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Resumo

Os triatomineos sdo vetores do protozodrio Typanosoma cruzi, agente etioldégico da moléstia
de Chagas. Esses insetos sdo hematofagos e pertencem a ordem Heteroptera e a familia
Reduviidae. Disseminada por grandes extensdes do Brasil e de outros paises latino-
americanos, a doenga de Chagas representa um grave e importante problema de saiude publica,
caracterizando limitacdes e dificuldades aos tratamentos. Isso ocorre devido a precariedade
apresentada pela vida dos contingentes humanos mais expostos a infec¢do. Atualmente, a
parasitose tem grande participagdo entre as doengas cardiacas na América do Sul. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que, até a década de 90, por volta de 20 milhdes de
individuos estavam infectados pelo Trypanosoma cruzi nas areas endémicas. Dados atuais
revelam que o numero de pessoas infectadas foi reduzido para 9,8 milhdes gracas a intensa
erradicacdo desses insetos. No entanto, a vigilancia deve continuar, pois € fundamental para
se evitar novos casos. Citogeneticamente, o interesse sobre os triatomineos estd em seus
cromossomos holocéntricos e no processo incomum da meiose, cuja segregaciao dos sexuais €
pos-reducional. O nimero bésico de cromossomos nos triatomineos € de 2n=22. No presente
trabalho foi analisado a espermatogénese de duas espécies do género Triatoma (Triatoma
maculata e Triatoma pseudomaculata), com &énfase aos seguintes aspectos: fases da
espermatogénese; estrutura cromatinica e dos cromossomos meidticos € acompanhamento do
ciclo nucleolar. Essas espécies estdo distribuidas principalmente nos estados do Nordeste
brasileiro e sdo consideradas potencialmente vetores do 7. cruzi. As espécies analisadas foram
cedidas pelo insetdrio do Servigo Especial de Saiude de Araraquara (SESA), pertencente ao
Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Sauide Publica da USP. Os 6rgéos estudados
foram os testiculos de machos adultos, que apds o esmagamento celular, foram submetidos as
seguintes técnicas citoquimicas: coloragdo orceina lacto-acética; impregnagao por fons prata;
bandamento — C e variante de CEC. Os resultados indicam que nas duas espécies foi
observada uma associacdo entre nucléolo e regides heterocromdticas, tanto nas células
interfdsicas somdticas como nas da linhagem germinativa. A localizacdo dessas regiodes
especificas evidencia, mais uma vez, a intima relacdo funcional entre essas estruturas. Os
cariogramas das duas espécies, montados com base nas metafases I, indicaram 10 autossomos
e um par de cromossomos sexuais (22 cromossomos), coincidentes, portanto, com o nimero
modal do grupo. A técnica de bandamento — C revelou que o cromossomo Y €
heterocromatico nas duas espécies. No ciclo meidtico evidenciou-se que a atividade nucleolar
persiste até o final da préfase I (dipléteno-diacinese) quando, entdo, ocorre a fragmentacio
dessa estrutura em pequenos corptsculos (particulas de ribonucleoproteinas — RNP); nas fases
iniciais da espermatogénese até a fase de elongagdo das espermadtides, € visivel um corptisculo
de RNP andlogo ao “corpo cromatoide” verificado na espermatogénese de vertebrados. As
abordagens citoquimicas utilizadas ampliaram e reforcaram os conhecimentos das
caracteristicas citogenéticas semelhantes e diferentes desses triatomineos.

Palavras-chave: Triatomineos; cromossomos holocéntricos; meiose; Regides
Organizadoras Nucleolares (RONs); Heterocromatina; Nucleologénese.



Abstract

The triatomines are vectors of the protozoan Typanosoma cruzi, etiological agent of Chagas'
disease. These insects are hematophages that belong to the order Heteroptera and to the family
Reduviidae. Disseminated through large portions of Brazil and of other Latin American
countries, Chagas' disease represents a grave and important public health problem, characterizing
limitations and difficulties in treatments. This occurs due to the precariousness presented by life
contingent to humans most exposed to the infection. Currently, parasitosis presents high
participation among cardiac diseases in South America. According to the World Health
Organization, it is estimated that, until the 1990s, approximately 20 million individuals were
infected by Trypanosoma cruzi in endemic areas. Current data reveal that the number of persons
infected was reduced to 9.8 million by virtue of intense eradiaction of these insects. Nevertheless,
vigilance must continue, since it is fundamental to avoiding new cases. Cytogenetically, the
interest in triatomines is in its holocentric chromosomes and in its uncommon meiosis process,
whose sexual segregation is post-reductional. The basic number of chromosomes in triatomines is
2n=22. The present work analyzed the spermatogenesis of two species of the genus Triatoma
(Triatoma maculata and Triatoma pseudomaculata), with emphasis on the following aspects:
spermatogenesis phases; structure of chromatin and of meiotic chromosomes and accompaniment
of the nucleolar cycle. These species are distributed principally in the states of northeastern Brazil
and are considered potential vectors for 7. cruzi. The species analyzed were supplied by the
insectary of the Special Health Service of Araraquara (SESA), belonging to the Department of
Epidemiology in the School of Public Health at USP. The organs studied were the testicles of
adult males, that after cellular crushing were submitted to the following cytochemical techniques:
lacto-acetic orcein staining; impregnation by silver ions; C-banding and variant of CEC. The
results indicate that in the two species an association was observed between the nucleolus and
heterochromatic regions, in both interphasic somatic cells and the germ line. The localization of
these specific regions evidence, once more, an intimate functional relationship between these
structures. The cariograms of the two species, mounted based on methaphases I, indicated 10
autosomes and one pair of sexual chromosomes (22 chromosomes), coincidental, however, with
the modal number of the group. The C-banding technique revealed that the Y chromosome is
heterochromatic in both species. The meiotic cycle evidenced that nucleolar activity persists until
the end of prophase I (diplotene-diacinese) when, consequently, fragmentation of this structure
occurs in small corpuscles (particles of ribonucleoproteins — RNP); in initial phases of
spermatogenesis until the spermatid elongation phase, one RNP corpuscle is visible that is
analogous to the chromatoid body verified in vertebrate spermatogenesis. The cytochemical
approaches utilized amplify and reinforce the knowledge on cytogetic characteristics that are
similar to and different from these triatomines.

Key words: Triatomines; holocentric chromosomes ; meiosis; Nucleolar Organizing Regions
(NORs); Heterochromatin; Nucleologenesis.



Introducao

1- Introducao

1.1- Importancia epidemioldgica dos triatomineos

A subfamilia Triatominae possui um destaque médico-sanitdrio e citogenético, sendo
constituida de dezessete gé€neros. Desses, trés sdo os principais transmissores da doenca de
Chagas: Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Os triatomineos possuem grande importancia para
a parasitologia humana, pois s@o vetores do Trypanosoma cruzi, protozodrio flagelado causador
da doenca de Chagas. Esses insetos s@o hemat6fagos e pertencem a ordem Heteroptera e a familia
Reduviidae. Transmitem a doenca por seu hdbito de defecar, apds a hematofagia, sobre os olhos,
nariz, boca e outras dreas proximas, visto que esses insetos sugam sangue até se acharem
repletos. Neste momento o parasita passa das fezes do artropode para a circulacido sangiiinea e/
ou regides de mucosa do hospedeiro - o que também pode ocorrer através de micro cortes
causados pelo ato de cogar o local por onde o barbeiro sugou o sangue. Os insetos da ordem
Heteroptera s@o compostos por organismos fitéfagos (familia Pentatominae), entomdéfagos e
hemato6fagos, sendo os dois tltimos pertencentes a familia Reduviidae.

A doenca de Chagas humana € um fato “acidental,” pois a medida que o homem
invadiu focos naturais e provocou desequilibrios ecolégicos, os triatomineos infectados passaram
a se adaptar em casas rurais de mad qualidade. Esse contexto ecoldgico explica, em parte, o
processo de desencadeamento dos mecanismos que levaram ao aparecimento da doenca em seres
humanos. Devemos levar em consideracio os fatores econdmicos, sociais e culturais, pois o “Mal
de Chagas” advém da pobreza, caracterizada por condi¢des precdrias de moradia, saneamento e
educacao.

Disseminada por grandes extensdes do Brasil e de outros paises latino-americanos, essa
doenca representa um grave e importante problema de sadde publica, caracterizando limitagdes e
dificuldades aos tratamentos. Isso ocorre devido a precariedade apresentada pela vida dos
contingentes humanos mais expostos a infec¢do. Atualmente, a parasitose tem grande
participacdo entre as doencas cardiacas na América do Sul. Segundo a Organizacao Mundial de
Saude, estima-se que, até a década de 90, cerca de 20 milhdes de individuos eram infectados pelo
Trypanosoma cruzi nas areas endémicas (Tavares & Azeredo-Oliveira, 1996; Tartarotti, 2006).
Dados mais recentes revelam que o nimero de pessoas infectadas foi reduzido para 9,8 milhdes,

gracas a intensa erradicacdo do Triatoma infestans, principal vetor da Doenca de Chagas em
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Introducao

paises da América do Sul (Brasil, Uruguai, Chile, Argentina, Bolivia, Paraguai) e parte da
América Central. No entanto, teme-se que esse sucesso na redugdo da carga epidemioldgica
poderd também diminuir o interesse politico e, conseqiientemente, as verbas operacionais para o
controle, pois a vigilancia é fundamental para se evitar novos casos da doenca (Schofield et al.,
2006).

Dentre as caracteristicas bioldgicas dos triatomineos podemos citar que sdo insetos de
vida relativamente longa (1 a 2 anos) com evolu¢do de ovo a adulto entre 4 e 7 meses, passando
por 5 estadios de ninfas ndo aladas antes de atingir a fase adulta. O barbeiro tem boa performance
bioldgica em termos de oviposi¢do, a fémea copula uma vez e inicia a oviposi¢do,
aproximadamente 30 dias apds a fecundagdo, de 200 ovos em parcelas de 1 a 45 ovos, e grande
capacidade de resisténcia ao jejum em torno de 6 a 10 meses (Lent & Wygodzinsky, 1979).

Os mamiferos de pequeno porte infectados por triatomineos silvestres, ndo sdo
significantemente afetados pelo 7. cruzi (o que sugere longos periodos de adaptacdo entre os
mamiferos e o protozodrio). A acdo antrépica no ambiente, porém, fez esses insetos passarem a
viver em frestas de casas rurais de pau-a-pique e a transmitirem o protozodrio aos humanos que,
ndo adaptados ao Trypanosoma como os outros mamiferos de pequeno porte, desenvolvem a
doenca (Neves, 1991).

E importante ressaltar que os triatomineos nascem livres do Trypanosoma contraindo a
infec¢do em qualquer estadio de sua vida, ao sugar o sangue contaminado do homem ou de algum
reservatério. Os barbeiros t€ém habitos noturnos, fotofobia, termotropismo positivo, mimetismo
acentuado de certas espécies e hdbito quase que obrigatério de evacuar imediatamente apds o
repasto sangiiineo (Tavares & Azeredo-Oliveira, 1996; Tartarotti, 1998).

Segundo Silveira (1983), das 44 espécies de triatomineos identificadas, as mais
importantes pelo seu grau de contdgio sdo: Triatoma infestans, Triatoma rubrofasciata, Triatoma
brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida e Panstrongylus megistus. As espécies
secunddrias seriam: Rhodnius neglectus, Rhodnius nasutus, Triatoma rubrovaria e Triatoma
vitticeps.

Para a profilaxia da doenca de Chagas, é necessdrio associar dados bioldgicos dos
reduvideos, que fornecem informacgdes sobre a disting@o entre espécies silvestres de baixo risco e
espécies domiciliares nocivas, hdbitos e hordrios de hematofagia, capacidade reprodutiva,

resisténcia a inseticidas, ciclo evolutivo, reservatorios domésticos e silvestres do agente
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etiol6gico, bem como as inter-relagdes entre espécies e géneros estudados no contexto evolutivo,
por meio de ensaios citogenéticos que comparam padrdes cromossOmicos que podem ser
aplicados ao estudo da filogenia dos triatomineos, contribuindo para o conhecimento biolégico

(Tavares & Azeredo-Oliveira, 1996; Tartarotti, 1998).

1.2- Citogenética de Triatomineos

Citogeneticamente, o interesse sobre os triatomineos estd em seus Cromossomos com
cinetdcoros difusos (Schrader, 1947; Hughes-Schrader & Scharader, 1961 apud De Vaio et al.,
1985), ou seja, com distribuicdo ao longo do cromossomo ao invés de localizagdo na regido
centromérica. A meiose desses insetos merece também destaque, pois na primeira divisdo
(anédfase I) os autossomos sdo quiasmaticos e segregam-se regularmente € 0OS Cromossomos
sexuais sdo aquiasmadticos e dividem-se equacionalmente, com segregacdo desses na segunda
divisdo (andfase II), ou seja, com segregacdo dos cromossomos sexuais poOs-reducional
(Schreiber & Pellegrino, 1950; Barth, 1956; Ueshima, 1966; Solari, 1979 apud De Vaio et al.,
1985).

O numero béasico de cromossomos para os triatomineos € de 22, sendo 10 pares de
cromossomos autossomos € 1 par de heterocromossomos sexuais (Ueshima, 1966). Porém,
existem espécies com multiplos cromossomos sexuais (XY, X;X,Y, X;X2X3Y), causados pela
fragmentacdo do X original, e também aquelas que apresentam 9 (Panstrongylus megistus e
Triatoma nitida) ou 11 pares de autossomos (Triatoma rubrofasciatus) (Payne, 1909; Troedson,
1944; Manna 1950; Schreiber & Pellegrino, 1950; Barth, 1956; Rickeman, 1962; Ueshima, 1966;
Schereiber et al., 1974). As espécies Triatoma maculata e Triatoma pseudomaculata também
possuem 22 cromossomos, com dez pares de autossomos e um par de heterocromossomos
sexuais (20A + XY) (Azeredo-Oliveira, 1990; Pérez et al., 1992; Carcavallo et al., 1999).

Os estudos citogenéticos em triatomineos tiveram inicio em 1948, quando Schreiber e
Pellegrino estudaram o caridtipo de oito espécies de Triatoma, uma de Panstrongylus, uma de
Rhodnius e uma de Psammlolestes. Em Triatoma infestans, alguns estudos evidenciaram
fendmenos heteropicnéticos em certos autossomos (Schreiber & Pellegrino, 1950; De Vaio et al.,
1985). Ficou evidente a compactacdo dos trés maiores autossomos, ligados aos cromossomos
sexuais na diacinese, logo apds o “estdgio difuso” - profase precedente a diacinese, com estrutura

nuclear tipicamente interfdsica, na qual somente o nucléolo e os heterocromossomos sexuais sao
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visiveis. Fendmenos andlogos menos evidentes foram constatados em T. platensis, T. sordida, T.
brasiliensis e T. nitida. Para o T. infestans, também foi verificado o fato de que trés
cromossomos, de tamanho maior de que os demais aparecem nitidamente compactados e ligados
ao grupo X e Y na fase inicial da diacinese, logo ap6s o estdgio difuso. E provivel que esses trés
cromossomos diferenciados nessa espécie indicam a existéncia de um ciclo de replicacdo precoce
em relacdo aos demais cromossomos sexuais com 0s quais parecem ligados por delgados
filamentos.

Outros estudos dividem os autossomos quanto ao tamanho em: trés grandes (A, B e C);
dois médios (D e C) e cinco pequenos (F, G, H, E e K) (Barth, 1956). Ainda em relacdo aos
autossomos A, B e C e o cromossomo Y, a técnica de bandamento C localizou blocos
heterocromaticos nesses cromossomos (Solari, 1979; Mello & Recco-Pimentel, 1987). Os blocos
heterocromdticos ocupam a mesma posi¢ao nos cromossomos de um cariétipo, e sua quantidade e
posicdo diferem de espécie para espécie (Summer, 1990). A heterocromatina é muitas vezes
completamente eliminada de células somadticas, mas sempre estd conservada nas células
germinativas (Summer, 1990), localizando-se, preferencialmente, nas extremidades dos
cromossomos nos heterdpteros (Camacho et al., 1985). Estudos com populagdes de Triatoma
infestans do Uruguai mostraram variagdes intraespecificas no nimero, posi¢ao e tamanho desses
blocos dos cromossomos A, B e C, causadas, provavelmente, por adicdes ou delecdes de
heterocromatina constitutiva, indicando serem essas as principais variagdes cariotipicas na
evolucdo desta espécie (Panzera et al., 1992).

Grande parte das publicagdes tem por objetivo a comparagdo por meio de coloragdo
convencional dos cromossomos. Nesses trabalhos, sdo consideradas comparagdes quanto ao
nimero e a morfologia dos cromossomos, bem como a disposicdo desses na placa metafésica.
Esses dados nos dao suporte quanto a evolucdo cromossdmica desses insetos (De Vaio et al.,
1985).

Existem evidéncias de que algumas espécies vegetais e insetos heteropteros possuem
cromossomos holocéntricos. Esses cromossomos s@o interpretados como tendo atividade
cinetocdrica difusa ou com intimeros e discretos centrdmeros. Ao microscépio de luz, as
cromdtides caracterizam-se por ndo apresentar constrigdes primdrias € O0S Cromossomos

anafdsicos migram paralelos uns aos outros € ndo em forma de V como fazem os monocéntricos.
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Em andlise ao microscopio eletronico foi possivel demonstrar a existéncia de vdrias placas
cinetocoricas ou de uma unica placa ao longo de quase toda a cromatide (Guerra, 1988).

Com os estudos realizados em heterdpteros, o conceito de cromossomos com atividade
centromérica difusa recebeu maior suporte. O cinetécoro envolve 75% da extensdo
cromossOmica de Oncopeltus fascistus durante a mitose, ji, na meiose, os microtibulos sdo
observados ao longo de quase todo o cromossomo e a placa cinetocérica apresenta-se
completamente perdida. Isto sugere que em organismos com cromossomos holocéntricos a
formacdo do aparato cinetocdrico meidtico deve ser suprimida para permitir a terminalizacao dos
quiasmas. Todos os dados estdo de acordo com o fato de que muitos organismos com esse tipo de
cromossomo apresentam meiose invertida com divisao equacional ocorrendo na meiose I (M) e a
divisdo reducional ocorrendo na meiose II (MII), com o desaparecimento da placa cinetocorica
para que os cromossomos se auto-orientam na MI, devido a inser¢cao de microtibulos em todas as
por¢des dos cromossomos (Severi-Aguiar & Azeredo Oliveira, 2002).

Certa restricdo da atividade cinetocdrica nas regides terminais dos cromossomos foi
observada em Heteroptera. Hughes-Schrader & Shrader (1961) sugerem que tal inibicdo seja
tempordria, mas hé evidéncias indicando que esse fato ocorre na maior parte dos organismos com
cinetcoro difuso. A atividade cinética restrita as regides cromossomicas terminais € a auséncia
de estruturas cinetocOricas nessas regioes sdo consideradas caracteristicas gerais da meiose em
cromossomos holocinéticos (Tartarotti & Azeredo-Oliveira, 1999a). E interessante o
comportamento dos cromossomos meidticos de Heteroptera, onde ambas as extremidades dos
cromossomos sdo capazes de mostrar atividade cinética e que as regides terminais cineticamente
ativas durante a primeira divisdo meidtica sdo inativas na segunda divisdo (Gonzalez-Garcia et
al.,1996). Processos como crossing-over, terminalizacdo de quiasmas e orientacdo de bivalentes
na placa metafdsica podem ser facilitados com essas caracteristicas (Coming & Okada, 1972;
Gonzales-Garcia et al., 1996).

Podemos observar durante a mitose de cromossomos com cinetdcoros difusos a auséncia
de constri¢do primdria e a migracdo uniforme de cromossomos inteiros em dire¢do aos pdlos.
Nesses cromossomos as fibras do fuso parecem ser inseridas ao longo da maior parte do
comprimento da cromatide, sugerindo a participa¢cdo quase que total do cromossomo no arranjo

das fibras do fuso e de seus proprios movimentos (Tavares, 1996).
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Termos como pré-reducdo e pdés-reducdo tém sido muito utilizados para a descri¢dao do
comportamento dos cromossomos sexuais durante a meiose. Pré-reducido significa que os
cromossomos segregam-se reducionalmente na primeira divisdo. Pds-reducdo significa que a
separagdo equacional dos cromossomos sexuais tem lugar na primeira anéfase e a segregacao dos
cromossomos sexuais tem lugar na segunda divisdo (Tavares, 1996).

Essa seqiiéncia invertida tem sido registrada em muitos organismos e € particularmente
proeminente nos organismos com cromossomos holocéntricos. Nos heterdpteros, a pos-reducao
dos cromossomos sexuais € predominante (Ueshima, 1979), embora sua altera¢do para o padrio
pré-reducional tenha sido verificada em algumas familias como Tigidae, o que torna incerto se a
meiose pré-reducional representa um mecanismo original ou se foi uma adaptacdo secunddria
(Manna, 1950).

Panzera et al. (1992) descreveram variagdes intra-especificas em populagdes naturais de
Triatoma infestans do Uruguai. Foram observadas variacdes no nimero, posi¢do e tamanho das
bandas-C heterocromadticas nos trés maiores pares de autossomos da espécie. As variagdes foram
atribuidas a possiveis adicdes ou delecdes na hereterocromatina constitutiva, que, provavelmente,
representam as principais maneiras de alteragdes cariotipicas do processo evolutivo de Triatoma
infestans.

Em 1995, Panzera e colaboradores publicaram um trabalho, no qual dados sobre o padrao
de banda-C, conteido de DNA e o processo meidtico de machos de Triatoma platensis e
Triatoma delpontei foram comparados com os de Triatoma infestans. Verificaram que apesar
dessas espécies apresentarem certas caracteristicas semelhantes, tais como, mesmo ndmero
dipléide de cromossomos, grandes blocos heterocromdticos autossdmicos e cromocentros
meidticos heterocromadticos, elas possuem diferengas quanto ao comportamento cromossomal
meidtico, contetido de DNA, além de quantidade e localizacdo especifica da heterocromatina. A
andlise dos dados citogenéticos sugere que 7. infestans e T. platensis sdo espécies mais
relacionadas uma com a outra do que 7. delpontei. Entretanto, as diferencas, a distribui¢do e a
quantidade de heterocromatina ndo possuem um papel direto na especiacdo deste grupo
(Tartarotti, 1998).

Tavares & Azeredo-Oliveira (1997a) analisaram cinco espécies de triatomineos (7riatoma
brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida) e sugeriram que as

diferencas no conteido de DNA sdo principalmente devido a variacdes na quantidade de
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heterocromatina-C, interpretada como perda ou ganho de regides-C. Os autores acreditam que a
presenca de cromossomos meidticos e mitdticos facilitam a transferéncia de material C- positivo.
Em T. brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida foi observado que o nicleo no
estddio difuso da préfase meidtica apresentava um simples cromocentro, formado exclusivamente
pela heterocromatina associada aos cromossomos sexuais. Em 7. delpontei, um grande
cromocentro possivelmente originou-se por associacdo heter6loga das regides heterocromaticas
de todos bivalentes autossomicos € em ambos 0s Cromossomos sexuais.

Aspectos como atividade nucleolar na intérfase e em células meidticas também foram
analisadas nessas mesmas cinco espécies de triatomineos. Vdarios blocos nucleolares foram
observados nos ntcleos polipldides dos tibulos testiculares, enquanto somente um Unico corpo
nucleolar foi evidente no estagio difuso de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia e T.
rubrovaria, sendo que em T. sordida foram observadas duas marcagdes nucleolares. O nimero de
corpusculos nucleolares presentes nas espermatides de cada espécie variou dentre as espécies,
sugerindo uma adicional provisdo de informagio para a biossintese de RNAr. E possivel que o
aumento no numero de corpusculos nucleolares presentes nos ntcleos polipldides esteja
relacionado com o aumento na sintese de RNAr nestes nucleos. Além disso, o fato do niicleo
espermatogonial possuir vérios blocos nucleolares, parece refletir tanto diferencas funcionais
como metabdlicas. No caso do nucleo espermatogonial, uma reduzida necessidade faz com que
um unico nucléolo seja suficiente (Tavares & Azeredo-Oliveira, 1997b).

Para maior elucidacdo dos mecanismos que envolvem os fendmenos citogenéticos
caracteristicos dos triatomineos durante a divisdo celular (cromossomos holocéntricos; origem
dos cromossomos sexuais; cromossomos sexuais aquiasmaticos e com segregacio pos-reducional
na meiose; atividade nucleolar, etc), serdo necessdrias novas abordagens em vdrias outras

espécies utilizando técnicas citoquimicas cldssicas e moleculares.

1.3- Aspectos biolégicos de Triatoma maculata e Triatoma pseudomaculata

A espécie Triatoma maculata é freqiientemente domiciliar e habitualmente silvestre, sendo
encontrada em ninhos de aves, palmeiras, bromélias epifitas e cavernas, com uma distribui¢dao
brasileira pelos estados de Alagoas, Bahia, Brasilia (Distrito Federal), Ceard, Goids, Minas
Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Maranhao, Roraima e Rio Grande do Norte. Nos tltimos 10

anos foi registrado um aumento de incidéncia da doenga na regido Amazonica e foi observado
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que todos os elementos do ciclo de transmissdo estdo presentes nessa regido. Estudos realizados
no Estado de Roraima indicam que 7. maculata deve ser considerada potencialmente vetor do 7.
cruzi por ter as seguintes caracteristicas: capacidade de infestar ecotopos artificiais no
peridomicilio; alimentacdo freqiiente durante o periodo pré-ninfal; ciclo de desenvolvimento
relativamente curto com 2,9 geracdes/ano; habitos ecléticos de alimentacdo; defecacdo imediata
ap6s hematofagia quando ainda no hospedeiro e, também, devido ao fato de ter sido encontrada
infectada pelo protozodrio. Os hdbitos alimentares silvestres de 7. maculata incluem: aves,
roedores, gambés e répteis; no ambiente domiciliar e peridomiciliar as fontes sdo animais
domésticos e o proprio homem. Nas Américas a distribui¢do inclui a Venezuela, Colombia,
Suriname, Guiana Francesa, Aruba, Bonaire e Curacdo. Particularmente na Venezuela, T.
maculata foi encontrado infestando domicilios em areas endémicas, sendo que nestas dreas oS
espécimes estavam naturalmente infectados pelo 7. cruzi.

A espécie Triatoma pseudomaculata é ocasionalmente domiciliar ou peridomiciliar e pode
ser encontrada no ambiente silvestre, provavelmente em esconderijos de roedores e marsupiais,
0CoS de arvores, currais, galinheiros, estabulos, mas sem colonizagdo,
e, as vezes, dentro das casas. Em algumas dreas essas espécies podem ser consideradas como
vetores de importancia secunddria (Carcavallo, 1999), apresentando baixa taxa de infeccdo por
Trypanosoma cruzi (Freitas, et al., 2005). No Brasil, 7. pseudomaculata é tipicamente encontrado
na regido Nordeste e ¢é considerado um dos cinco mais importantes transmissores do
Trypanosoma cruzi (Vitta, 2002).

Lenta e progressivamente, 7. pseudomaculata vem se instalando nos ec6topos artificiais,
alcancando certo grau de antropofilia e aumentando suas taxas de colonizacdo no peridomicilio
em varios estados, tornando-se, assim, uma espécie em transicao (Dias et al., 2000). Dias (1991)
comenta sobre a dificuldade da erradicacdo do Triatoma pseudomaculata, pois trata-se de uma
espécie nativa, ubiquista que ocorre em grandes quantidades no meio extradomiciliar,
especialmente em regides pobres e isoladas da drea endémica. Forattini e colaboradores (1981)
classificaram-na como de moderada tendéncia a domiciliagio mas com elevada ornitofilia,
embora o estudo da preferéncia alimentar tenha atribuido a essa espécie um ecletismo alimentar.
Apesar de incluida entre as cinco espécies mais importantes pela transmissdo da doencga de
Chagas no Brasil, ndo hd muitos estudos a respeito da sua biologia (Heitzmann-Fontenelle, 1972;

Perlowagora-Szumlewcz, 1976). Gongalves e colaboradores (1997) relatam que T.
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pseudomaculata utiliza a ave como fonte alimentar. Nesse trabalho esses autores verificaram nao
sO a ornitofilia ja observada por Forattini et al. (1981), mas também evidenciaram as
modificacdes dos parametros fisiologicos ocasionadas por alimentacdo artificial (De Isola et al.
1980). Comparando com os resultados obtidos com outras espécies (Zeledon et al. 1970), T.
pseudomaculata ingere uma menor quantidade de sangue, demonstrando n@o ser uma espécie
espoliativa, o que ndo interfere na capacidade de adquirir a infec¢do (Perlowagora-Szumlewicz &
Mullerr, 1982). Nao foi observada diferenca na quantidade de sangue ingerida entre as ninfas que
evoluiram para adulto (machos e fémeas), discordando dos resultados obtidos para 7. infestans
(Perlowagora-Szumlewicz, 1976 ; Tolezano et al., 1984; Gongalves et al., 1997).

Heitzmann-Fontenelle (1972) verificou que 7. pseudomaculata s6 defeca sobre o
hospedeiro quando atinge a reple¢do e, quando o faz gira o corpo 80° eliminando as fezes
proximas ao local da picada, aumentando, dessa forma, a chance de transmissdao do 7. cruzi.
Segundo Gongalves e colaboradores (1997), quanto mais jovem for a fase do inseto, maior o
nimero de defecagdes, assim, as chances de adquirir e transmitir a infec¢do sdo menores (Torres,
1915).

A alta temperatura acelera o processo de alimentacdo (Wood, 1951) e de defecagdo
(Maddrell, 1964), que sdo fatores de extrema importancia do ponto de vista epidemiolégico.
Tendo em vista que 7. pseudomaculata tem sua ocorréncia assinalada em dreas de clima quente,
possivelmente, na natureza, o seu comportamento frente a esses pardmetros apresente algumas
diferencas (Gongalves et al.; 1997).

Apesar dos conhecimentos relatados sobre os aspectos bioldgicos comportamentais e
ecoldgicos das espécies Triatoma maculata e T. pseudomaculata, pouco se conhece sobre as
caracteristicas citogenéticas, bioquimicas, moleculares e taxonOmicas desses insetos
hematdfagos, excetuando-se alguns trabalhos (Schofield, 1988; Perez et al., 1992; Carcavallo et
al., 2000; Santos et al., 2007). O conhecimento de outros pardmetros citogenéticos serd
importante para reconhecer a diferenciacdo entre essas espécies de triatomineos, cujas

caracteristicas sdao semelhantes.
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2- Objetivos

No presente trabalho foi realizado um estudo comparativo entre as espécies Triatoma
maculata e Triatoma pseudomaculata, com base no uso de técnicas citogenéticas convencionais,
dando énfase aos seguintes aspectos:

2.1- Andlise da espermatogénese e da estrutura cromatinica;

2.2- Caracterizacao da estrutura dos cromossomos meiéticos;

2.3- Acompanhamento do ciclo nucleolar na espermatogénese;

12
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3- Material e Método

3.1- Obtencao dos insetos

As espécies Triatoma maculata e Triatoma pseudomaculata foram fornecidas pelo
Insetario do Servico Especial de Saude de Araraquara (SESA), pertencente ao Departamento de
Epidemiologia da Faculdade de Satde Publica da Universidade de Sdo Paulo. A espécie T.
maculata foi originada geograficamente do nordeste do Brasil (Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Pard) e a espécie T. pseudomaculata foi procedente do Brasil (Pernambuco) e da
Venezuela. Para as andlises citogenéticas foram utilizados 23 individuos da espécie T. maculata e

19 individuos de T. pseudomaculata.

3.2- Orgios analisados
No presente trabalho foram utilizados os testiculos dos insetos hematéfagos (machos

adultos) das espécies T. maculata e T. pseudomaculata.

3.3- Disseccao dos insetos

Os insetos foram eterizados e depositados sobre uma placa de Petri contendo parafina
solida e, depois, foram fixados com alfinetes, espetados na regido posterior do cefalotérax e, em
seguida, patas e asas foram retiradas. Com o uso de uma tesoura pequena e pontiaguda, as laterais
do abddmen (regido quitinosa), foram cortadas e, nesse momento, foi gotejada a solugdo
fisiolégica (Demerec). Sob o microscépio estereoscopio foi feito um corte transversal na regido
anterodorsal no exoesqueleto abdominal, que foi rebatido para tras e preso com alfinete, expondo
internamente toda regidao abdominal.

Os testiculos estdo localizados na por¢ao anterior do hemocelo envoltos por uma
membrana clara e leitosa. Essa membrana foi retirada e os tibulos seminiferos foram expostos e

colocados sobre uma lamina para serem separados.

3.4- Preparacoes citologicas
3.4.1- Coloracao Padrao: Orceina Lacto — Acética (De Vaio et al., 1985, com modificagdes)
a. Dissecar o inseto adulto em solucao fisioldgica de Demerec;

b. Depositar o 6rgdo em solug@o aquosa de acido acético a 45%, por um minuto;

14
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c. Transportar o material para uma orceina lacto-acética 2%, por 10 minutos;

d. Cobrir o material com uma laminula e efetuar o esmagamento.

Mecanismo: Esta técnica citoquimica destaca a eucromatina da heterocromatina, corando a segunda mais

fortemente que a primeira. Isto ocorre porque na heterocromatina, além de se encontrar maior compactag¢do, a

quantidade de proteinas é bem maior que na eucromatina (Vidal & Mello, 1987). O mecanismo dessa coloragdo

compreende, de forma simplificada, a ligacdo das moléculas dos substratos carregados positivamente (cationicas)

. , s 3 )3 ,
dos grupos amina de residuos protéicos (-NH’*), com as moléculas do corante (orceina) que possuem cargas

negativas (anibnicas). A ligagcdo pode ser esquematizada como:

SUBSTRATO CATIONICO + CORANTE ANIONICO

(grupos NH* das proteinas) (orceina)

3.4.2- Tratamento e Coloracoes Especificas

3.4.2.1- Preparacoes Citologicas para Coloracao

a
b.

© o o

]

Dissecar o inseto em solucao fisiolégica Demerec;

Transportar o 6rgdo para uma solucao aquosa de dcido acético a 45%, por um minuto;
Transportar o 6rgdo para solucido aquosa de 4cido latico a 50%, por 5 minutos;

Cobrir o material com uma laminula e esmagar em acido acético a 45%;

Depositar as 1aminas em camara imida por aproximadamente 10 minutos;

Retirar a laminula com auxilio de nitrogénio liquido. As laminas secas podem ser guardadas

no freezer por varios dias e a coloracdo especifica processada posteriormente;

3.4.2.1.1- Impregnacao com Nitrato de Prata (Howell & Black, 1980, com modificagdes)

a.

b.
c.

d.

Tratar a 1amina com o material a ser analisado, com uma gota de solucdo reveladora (solugdo
de gelatina a 2%; acrescida de 0,5 ml 4cido férmico);

Adicionar sobre esta, duas gotas de solucao de Nitrato de Prata a 50% e misturé-las;
Cobrir com laminula;

Colocar as laminas em placa de Petri, contendo papel de filtro umedecido com agua
deionizada, e incubar em estufa a + 70° C, até a mistura das solu¢des tornar-se marrom

dourada, cerca de 8 - 11 minutos;
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€.

Lavar a lamina em 4gua deionizada até que a laminula desprenda-se, deixar secar ao ar e

montar em verniz para observacao ao microscopio.

Mecanismo: A técnica de impregnacdo por ions prata é um dos métodos cldssicos para a identificacdo das
Regioes Organizadoras Nucleolares (RONs), nos cromossomos metafdsicos, e das dreas nucleolares, nos
niicleos interfdsicos. Duas proteinas nucleolares podem ser reduzidas por ions prata: C23 (nucleolina) e B23
(numatrina). Dessas proteinas, somente a C23 estd associada ao DNAr, sugerindo ser a “verdadeira proteina
AgNOR”. O padrdo de marcagdo por ions prata sugere que essas duas proteinas acidicas sejam responsdveis
pela impregnagdo nucleolar: a C23 indica a presenca da cromatina descondensada ligada a RON e a B23
indica a localizagcdo dos precursores ribossomais (Osch & Bush, 1984; Casseb-Hassan & Azeredo-Oliveira,

1999).

3.4.2.1.2- Bandamento — C (Sumner, 1972, com algumas modificacoes)

a.

gl

50

[

n.

0.

P-

Tratar a preparagdo citolégica com HCL 0,2N a temperatura ambiente (aproximadamente
25°C), por 10 minutos;

Lavar uma vez, rapidamente, em dgua deionizada gelada;

Lavar uma vez em dgua deionizada a temperatura ambiente;

Secar ao ar;

Tratar com hidréxido de Bério a 5% (pré - aquecido), filtrado, por 15 minutos a temperatura
de 60°C;

Lavar em dgua deionizada gelada;

Lavar rapidamente em dgua deionizada contendo 2 a 3 mL de dcido acético (3%);

Dar dois banhos em dgua deionizada, 5 minutos cada;

Secar ao ar;

Incubar em 2XSSC a temperatura ambiente por 10 minutos;

Incubar em 2XSSC a 60°C, por uma hora;

Lavar em dgua deionizada gelada;

Mergulhar em dlcool 70% e 90%, 5 minutos cada;

Corar com Giemsa a 4% em tampao fosfato, pH 6.8, por 20 minutos;

Lavar em dgua deionizada e secar ao ar;

montar em verniz cristal para observagao ao microscépio.
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Mecanismo: Na técnica de bandamento — C, o tratamento com solugdo bdsica de hidroxido de bdrio e solugdo
salina, a temperatura elevada, leva a fragmentacdo e posterior eliminacdo do DNA do material biologico. No
entanto, 0 DNA da heterocromatina constitutiva ndo é totalmente extraido, uma vez que sua associa¢do com as

2

proteinas, nesta estrutura, é mais resistente que na eucromatina. Como resultado desse processo, as regioes
heterocromdticas coram-se mais fortemente pelo Giemsa, sendo visualizadas ao microscopio de luz, como blocos
escuros de cor roxa. Segundo GUERRA (1988), o corante Giemsa cora todo o material cromatinico mesmo quando

este apresenta pouca quantidade de DNA.

3.4.2.1.3- Variante da Concentracao Critica de Eletrdlitos (CEC) (Mello et al., 1993)
a. Corar com Azul de Toluidina a 0,025% - diluido em tampao Macllvaine (pH 4,0), por 15 - 20

minutos;
b. Lavar em dgua destilada;
c. Mergulhar o material em solucao de MgCl, a 0,05M: o tempo deve ser controlado até que o

DNA (cromatina) esteja corado em verde e o RNA (nucleolar e citoplasmético) em azul
(aproximadamente de 1 a 3 minutos).

d. Lavar rapidamente em dgua destilada;

e. Secar ao ar;

f. Montar em verniz cristal.

Para o controle da reacdo, o material ndo deve ser tratado com a solu¢do de MgCl, apenas corado

com Azul de Toluidina.

Mecanismo: A coloracdo que se observa com esta técnica é devida ao fendmeno de basofilia, definido por VIDAL &
MELLO (1987) como sendo a reagdo de ligacdo de uma substdincia de cardter anionico (dcida) com uma molécula
de natureza cationica (bdsica). Neste presente estudo o corante cationico foi o azul de toluidina (AT) a pH 4,0, que
se liga eletrostaticamente aos grupamentos fosfatos (componentes anionicos) dos dcidos nucléicos. Dessa forma
DNA e RNA coram-se em violeta (metacromdtico). Entretanto, quando o material é tratado com solucdo de cloreto
de magnésio, esses ions inorgdnicos competem com as moléculas cationicas do corante pelas cargas negativas dos
fosfatos livres do DNA. Dessa forma, a metacromasia do RNA é mantida, mas a do DNA ¢é totalmente abolida,
exibindo a cor verde. Assim, é possivel evidenciar e distinguir complexos de DNA/proteinas (tonalidades

esverdeadas) dos RNA/proteinas (coloragdes violetas).
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3.5- Fotomicrografias

Parte das fotomicrografias foram obtidas no microscopio Zeiss Jeneval, com sistema
fotografico acoplado, utilizando-se filmes coloridos Kodak Gold 400 ASA. As revelacdes foram
realizadas em laboratérios fotograficos especializados. A ampliagdo final (AF) das

fotomicrografias foi calculada da seguinte forma:

AF = objetiva X optovar X Ocular projetiva X  ampliacdo
Ocular projetiva (2:1) - AF = 100 X 1 X 3,2 X 42= 1344X
Ocular projetiva (4:1) - AF = 100 X 1 X 3,7 X 42= 1554X

As laminas também foram analisadas em microscépio Olympus BX40, com sistema

analisador de imagem Image Pro-Plus — Média Cybernetics, Versao 4.5 para Windows.
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4- Resultados

4.1- Triatoma maculata
4.1.1- Orceina Lacto - Acética

O Cariograma de Triatoma maculata (figura la), baseado na metéfase I, apresentou 10
pares de cromossomos autossomos, sendo um deles de tamanho maior, e um par de cromossomos
sexuais (heterocromossomos - XY) (figura 1b, c). Os nicleos polipléides da parede do tdbulo
seminifero apresentaram uma massa cromocéntrica heteropicnética descontinua (figura 2a). Na
profase 1 (estdgio difuso) foi possivel observar diferentes graus de compactagdo dos
cromossomos; estdgio difuso inicial (figura 2b); estadgio difuso médio (figura 2c) e estdgio difuso
final (dipléteno — diacinese) (figura 2d). O cromocentro heteropicndtico apresentou-se Unico
(figura 2b) ou tripartido (figura 2c). Na metédfase I, os 10 pares de autossomos e o par de
cromossomos sexuais foram observados em organizacio frontal (figura 3a - ¢) ou lateral (figura
3d). As metdfases frontais apresentaram os heterocromossomos algumas vezes no centro do anel
dos cromossomos autossomicos (figura 3a, c¢). Os heterocromossomos apresentaram-se
individualizados na maior parte das metdfases observadas (figura 3a - d). Durante as fases de
diferenciacdo de espermdtides a espermatozoéides (figura 4a - c) foi observado um corpusculo
heteropicnético nas espermadtides iniciais (redondas) (figura 4a) e em alongamento (figura 4b).
Nos espermatozoides foi constatado um filamento denso ao longo da pec¢a intermedidria e do

flagelo (figura 4c).

4.1.2- Impregnacao por ions prata

A impregnacdo argéntica foi constatada na regido do cromocentro do niicleo polipldide
(figura 5a) e nos nucléolos dos nucleos nas diferentes fases do estdgio difuso (figura 5b, c, d),
associados as regides cromossOmicas organizadoras dessa organela (Regides Organizadoras
Nucleolares — RONs). Nas metéafases ndo foi possivel identificar as RONs nos cromossomos. No
entanto, alguns corpusculos nucleolares foram destacados dispersos ao redor das metifases
(figura Se, f). Ao longo do processo de diferenciacdo das espermatides foi verificado um
corpusculo fortemente impregnado pelos fons prata, tanto na fase inicial (espermdtide redonda)

(figura 6a, b), como na fase de alongamento (figura 6¢).
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4.1.3- Bandamento — C

Os ntcleos polipldides da parede do tubulo seminifero de Triatoma maculata apresentaram
o cromocentro heterocromdtico (figura 7a, b). Nos nucleos do estagio difuso foi verificado um
bloco heterocromdtico mais destacado e diversas regides cromossdmicas autossOmicas também
apresentaram-se heterocromdticas (banda - C*) (figura 7c, d). Nas metafases I (figura 8a — d)
apenas um dos sexuais (Y) apresentou banda — C*, e os demais cromossomos mostraram
coloragdo homogénea.

As espermdtides na fase precoce de diferenciacdo (espermétide redonda) apresentaram um
corpisculo heterocromatico C* (figura 9a, b) e na fase de alongamento verificou-se uma

marcacdo heterocromadtica (figura 9c, d).

4.1.4- Variante da técnica de CEC

Os ntcleos polipléides das células dos tibulos seminiferos tiveram a regido nucleolar
destacada metacromaticamente (azul), sendo que o restante da cromatina apresentou a coloragdo
esverdeada (figura 10a, b). No estdgio difuso inicial (figura 10c), os nucléolos (metacrométicos)

também foram destacados do material cromossomico (esverdeado).
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Triatoma maculata

Figura 1. Triatoma maculata: (a) Macho adulto. (b) Cariograma
baseado em metafase | (A: autossomos; S: sexuais); (c)
metafase |. Aumentos: (b) 1554X; (c) 1344X.
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H

Figura 2. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a
técnica de orceina lacto-acética. (a) Nucleo polipléide. (b)
Estagio difuso inicial. (c) Estagio difuso médio. (d) Estagio
difuso final (dipléteno - diacinese) (seta). H: cromocentro
heteropicnético. Aumento: 1344X.
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10 pm

Figura 3. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a técnica
de orceina lacto-acética. (a, b, c, d) Metafase |I. (setas:
Cromossomos sexuais).
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Figura 4. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a técnica de
orceina lacto-acética. (a, b, c). Fases da espermiogénese. (a):
Espermatides iniciais redondas; (b): Espermatides em fase de
alongamento; (c): Espermatozoide. (setas: Corpusculos
heterocromaticos). Aumentos: (a, ¢): Barra = 10um; (b): 1344X.
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Figura 5. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a técnica
de impregnacao por ions prata. (a) Nucleo polipléide. (b) Estagio
difuso inicial. (c) Estagio difuso médio. (d) Estagio difuso final. (e)
Metafase | lateral. (f) Metafase | frontal. Observar os corpusculos
nucleolares (setas). Aumentos: (a): 1344X; (b - f): 1554X.
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e

Figura 6. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a
técnica de impregnacao por ions prata. (a, b, c): Fases da
espermiogénese. (a, b): Espermatides redondas; (c):
Espermatides em fase de alongamento. Observar marcacao
nucleolar (setas). Aumentos: (a, b): Barra = 10um; (c): 1554X.
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Figura 7. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a
técnica de bandamento - C. (a, b) Nucleo polipléide. (c, d)
Estagio difuso. Cromocentro heterocromatico (setas);
regioes heterocromaticas (banda - C*) nos autossomos
(cabeca de setas). Aumento: 1344X.
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10 pm

Figura 8. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a
técnica de bandamento - C. (a, b, ¢, d) Metafases I: (a) vista
lateral; (b, ¢, d) Metafase I: vista frontal. Cromossomo
heterocromatico (seta).
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/‘ 10 um

Figura 9. Tubulos seminiferos de T. maculata submetidos a técnica de
bandamento - C. (a, b, ¢, d) Fases da espermiogénese. (a, b)
Espermatides iniciais (redondas); (c, d) Espermatides em fase de
alongamento. Corpusculos heterocromaticos (setas).
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Figura 10. Tubulos seminiferos de T. maculata
submetidos a técnica de Variante de CEC. (a, b)
Nucleo polipldide. (c) Préfase I: estagio difuso.
Corpusculos nucleolares metacromaticos (setas).
Observar cromatina e cromossomos profasicos
esverdeados. Aumento: 1344X.
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4.2- Triatoma pseudomaculata
4.2.1- Orceina Lacto-Acética

O cariograma de T. pseudomaculata (figura 11a), baseado na metafase I, apresentou 10
pares de cromossomos autossomos, sendo um deles de tamanho maior e um par de cromossomos
sexuais (heterocromossomos - XY) (figura 11b, ¢). Os ntcleos poliploides da parede do tibulo
seminifero apresentaram uma massa cromocéntrica heteropicnética compacta (figura 12a). Na
profase I (estdgio difuso) o cromocentro heteropicndtico algumas vezes permanecia associado em
um tnico bloco, outras vezes bipartido (figura 12b, ¢). Na fase final do estagio difuso (dipléteno-
diacinese) um dos heterocromossomos e um a trés autossomos apresentam-se heteropicnéticos
(figura 12d). Nas metdfases I os heterocromossomos apresentam-se individualizados, sendo o
cromossomo Y maior que o X (figura 13a — d). As espermatides iniciais (redondas) apresentaram
um corpusculo heteropicnético (figura 14a). Nas espermdtides em fase de alongamento e nos

espermatozoides foi constatado um filamento heteropicnético (figura 14c, d).

4.2.2- Impregnacao por ions prata

As células meidticas da profase 1 (estdgio difuso) submetidas a impregnacdo por ions
prata tiveram os nucléolos nitidamente destacados (figura 15a — f). Nas diversas subfases desse
estdgio (inicial, médio, final) pode ser notado que os nucléolos estavam associados a cromatina
ainda descondensada das regides organizadoras nucleolares (RONs) (figura 15a, b, ¢, d). Nas
fases precoces de condensacdo cromossomica (dipléteno-diacinese) os nucléolos estavam
associados aos cromossomos (figura 15e, f). As metdfases I apresentaram ténues marcacdes
cromossOmicas, indicativas de regides organizadoras nucleolares (RONSs) (figura 16a — d). Nas

espermatides em diferentes fases de diferenciacdo foram observadas marcagdes nucleolares

(células redondas) e impregnacdes argénticas (células em alongamento) (figura 17a - c).

4.2.3- Bandamento - C

As células dos tibulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidas a técnica de
bandamento — C apresentaram, na profase I (estagio difuso) um corpisculo heterocromatico
diferenciado (figura 18a — c¢), em algumas regides cromossOmicas autossOmicas foram
observados poucos pontos heterocromdticos (Banda — C*). Nas metéfases I (figura 19a — h) em

vista lateral (figura 19a — d) ou frontal (figura 19e — h), apenas um dos cromossomos sexuais (Y)
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apresentou banda C'. Os demais cromossomos mostraram coloragdo homogénea. As
espermatides iniciais (redondas) apresentaram um corpusculo heterocromatico (figura 20a). Nas
espermdtides em fase de alongamento nao foi possivel observar marcacao heterocromética (figura

20b, c).

4.2.4- Variante da técnica de CEC
A técnica variante de CEC destacou metacromaticamente os nucléolos (azul) do restante
dos cromossomos (coloragdo esverdeada) nas células do inicio da préfase I (estdgio difuso)

(figuras 21a - d).

No quadro I encontram-se resumidos os principais resultados oriundos da andlise das
laminas dos tdbulos seminiferos, submetidos a todas técnicas citoquimicas (orceina lacto —
acética; impregnagdo por ions prata; bandamento — C; variante de CEC), das duas espécies (7.

maculata e T. pseudomaculata) estudadas no presente trabalho.
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Triatoma pseudomaculata
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Figura 11. T. pseudomaculata: (a) Macho adulto. (b) Cariograma
baseado em metafase | (A: autossomos; S: sexuais); (c)
metafase |. Aumentos: (b) 1554X; (c) 1344X.
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Figura 12. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a
técnica de orceina lacto-acética. (a) Nucleo polipldide. (b) Estagio difuso
inicial (setas). (c) Estagio difuso médio (setas). (d) Estagio difuso final
(dipléteno - diacinese) (setas). H: cromocentro heteropicnético; D:
diacinese; MI: metafase I. Aumento: 1344X.
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10 pm

Figura 13. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a
técnica de orceina lacto-acética. (a, b, ¢, d) Metafase I. (seta:
cromossomo Y; cabeca de seta: cromossomo X).
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Figura 14. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos
a técnica de orceina lacto-acética. (a, b, ¢, d) Fases da
espermiogénese. (a): Espermatide inicial; (b, c): Espermatides em
fase de alongamento. (d): Espermatozdide.
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Figura 15. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a técnica de
impregnacao por ions prata. (a-f) Profase I: estagio difuso. (a, b, ¢): inicial; (d,e):
meédio; (f): final. Nucléolo (setas). Notar corpusculos nucleolares dispersos no
citoplasma (b, ¢, d). Aumento: 1554x.
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I |
Figura 16. Tubulos seminiferos de T

pseudomaculata submetidos a técnica de
impregnacao por ions prata. (a - d) Metafases I. As
setas indicam regioes cromossomicas
impregnadas pelos ions prata (RONs).
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10 pm
e

Figura 17. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a técnica de
impregnacao por ions prata. (a-c) Fases da espermiogénese. (a): Espermatide inicial;
(b): Espermatide em fase de alongamento; (c): Espermatide em fase final de
diferenciacao. Observar marcacao nucleolar (setas).
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\ 10 pm
| |

Figura 18. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a
técnica de bandamento - C. (a, b, c) Préfase |: estagio difuso.
Corpusculos heterocromaticos (setas); regides heterocromaticas
(banda - C*) nos autossomos (cabeca de setas).
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10 pm

Figura 19. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a técnica
de bandamento — C. (a - h) Metafases | (lateral: a-d; frontal: e-h). As setas
indicam o cromossomo Y heterocromatico (banda C*).
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10 pm

Figura 20. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a técnica de
bandamento - C. (a, b, c) Fases da espermiogénese. (a): Espermatides iniciais
(redondas); (b, c): Espermatides em fase de alongamento. Corpusculos
heterocromaticos (setas).
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/

Figura 21. Tubulos seminiferos de T. pseudomaculata submetidos a
técnica de Variante de CEC. (a-d) Profase I: estagio difuso. Corpusculos
nucleolares metacromaticos (setas). Observar cromossomos
profasicos esverdeados. Aumento: 1344X.
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Quadro I - Resumo de algumas caracteristicas da espermatogénese de Triatoma maculata

e Triatoma pseudomaculata, com base na andlise parcial dos tubulos seminiferos submetidos as

técnicas: orceina lacto — acética; impregnacao por fons prata; bandamento — C e variante de CEC.

T. maculata/T.pseudomaculata

Nucleos polipléides

- Presenca de um tnico cromocentro associado
ao nucléolo

Profase I (estdgio difuso) (inicial)

- Presenca de um bloco heteropicnético unico,
bi ou tripartido

Profase 1 (estdgio difuso) (médio)

- Presenca de nucléolo associado aos
cromossomos heterocromdticos (sexuais) que
formam um bloco

Profase I (dipléteno/diacinese)

- Bloco dos cromossomos  sexuais:
heterocromético e impregnado por {ons prata

Metafase 1

- 10 autossomos com pequenas regides
heterocromdticas. A espécie 7. maculata
apresenta um maior ndmero de regides
heterocromadticas

- 1 par de cromossomos sexuais (XY). Apenas
o cromossomo Y € heterocromatico

- Nao had ordenacdo na disposi¢cdo dos
Cromossomos: 0s sexuais aparecem periféricos
ou centrais

- Tamanho dos cromossomos: autossomos
maiores que os sexuais, sendo que apenas um
par de autossomos € maior que os demais. O
cromossomo sexual Y (heterocromdtico —
banda — C") é maior que o X (banda — C")

- Fragmentagdo nucleolar

Espermiogénese

- Presenca de um corpusculo nucleolar nas
fases iniciais da espermatogénese (central ou
periférica)

- Presenca de material nucleolar na fase de
alongamento das espermatides

- Presenca de um corpusculo heterocromatico
nas espermatides (redondas e em alongamento)
- Presenca de um filamento denso nos
espermatozoides (peca intermedidria e flagelo)
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5- Discussao

A andlise geral dos resultados obtidos sobre o estudo da espermatogénese em duas
espécies de insetos hematofagos do género Triatoma (T. maculata e T. pseudomaculata), com
base nas técnicas de orceina lacto - acética, impregnagdo por ions prata, bandamento — C e

variante de CEC, permitiu-nos levantar alguns aspectos relevantes:

5.1- Mecanismos da meiose em triatomineos

Apés andlise da classica coloracdo com orceina lacto-acética podem ser corroborados
alguns aspectos interessantes sobre o comportamento cromossomico nesses insetos. Os
cromossomos das duas espécies estudadas comportam-se como holocéntricos, pois nao
mostraram constri¢do primdria e, nem tampouco, a tradicional figura na forma de “V” durante a
metifase meidtica assemelhando-se a pequenas estruturas arredondadas. Os cromossomos nas
metdfases I dispdem-se aleatoriamente na placa metafisica. As vezes pode ser notado que os
autossomos permaneciam na periferia da placa metafdsica e os sexuais apresentavam-se no
centro.

As duas espécies analisadas (7. maculata e T. pseudomaculata) mostraram a presenga de
nucleos polipldides da parede do tibulo testicular exibindo um cromocentro heteropicnético que
respondeu positivamente a técnica de bandamento — C. Tais nudcleos parecem refletir a alta taxa
metabdlica necessdria para a manutencdo das células em divisao (De Vaio et al., 1985; Severi-
Aguiar & Azeredo-Oliveira, 2003).

Os cromossomos de 7. maculata e T. pseudomaculata comportam-se como o dos demais
Heteroptera (Ueshima, 1966). Os cromossomos sexuais formam um corpisculo que pode ser
bipartido (7. pseudomaculata) ou tripartido (7. maculata) caracterizando os nicleos em estigio
difuso. Durante a segunda divisdo meidtica, embora nio representado nas fotomicrografias deste
presente trabalho, os autossomos dispdem-se radialmente na periferia da placa metafasica e os
sexuais no centro do anel. Essa disposicdo corrobora os dados citogenéticos da espécie T.
pseudomaculata discutidos por Perez e colaboradores (1992).

A andlise convencional pela técnica de coloracdo com orceina lacto-acética permitiu
identificar os cariétipos 20 + XY (10 bivalentes autossomicos € um par de cromossomos sexuais
XY) de T. maculata e T. pseudomaculata, confirmando os dados citogenéticos da literatura

(Azeredo-Oliveira, 1990; Pérez et al., 1992; Carcavallo et al., 1999).
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Esses cariétipos sdo equivalentes ao nimero modal dos cromossomos para a subfamilia

Triatominae (Ueshima, 1966).

5.2- Relacio entre as regioes heterocromaticas e nucléolo

A constatacdo da intima relagdo entre as regides heterocrométicas e os nucléolos, nos
nicleos interfasicos, e entre essas e as Regides Organizadoras Nucleolares, nos cromossomos
profésicos ficou bastante consistente, apds a andlise geral dos dados com as diferentes técnicas
citoquimicas empregadas.

Os nicleos polipléides das células nutritivas do tibulo seminifero e os nicleos em profase
I (estdgio difuso) mostraram uma préxima relacdo entre os corpisculos heterocromdticos -
destacados pela orceina e bandamento — C, e a presenca dos corpuisculos nucleolares marcados
com nitrato de prata. Essa relacdo, entre heterocromatina e nucléolo, j4 foi observada em tibulos
de Malpighi e glandulas salivares desses insetos (Azeredo-Oliveira & Mello 1986, 1997, 1998,
Azeredo-Oliveira,1990). Portanto, os dados obtidos do estudo das células testiculares neste
trabalho, nas duas espécies estudadas, confirmam a relagdo funcional e estrutural que ocorre entre
esses dois dominios nucleares.

Nas fases da profase I (estdgio difuso) da meiose, pode ser observada uma clara
associacdo entre o bloco heteropicnético dos cromossomos sexuais € a impregnacdo pelos fons
prata. A presenga de marcacgao pela prata, no bloco heterocromatico foi muito evidente na préfase
da primeira divisdo meidtica, especificamente na “fase difusa”, no dipléteno e na diacinese. A

natureza heterocromadtica dessas marcacgoes foi confirmada pela técnica de Bandamento — C.

5.3- Diferenciacdo estrutural da heterocromatina nos cromossomos holocéntricos dos
triatomineos

O impacto das técnicas de bandamento, revelando uma diferenciacdo longitudinal dos
cromossomos, foi expressivo para a maioria dos eucariotos. Todavia, enquanto 0s cromossomos
de vertebrados superiores apresentam bandas G caracteristicas ou bandas equivalentes (Q e R),
padrdes de bandamento semelhante nao sdo obtidos em invertebrados e vertebrados inferiores.
Para que se consiga banda G de qualidade € necessdrio que os cromossomos estejam livres de

material citoplasmético circundante, o que € quase sempre inevitivel, uma vez que, em se
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tratando de insetos, os cromossomos sao obtidos, geralmente, por esmagamento (Severi-Aguiar,
2001).

As pesquisas nesse grupo de animais, envolviam, até bem pouco tempo apenas a
heterocromatina, que permanece condensada durante todo o ciclo celular, sendo visivel até a
teléfase, ao contrdrio da eucromatina. O advento das técnicas de citogenética molecular comeca a
fornecer informagdes sobre a constitui¢cdo da cromatina dos invertebrados e, portanto, os dados da
literatura sdo ainda incipientes, apresentando demonstragdes em maior nimero, em peixes e
outros vertebrados (Severi-Aguiar, 2001).

Os resultados do presente estudo, que aplicou a técnica de bandamento — C aos
cromossomos de 7. maculata e T. pseudomaculata, corroboram evidéncias de que os
cromossomos de Heteroptera apresentam pequenas quantidades de heterocromatina constitutiva,
localizadas, preferencialmente, no caso dessas espécies, no cromossomo sexual Y e nas
extremidades dos cromossomos autossomos (Camacho et al., 1985; Santos et al., 2007).

O bandamento — C pode ser usado para estudo da evolucdo cromossdmica de vdrias
formas, como por exemplo, a diferenciacdo entre espécies relacionadas. Diferencas em
quantidade, posi¢do e tipo de heterocromatina sdo extremamente comuns. Espécies relacionadas
podem diferir, ndo somente na quantidade de heterocromatina de seu genoma, mas, também, no
nimero de bandas, na localizacdo e em suas propriedades de coloracdo (Summer, 1990;
Warchalowska-Sliwa et al., 1994). O padrao heterocromédtico em triatomineos de duas espécies
do género Panstrongylus (P. megistus e P. herreri), analisado na espermatogénese por
bandamento — C, indicou que ambas as espécies revelaram bandas intersticiais e terminais nos
autossomos. As bandas terminais corroboraram a hipétese que nos cromossomos holocéntricos a
heterocromatina € preferencialmente localizada no teldmero. Os cromossomos sexuais (X, Y) em
P. herreri foram totalmente heterocrométicos e em P. megistus somente O cromossomo Y
apresentou-se heterocromiatico, sendo que o X em alguns nicleos era banda CV
e em outros banda C (Tartarotti & Azeredo-Oliveira, 1999c).

No presente trabalho a andlise citogenética possibilitou a verificacdo de uma distribuicao
da heterocromatina semelhante nas duas espécies estudadas, apenas em relacdo aos cromossomos
sexuais. No entanto, a espécie T. maculata apresentou, em relagdo aos cCromossomos autossomos,
uma maior quantidade de regides heterocromdticas (Banda C*) do que a espécie T.

pseudomaculata. Essa mesma caracteristica heterocromatica foi verificada, recentemente, por
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Santos e colaboradores (2007), que também realizaram outras comparagdes enzimaticas e
morfométricas. Os resultados obtidos por esses pesquisadores indicaram que as diferencas
genéticas reveladas entre essas espécies fornecem suporte para uma divergéncia evolutiva. No
presente estudo as semelhangas e divergéncias da distribuicdo e quantidade das regides

heterocromaéticas corroboram as diferengas citogenéticas entre 7. maculata e T. pseudomaculata.

5.4- Atividade nucleolar na meiose dos triatomineos

Os tabulos seminiferos das duas espécies de hematéfagos do género Triatoma,
submetidos a impregna¢do por fons prata e a técnica de variante de CEC revelaram o nucléolo
das células nas diversas subfases do estdgio difuso, como um bloco coeso, ligado a algumas
regides especificas dos cromossomos.

Nos cromossomos metafdsicos ndo houve marcagdes especificas indicativas de regides
organizadoras nucleolares (RONSs), no entanto, pode ser observada a fragmentacdo do nucléolo,
representada por pequenos pontos argénticos destacados ao redor dos cromossomos, tanto nas
placas laterais como nas frontais.

Durante as fases de diferenciacdo das espermatides (iniciais e de alongamento) foi
constatada a presencga de um pequeno corpuisculo impregnado por fons prata.

Sabe-se que os fons prata ligam-se a um grupo especial de proteinas acidicas existentes no
nucléolo (C23 e B23). E conhecido que o nucléolo possui um ciclo de desagregacio e
reorganizacgdo, isto €, desagregacdo durante a préfase tardia e reorganizagdo no inicio da teléfase
(Ashraf & Godward, 1980). No entanto, varios exemplos, em diferentes espécies animais e
vegetais, mostram evidéncias de que o material fibrilar, principalmente, e algumas vezes, o
granular, podem persistir durante todas as fases do ciclo celular, incluindo a metifase e a anéfase.
Essas evidéncias suportaram a possibilidade de que o material nucleolar ndo seja totalmente
originado na regido cromossdmica do organizador nucleolar, mas um material pré-existente seja
também necessario e utilizado (Ashraf & Godwar, 1988).

Os resultados observados nesse trabalho, somente pela impregnagdo por prata, estdo de
acordo com a persisténcia nucleolar no ciclo celular meiético, pois os corpuisculos pré-
nucleolares podem ser observados em vdrios estdgios durante a divisdo celular. Esses corpusculos
pré-nucleolares permanecem na célula, apds a profase, durante o ciclo, até a teléfase. Os mesmos

aspectos foram verificados na espermatogénese de outros triatomineos do género Triatoma
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(Tavares & Azeredo-Oliveira, 1997b; Severi-Aguiar & Azeredo-Oliveira, 2005a; Severi-Aguiar
et al., 2006) Panstrongylus (Tartarotti & Azeredo-Oliveira, 1999b) e Rhodnius (Morielle &
Azeredo-Oliveira, 2004; 2007a, b).

Por outro lado, outros resultados obtidos sobre a espermatogénese desses insetos, com
base em bandamento fluorescente e hibridag¢des in situ fluorescentes (FISH), ndo detectaram a
presenca desses corptisculos durante as divisdes celulares meidticas, nem nas espermétides. Tais
corpuisculos foram, entdo, corados tanto pela orceina como pelos ions prata, mas ndo foram
detectados por fluorocromos e por FISH (Severi-Aguiar & Azeredo-Oliveira, 2005a, b; Severi-
Aguiar et al., 2006).

Portanto, a natureza citoquimica desses corpusculos, detectados também na
espermatogénese de 7. maculata e T. pseudomaculata, durante as fases da meiose até as fases
iniciais das espermadtides, sugere que os mesmos representem uma fonte de RNAs associados a
proteinas especificas, constituindo complexos de ribonucleoproteinas (RNPs). Essa fonte de
RNPs é muito importante nas fases iniciais da espermatogénese quando ocorre uma série
sucessiva de eventos, nos quais as células hapldides sofrem transformacdes nucleares e
condensacdo da cromatina, desenvolvendo estruturas especiais como o acrossomo e o flagelo
(Parvinen et al., 1986). Durante esse padrdo de diferenciacdo, a célula, momentaneamente,
diminui a sintese de proteina (Mirre & Knibiehler, 1985). Os achados em triatomineos, podem
indicar que suprimentos de RNPs s@o necessarios a sintese protéica da espermatide. Os pequenos
pontos vistos nas espermatides desses insetos, tanto por meio da coloragdo pela orceina como
pela impregnagdo pela prata, evidenciam a presenca desses corpusculos de RNPs, ji que os
mecanismos dessas técnicas, por acidofilia e por ligacdo dos fons prata, indicam que apenas as
proteinas sdo marcadas.

Durante a espermatogénese de mamiferos e de outros vertebrados ha evidéncias sobre a
sintese celular de RNA e, simultaneamente, aparece uma organela caracteristica — o “corpo
cromatdide” — que apresenta tipica forma lobulada. Estudos com radioatividade, derivada de
uridina tritiada, e estudos imunohistoquimicos de alta resolucio indicaram a presenca de actina e
RNA no “corpo cromatdide”. O “corpo cromatdide” tem vdrias func¢des durante a
espermiogénese, por exemplo, relacionadas a formagdo do sistema acrossOmico. A mais
interessante das func¢des propostas para o “corpo cromatdide” € sua participacdo no metabolismo

de RNA das células espermatogénicas. Ha evidéncias de que uma considerdvel propor¢cdo de
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RNA sintetizado nos espermatdcitos, em paquiteno, seja preservada durante a diferenciacdo da
espermdtide até estdgios tardios da espermiog€nese. Foi sugerido, também, que o ‘“corpo
cromatdide” deva ser uma organela de estocagem desses RNA tipo “longa-vida” assegurando,
assim, a sintese protéica durante o final da espermatogénese, quando o genoma da espermaétide
estd inativo. E, ainda, possivel, que proteinas pré-sintetizadas sejam estocadas no “corpo
cromat6ide” para que, no momento apropriado, sejam transformadas em estruturas proprias da
espermétide (Parvinen et al., 1986). Em tibulos seminiferos de roedores (Mus muscullus e Rattus
novergicus), analisados com técnicas citoquimicas e ultra-estruturais, foi constatada a
participagdo desses “corpos cromatdides” na série sucessiva de eventos caracteristicos que ocorre
durante a diferenciagdo de espermdtide a espermatozdide, como por exemplo, a formagdo do
acrossomo e do flagelo (Peruquetti et al., 2007).

Sendo assim, considerando a variacdo, durante a meiose do padrao de impregnacdo por
fons prata, sugerimos que tais corpusculos, visiveis da diacinese até as espermétides, durante a
espermatogénese dos triatomineos, sejam semelhantes ao “corpo cromatéide” detectado em

mamiferos e desempenhe funcdo andloga, com é&nfase ao metabolismo de RNA.
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6- Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo sobre a espermatogénese de duas espécies do
género Triatoma (T. maculata e T. pseudomaculata) por meio de técnicas citoquimicas classicas,
corroboraram e ampliaram os conhecimentos sobre a citogenética desses insetos hematéfagos,
vetores da Doenca de Chagas.

Em relacdo a contribuicao cientifica desse estudo, podem ser destacados, principalmente,
0s seguintes aspectos:

1. Nas duas espécies foi observada uma associacdo entre nucléolo e regides
heterocromdticas, nas células interfasicas somadticas e nas da linhagem germinativa. A localiza¢io
coincidente dessas regides especificas evidenciou, mais uma vez, a intima relacdo funcional entre
essas estruturas.

2. A diferenciagdo estrutural das regides heterocromdticas, tanto na cromatina dos nicleos
interfdsicos quanto nos cromossomos ja condensados, com base na técnica de bandamento — C,
indicou que a localizacdo dessas regides cromossdmicas € semelhante em relacdo aos
cromossomos sexuais, sendo que nas duas espécies analisadas o cromossomo Y apresentou-se
heterocromitico (banda-C"). A espécie T. maculata apresentou um maior niimero de marcagdes
heterocromaéticas nos autossomos em relacao a espécie 1. pseudomaculata

3. A atividade nucleolar persiste até o final da profase I (dipléteno-diacinese) quando,
entdo, verificou-se a fragmentacdo dessa organela em pequenos corpusculos (particulas de
ribonucleoproteinas — RNPs).

4. Nas fases iniciais da espermatogénese até a fase de elongacdo das espermatides, foi
visivel um corpidsculo de RNP andlogo ao mesmo “corpo cromatdide” verificado na
espermatogénese de vertebrados. Esses complexos de RNA + proteinas (RNPs) que formam este
corpusculo, sdo necessdrios para o metabolismo celular durante a série sucessiva de eventos
caracteristicos que ocorre durante a diferenciacio de espermétide a espermatozoide: compactacao
da cromatina; substituicdo das proteinas histonicas complexadas ao DNA, por protamina;
formacdo do acrossomo; formagao do flagelo.

5. As espécies T. maculata e T. pseudomaculata ndo devem ser consideradas espécies
intimamente relacionadas, de acordo com as semelhancas e divergéncias reveladas pelas técnicas

citogenéticas.
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6. As caracteristicas citogenéticas com énfase a distribui¢do das regides heterocromaticas
e a localizacdo das Regides Organizadoras Nucleolares (RONs) sdo importantes ferramentas para
o entendimento dos mecanismos adaptativos e de diferenciagdo que ocorreram ao longo da

evolucdo desses insetos hematéfagos.
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