Acreditamos entdo que
modos similares de regulacdo da atividade transcricional estejam presentes durante a
espermatogénese dos triatomineos, assim como ja foi postulado para as leveduras e outros
organismos multicelulares (JIM e NEIMAN, 2016).

Assim, esse estudo corrobora a hipotese da formacgdo do CB ser iniciada ainda durante
a espermatocitogénese e ser intensificada pela atividade transcricional do fendmeno de
persisténcia nucleolar que ocorre durante a meiose dos triatomineos, auxiliando o suporte da

inatividade transcricional ja descrita durante a espermiogénese.
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Conclusoes
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VI. CONCLUSOES

e O fendbmeno de persisténcia nucleolar pode ser considerado como uma sinapomorfia

da subfamilia Triatominae.

e O material nucleolar persistente durante a meiose dos triatomineos encontra-se
transcricionalmente ativo, possivelmente corroborando a relacdo entre a persisténcia

nucleolar e a formacdo da organela corpo cromatoide.
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1. Técnicas citogenéticas convencional e molecular

1.1. Impregnagéo por ions prata (HOWELL; BLACK, 1980)
Ap0s o preparo usual das ldaminas, segue-se 0 seguinte procedimento:

- Pingar uma gota de solucéo reveladora (solucéo de gelatina a 2%, acrescida de 0,5 mL de
acido formico) sobre o material limpo e seco;
- Adicionar duas gotas de solucdo de nitrato de prata a 50% a solucdo reveladora e mistura-las
delicadamente;
- Cobrir com uma laminula;
- Colocar as laminas em uma placa de Petri contendo papel filtro umedecido com &agua
deionizada (camara umida) e incubar em estufa pré-aquecida a 70°C, até que a mistura das
solugdes se torne uma coloracdo marrom-dourada (cerca de 7 minutos);
- Lavar a ldmina em agua destilada corrente, até que a laminula se desprenda;
- Secar ao ar e montar em verniz cristal no dia seguinte, para posterior analise.

A solucdo reveladora € obtida dissolvendo-se 1g de gelatina em 50 mL de agua
deionizada, e acrescentando-se 0,5 mL de acido formico.

A solucdo de nitrato de prata a 50% é obtida pela dissolu¢do de 1g de AgNO3; em 2

mL de &gua deionizada.

1.2. Fluorocromo Acridine Orange (VIDAL, 1987)

O procedimento de coloracdo do material compreende mergulhar a ldmina, com o
material fixado, em solucdo de alaranjado de acridina (0,5 pg/mL) diluido em tampéo fosfato
(0,1 M; pH 7,2) durante 15-20 minutos.

Apbs esse periodo, a ldmina é montada com glicerol e, logo ap6s, deve ser realizada a
analise do material para que ndo ocorra perda da fluorescéncia.

A solucéo de alaranjado de acridina é obtida pela mistura de 0,5g de Acridine Orange
com 100 mL de agua destilada ou tampdo fosfato.
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