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Os triatomineos possuem grande importancia médico-sanitaria por
serem transmissores do Trypanosoma cruzi, protozodario causador da doencga de
Chagas. Disseminada hoje por grandes extensdes do Brasil e de outros paises
latinos-americanos, a doenga de Chagas representa sem duvida um
importantissimo e grave problema de saude publica, ndo somente pelos elevados
indices de prevaléncia como pelos danos que causa a populagdo em termos de
morbidade e mortalidade. Acresce ainda considerar que a doenga humana
apresenta limitacdes e dificuldades aos tratamentos especificos e sintomaticos, o
que se agrava pela precariedade geral da vida dos contingentes humanos mais
expostos a infecgdo. Neste particular, a doenga de Chagas situa-se entre as
entidades vinculadas ao subdesenvolvimento soécio-cultural e suas causas

correlacionando-se estreitamente as péssimas condicbes de morada, ao

subemprego, a falta de terra e de bens de producéo. Resta lembrar que a propria

doenga agrava e ajuda a perpetuar esse panorama ao reduzir e limitar a
qualidade de vida de significativa parcela de chagasicos, com repercussoes
inevitaveis em sua familia e seu grupo social.

Além dos aspectos de interesse sanitario basico a respeito desses
insetos hematofagos, varios trabalhos na literatura enfocam os efeitos de
diferentes tipos de condigées ambientais durante o desenvolvimento de algumas

espécies de triatomineos (Dias, 1988; Tavares & Azeredo-Oliveira, 1996).

1.1- Estrutura e fisiologia dos tubulos de Malpighi

Os tubulos de Malpighi sao 6rgaos excretores de insetos e de outros
artropodes terrestres. A fungédo desse sistema excretor € manter no animal um

meio interno constante, através da eliminagdo ou segregag¢do de substancias

™
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desnecessarias presentes na hemolinfa, e pela retengdo ou reabsor¢do de
constituintes Uteis ao organismo (Wigglesworth, 1965).

xAlgumas alteragbes comportamentais, fisiologicas e estruturais
provocadas pelo jejum e mudangas de temperatura ja foram estudadas nos
tubulos de Malpighi dos triatomineos, que possuem caracteristicas celulares
especiais qualificando esses 6rgaos como excelentes modelos bioldgicos.

«Os tubulos de Malpighi estéo presentes em aproximadamente todos
os insetos e possuem um papel importante no sistema excretor onde sua principal
funcdo é controlar a excregcéo de sal e agua da hemolinfa. O inseto hematofago
Rhodnius prolixus Stal, possui quatro tubulos de Malpighi cada um com 4-4,5 cm
de comprimento e com diametro externo e interno de 90um e 65um,
respectivamente (McElwain,1984).

Os tabulos de Malpighi localizam-se na hemocele, com extremidade
proximal usualmente presa a jungdo entre os intestinos médio e posterior. Os
tubulos sdo capazes de peristalse e podem apresentar alguns movimentos dentro
da hemocele. As extremidades de alguns deles estao em contato com os corpos
adiposos e a parede intestinal.

Os tubulos de Malpighi de Rhodnius desembocam em uma grande
bolsa retal. Como em muitos hemipteros, o reto compreende todo intestino
posterior. E um saco piriforme, capaz de consideravel distensdo. Cada tubulo de

Malpighi associa-se ao reto nas regides superiores e anteriores através de

ampolas, que formam uma roseta ao redor da extremidade do intestino meédio.

Neste ponto os tubulos correm na dire¢ao inferior e para tras, terminando na
superficie do reto, formando uma massa entrelagada na regido pdstero-anterior
do abddomen. Dois dos tubulos estdo confinados nesta regido, sendo que os
outros tubulos, um de cada lado formam uma alga que se estende para o lado do
“estdmago” ou regiao dilatada do intestino médio (Wigglesworth,1931a) (Esquema
| A).
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Segundo Satmary e Bradley (1984), os tubulos de Malpighi de
insetos sao epitélios tubulares que desembocam na hemocele e filtram a
hemolinfa produzindo a urina primaria.

A urina, o produto dos tubulos de Malpighi, estd comumente
misturada com residuos do intestino médio, que juntos formam os excrementos
dos insetos (Wigglesworth,1965).

Em todas as espécies de insetos analisadas, os epitélios dos tubulos
de Malpighi sdo compostos por mais de uma “célula tipo”. Em algumas espécies
os tubulos sdo separados em regides morfologicamente distintas, cada regi@o
com uma “célula tipo” caracteristica (Satmary & Bradley, 1984).

O hemiptero Rhodnius prolixus € um exemplo de espécie em que 0s
tubulos de Malpighi estdo divididos em regides. Cada um dos quatro tubulos
consiste de uma regiao superior € uma regiao inferior, composta por diferentes
“células tipo”. As diferentes células, e as diferentes regides dos tubulos, podem
ser distinguidas morfoldgica e estruturalmente (Wigglesworth &Salpeter,1962;
Bradley,1983) (Esquema | B).

Dois tercos superiores(regiao distal), sao distintamente diferentes
em estrutura e fungdo do tergo inferior (regido proximal), sugerindo que elas
possuem fungdes diferentes (McElwain,1984)

+A porcao distal de cada tubulo constitui cerca de dois tergos de seu

comprimento total, é translucida e sem cor, ou, as vezes, fracamente amarelada.

As suas células apresentam bordo apical estriado, suas microvilosidades s&o

bastante proximas entre si, ndo tendo uma separa¢éo maior do que 150 a 200 A.
Este € 0 mesmo grau de separagdo que existe entre as membranas plasmaticas
de células contiguas ou entre as duas membranas do envoltério nuclear. As
células dessa regido exibem no citoplasma grande quantidade de "concre¢des"
laminares (glébulos mineralizados), e mitocondrias especialmente concentradas
na parte apical celular (Mello & Vidal,1980) (Esquema Il A).

Quanto a regiao proximal, as células sao quase transparentes.

Observa-se, por outro lado, no lume dessa regidao um.-material amarelado,
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composto de esferulitos de acido urico (Mello & Vidal,1980), nunca presentes na
regido distal. O bordo apical das células proximais apresenta-se em forma de
escova (“brush border”) onde as microvilosidades sa@o separadas por espago
equivalente ao seu préprio diametro. Nestas células ndo ocorrem “concregdes”
laminares e as mitocondrias concentram-se na porgdo celular basal
(Wigglesworth & Salpeter,1962; Mello,1971; Mello & Dolder,1977 e 1980, Dolder
& Mello,1979) (Esquema Il B).

O inseto hematofago, Rhodnius prolixus, ingere em cada
alimentacdo um volume de sangue igual a dez vezes o0 peso de seu corpo
(Buxton,1930). Imediatamente apds a alimentagéo, € produzida uma urina rica em
soédio em alta quantidade devido a agdo de dois horménios diuréticos, 5-HT e um
peptidio (DH), cuja liberagdo € estimulada pela alimentacdo (Maddrell et al,
1993). Durante constante diurese, o fluido é transportado do intestino médio para
a hemolinfa, pelo qual é removido pela atividade dos quatro tuabulos de Malpighi.

Baseando-se em experimentosl fisiolégicos realizados por
Wigglesworth (1931 b, 1965), sabe-se que a porgao distal dos tubulos de Malpighi
desses reduviideos esta envolvida na eliminagéo de potassio e agua, enquanto a
regido proximal reabsorve potassio. Wigglesworth demonstrou que o fluido
presente no lume da porgcao distal € fracamente alcalino, enquanto que o da
porgao proximal é distintamente acido. Acido Urico seria eliminado pela porgéo
distal e cristalizado no lume da porgdo proximal sob a forma de esferulitos
(Azeredo-Oliveira,1982).

Em relagdo aos fenotipos nucleares das células dos tubulos de

Malpighi dos insetos hematofagos, Triatoma infestans Klug e Rhodnius prolixus
Stal diferem quando comparados uns com os outros (Mello & Lima,1978).
Entretanto, muitas caracteristicas estruturais tem sido observadas em todas as
células mencionadas (Wigglesworth & Salpeter,1962; Mello & Dolder,1977).
Varios padrées nucleares de heterocromatinizagdo tem sido
relatados nos tubulos de Malpighi do hemiptero Triatoma infestans Klug (Mello
1971, 1975,1976 a,b). A morfologia nuclear e as propriedades citoquimicas
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diferem quando compara-se o segmento distal com o segmento proximal dos
tubulos de Malpighi.

Nlcleos altamente polipldides estdo presentes nos tubulos de
Malpighi de Triatoma infestans Klug (Mello,1971). As quantidades de DNA dos
nucleos das células proximais e distais dos tubulos de Malpighi sdo praticamente
as mesmas em ninfas do 5°estadio (Mello,1971,1975,1976 a,b). Entretanto,

nesses insetos, 0s nucleos das células proximais exibem uma quantidade maior

de corpos heterocromaticos, enquanto varios cromocentros pequenos sao

encontrados nos nucleos dos segmentos distais. Os nucleos também diferem em
caracteristicas citoquimicas, tais como fendmenos anisotropicos e resisténcia a
hidrolise acida (Mello,1976 a). Além disso, pesquisas revelam algumas diferengas
na associagao nucléolo-heterocromatina a nivel estrutural. Estas caracteristicas
nucleares sugerem diferentes fungdes nucleares que estdo relacionadas as
atividades citoplasmaticas das duas regides (distal e proximal). Estes achados
diferenciais sdo encontrados também em Rhodnius prolixus (Wigglesworth &
Salpeter,1962), os quais apresentam cromatina com caracteristicas do Triatoma
infestans (Schreiber et al.,1972, Mello & Lima,1977). Pode ser assumido que a
diversificagdo nos padrées de composigdo cromatinica e organizagdo como
ocorre em Triatoma infestans, ocorreu como uma evolugao seletiva que envolveu
células com a capacidade de realizar atividades fisiol6gicas normais.

Também em Panstrongylus megistus, foram encontradas diferengas
citoplasmaticas ultraestruturais entre as células distais e proximais dos tubulos de
Malpighi assemelhando-se aos triatomineos j@ mencionados: Rhodnius prolixus
Stal (Wigglesworth & Salpeter, 1962) e Triatoma infestans Klug (Mello &
Dolder,1977). Sao estas: 1-"Concreg¢des” laminares presentes exclusivamente nas
células distais; 2-Elementos da borda estriada agrupados nas células distais e
separados nas celulas proximais; 3-Mitocondrias extensivamente concentradas na
regido apical das células distais e na zona basal das células proximais. Em
adigao, cristais de urato sdo encontrados somente no lume da regido proximal dos

tubulos de Malpighi nas trés espécies mencionadas acima. As caracteristicas
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morfolégicas das regides distais e proximais dos tubulos de Malpighi dos insetos
sugadores de sangue, sd@o relatadas em suas fungbes especificas
(Wigglesworth,1931a).

As caracteristicas ultraestruturais do citoplasma das ceélulas
proximais e distais dos tubulos de Malpighi de insetos hematdfagos néo devem
estar diretamente relacionadas com seus respectivos fendtipos nucleares, que
geralmente diferem quando comparados com celulas tipo dentro da mesma
espécie e entre varias espécies como segue: As células distais de Triatoma
infestans em ninfas tardias e adultos tem varias massas heterocromaticas,
enquanto que as células proximais exibem um grande cromocentro (Mello,1971 e
1975). Em P. megistus as células proximais contém um pequeno cromocentro,
enquanto que as células distais aparecem isentas de corpos heterocromaticos
(Mello,1975; Mello & Raymundo,1978), bem como todas as células ao longo dos

tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus (Mello & Lima,1978). Nao somente a

morfologia e distribuicdo destes cromocentros séo diferentes, mas também suas

propriedades citoquimicas e assdciar;.éo com nucléolo (Mello,1979).
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Esquema I-A,B: Sistema excretor de Triatomineo. A - visdo geral
do sistema apresentando somente um tubulo em
maior extensdo; B- detalhe dos segmentos
proximal (P) e distal (D) e regiao de transi¢ao (T)
visto em corte longitudinal. IM=Intestino Médio;
Gr=Glandula retal;, TM=Tubulos de Malpighi;
R=Reto.
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Célula distal Célula proximal

Esquema II-A B: Células representativas das regides distal (A) e
proximal (B) de tubulos de Malpighi. MC=
Microvilosidades; M=Mitocéndrias; I|=Invaginagao
da membrana plasmatica do pélo basal; BM =
Membrana Basal; C=Concregoes; H=
Heterocromatina; N=Nucleo; U=Cristal de Urato.
(conforme Azeredo-Oliveira, 1982).
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1.2 - Efeito do jejum nas células dos tubulos de Malpighi de Triatomineos

Os triatomineos sao hematofagos obrigatérios em todas as fases do
seu ciclo de desenvolvimento, sendo o hematofagismo imprescindivel para que
haja muda. Alguns autores mostraram que o Triatoma infestans necessita de
sangue como fonte exégena de hematina, substancia que ele ndo é capaz de
sintetizar (Neiva,1913;Lwoff & Nicolle, 1945; Hack,1955; Corréa, 1962).

Geralmente as espécies possuem um hospedeiro preferencial.
Sugam, entretanto, indiferentemente varios animais (Correa, 1962; Barreto,1968;
Juarez,1970). Esta capacidade de aceitar diferentes tipos de sangue adaptando-
se as situagdes que lhe oferecem, constitui um dos mecanismos que favorece sua

sobrevivéncia (Gajardo-Tobar,1952).

A importancia da quantidade e da qualidade do alimento no

desenvolvimento dos triatomineos tém sido bastante estudada. Varios autores
apresentam dados significativos sobre diferentes enfoques deste tema. Friend et
al., (1965) estudaram a relevancia da quantidade de sangue ingerida no
desenvolvimento de Rhodnius prolixus. Almeida (1981; 1982 a, b) estudou a nivel
enzimatico, a importéncia da dieta para varias espécies de triatomineos.
Rodrigues e Rabinovich (1980) trabalhando com Rhodnius prolixus, mostraram
que o efeito da densidade populacional, ndo € significativo quando os insetos
sugam amplamente. Schofield (1982) estudou o papel do sangue ingerido como
regulador da densidade populacional de Triatoma infestans e mostrou que
quando o sangue ingerido é restrito, o periodo do desenvolvimento ninfal aumenta
e a fecundidade diminui.

Ninfas de Rhodnius prolixus de 5° estadio, ingerem sangue de
mamiferos aproximadamente nove vezes o peso de seu corpo, em uma unica vez
(Friend et al.,1965). Na diurese, um potente hormdnio diurético causa um

aumento de 100 vezes na taxa de secregdo dos tubulos de Malpighi (Maddrell,
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1962, 1963), desse modo, o inseto elimina em torno de 40 a 50% do seu peso na
urina (Maddrel,1964).

Entretanto, apesar de sugarem com voracidade quando dispéem de
alimento facil, os triatomineos podem resistir aos prolongados jejuns.

De modo geral, a resisténcia ao jejum varia de espécie para especie
e dentro de uma eépécie, de individuo para individuo e de um estadio a outro do
ciclo evolutivo. Os ultimos estadios ninfais sdo geralmente os mais resistentes,
sendo a resisténcia dos adultos semelhante as ninfas de 3°e 4°estadio. A
sobrevivéncia ao jejum € inversamente proporcional a temperatura (Costa et al.,
1973).

Sabe-se que a resisténcia aos prolongados jejuns em relagdo a
difusdo da doenga de Chagas, € de grande importancia epidemioldgica
(Pellegrino, 1952).

Desde que os trabalhos de combate aos vetores foram iniciados

por meio de inseticidas de acgao residual, um dos entraves para o sucesso tem

sido a capacidade de resisténcia ao jejum que estes insetos apresentam
possibilitando a repopulagdo tédo logo acabe o efeito do inseticida (Dias, 1965;
Perlowagora-Szumlewicz, 1954, 1969)

Quando se empregam inseticidas de efeito residual, os
sobreviventes sdo obrigados a permanecerem em seus esconderijos devido ao
poder repelente do inseticida. Assim, por causa da grande resisténcia dos
triatomineos ao jejum, sobrevive uma pequena parcela desses animais. Uma vez
dissipado o inseticida, os poucos animais remanescentes sdo capazes de
repopular a area tratada (Perlowagora-Szumlewicz, 1954).

Da observagao em microscopia de luz, sabe-se que as células dos
tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus, sao binucleadas. Os tubulos contém
um constante nimero de células apesar destes serem muito maior no adulto do
que no primeiro estadio. As células dos tubulos crescem sem diviséo e,
aumentam o tamanho dos nucleos, sendo provavel que seu conteudo de DNA

aumente, por endomitose. Tais hipertrofias celulares sao frequentemente
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encontradas nos insetos (Pearson, 1974). Em larvas de dipteros, estao
associadas com politenia, enquanto que nos hemipteros ocorre mais comumente
a endomitose. Em insetos submetidos ao jejum, € comum observar a presenga de
nucleos polipléides.

Em vérios tipos de estresse aos quais T. infestans foi submetido (
ions, mercurio, jejum, toxinas e fungos ), o jejum parece ser o Unico que induz a
fusdo nuclear in vivo, possivelmente porque esse fendmeno requer uma maior
acao estressante para ser concluido ( Mello, 1989 ).

Os tubulos de Malpighi de espécimes de P. megistus alimentados,
desenvolvem células epiteliais binucleadas. Seus nucleos geralmente exibem
uma pequena massa heterocromatica (Wigglesworth,1967). Intensa
heteropicnose da heterocromatina desenvolve em alguns nucleos fusionados, o
que é provavelmente uma necrose nuclear e induz a morte celular (Mello &
Raymundo, 1980).

| O alto grau de ploidia tém sido citofotometricamente demonstrado no

nucleo de células epiteliais dos tibulos de Malpighi desses insetos sugadores de

sangue. O conteudo de DNA desses nucleos aumentalcom o desenvolvimento
ninfal, cessando no 5° estadio ninfal. Em células do corpo gorduroso de Rhodnius
sp, entretanto, o alto grau de ploidia aparece induzido pela fus&o nuclear, quando
estes insetos tenham-se desenvolvido sob condigdes de jejum (Mello, 1971,1975).

Embora fusdo nuclear também tem sido observada no jejum em
Triatoma infestans (Mello, 1983), dados quantitativos deste fendmeno s&o ainda
desconhecidos. Em espécies mal-alimentadas, o nimero de nucleos de um érgéo
total, que apresenta alto grau de ploidia, como no caso dos tubulos de Malpighi,
néo tem sido determinado no decorrer do desenvolvimento, nem o efeito da fusdo
nuclear é considerado poliploidia. Entretanto, possiveis mudangas no fenétipo
nuclear, definido em termos do numero de cromocentros e estagio de
empacotamento, tem sido estudadas em espécies de Triatoma infestans
submetidas ao jejum.
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Os nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Triafoma
infestans, contém um ou varios cromocentros (Mello,1971), que aparecem
rodeados por um halo de material nucleolar (Azeredo-Oliveira & Mello, 1986:
Mello & Recco-Pimentel, 1987). Foi encontrado microscopicamente que sobre
condi¢des de estresse provocado pelo jejum ou radiagdo gama, 0s cromocentros
de parte das células dos tubulos de Malpighi de Triatoma infestans sao
estruturalmente afetados (Mello, 1983; Krubusly, 1984; Andrade & Mello, 1987,
Alvares-Garcia, 1988). Analise de imagens tem permitido assumir que apés um
longo periodo de jejum a supra-organizagéo da cromatina destes cromocentros &
alterada (Mello, 1989). Entretanto, a  microscopia eletrdnica demonstra
caracteristicas que devem estar associadas com mudangas na fisiologia nuclear
devido ao estresse. De fato, dados da microscopia eletrnica revelam que
cromocentros e nucléolos estdo ausentes em varias condigdes fisiologicas (Mello
et al.,1990).

- Os tabulos de Malpighi de Triatoma infestans do 5°estadio, exibem

células com nucleos com varios cromocentros (Mello, 1971), que apresentam

heterocromatina constitutiva (Mello & Recco-Pimentel, 1.987). Suspeita-se que
devido ao jejum, alguns desses cromocentros aumentam seus volumes,
superando a drea esperada, através da fusdo dos cromocentros (nucleos
fusionados). No entanto, mudangas no conteido de DNA ou no estado de
empacotamento da cromatina, dificultam a demonstragédo destes cromocentros em
condicdes de jejum.

A aparéncia dos granulos pericromaticos na superficie do
cromocentro n&do associado com componentes nucleolares na maioria dos
nucleos das ninfas de T. infestans em jejum, e o subsequente desaparecimento
destes granulos nos insetos mal alimentados seguindo o jejum, s&o indicativos de
que eles representam a resposta ao estresse do jejum (Mello ef al.,1990)

Existem alguns relatos sobre nutrientes 'que possam afetar a

estrutura da cromatina. Estas alteragbes podem estar relacionadas com
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1.3 - Influéncia da temperatura na fisiologia celular

Quando ocorre um subito aumento na temperatura, todas as células
desde a bactéria mais simples até o neurdnio mais altamente diferenciado,
aumentam a produgdo de uma certa classe de moléculas que as protegem dos
danos. Foi observado o fendmeno pela primeira vez ha trinta anos atras, e
chamaram-no de resposta ao “choque de calor” (“heat shock response”). Estudos
subsequentes revelaram que a mesma resposta ocorre quando as células séo
submetidas a uma ampla variedade de alterages ambientais, incluindo metais
toxicos, alcoois e muitos venenos metabdlicos. Devido ao fato de que muitos
diferentes estimulos promovem o mesmo tipo de mecanismo de defesa celular, os
pesquisadores referem-se comumente a ele como “resposta ao estresse” e as
moléculas expressas neste fendmeno como “proteinas de estresse” (Welch,
1993)

Na procura pelo entendimento d_a estrutura e das fungbes das

‘proteinas de estresse”, tem-se aprendido que sao muito mais do que apenas

moléculas defensivas. Através da vida de uma célula, muitas dessas proteinas
participam de processos metabdlicos essenciais, incluindo as etapas pelas quais
todas as outras proteinas celulares sdo sintetizadas e agrupadas. Algumas
proteinas de estresse parecem orquestrar as atividades das moléculas que
regulam o crescimento celular e a diferenciagao (Welch, 1993).

O acumulo de evidéncias confirmou que as “proteinas de estresse”
podem desempenhar um papel ativo na defesa celular. Foram identificados e
isolados os genes que codificam para as proteinas de estresse individuais.
MutacGes nestes genes produzem interessantes anormalidades celulares. Por
exemplo, bactérias que portam mutagdes nos genes que codificam muitas das
proteinas de estresse, exibem defeitos na sintese de DNA e RNA, perdem sua
habilidade de sofrer divisdo celular normal e parecem incapazes de degradar
proteinas apropriadamente. Tais mutantes foram incapazes de crescer em
temperaturas mais elevadas (Welc, 1993). I
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A resposta ao estresse desempenha também um importante papel
na habilidade das células animais em fazer frente as breves exposigdes as altas
temperaturas. Células animais que recebem um choque de calor brando, o
suficiente para aumentar niveis de “proteinas de estresse”, sdo melhor
protegidas contra um segundo choque térmico que de outra forma poderia ser
letal. Essas células termotolerantes sdo também menos susceptiveis a outros
agentes toxicos, indicando que a resposta ao estresse de alguma forma, protege
a ceélula contra varias injurias ambientais.

As “proteinas de estresse” (hsp 70), sédo produzidas em células
submetidas apés o choque térmico, desempenhando um papel essencial na
defesa da célula contra o estresse, mas algumas delas podem ser sintetizadas
constitutivamente, ou seja, em condi¢des fisiolégicas normais (Atikinson &
Walden, 1985). Usando sondas moleculares, os pesquisadores, compreenderam
que apos um choque de calor, muitas proteinas desse grupo (hsp 70) acumula-se
dentro do nucléolo. Tal localizagéo para essas proteinas hsp 70 foi intrigante:

estudos prévios haviam demonstrado que apds o choque de calor, as células

param de produzir ribossomos, e seus nucléolos tornam'-se cheios de particulas
de ribossomos desnaturadas. Foi sugerido que essas proteinas hsp 70 poderiam
de alguma forma, reconhecer outras proteinas intracelulares desnaturadas e
restaurar o seu dobramento correto e sua forma biologicamente ativa (Pelham,
1986 apud Welch, 1993).

Muitos dos genes que codificam para “proteinas de estresse” sdo
notavelmente similares em todos os organismos e muitas “proteinas de
estresse” sdo também expressas em muitas células normais e ndo estressadas e
nao apenas nas traumatizadas. Consequentemente, as .“p'roteinas de estresse”
foram subdivididas em dois grupos: as constitutivamente expressas sob condi¢gdes
normais de crescimento e aquelas induzidas somente em ceélulas que sofrem

estresse.
Uma vez estabelecido um papel para algumas “proteinas de

estresse” como associadas a nivel molecular nas células saudaveis e néo
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estressadas, chaperonas, os investigadores tem voltado sua atengdo para a
determinagao de porque essas proteinas sdo expressas em niveis mais altos em
células sob estresse. Um indicio vem das condigdes que aumentam a expressao
das “proteinas de estresse”. Temperaturas que sdo suficientes para ativar a
resposta ao estresse podem eventualmente desnaturar algumas proteinas dentro
das células (Welch,1993).

O efeito da temperatura ambiental em insetos & observado em
diferentes processos fisiologicos. Entretanto, a preferéncia de certas temperaturas
ambientais € o resultado da relagdo entre muitos parametros fisiologicos e
adaptagao as certas condigdes ecologicas (Lazzari,1991).

Embora, o papel da temperatura em insetos hemipteros tenha sido
discutido por varios autores (Hocking, 1971; Friend & Smith, 1977), a resposta
comportamental sobre ambientes com diferentes temperaturas, tem recebido
pouca atengao.

Em insetos hematéfagos, a temperatura possui um papel importante

na capacidade vetorial (Wood, 1976). Modificagbes na dinamica populacional de

Triatoma infestans ocorre como resultado de mudangas de temperatura. As taxas
de oviposi¢do e muda sao altamente favorecidas na primavera e verao (Gorla &
Schofield, 1985).

A temperatura possui influéncia basica na duragdo do ciclo
evolutivo. O efeito favoravel de temperaturas mais elevadas na redugdo do
desenvolvimento, em determinadas especies de insetos, foi observado por Neiva
(1913), Perlowagora-Szumlevicz (1953), Bursell (1964), Zeleddn et al. (1970)
Wigglesworth (1972), Silva (1985,1988a) e Silva & Silva (1988 b, c, d). Esse
efeito foi bastante evidente no desenvolvimento de Rhodnius nasutus, em todas
as fases do ciclo evolutivo, como também no consumo das reservas nutritivas,
causando, consequentemente, uma redugdo na sobrevivéncia ao jejum absoluto.
Da temperatura de 25°C para 30°C, houve redugdo de 22% no ciclo evolutivo,
passando de duas para trés geragdes por ano. Fato este que possibilita uma
reinfestagéo mais rapida e dificulta as agbes de controle (Silva, 1989).
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A velocidade de digestdo do sangue pode ser modificada por varios
fatores ambientais, principalmente temperatura (Prasad, 1987). Foi demonstrado
que modificagdes na quantidade de sangue ingerido e na taxa de consumo,
afetam o potencial reprodutivo de Triatoma infestans (Giojalas & Montenegro,
1986; Montenegro, 1989; Giojalas, 1991). Também, deve modificar a frequéncia
de alimentagdo, com consequente efeito na transmissdo parasitaria (Catalg,
1991).

Ninfas de 4°estadio de Triatoma infestans Klug, quando submetidas
a choque de temperatura, sofrem alteragdes nucleares nas células dos tubulos de
Malpighi (Dantas & Mello, 1992). Essas alteragbes se processam a curto e a
longo prazo e compreendem mudangas na supra-organizagdo cromatinica, fusdo
de nucleos e aparecimento de diversos niveis de degeneragdo em parte da
populagédo nuclear (Dantas & Mello, 1992). Efeitos semelhantes foram

previamente detectados em espécimes submetidos a outros tipos de estresse,

como o jejum prolongado (Amaral & Mello, 1989) e agdo de metais pesados

(Kubrusly, 1984; Mello, 1989).

Segundo Rodrigues ef al., (1991), entendendo os tipos de respostas
celulares aos choques de temperatura, seria necessario conhecer se esses
efeitos poderiam comprometer a sobrevivéncia dos insetos a esse tipo de
estresse. Dessa forma, tal conhecimento permitiria avaliar melhor a biologia do

inseto.

1.4 -Basofilia nuclear e Concentragdo Eletrolitica Critica (CEC): conceitos

basicos

A basofilia metacromética exibida pela cromatina corada com a
solugdo de Azul de Toluidina em pH 4.0, & devida a ligagdo de moléculas
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apropriadas de grupos fosfatos do DNA ou RNA ligados as proteinas do grupo
amino (Davison & Butler, 1956; Miura & Ohba, 1967; Itzhaki, 1971). A
metacromasia, no caso da coloragdo com Azul de Toluidina, é caracterizada por
uma substituit;éq do pico de absorg&o espectral, originalmente posicionado em
A=632 nm, para comprimentos de ondas menores (hipsocromismo) e simultaneo
hipocromismo em A = 632 nm (Bergeron & Singer, 1958; Lison, 1960; Miura &
Ohba, 1967, Toepfer, 1970). As caracteristicas microespectrofotométricas da
basofilia da coloragdo da cromatina pelo Azul de Toluidina estdo relacionadas
com os niveis de atragdo e proximidade das moléculas do corante ligadas ao
substrato (Davison & Butler, 1956; Miura & Ohba, 1967). Consequentemente,
diferengas na localizagdo e absorgdo dos picos na curva de basofilia s&o
esperadas em complexos DNA-proteinas. De fato, isto foi demonstrado na
cromatina de gafanhoto e rato durante a espermatogénese, quando histonas
somaticas sdo substituidas por uma proteina rica em arginina (Lison, 1955; Mello
& Vidal, 1977; Vidal et al. , 1978) e em diferentes zonas de cromossomos
politénicos em dipteros (Vidal, 1975). Em adigdo, é esperado que as curvas de
absor¢cdo de basofilia da eucromatina e heterocromatina constitutiva também
devem diferir in situ, assumindo que certas fragdes de heterocromatina diferem na
composi¢cdo e interagdes de nucleoproteinas quando comparadas com
eucromatina (Comings, 1972; Mello,1978b).

O conceito da concentragdo critica de eletrélitos (CEC) e sua
aplicacdo na coloragao de substratos polieletroliticos foi desenvolvido por Scott
em 1960. Varios polianions da matriz extracelular foram estudados e

caracterizados bioguimicamente e topoquimicamente usando o método de CEC
(Vidal & Mello,1989). '

Se a uma solugdo de corante catidnico forem adicionados cations

(por exemplo Mg?®*), ocorrera competicdo entre estes ultimos e o dipolo do corante
de carga semelhante pelas cargas negativas do substrato poli-anidnico.
Dependendo do tipo e forga de carga dos cétions envolvidos na competigdo e nas
afinidades idnicas do polianion, a coloragdo do substrato, podera ser abolida
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numa certa concentragdo do cation, consequentemente, os sitios de ligagdo
disponiveis do substrato deverao ligar-se aos cations (Amaral & Mello, 1989).

O principio desta reagdo e sua aplicagdo, desenvolvidos por Scott
(1960) destinaram-se ao estudo de glicosaminoglicanos acidos (GAGA), sendo
neste caso utilizado principalmente o Azul de Alcian como corante catidnico e o
Mg** como cétion competidor (Amaral & Mello, 1989).

Oito membros do grupo dos aminoglicanos s&o quimicamente bem
caracterizados (Scott,1960), isto &, s@o carregados negativamente devido a
presenga de grupos sulfato ésteres e/ou grupos carboxilas. Em consequéncia,
ligam-se e sdo precipitados por corantes cationicos. Esta reagéo fisico-quimica é
a base de todo método histoquimico. Alguma especificidade pdde ser introduzida
pela combinagdo do corante com um ou mais membros do grupo. Metilagédo,
acetilagédo, desulfatagdo e manipulagédo de pH s&o usados para distinguir entre
pohssulfatos e policarboxilatos (Quintarelli ef al. ,1964).

Vidal & Mello (1987) propuseram que 0 pr|n0|p|o da CEC pudesse

ser utilizado para o estudo da ‘cromatina, mas empregando-se neste caso o

corante azul de toluidina (AT). O uso extensivo do azﬁl de toluidina (AT) em

pesquisas de natureza topoquimica e anisotrépica de DNA justificou sua escolha.
Neste caso, a CEC foi considerada como sendo o valor de concentragéo de Mg2*
no qual a metacromasia aparecia completamente abolida, ou seja, o material
cromatinico aparecia corado em verde. Esta coloragdo seria também
proporcionada por outro mecanismo de interagdo de moléculas do Azul de
Toluidina com o DNA, ou seja, intercalagdo de moléculas do corante no interior da
molécula deste acido nucléico (Miura & Ohba,1967).

As moléculas do corante catidnico e os cations inorganicos
competem pelas cargas negativas dos fosfatos livres do DNA n&o ligados as
proteinas. Quando se utilizam solugées de AT na auséncia de Mg® ou com
concentragdes de Mg? inferiores aquela requerida para o ponto de CEC, o DNA
cora-se em violeta (metacromasia). Com a utilizagdo de uma concentragéo de
Mg* correspondente ao valor de CEC, a metacromasia do DNA sera totalmente
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abolida e a cor exibida sera verde. Inicialmente tal determinagao foi efetuada por
método microespectrofotométrico, associando-se a cor encontrada ao pico de
absorc¢ao da respectiva curva espectral de absorgdo. No entanto, a determinagao
microespectrofotométrica pdde ser substituida por observagao visual, uma vez
que a coloragéo verde corresponde ao ponto de CEC (Vidal & Mello', 1989).
Grande parte dos estudos de basofilia nuclear destinados a levantar
conhecimentos sobre os niveis de complexagdo DNA-proteina na cromatina, e até
mesmo o estado de conformagdo do DNA e da cromatina tem se baseado na
utilizacdo do Azul de Toluidina (AT), um corante catidnico tiazinico planar,
empregado em diferentes pHs na deteccdo de 4cidos nucléicos,
glicosaminoglicanos acidos e proteinas. Além disso, € uma molécula com

excelentes propriedades anisotropicas, especialmente dicroismo linear, o que

torna esse corante indicado para estudos de ordem molecular (Amaral & Mello,
1989).

A basofilia € devida a ligagéo eletrostatica de moléculas anidnicas
de um substrato. Admite-se que a basofilia nucléar quando da utilizagao do Azul
de Toluidina em pH 3,0-4,0, seja devida a presenca de acidos nucléicos (Lison &
Mutsaars, 1950; Lison,1960) e se da pela ligagdo eletrostatica dos grupos
cationicos do corante e grupos anidnicos do substrato, ou seja, os grupos fosfatos
de DNA e RNA (Lison,1960; Vidal,1979).

Cabe lembrar que o empilhamento das moléculas de azul de
toluidina depende da disponibilidade de grupamentos anidnicos no DNA, e que
devido a geometria planar da molécula corante, quanto maior for a proximidade e
empilhamento destas moléculas, maior sera a interagdo de seus elétrons pi,
provocando a metacromasia. Quando na aboligéo desta, a cor verde observada
(CEC) é devida a intercalagdo das bases da dupla hélice do DNA (Mello, 1976;
Vidal & Mello, 1987).

As caracteristicas da influéncia do corante AT nos padrées de
empacotamento da cromatina e na absorgdo espectral nos nucleos ainda n&o
estdo claras. No trabalho classico de Sylvén (1954), ficou estabelecido que
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formas monoméricas do corante absorvem luz vermelha, enquanto formas
poliméricas absorvem no espectro azul. E extensivamente aceito que produzindo
juntas reagdes, o substrato resulta na polimerizacdo do corante e apresenta
mudanga para direita do espectro, exibindo uma coloragdo metacromatica. As
formas da condensagdo cromatinica influenciam na formagdo do espectro do
corante AT (Erenpreisa et al,, 1992).

O fendmeno de metacromasia acha-se intimamente ligado ao grau
de empilhamento das moléculas do corante e proximidade entre elas. Quanto
mais préximas as moléculas do corante estiverem entre si, € maior for seu
empilhamento, maior sera a interagdo de seus elétrons, consequentemente sendo
maior o deslocamento de seu maximo de absorgdo para comprimentos de ondas
mais curtas (efeito hipsocrdémico) (Mello,1976; Vidal & Mello,1987). O fendmeno
metacromatico pode ser diferencialmente obtido, em tecidos diversos, variando-se

o pH da solugéo diluente do Azul de Toluidina.

Prévios estudos de ligagéo de corantes em
desoxirribonucleoproteinas, indicam que mais -de 50 % de fosfatos estao livres
(Klein & Szirmai, 1963; Miura & Ohba, 1967), isto & visto como uma quantidade
equilibrada de fosfatos e grupos de histonas no DNA.

E geralmente assumido que na cromatina, as proteinas devem estar
ausentes ou dissociadas do DNA em certos sitios de transcrigao.

Sabe-se que complexos DNA-H; e DNA-polilisina possuem graus
menores de agregagdo que complexos DNA-protaminas. Este fato leva a
diferenga na disponibilidade dos fosfatos, causando as referidas diferengas nas
respostas. Assim, complexos DNA-proteinas que proporcionem um maior grau de
compactacao (como por exemplo DNA-protamina, in situ e in vitro), que s&o
moléculas policatidnicas e pequenas, mas com alto poder de agregagéo dos sitios
anidnicos do DNA, possuem menor disponibilidade de sitios anionicos livres e
consequentemente menor valor de CEC, ou até, auséncia do mesmo, onde a
coloragéo verde é observada ja no controle, devido a intercalagdo das moléculas
do corante (Falco ef al.,1994; Lima ef al., 1994)
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Taboga et al.,(1996), observou que nos complexos DNA-polilisina,
onde se esperava a coloragéo azullvioleta, a resposta encontrada foi verde. Esta
pode ser devida, a alta concentragé@o destas proteinas em relagéo ao DNA in vitro,
(pois a proporgdo 1:1 é relativa). Alto valor de CEC observado neste estudo foi
achado em filamentos de DNA puro e valores menores em complexos
DNA/protaminas. Certamente, o numero e proximidade dos grupos fosfatos
associados com corante catidnico (e cation inorganico) tem um importante
significado nestes resultados, uma vez que eles definem a metacromasia bem
como suas mudangas (Vidal & Mello, 1989).

E conhecido que protaminas estdo mais associadas ao DNA do que
as histonas. Consequentemente, menos fosfatos devem estar associados com a
ligagéo eletrostatica dos complexos DNA/protaminas, permitindo entdo que a CEC
seja atingida com valores de Mg** mais baixos. Isto deve explicar a estabilidade
do complexo DNA/protamina emiconcentrac;ﬁes maiores de Mg®* do que nos
complexos DNA/H;. O mesmo fendbmeno deve explicar a dispersdo normal da
birrefrigéncia observada nos complexos DNNbrotaminas tratados com AT na

auséncia de ions Mg*, enquanto DNA e complexos DNNH, exibem dispersao

andmala da birrefrigéncia apds coloragdo com solugées contendo baixas
concentragdes de ions Mg** ( Vidal & Mello, 1989).

Clupeina @ uma proteina extremamente basica que atua no
empacotamento do DNA e apresenta forma bioquimicamente inerte na cromatina.
Esta proteina esta presente em espermatozéides de salmdo, tem grande
afinidade pela dupla hélice dos acidos nucléicos (Warrant & Kim,1978). Foi
demonstrado que a clupeina pode experimentalmente ligar-se na maioria das
regides dos cromossomos politénicos, retardando a metacromasia usual e ao
mesmo tempo, aumentando sua birrefrigéncia (Vidal,1979). Por outro lado, certas
regides cromossdmicas tais como pufe de RNA e organizadores nucleolares nao
se ligam a clupeina, exibindo metacromasia e uma fraca ou virtualmente nao
existente anisotropia (Vidal,1979). E esperado que a clupeina deve se ligar
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diferencialmente na heterocromatina e eucromatina, levando os diferentes niveis
de afinidade pelas moléculas do Azul de Toluidina.

Considerando as caracteristicas estruturais e funcionais do
cromocentro de Triatoma infestans (Mello,1971,1979,1980,1983; Vidal &
Pimentel,1980), .e a habilidade da clupeina em se ligar a dupla hélice do DNA
(Warrant & Kim,1978), € assumido que esta tem uma grande oportunidade para
se ligar na maior parte em heterocromatina do que na eucromatina. Isto resultou
em condigdes de que moléculas de azul de toluidina ligam-se aos fosfatos da
heterocromatina, abolindo a metacromasia.

A metacromasia detectada na eucromatina ap6s o tratamento com
clupeina é sustentada ndo somente pelo alto nivel de atividade transcricional,
mas também pelo estado supra-organizado que deve permitir uma especial
ligagéo de moléculas de clupeina nestas estruturas. Obviamente, a eucromatina
nao esta isenta da dupla hélice do DNA, e além disso, exibe metacromasia e

birréfrigéncia apos o tratamento com RNase (Vidal & Pimentel, 1980; Mello,1983).

Consequentemente, deve existir um certo potencial de ligagdo das moléculas de
clupeina. Entretanto, o estado relativamente descompéctado deve implicar nas
interagGes inter- e intramolecular, esperado nas varias protaminas.

E sabido que fixagdes aldeidicas (formol Karnowsk) preservam
eficientemente proteinas, enquanto que fixagdes etanol-acéticas as solubilizam. E
de se esperar portanto, que estes fatores possam influenciar nas respostas de
basofilia e CEC de complexos DNA-proteinas. E intereséante ressaltar que depois
de atingida a CEC dos complexos DNA-proteinas no nucleo, as concentragdes
salinas superiores a da CEC, sao removedoras de proteinas nucleares. Assim
sendo, ocorre um retorno da metacromasia nuclear, pois a remogao das proteinas
libera sitios anidnicos na molécula de DNA (Amaral & Mello, 1989).

Mello et al.(1993), estudando variagdes desta técnica, encontraram
que complexos de ribonucleoproteinas sdo altamente metacromaticos apds os
valores de CEC em complexos DNA/proteinas serem encontrados. Os autores

descrevem uma variante da técnica de CEC em que os nucléolos s&o
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significadamente discriminados. A visualizagdo do nucléolo em coloragdes com
Azul de Toluidina € frequentemente dificultada pela forte afinidade das moléculas
do corante ao DNA. Desse modo, sem a digestdo enzimatica, os nucléolos ndo
podem ser distinglidos das areas heterocromaticas. Entretanto, nas preparagdes
onde o Azul de Toluidina & seguido pelo tratamento com ions Mg**, o nucléolo
torna-se facilmente visivel, sendo a concentragdo do Mg* suficiente para abolir a
metacromasia do DNA, neste caso, o Mg2+ tem a fungdo de extrator e ndo de
competidor. Foi observado que a metacromasia do RNA é mantida em
concentragdes de Mg>* maiores do que aquelas requeridas para valores de CEC
de DNA ou complexos DNA-proteina.

1.5 - Estrutura nucleolar e impregnagéao por ions prata (revisdo)

1/

Em células eucarioticas, o nucléolo é o sitio em que ocorre a

transcrigdo do gene ribossdmico e 0 mecanismo necessario para a produgéo das
subunidades ribossdmicas (Hadjiolov, 1985). Neste sitio sdo sintetizados os
RNArs 18S, 28S e 5,8S, que sdo associados as proteinas acidicas, tais como a
proteina ribossomal S; e também o pequeno RNAr 58, que é transcrito em outro
local do genoma. Portanto, o nucléolo néo € uma organela estavel. Sua estrutura,
seu tamanho e organizagao dependem da biogénese dos ribossomos (Hugle et
al. , 1985; Hernandez-Verdun, 1991).

Hoje, sabemos a importancia do nucléolo, sendo o sitio de
biogénese dos precursores ribossdmicos. Ele contém inimeras cépias de genes
para RNAr, que estdo agrupados em sequéncias de DNAr altamente repetidas ou
em tandem, que por sua vez, estdo contidos nos organizadores nucleolares.
Entéo, as Regidées Organizadoras Nucleolares (RONs), sdo os sitios ou regides
cromossdmicas que contém os genes que codificam o RNAr, os quais séo

transcritos e posteriormente processados em pré-ribossomos no citoplasma,
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portanto, o RNA é ftranscrito a partr do DNAr, presente nas RONs
(Schwarzacher, 1993).

As formas e os detalhes dos nucléolos mostram uma extensa
variagido em dif_erentes tipos de células e também dependem do seu estado
funcional. Em células com alto grau de produgéo de ribossomos, os nucléolos séo
grandes e complexos, entretanto, em células com baixa atividade, na maioria dos
casos, sdo pequenos e possuem uma estrutura simples. Porém, trés componentes
estruturais especificos podem ser encontrados em muitos tipos de nucléolos
(Schwarzacher, 1993).

Os diferentes passos na biogénese correspondem aos dominios
nucleolares que podem ser identificados por sua morfologia. Existem trés
dominios nucleolares basicos, os centros fibrilares (FCs), o componente fibrilar
denso (DFC) e os componentes granulares (GCs). Eles sdo encontrados em

todos os nucléolos, exceto naqueles muito pequenos. Tradicionalmente, os FCs

sdo considerados como sitios de armazenamento de genes ribossdmicos néo

transcritos, o DFC é um sitio de transcri¢do destes genes e o GC é o sitio de
maturagdo e armazenagem das subunidades ribossdmicas (Goessens, 1984;
Hernandez-Verdun, 1986; Somerville, 1986). Entretanto, os atuais sitios de
transcricdo sdo ainda controversos. Alguns autores acreditam que eles estdo
localizados nos FCs (Scheer & Benavente, 1990), outros no limite entre FCs e
DFC (Derenzini et al. , 1990; Thiry et al. , 1991); e outros somente no DFC
(Hartung et al. 1990; Wachtler et al. , 1989)

Muito frequentemente, em células eucariéticas complexas, os
nucléolos estio localizados préoximos ao envelope nuclear (Bergeois & Hubert,
1988), ou em nucleos de levedura estao justapostos na membrana nuclear interna
(Clark et al. , 1990). Esta posicdo é relatada pela presenga de estruturas
esqueléticas especificas no sitio de ligagdo com o envelope. Este esqueleto
nucleolar adere diretamente a lamina nuclear ou esta ligado por um pediculo
(Bureau et al. ,1986). Atualmente pouca informacdo estda associada a
caracterizagdo do esqueleto nucleolar, especialmente a especificidade
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comparada aquela da matriz nuclear (Bouteille ef al. , 1983) e agado da estrutura
do dominio nucleolar.

Uma preferencial localizagdo dos nucléolos préximos @ membrana
nuclear ou em contato direto, pode ser observada em muitos diferentes tipos de
células animais e vegetais (Bourgeois et al. , 1982; Bourgeois & Hubert, 1988),
especialmente aqueles com grande produgdo de ribossomos, tais como divisdo
rapida e regeneragéo celular. A posigéo periférica dos nucléolos é em parte uma
consequéncia da posigao frequentemente periférica dos cromossomos portadores
das Regi6es Organizadoras Nucleolares (RONs) dentro do nucleo e em parte a
expressdo de um transporte facilitado de pré-ribossomos para o citoplasma
(Bourgeois & Hubert, 1988).

Os nucléolos, quando supra ativados, adquirem mudangas
morfologicas. Tais mudangas referem-se ao aumento de tamanho e uma

transformagdo a nivel de nucleolonema. O centro fibrilar apresenta-se mais

esparso, o componente fibrilar denso ocupa-se em uma grande extensdo e o

componente granular ndo apresenta grandes transformagdes. O volume medido
em varias areas, revela que durante este estagio, o centro fibrilar denso aumenta
em grande parte (Hozak et al.,1986,1989). Com provavel ativagdo, varios
nucléolos desenvolvem e iniciam a compactagéo, aparecendo primeiramente com
poucas extensdes e posteriormente muitos centros fibrilares, cada um circundado
pelos componentes fibrilares densos, formando uma intercomunicagédo com 0s
centros fibrilares. Nas regiées periféricas do nucléolo uma grande zona de
componentes granulares desenvolvem-se. Todos os componentes do nucléolo
aumentam seu volume.

Na ativagdo de células previamente inativas, as RONs devem ser
totalmente alteradas. Isto indica que muitas cépias dos genes RNAr devem ser
alteradas em um curto espago de tempo. No caso de uma rapida ativagao da
transcricdo do DNAr e biogénese de ribossomos, torha-se necessario que as
proteinas nucleolares especificas sejam armazenadas nas RONs para uso

imediato. Em células inativas da intérfase estas regides apresentam formas de
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pequenos anéis, e durante a mitose, apresentam a forma de corpos pré-
nucleolares, com sitios de RONs nos cromossomos mitoticos (Schwarzacher,
1993).

Existe um grupo de proteinas especificamente localizadas nas RONs
durante a mitose, que foram identificadas pela sua habilidade em reduzir prata
(Ag) sobre condi¢des acidicas, onde a maioria das proteinas celulares
permanecem ndo coradas (Goodpasture & Bloom, 1975). Estas proteinas sado
localizadas durante a intérfase no nucléolo e sua presenga € necessaria para a
transcricdo dos genes ribossdmicos (Miller ef al. , 1976). Elas também sao usadas
como marcadores de RONs ativas e na microscopia eletronica, sao localizadas
no FC e DFC, mas nunca em GC (Hernandez-Verdun ef al., 1980). Nas unidades
transcricionais ribossdmicas, essas proteinas Ag-RON tem sido localizadas nas
regides transcritas das unidades e expostas em distribuigdo linear, indicando a
localizagao preferencial no eixo das proteinas ligadas ao DNAr

(desoxirribonucleoproteinas-DNP). Foi relatado que a variabilidade nas suas

intensidades de coloragéo esta relacionada com o grau de atividade nucleolar

(atividade transcricional) (Angelier et al. ,1982).

Apesar da melhoria de seletividade de uma técnica de coloragéo e o
uso de outra para especificidade, cujos resultados foram extensivamente
provados, ndo ha uma unica proteina ou um grupo de proteinas responsavel pela
impregnacao nucleolar pela prata, confirmando prévias hipdteses (Medina et
al.,1983). De fato, nenhuma presenga da cromatina portadora da RON, nem atual
atividade transcricional sdo caracteristicas comuns em toda estrutura nucleolar
corada pela prata. Todas estas estruturas: RON mitotica, centros fibrilares
interfasicos e porgées do componente fibrilar denso, contém cromatina DNAr
(Fakan & Puvion, 1980; Mirre & Stahl, 1981; Risuefo ef al. , 1982). Proteinas
associadas com a transcrigdo de RNAr e processos iniciais sdo encontradas em
todo componente fibrilar denso (DFC) e, durante a mitose, em cobertura dos
cromossomos anafasicos bem como em corpos pré-nucleolares (Fan & Penman,
1971, Moreno et al. , 1976; Risuefo et al. , 1976; Fakgn & Puvion, 1980).
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Somente as porgdes dos componentes dos centros fibrilares combinam ambas
caracteristicas ao mesmo tempo, por esta reagdo, esta estrutura € mais
densamente corada pela prata, um padrdo observado por outros autores (Daskal
et al. , 1980; Pebusque & Seite, 1981, Moreno et al. , 1985). Achados citolégicos
descrevem duas proteinas nucleolares que se coram pela prata, C23 (nucleolina)
e B23 (numatrina). Destas, somente a C23 esta associada com DNAr (Olson et
al., 1983), sugerindo que é a “verdadeira” proteina “Ag-RON” (Ochs & Busch,
1984).

Métodos de imunoperoxidase que utilizam anticorpos especificos
anti-C23 foram usados para localizar proteinas C23 nas células. Foi determinado
que a proteina C23 esta localizada na densa estrutura nucleolonemal ou “centros
fibrilares” dentro do nucléolo. Estas estruturas, que sdo também evidenciadas no
nucléolo apds impregnagdo pela prata, tem sido evidenciadas por conter RNA,
sugerindo que é o sitio de sintese do RNAr. A proteina C23 esta localizada nestas

regides nucleolares transcricionalmente ativas.

A localizag@o da proteina C23 nas RONs sugere seu envolvimento

na atividade do gene ribossomal. Qutras evidéncias sustentam a hipotese de que
as proteinas C23 e B23 estdo relacionadas com a atividade nucleolar.A taxa
relativa dessas proteinas no DNA e histonas (Ballal ef al.,1975), mostrou-se
aumentada durante a atividade do gene ribossomal. Foi relatado inicialmente que
proteinas C23 e B23 sdo responsaveis pela coloragdo da prata nas RONs
(Lischwe, 1978). Uma correlagéo entre a sintese de RNA ribossdmico e o numero
de granulos corados pela prata, em nucléolo interfasico, indica que as proteinas
coradas pela prata devem ter um importante papel funcional na determinagao da
taxa de atividade nucleolar (Howell, 1977; Busch et al., 1979).

Proteinas cromossomicas ndo histdnicas sdo dificeis de isolar
bioquimicamente porque sdo heterogéneas, insoluveis, associadas com
macromoléculas nucleares e susceptiveis as proteases ( Lischwe ef al., 1981).

Na coloragdo RON-Ag (do inglées Ag-NOR), ou seja, impregnagao

nucleolar pela prata nas proteinas associadas com cromatina DNAr, ndo é
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detectada a presenga dessa cromatina DNAr. Embora ocorram inclusées dessa
cromatina condensada nos centros fibrilares heterogéneos do nucléolo e a RON
mitética contenha esta mesma cromatina DNAr, esta em ambas situagdes, ndo é
corada pela prata. A técnica também nao detecta transcricdo do DNA r, como é
mostrado em varios trabalhos (Dimova et al. , 1982; Hernandez-Verdun et al. ,
1984, Medina et al. ,1983; Raman & Sperling, 1981; Sanchez-Pina et al. , 1984). A
caracteristica comum de toda estrutura RON-Ag corada é a presenga da
cromatina DNAr descondensada (Hernandez-Verdun et al. , 1982; Hernandez-
Verdun & Derenzini, 1983; Risuerio et al. , 1982). Os estudos demonstraram
citologicamente que poucas relagdes existem entre as proteinas acidicas e o
estado de descondensagao da cromatina portadora das RONSs.

Esta conclusdo é sustentada pelo achado de regides altamente
fosforiladas nessas proteinas acidicas RON-Ag (Rao et al. , 1982; Buys & Osinga,

1984) e pelo fato que, um processo de fosforilagdo-desfosforilagdo em proteinas

da cromatina (acidicas e na histona H;) da cromatina é responsavel por uma

mudanga estrutural que afeta o grau de empacotamento da fibra cromatinica
(Bhorjee, 1981, Tsanev, 1983, Sahasrabuddhe et al. , 1983; Egyhazy et al. ,
1984). O desenrolamento da cromatina condensada inativa, € um passo
necessario para a transcrigdo (Tsanev, 1983; Spiker, 1984; Stainer ef al., 1984),
mas pouca relagdo existe entre a fosforilagdo, proteinas nao histonicas e RNA
polimerase (Egyhazy et al. , 1984).

Embora a maior parte dos estudos aqui relatados tenham sido
realizados em genes extranucleolares, & concebivel que requerimentos similares
sao necessarios para o nucléolo (Tsanev, 1983). Entretanto, a alta taxa de
transcricdo do DNA nucleolar, que forma a composigéo de uma proteina particular
da cromatina nucleolar (Widmer et al. , 1979), deve explicar satisfatoriamente a
necessidade de manutengéo da funcionalidade da cromatina DNAr permanecer
descondensada, transcrevendo ou ndo durante a mitose. Isto deve ser a
estrutura da inativa, mas “potencialmente ativa” cromatina nucleolar. Quando

genes ribossomicos estéo totalmente reprimidos (Miller et al. , 1976; Cermerio et
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al. , 1984) sua cromatina deve estar totalmente condensada e ndo mostrar
afinidade pela prata. No caso de células vegetais, altas doses de genes
ribossdmicos (Ingle & Sinclairs, 1972) devem explicar a condensagao transitéria
de alguns deles, que sao visualizados como inclusées de cromatina condensada
(Risueno et al. , 1982).

Alguns resultados relataram que a nucleolina (C23) proteina da
regido nucleolar induz a condensagéo cromatinica pela interagdo com o octamero
das histonas. A nucleolina, quando fosforilada & incapaz de dissociar-se do
octamero das histonas. A ligagéo forte da nucleolina na histona H; sugere que a

mesma induz a condensagao cromatinica (Lischwe, 1981).

1.6 - Cariometria

A utilizagdo de métodos cariométricos apresenta grande importancia,

uma vez que os dados obtidos possibilitam uma série de informagdes referentes
aos mais variados propositos. Essencialmente, os métodos cariométricos medem
a area ou o volume do objeto em estudo que pode ser a célula, nicleo ou
nucleolo.

A partir das variagdes detectadas, através dos dados, pode-se inferir
sobre a atividade celular em varios aspectos: fases do desenvolvimento (Recco-
Pimentel et al.,, 1989), processos de transformagdo e malignidade (Vidal &
Russo,1987;, Mello & Russ0,1987; Taboga, 1997), resposta a estresse
(Kubrusly,1984; Alvares-Garcia & Mello,1987; Andrade & Mello,1987); processos
de envelhecimento, ciclo cardiano, danos patolégicos e agdo hormonal (Mello &
Vidal,1980) e correlagédo com dosagens de DNA, RNA, Histonas e Proteinas Ndo-
Histdonicas (Recco-Pimentel et al.,1989).

No presente trabalho foram medidas as &areas nucleares e

nucleolares das células dos tubulos de Malpighi de triatomineos da espécie
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Rhodnius prolixus (machos e fémeas), submetidos a diferentes condigées de
alimentagdo e técnicas citologicas (orceina lacto-acética e nitrato de prata).

A técnica utilizada foi a do ampliador fotografico, onde as areas séo
medidas através de imagens ampliadas dos nucleos, obtidas a partir de negativos

fotograficos e projetadas em papel milimetrado.

1.7 -Objetivos

Os triatomineos apresentam importancia epidemiolégica pela
transmisséo do protozoario Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas.
Além disso, sao excelentes materiais bioldégicos por apresentarem resisténcia a
jejuns prolongados, sdo de facil obtengado e anatomicamente didatico.

Os tubulos de Malpighi, 6rgédos estudados no presente trabalho,

apresentam alta atividade metabolica, relacionados com a secregéo e excregéo

de nutrientes para manter a homeostase normal. Desse modo, alteragées
ambientais afetam diretamente sua fisiologia.

Portanto, nesse trabalho, os objetivos estado relacionados ao estudo
das alteragbes das células dos tubulos de Malpighi de insetos hematéfagos,
adultos (machos e fémeas) do género Rhodnius (R. prolixus), submetidos a duas
situagbes de estresse: jejum alimentar e alteragbes de temperatura (choques
hipotérmicos e hipertérmicos); e a relacdo entre as caracteristicas celulares
observadas, tanto nos insetos controles como nos experimentais, relativas
principalmente a: distribuicdo cromatinica; fusdo nuclear e nucleolar;-
modificagbes das areas nucleares e nucleolares e graus de compactagdo e
descompactagédo da cromatina, com as respostas fisiolégicas do metabolismo

celular.
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2.1- Espécie analisada, obtengao dos insetos e procedéncia

A espécie escolhida no presente trabalho foi Rhodnius prolixus
(machos e féemeas) (Figuras A e B), que é nativa de Bogota, Colombia.

Os insetos foram cedidos pelo Insetario do Servigo Social de Saude
de Araraquara (SESA), pertencente ao Departamento de Epidemiologia da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo, sob a coordenagéo
do Prof. Dr. José Maria Soares Barata. O insetario promove coletas peridédicas em
algumas regides do Estado de Sado Paulo e Minas Gerais e também recebe
doagbes de hemipteros de todo o mundo, mantendo assim um estoque que
proporciona a distribuigéo as instituigdes de pesquisa solicitantes.

Os insetos foram trazidos na fase adulta, machos e fémeas, sempre
recem alimentados. No presente trabalho foram sacrificados 840 insetos (420

machos e 420 fémeas), sendo 504 para a técnica de CEC (414 para observagao

em diferentes condigbes de alimentagdo, 60 submetidos as diferentes

temperaturas e 30 insetos que foram realimentados) e 168 insetos para
impregnagao por nitrato de prata e orceina lacto-acética nas duas situagdes de

estresse.

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unesprl 120 12 14 15 16 17 18



Figura A-B: Triatomineos do género Rhodnius. A. R.prolixus macho. B. Rhodnius
prolixus fémea
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2.2 - Manutengao

No insetario, os insetos sdo mantidos em cristalizadores, a
temperatura ambiente, em salas com pouca luminosidade. Os cristalizadores sao
fechados na parte superior com tecido de malha fina ou meia de seda. Os
triatomineos s&o alimentados a cada 15 dias com sangue de pato. No
departamento de Biologia (IBILCE-UNESP), esses insetos foram mantidos na

camara de temperatura constante ( 21°).

2.3 - Estadio analisado, periodo de jejum e temperatura de estresse

Os triatomineos da espécie Rhodnius prolixus, adultos (machos e

fémeas) foram divididos em 3 grupos: I- insetos submetidos ao estresse alimentar;

Il- insetos submetidos ao estresse de temperatura; lll- insetos realimentados apos

um periodo de 30 dias de jejum.

Os insetos submetidos ao estresse alimentar foram subdivididos em
5 grupos: a) recém-alimentados; b)7 dias de jejum; c) 14 dias de jejum; d) 21 dias
de jejum; e) 28 dias de jejum.

Os insetos do grupo de estresse de temperatura foram subdivididos
em 3 grupos: 21°C (temperatura ambiente) -4°C (choque hipotérmico) e 40°C
(choque hipertérmico) durante periodos de tempo diferentes: 1, 6 e 12 horas.

A temperatura de 21°C foi utilizada como controle pela
disponibilidade da camara de temperatura constante existente no Departamento
de Biologia, IBILCE (UNESP), Séo José do Rio Preto (S.P.). Além disso, essa
temperatura é a mais proxima da temperatura ambiente existente no Insetario de
Araraquara (S.P.), de onde os insetos sao originarios.

Esses insetos foram dissecados e tiveram seus tubulos de Malpighi
retirados, sem separar regido distal da regidao proximal, onde foram realizadas

diferentes técnicas de coloragao, como orceina lacto-acética, impregnagao pelo
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nitrato de prata e concentragdo critica de eletrélitos (CEC). As diversas técnicas

utilizadas permitiram estudar os efeitos provocados pelos estresses em questao.

2.4 -Dissecagdo dos insetos

Os triatomineos adultos Rhodnius prolixus foram eterizados e em
seguida depositados em uma placa de Petri contendo parafina.

As patas e as asas foram cortadas e seguiu-se a fixagao na parafina
através de um alfinete na regido superior do cefalotérax. Apds a fixagéo, as
laterais do abdomen foram cortadas.

Com a utilizacdo de uma pinga, o exoesqueleto do abdomen foi
extraido, exibindo-se os tubulos de Malpighi, que possuem coloragao leitosa e
localizam-se na hemocele, com a extremidade proximal usualmente presa entre

os intestinos médio e posterior. Os tubulos de Malpighi foram retirados e

depositados sobre uma lamina contendo Demere__ec (Demerec & Kaufmann, 1945).

2.5 -Técnicas citologicas

2.5,- Esmagamento e coloracdo pela orceina lacto-acética (Bicudo,
1982: De Vaio et al., 1985).

Assim que os tubulos de Malpighi foram depositados na lamina
contendo Demerec (Demerec & Kaufmann, 1945), o excesso de solugéo
fisiologica foi retirado. Em seguida, foi depositada uma gota de fixador 1:1 (acido
acético 45% e acido lactico 50%) e apds 1 minuto, o excesso foi retirado com
papel absorvente.

Em seguida, foi adicionada uma gota de orceina lacto acética e apds

8 minutos de coloragéo, o excesso foi retirado com papel absorvente.
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Foi entdo adicionada uma gota de acido acético e apdés 1 minuto o
excesso foi retirado. Novamente, uma gota de acido acético foi adicionada, a

laminula foi colocada sobre o material e procedeu-se o esmagamento

2.5.,-Preparo do material para posterior impregnacéo pela prata.

Sobre os tubulos de Malpighi depositados na lamina, foi adicionada
uma gota de acido acético e apds 1 minuto o excesso foi retirado. Apos esse
procedimento, foi adicionada uma gota de acido lactico (50%) e ap6s 5 minutos, o
excesso foi retirado. Em seguida adicionou-se uma gota de acido acético (45%) e
a laminula foi colocada sobre o material, onde seguiu-se o esmagamento.

As laminas ficaram na camara umida aproximadamente 10 minutos.

As laminulas foram retiradas, apés 20 segundos, do nitrogénio

liquido, com auxilio de uma lamina de metal

*Impregnacao por nitrato de prata (Howell & Black,1980)

Sobre as laminas contendo o material biolégico, foi adicionada uma
gota de solugdo reveladora e duas gotas de nitrato de prata.

Apos essa etapa, a laminula foi colocada sobre o material e a lamina
foi levada a estufa pré-aquecida a 70°C, por aproximadamente 15 minutos (as
laminas foram colocadas na estufa em placa de Petri contendo papel de filtro
umedecido com agua destilada).

Em seguida, o material foi lavado com agua destilada e seco a
temperatura ambiente. Apds esse procedimento, as laminas foram montadas com

verniz cristal.

2.5.;-Coloracédo pela CEC (concentracdo critica de eletrolitos) (Vidal

& Mello, 1977; Taboga, 1997 ; Mello, 1997).
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2.5;4- CEC no estudo da cromatina.

O corante foi preparado utilizando-se Azul de Toluidina (0,025%)
diluido no tamp&o Macllvaine em pH 3.8 - 4.1. O tampéao é preparado com 0,1 M
de acido citrico e 0,2 M de fosfato dissddico.

A solugao foi dividida em porgdes de 50 ml que foram colocadas em
boréis contendo concentragbes crescentes de cloreto de magnésio. As
concentragdes do sal variavam de 0,01 M a 2,0 M. O valor de CEC, dado em
molar, ocorreu quando a metacromasia foi abolida.

Para coloragao do material, os tubulos de Malpighi foram fixados em
etanol 70% e etanol acido acético 3:1 por 1 minuto.

Apds esse procedimento, as laminas foram mergulhadas nos boréis
contendo solugdo de Azul de Toluidina e Mg®* por 15 minutos. Em seguida, o

material foi lavado em agua destilada e secos a temperatura ambiente por 6

horas. Finalizando, o material foi clarificado em xilol, e as laminas montadas com

verniz cristal.

2.53,- CEC no estudo do nucléolo e RNAs citoplasmaticos.

O procedimento para preparar o corante (Azul de Toluidina com
tampao Macllvaine) e a fixagao dos tubulos de Malpighi (etanol 70%; etanol:acido
aceético 3:1) ocorreu como descrito para o estudo da cromatina.

Apos a fixagado do material, as laminas foram mergulhadas em boréis
contendo 50 ml da solugdo sem Mg*, por 15 minutos. Em seguida, as laminas
foram rapidamente lavadas em agua destilada (somente para retirar o excesso do
corante) e mergulhadas novamente em boréis contendo 50 ml de agua destilada e
0,05 M de Mg*. O tempo de exposi¢do do material nesta solugdo variou de 3,7,
10 e 15 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada (para

retirar o excesso do sal) e secas a temperatura ambiente por 6 horas, clarificadas
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em xilol e montadas com verniz cristal.

Com esse procedimento, os corpusculos nucleolares e o RNA
citoplasmatico ficam totalmente metacromaticos, enquanto que, o DNA atinge a
CEC.

2.6-Fotomicrografias.

As laminas foram fotomicrografadas no microscopio ZEISS
JENAVAL, do Departamento de Biologia de Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas-UNESP, Sao José de Rio Preto. Os filmes coloridos foram
revelados no Laboratério Jetcolor de Sdo José do Rio Preto (SP). A ampliagao

final das fotomicrografias apresentadas em todas as pranchas € de 1080 X.

2.7-Cariometria

Foi realizada a cariometria em insetos machos e fémeas submetidos
a cinco condi¢des alimentares: alimentados, primeira semana de jejum, segunda
semana de jejum, terceira semana de jejum e quarta semana de jejum. Os tubulos
de Malpighi foram retirados dos insetos ap6s cada condi¢gdo experimental, e
submetidos a coloragao com orceina lacto-acética e impregnacgao pela prata. Os

nucleos das células desses 6rgaos foram fotografados e os negativos dos filmes

foram colocados em um ampliador fotografico. A imagem dos nucleos foi

ampliada, projetada em papel milimetrado e delimitada com lapis preto.
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2.8- Analise estatistica

A anélise das areas nucleares e nucleolares das células dos tubulos
de Malpighi de insetos machos e fémeas submetidos a diferentes condigGes de
nutricdo e de técnicas de visualizagdo foi realizada com os seguintes
procedimentos (Zar, 1984).

* Estatisticas descritivas e intervalos de confianga
* Graficos box-plot e de dispersao

* Coeficiente de correlagéo de Pearson

* Comparagao de médias e medianas por analise de variancia (ANOVA)

* Comparacao de médias por teste t de Student
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3. Resultados
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A tecnica de coloragdo pela orceina lacto-acética evidenciou

diferengas na distribuicao cromatinica, bem como mudangas de areas nucleares,

nao somente no transcorrer dos diferentes periodos de jejum, mas também entre
individuos machos e fémeas. Na impregnagé@o pela prata, foram claramente
observadas diferengas morfolégicas nos corpusculos nucleolares diante das
diferentes situagcées de estresses, e mudangas das areas nucleolares. A
concentracao critica de eletrélitos (CEC), uma técnica cujo mecanismo consiste
na intercalagdo de um corante catidbnico (Azul de Toluidina) ou um cation
inorganico (cloreto de magnésio) entre os grupos fosfatos livres da cromatina,
evidenciou os graus de descompactagado cromatinica provocados pelos diferentes

estresses.

3.1 -Estresse provocado pelo jejum
3.1,-Coloragao: Orceina lacto-acética

Através desta coloragdo a distribuicdo da cromatina e os fendtipos
nucleares foram facilmente visualizados.

No estresse provocado pelo jejum, em individuos machos e fémeas,
pode-se destacar diferengas nos fendtipos nucleares, como mudangas nas areas
nucleares e contornos nucleares e também descompactagao cromatinica.

Nas figuras 1 e 2, sdo observados fenétipos nucleares em individuos
machos e fémeas, na condicao de recém-alimentagdo até 28 dias de jejum,
respectivamente. Nota-se que com o desenvolvimento do jejum, ocorrem
mudancgas na distribuicdo da cromatina, que se torna mais descompactada no
decorrer do processo. Pode ser também observada uma conformagao

diferenciada do contorno nuclear.
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Na figura 1 (machos), nota-se que a partir da segunda semana de
jejum (C), a descompactacgdo da cromatina € mais acentuada, e o inicio de fuséo
nuclear ocorre mais frequentemente na terceira e quarta semanas de jejum.

Na figura 2 (fémeas), a partir da terceira semana de jejum, tambem
ocorre maior descompactagado da cromatina, e as irregularidades nas delimitagdes
nucleares, sao mais frequentes.

Para cada condicdo de alimentacdo foram selecionados,

aleatoriamente, 50 nucleos das células dos tubulos de Malpighi de insetos

machos e outros 50 de insetos fémeas.

As tabelas 1 e 2 ilustram os resultados obtidos para calculos de
estatisticas descritivas relativas as areas nucleares dos insetos machos e fémeas,
respectivamente. Foram desconsiderados dos testes estatisticos alguns dados
detectados como discrepantes na amostra, por isso os valores de n apresentados
nas tabelas 1 e 2 ndo séo todos iguais a 50. Em decorréncia da selegéo aleatéria
dos nucleos, aparentemente pode ser constatada uma heterocedasticia das
amostras comparadas na elaboragéo dessas tabelas.

As estimativas dos intervalos de confianga IC(95%) apresentadas na
tabela 2, revelam que as areas nucleares foram aumentando a medida em que
transcorriam as semanas de jejum, atingindo valores mais altos na terceira
semana de jejum.

Um outro aspecto que vale destacar € que na terceira semana de
jejum a cariometria apresentou maior heterogeneidade, ou melhor, os maiores
valores de desvio padrao, tanto para machos como para fémeas, foram
encontrados nesta condi¢do alimentar dos insetos.

A figura | ilustra também o comportamento dos dados medidos na
cariometria para machos (A) e fémeas (B).

Ainda com respeito aos dados cariométricos da coloragao com
orceina, verifica-se pela aplicagao do teste t que a comparagao entre os sexos em

cada uma das diferentes condigdes alimentares resultou em:
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45

a) nao evidéncias de diferenga estatisticamente significativa para os dados da
primeira semana de jejum (p=0,9206)
b) evidéncias de diferenga significativa entre as areas médias nas demais

condigbes alimentares (valores-p inferiores a 0,01 em todos os casos). Portanto,

as areas nucleares das fémeas apresentaram-se significantemente maiores que

as dos machos.
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Figura 1: Ndcleos das células dos tibulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
machos submetidos a diferentes condigcdes de alimentag&e:. Coloracéo: Orceina
lacto-acética. A: Recém-alimentados. Notar contorno nuclear bem delimitado e
cromatina uniformemente distribuida. B: 7 dias de jejum. Observa-se inicio da
descompactacdo da cromatina. C: 14 dias de jejum. O contorno nuclear

climitacac regular € ocorre descompactacéo da cromatina. D:

ompactace
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Tabela 1: Resultados dos calculos estatisticos descritivos e valor-p para ANOVA referentes as areas nucleares
dos tibulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus, submetidos a diferentes condigdes
de alimentagdo. Colorag3o: orceina lacto-acética. Area nuclear = pm?.

Estatistica Alimentado 1s de Jejum 2s de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor-p

n 49 46 48 47 48

Média 183,06 273,58 245,66 289,78 337,30 < 0,0001
Mediana 174 364,75 2405 277 343,75

Desvio padrao 57,92 66,66 68,71 89,94 65,54

Minimo 90 119,5 86,5 165,5 146,6

Maximo 295 412,5 414 589 461

IC 695%) 166,43; 199,70 253,78; 293,37 225,70; 265,61 263,38; 316,19 318,27, 356,33
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Tabela 2: Resultados dos calculos estatisticos descritivos e valor-p para ANOVA referentes as areas nucleares
dos tabulos de Malpighi de fémeas adultas de Rhodnius prolixus, submetidas a diferentes condi¢des de
alimentagdo. Coloragdo: orceina lacto-acética. Area nuclear = pm?.

Estatistica Alimentado 1s de Jejum 2s de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor-p

n 50 45 46 49 50
Média 254,43 276,13 338,41 474,99 400,09 < 0,0001
Mediana 255,25 267,5 3455 416 391

Desvio padr&o 127,08 160,02 113,88 245,84 107,07

Minimo 71,5 58,5 137 140,5 225

Maximo 520 708 596 1107 641,5

IC (95%) 218,31: 290,55 228,06; 324,21 304,59; 372,23 404,38; 545,60 369,66; 430,52
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Area nuclear
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0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 [ 25%-75%
Machos Fémeas + Mediana

Condigéo alimentar(dias de jejum)

I: Representagcdo esquematica (“Box plot”) das medianas das areas
nucleares (um?), das células dos tubulos de Malpighi de insetos
adultos de Rhodnius prolixus (A-machos; B-fémeas), sob o efeito de
diferentes condi¢des de alimentagéo (0: individuo alimentado; 7, 14, 21
e 28: periodo em dias de jejum). Coloragédo: orceina lacto-acética.
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3.12- Impregnacgao pelo nitrato de prata.

A impregnagéo pelo nitrato de prata evidenciou os fendtipos
nucleares e os corpusculos nucleolares das células dos tubulos de Malpighi de
triatomineos submetidos as diferentes condi¢ées de alimentagao.

Os corpusculos nucleolares apresentaram-se diferenciados nos
nucleos dos insetos submetidos aos diversos periodos de jejum e também nos
nucleos dos individuos que foram realimentados apds 30 dias de jejum. Estas
evidentes diferengas sdo mostradas tanto em individuos machos, quanto em
fémeas (figuras 3 e 4).

Em machos, (figura 3), os insetos recém-alimentados e aqueles
submetidos até a quarta semana de jejum apresentaram contornos nucleares nao
diferenciados, e os corpusculos nucleolares tiveram suas estruturas

evidentemente modificadas.

Os corpusculos nucleolares de individuos machos recem-

alimentados, apresentaram-se separados, com algumas regides mais fortemente
impregnadas pela prata. Na primeira e segunda semana de jejum, os corpusculos
nucleolares sdo observados agrupados com impregnagao pela prata em quase
toda regido nucleolar. Na terceira e quarta semana de jejum, os corpusculos
nucleolares ficaram totalmente fusionados, e a impregnagéo pela prata foi
observada em toda regido nucleolar. A impregnagéo diferencial pela prata pode
indiretamente caracterizar mudangas na fisiologia nucleolar.

Em fémeas (figura 4) os contornos nucleares, bem como os
corpusculos nucleolares, apresentaram modificagées no decorrer do jejum.

Nas fémeas recém-alimentadas (figura 4 A), os corpusculos
nucleolares apresentaram-se separados, como em machos. Na primeira e
segunda semana de jejum, os corpusculos apresentaram inicio de fusdo
nucleolar, com impregnacgao pelos ions prata de forma diferenciada. Os contornos

nucleares das células dos insetos submetidos a primeira semana sem
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alimentacao (figura 4 B), apresentaram-se com delimitagdo pouco modificada. Na
terceira semana (figura 4 D), os corpusculos nucleolares foram observados mais
fusionados, mas nao totalmente; na quarta semana, os corpusculos nucleolares
apresentaram-se totalmente fusionados, com impregnagao pela prata em toda
regiao nucleolar.

Na realimentagao, tanto em machos (figura 3 F) quanto em fémeas
(figura 4 F), os nucleos apresentaram-se com contorno nuclear bem delimitado, e
os corpusculos nucleolares continuaram com fusao nucleolar parcial.

Inicialmente foi verificado o grau de dependéncia linear entre as
areas nucleares e nucleolares calculando o coeficiente de correlagdo de Pearson
(R) e dispondo os dados das areas mencionadas em um grafico de dispersao
(figura Il). Esta situagao foi avaliada nas cinco condigées alimentares, para os
insetos machos (figura Il A) e fémeas (figura Il B). O que se observa a partir dos
calculos dos coeficientes e dos graficos apresentados € que ha uma correlagéo

linear entre a area nuclear e a area nucleolar, sendo esta correlagdo positiva e

relativamente alta na maioria das situagdes abordadas, exceto na condigdo de
fémeas recém-alimentadas. Na tabela 3 observa-se os valores de R para machos
e para fémeas em todas as diferentes condi¢gdes de alimentagao.

As tabelas 4 e 5 demonstram os calculos das estatisticas descritivas
para os dados relativos as areas nucleolares dos insetos machos e fémeas,
respectivamente. Desses resultados expostos é po;sivel constatar que na
coloragdo com impregnacao pela prata, tanto os triatomineos machos como as
fémeas, apresentaram nucléolos cujas areas meédias revelaram-se
estatisticamente diferentes tomando as cinco condigbes alimentares
consideradas. Percebe-se pelos intervalos de confianga estimados (IC(95%)) que
0s machos possuem nucléolos maiores que as fémeas, tendo os valores mais
elevados na terceira semana de jejum. Tal indicagao sugere que foi possivel
constatar com impregnacgao pela prata, que a area nucleolar (média e mediana)

aumenta a medida que aumenta o periodo de jejum alimentar (figura lll A,B).
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Outro aspecto importante que merece destaque diz respeito ao
aumento da dispers&o dos dados na terceira semana de jejum (figura Il). Isto pode
estar indicando que algo em particular ocorre nos nucleos, bem como nos
nucléolos, nesse periodo especificamente, ja que aos 21 dias de jejum pode-se
verificar que também houve uma elevagéo da area nuclear para machos e féemeas
quando a coloragéao foi com orceina lacto-acética (figura l).

Comparativamente os insetos machos e fémeas possuem nucléolos
de areas médias estatisticamente diferentes. A aplicacdao do teste t de Student
resulta em valores-p inferiores a 0,05 em todas as condi¢cées alimentares a que
foram submetidos os insetos em analise. Portanto, as areas nucleolares dos
machos sao significantemente maiores que as das fémeas.

Para a area nuclear o resultado repete-se no jejum mas nao na
condigao de recém-alimentado em que o valor-p obtido pelo teste t foi de 0,0937

(tabelas 6 e 7). Este valor permite concluir que, no estado de recém-alimentados,

as areas nucleares meédias dos machos nao diferem significativamente das areas

nucleares médias das féemeas (figura IV A,B)
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Figura 3: Nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
machos, submetidos a diferentes condicdes de alimentagdo. Coloragéo:
Impregnagédo pelo nitrato de prata: A: Recém-alimentados. Corpusculos
nucleolares bem definidos, distribuidos normalmente pelo nucleo. Notar
impregnacédo diferencial em algumas regiées nucleolares.- B: 7 dias de jejum.
Notar inicio de fusdo dos corpusculos nucleolares. C: 14 dias de jejum. Observa-
se um aumento da area nuclear e o inicio de fusdo dos corpusculos nucleolares
dispostos na regido central do nucleo. D: 21 dias de jejum. Ocorre fus&o total dos
corpusculos nucleolares e seu deslocamento desses para a extremidade do
nucleo. E: 28 dias de jejum. Notar fusdo nuclear e nucleolar. F: realimentacdo
apos 30 dias de jejum. Observa-se aumento da area nuclear e inicio de fuséo dos
corpusculos nucleolares.
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Figura 4: Nucleos das células dos tdbulos de Malpighi de Rhodnius profixus
fémeas, submetidas a diferentes condicbes de alimentagdo. Coloragao:
Impregnacdo pelo nitrato de prata. A: Recém-alimentados. Notar que os
corpusculos nucleclares estdo bem definidos e localizados aleatoriamente no
nucleo. B: 7 dias de jejum. Ocorre aumento da area nuclear, descompactacéo da
cromatina e inicio de fus&o nucleoclar. C: 14 dias de jejum. Observa-se nicleo com
delimitacdo bem definida, com corpusculos nucleolares fusionados e deslocados
para a extremidade. D: 21 dias de jejum. Nucleo com delimitacdo irregular e com
corpusculos nucleolares em adiantado estado de fusdo. E: 28 dias de jejum. Notar
decréscimo da area nuclear e corpudscules nucleolares totalmente fusionadces. F:

realimentacdo apds 30 dias de jejum. Notar fusdo parcial dos corpusculos
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Grafico de dispersao dos dados das areas nucleares e
nucleolares (um?2) dos tubulos de Malpighi de machos
(A) e fémeas (B) de Rhodnius prolixus submetidos a
diferentes condicées de alimentacdo (0: recém-
alimentado; 7, 14, 21 e 28 dias de jejum). Coloragao:
nitrato de prata.
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Tabela 3: Valores coeficientes de correlagédo de Pearson (R) para machos
diferentes condigdes de alimentagéo. Coloragao: nitrato de prata.

e fémeas de Rhodnius prolixus em

Condigao Alimentar (dias de jejum) Machos

Fémeas

0
7
14
21
28

0,7269
0,8253

0,8975

0,6972
0,7927

0,3276
0,8028
0,7978
0,7738
0,9173
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21 22

23

24

25
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Tabela 4. Estatisticas descritivas e valor-p para ANOVA referentes aos dados das areas nucleolares das células
dos tubulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus, submetidos a diferentes condigées
de alimentagdo. Colorag&o: nitrato de prata. Area nucleolar = um?.

Estatistica Alimentado 1s de Jejum 2s de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor-p

n 47 45 50 47 46

Média 62,87 104,04 137,8 151,38 105,95 < 0,0001*
Mediana 59,5 89,5 109,5 134,5 79,5

Desvio padrao 33,57 76,71 90,79 94,33 79,18

Minimo 9,5 18 31,5 36 16,5

Maximo 151 286,5 355,56 625,5 317

IC (95%) 53,02, 72,72  80,99; 127,09 111,99; 163,60 123,69; 179,08 82,43; 129,46

* mesmo valor-p obtido para teste da Mediana
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Tabela 5:  Estatisticas descritivas e valor-p para ANOVA referentes aos dados das areas nucleolares das células
dos tubulos de Malpighi de femeas adultas de Rhodnius prohxus submetidas a diferentes condlgoes de
alimentagdo. Colorag&o: nitrato de prata. Area nucleolar = pm?.

Estatistica Alimentado

1s de Jejum

2s de Jejum

3s de Jejum

4s de Jejum Valor-p

n 48
Media 35,67
Mediana 2525
Desvio padrao 22,97
Minimo 6

90 100,5

IC (95%) 28.99; 42,33

38
65,17
69,75
24,92
10,5
144

56,98; 73,36

44
49,03
46,25
31,64

10,5
268
39,41, 58,66

49
112,33
105
53,73
21,5
157,5
96,89; 127,76

42
75,69 < 0,0001*
70,75
36,12
7,5
317
64,43; 86,95

* mesmo valor-p obtido para teste da Mediana
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Area nucleolar(um?)

i o

7 14 21 28
machos fémeas

28

—T_ Min-Max Condigao alimentar(dias de jejum)
] 25%-75%
+ Mediana

Figura lll: Representacdo esquematica (“Box plot”) das medianas das areas
nucleolares (um?), das células dos tubulos de Malpighi de insetos
adultos de Rhodnius prolixus (A-machos; B-fémeas), sob diferentes
condicdes de alimentacado (0: individuo alimentado; 7, 14, 21 e 28:
periodo em dias de jejum). Coloragao: nitrato de prata.
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Tabela 6: Estatisticas descritivas e valor-p para ANOVA referentes aos dados das areas nucleares das células
dos tubulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prohxus submetidos a diferentes condlgoes
de alimentagdo. Coloragdo: nitrato de prata. Area nuclear = pym?.

Estatistica Alimentado

1s de Jejum

2s de Jejum

3s de Jejum

4s de Jejum Valor-p

n 47
Média 297,73
Mediana 300
Desvio padrao 103,5
Minimo 55
Maximo 515
IC (95%)

45 50
628,99 922,35
522,5 798
375,43 605,17
140 195,5
1704 2221

267,34, 328,12 516,19; 741,78 750,36; 1094,33

622,66
626
231,75
190
1295,5
554,62; 690,70

46
630,03
597
315,05
99
1642
536,47, 723,59

< 0,0001*

* mesmo valor-p obtido para teste da Mediana
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Tabela 7:

Estatisticas descritivas e valor-p para ANOVA referentes aos dados das areas nucleares das células
dos tubulos de Malpighi de femeas adultas de Rhodnius prolixus, submetidas a diferentes condicdes de
alimentacéo. Coloragédo: nitrato de prata. Area nuclear = pmz.

Estatistica Alimentado

1s de Jejum

2s de Jejum 3s de Jejum

4s de Jejum Valor-p

n 48
Meédia 341,5
Mediana 315,5
145,2
Minimo 55
Maximo 704
IC (95%)

Desvio padrao

38
391,45
395,56
98,5
155
563,5

44 49
389,64 781,37
356 667,5
263,88 460,88
48,5 189,5
929 1611,5

299,35; 383,67 359,07; 423,82 309,41; 469,86 648,98; 913,75

42
434,67
453,5
221,41
55,5
1048,5
365,67, 503,66

< 0,0001*

* mesmo valor-p obtido para teste da Mediana
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Area nuclear(um?)

i -‘E

7 14 21 28 0 7 14 21
machos fémeas

—I_ Min-Max Condigao alimentar(dias de jejum)
[ 3 25%-75%
¢ Mediana

Figura IV: Representagdo esquematica (“Box plot”’) das medianas das areas
nucleolares (um?), das células dos tubulos de Malpighi de insetos
adultos de Rhodnius prolixus (A-machos; B-fémeas), sob efeito de
diferentes condi¢des de alimentacao (0: individuo alimentado; 7, 14,
21 e 28: periodo em dias de jejum). Coloragao: nitrato de prata.
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3.1;- Concentragao Critica de Eletrdlitos (CEC).

3.131- Estudo da cromatina

Esse método consiste na ligagdo competitiva do corante catidnico
Azul de Toluidina ou de cations inorganicos como o cloreto de magnésio, aos
grupos fosfatos livres dos acidos nucléicos (anions) nao ligados as proteinas
presentes na cromatina. A interpretacdo da ligagao de grupos catidnicos com
grupos anidnicos podera expressar a fisiologia celular.

No estresse provocado pelo jejum de até 28 dias, foi notada uma
diferenca na resposta celular, ao longo das varias condi¢gdes de alimentacao e,
diante das diferentes concentragdes de cloreto de magnésio, em insetos adultos
machos (figuras 5 a 9) e fémeas (figuras 10 a 14) de Rhodnius prolixus.

A descompactagdo da cromatina provocada pelas situagbes de
estresse, causa maior liberagao dos grupos fosfe__gtos‘ Neste caso, ocorrera ligagao
dos grupos fosfatos com cloreto de magnésio, e assim, o nucleo expressa uma
tonalidade esverdeada (abolicdo da metacromasia). Apos essa Concentragao
Critica de Eletrdlitos (CEC) ser atingida, a metacromasia podera retornar ou nao.
No presente trabalho, foi observado que até a concentragdo de 2,0 M de Mg**, a
metacromasia dos nucleos ndo retornou em nenhuma condigdo de alimentagao,
nos dois sexos (figuras 5 a 14). Os nucleos dos tubulos de Malpighi de machos e
fémeas dos triatomineos que foram submetidos a técnica controle, isto €, solugéo
de Azul de Toluidina (pH 4,0), em todas as diferentes situacdes de alimentagao,
apresentaram metacromasia, isto €, coloragao azul violeta (figuras 5 a 14 -
controle: Azul de Toluidina).

Em vérias situagbes ficou evidenciada a presenga dos corpusculos

nucleolares que destacaram-se da cromatina. Nos nucleos dos machos esses

corplsculos sdo vistos principalmente nas figuras 6 (AT + Mg 0,4M) e 8 ( AT+
Mg?* 0,01 M a 0,3 M) e nos nucleos das fémeas nas figuras 10 (AT + Mg 0,09 M;
0,1M; 0,4 Me0,5M)e 11 (AT + Mg* 0,3 Me 0,5 M).
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A tabela 8 apresenta um resumo dos resultados obtidos pelo método
da CEC em machos adultos submetidos a diferentes condigdes de alimentagao. A
metacromasia é representada pela cor azul e a CEC pela cor verde.

Na condigao de recém-alimentado e apos 7 dias de jejum, a CEC foi
obtida na concentracao de 0,5 M. Nos periodos de 14 e 21 dias de jejum, a CEC
foi atingida na concentragéo de 0,3 M de Mg®*. Apéds 28 dias de jejum, a CEC foi
obtida na concentracdo de 0,2 M de Mg**.

A diminuicdo das concentragdes de Mg** para se atingir a CEC,
durante o jejum, provavelmente indica a descompactagao cromatinica.

A tabela 9, resume os resultados do método de CEC em fémeas.
Observa-se que na condigao de alimentado, a CEC é obtida na concentragao de
0,3 M de Mg**. Ap6s 7 e 14 dias de jejum a CEC foi atingida na concentragdo de
0,2 M de Mg*, mas ap6s 21 e 28 dias de jejum, a CEC voltou a ser obtida na

concentragdo de 0,3 M de Mg*. Este método demonstra que a maior

descompactagdo cromatinica, nas féemeas, ocorreu apés 7 e 14 dias de jejum
(figuras 11 e 12). |

Os insetos adultos, machos e fémeas, foram realimentados apés 30
dias de jejum, sacrificados e posteriormente os tubulos de Malpighi foram
submetidos ao método de CEC (figuras 15 e 16). Os machos tiveram a CEC
atingida (cromatina verde) na concentragdo de 0,3 M de Mg* e as fémeas na
concentragdo de 0,2 M de Mg®*. Este fato indica que, a realimentagdo apds 30
dias de jejum, ndo promove a recuperagao normal do estado de compactagao da
cromatina. A tabela 10 resume esses dados obtidos apo6s a realimentagao.

O grafico da figura V demonstra as diferengas do ponto de CEC que
ocorreram em machos e fémeas nas diferentes condi¢gdes de alimentagao. A CEC
€ obtida em concentragées menores em fémeas do que em machos na condigdo
de recém-alimentagao, ap0os 7 e 14 dias de jejum. Apés 21 dias de jejum, a CEC
é atingida nas mesmas concentragoes de Mg2+ (0,3 M), em machos e fémeas.
Com 28 dias de jejum os nucleos dos tubulos de Malpighi dos machos atingiram o

ponto de CEC na concentragdo de 0,2 M, e as fémeas na concentragéo de 0,3 M

AVA
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 7 unesprl 120 13 14 415 16 L7 18



de Mg®. Os nucleos dos insetos realimentados tiveram uma inversdo desses

valores, ou seja, machos tiveram o ponto de CEC na concentragao de 0,3 M e as

féemeas em 0,2 M de Mg**.
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Condi¢iio de nutriciio: alimentado

A?lll de Toluldum (AT) (controle) [AT +MgCl? 0.01 M AT + MgCl12 0.02 M

AT + Mg,Cl © 0.03 M AT +MgCl? 0,04 M

AT + MgCl? 0,06 M AT +MgCl? 0.07M AT+MgCl? 008M

AT +MgCl? 0,09 M AT +MgCI? 0,1 M AT + MgCl12 02 M

e A

AT + MeCl= 0.3 M |AT + MgCIZ 04M —[AT + MgCIZ 0.5 M

Figura 5: Resposta ao método de CEC (concentracdo critica de eletrdlitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condicées de concentracbes de cloreto de
magnésio (Mg” 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT).a pH 4.0. Condic&o

_de alimentacéo: alimentado. CEC em 0,5 M
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AT + MgCl2 0,6 M AT + MgCl2 0,7M T+ MgCl?2 0,8 M

¥

AT + MgCIZ 0.9M AT + MgCl2 1,0 M AT + MgClz 1,1 M =
-———_ﬁ T

AT +MgCl? 12M AT +MgCl? 13 M AT +MgCl? 14M

AT + MgC12 1,6 M AT + MgCl12 1,7M
+ Mg

AT + MgCl? 1.8 M AT + MgCl2 19 M AT 12 20 M




Condiciio de nutricfio: 7 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT +MgCl? 0.01 M AT + MgCl? 0.02 M

AT + MgCl? 0,03 M AT + MgCl?

AT +MgCl? 0,06 M AT AT + MgCl? 0.08 M

AT + MgCl2 0,09 M AT +MgCl? 0.1 M

oCl2 03 M AT +MgCl? 04 M AT

Figura 6: Resposta ao método de CEC (concentracéo critica de eletrélitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condicbes de concentracbes de cloreto de
magnésio (Mg** : 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condigao
de alimentacéo: 7 dias de jejum. CEC em 0,5 M
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AT + MJg,C] 2 0.6 M

AT +MgCl? 0.7 M

AR

¥,

AT +MgClz 0.8 M

0.9 M

AT + MgCl?

AT + MgCl? 1.2 M

AT + MgCl? 1.1 M

AT +MgCl> 1,0M

AT +MgCi? 1,3 M

AT + MgCl2 15M

AT +MgCl2 16M

AT +MgCl2 19M

3

6

'unesp
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Condicdo de nutri¢do: 14 dias de jejum

Azul de Tolulclma (AT} (conlrolc) JAT +MgCl2 0,01 M AT +MgCl? 0,02 M

AT + 0,03 M AT + MgCl? AT + MgCl? 0,05 M

AT + M]Cl2 0,06 M AT + MgCi? 0,07M AT + MgCl? 0,08 M

AT +MgClZ 0,09 M AT +MgCl? 0,1M AT +MgCl2 0.2 M

AT + MgCl? 03 M AT + MgCl* 04M AT +MgCl? 0.5 M

Figura 7: Resposta ao método de CEC (concentracdo critica de eletrolitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condicbes de concentracbes de cloreto de
magnesio (Mg2+ : 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condigéo

de alimentagéo: 14 dias de jejum. CEC em 0,3 M
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AT +MgClz 0.6 M AT +MgCl? 0.7 M AT +MgCl? 0.8 M

AT +MgCl2 0,9M AT +MgCl? 1,0M AT +MgCl? 1.1 M

AT +MgCl? 12 M AT +MgCl? 13 M AT +MgCl? 14M

AT +MgCl? 15M AT +MgCl? 1.6 M AT + MgCI2 1.7M

- - .
"

» -
.y 5 - .

. .

ale ™ - od o
foe ™. . - .

. H 'y .

. g A Y .

n - .

AT +MgCl2 1. AT +MeCl2 1.9 M AT + MpCl2 20 M

P Lo, =
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Condi¢io de nutrigdo: 21 dias de jejum

Azul de Toluidina (AT) (controle)

AT +MgCl? 0,01 M : AT + MgC1? 0,02 M

AT +MgCl2 0,03 M

AT + MgCI> 0,04 M AT +MgCl* 0,05

AT +MgCl? 0,06 M

AT + MgClZ 0.07 M AT + MgCl> 0,08 M

AT +MeCl? 0,09 M

AT +MgClz 0.2 M

:C12 03 M

AT +MgCl2 0.5 M

Figura 8: Resposta ao método de CEC (concentragédo critica de eletrdlitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus

(macho adulto), sob dife
magnésio (Mg®* : 0,01 M a
de alimentagao: 21 dias de

rentes condigbes de concentragbes de cloreto de
2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condicéo
jejum. CECem 0,3 M
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AT+M;,C12 0.6 M

AT +MgCl? 0.9 M

AT + MgCl2

AT + MgCl?

T+M‘Cl2 AT EMeCLSE HIMEERE

0.8 M

AT + MgCl?

AT +MgCl? 1.4 M

AT + MgCl2 1

AT MeCLE 11 MBS |

AT + MgCl 2

AT + MgCl2 2.0 M
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Condicdo de nutri¢do: 28 dias de jejum

Toluidina (AT) (controle) |AT + MgCl? 0,01 M __|AT +MgCl? 0,02 M il

AT +MgCl? 0.08 M_

AT+MgC1c 0,09 M AT +MgCl2 0,1 M AT +MgCl? 0,2 M

o[

AT + MgCl2 ()'iM AT + MgCl? 04 M T+M gCl? 0.5 M

-e

Figura 9: Resposta ao método de CEC (concentragéo critica de eletrolitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condigbes de concentragdes de cloreto de
magnésio (Mg** : 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condicéao
de alimentag&o: 28 dias de jejum. CECem 0,2 M




AT + MgCl? 0.6 M

AT + MgClz 0.7 M

AT + MgCl? 0.8 M

AT +MgCl? 0.9 M

AT +MgCl? 12 M

AT + MgCl?

AT + MgClZ 1.1M

AT+M CI2 1.4 M

AT + MgCl?

AT + MgCl?

AT +MgCl2 17M

AT + MgCl12 2.0 M

3

6
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Condi¢do de nutrigdo: alimentado

|Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT +MgCl? 0,01 M AT + MgCl? 0,02 M

AT +MgCI? 0,04 M AT + MgCl? 0.05M

AT + MgCl2 0,07M AT + MgCl? 0,08 M

AT +MgCl* AT +MgClz 0.1M _|AT + MgClz 02 M

_JAT +MgCI2 04 M AT + MgCl2 0.5 M

Figura 10: Resposta ao método de CEC (concentragédo critica de eletrolitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(femea adulta), sob . diferentes condicées de concentracbes de cloreto de
magnésio (Mg**: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condig&o
de alimentagéo: alimentado. CEC em 0,3 M
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AT +MgClz 0,7M

AT +MgCI? 0.8 M

AT +MgClZ 0,6 M

e

AT + MgC12 0,9 M

AT +MgClz 1.0 M

AT +MgCl? 1,1M

AT +MgCl1? 1.3 M

AT+ MeCl* 16 M

T+MgCl? 14M

AT +MgCl? 1.7

> 1.

AT +MgCl> 1.8M

AT +MgCI? 19M

7 unesprl 12 13 4




Condicdio de nutri¢io: 7 dias de jejum

Azul de Toluidina (AT) (controle)

AT + MgCIZ 0,01 M AT +MgCl? 0,02M

AT +MgCl? 0,03 M

;1

AT + MgCl2 0,04

i &
AT + MgCl? 0,06 M

AT +MgCl2 0,07M

AT +MgClz 0,09 M

AT +MgCl2 0,1 M AT +MgCl? 0.2 M

AT + MgCl2 03 M

AT + MgCl2 04 M

Figura 11: Resposta ao método de CEC (concentragéo critica de eletrélitos) na

cromatina dos nucleos das

células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus

(femea adulta), sob diferentes condicdes de concentragbes de cloreto de
magnésio (Mg**: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condigao
de alimentagédo: 7 dias de jejum. CEC em 0,2 M
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AT +MgCl2 0.6 M

AT +MgCl2 0,7 M

AT +MgCl2 0.8 M

AT + MgCl2 1.0 M

AT + MgCl 2

AT + MgCl2 13 M

AT +MgCl2 1,1M

AT + MgCl? 14M

AT +MgCl2 1.7 M

AT + MgCl?

AT + M‘Cl2 1,6 M

AT + MgCl2 19M

AT + MgClZ 2.0 M

3

6
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Condigio de nutri¢fo: 14 dias de jejum

Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT + MgCl? 0,01 M AT +MgClZ 0,02 M

AT +MgCl? 0,03 M AT +MgCl? 0,04 M

AT +MgCl? 0,06 M AT +MgCl? 0,07 M

AT + MgCl? 0,09 M A

AT +MgCl? 03 M AT + MgCl” 04 M AT + MgC1? 0.5 M

T +MgCl? 0,1 M AT +MgCl? 0.2 M

Figura 12: Resposta ao método de CEC (concentragdo critica de eletrolitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(femea adulta), sob diferentes condigbes de concentragbes de cloreto de
magnésio (Mg*": 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condic&o
de alimentagéo: 14 dias de jejum. CECem 0,2-0,3 M
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AT +MgClz 0.6 M

AT +MgClz 0,7 M

AT +MgCl? 0,8 M

A R R N L T

AT +MgCl 09 M

AT +MgCl? 12M

T+MgCl? 15M

6

AT + MgCl2 1,0 M

AT +MgCl? 13 M

AT +MgCl? 1,6 M

AT + MgCl? 1.9M

AT + MgCl2 1,1 M

AT +MgCl? 14 M

AT +MgClz 1,7 M

AT + MgCl2 2.0 M

7 unesprl 12 13 14 15 16 17 18
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Condicio de nutrigio: 21 dias de jejum
Azul clc Tolmdma (AT) (conlrolc) AT + MgCl? 0,01 M AT +MgClz 0,02M

AT + MgCl? 0,04 M AT + MgClZ 0,05 M

AT +MgCl? 0,06 M AT + MgCl? 0,07M AT + M

AT +MgCl? 0.1M AT + MgClI? 02M

AT + MgCl? 03 M AT + MgCl? 04 M AT +MgCl2 0.5 M

Figura 13: Resposta ao método de CEC (concentragdo critica de eletrdlitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(femea adulta), sob diferentes condicées de concentracées de cloreto de
magneésio (Mg”: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condicéo
de alimentacao: 21 dias de jejum. CECem 0,3 M
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AT +MgCl? 0.6 M

AT +MgClz 0,7 M

AT +MgCl? 09M

AT + MgCl? 12 M

AT +MgCl 1,0 M

AT +MgCl2 13 M

AT + MgCl*?

AT +MgCl2 1

AT +MgCl? 1.5M

AT +MgCl? 1.8 M

5

6

AT +MgCl? 1,6 M

AT + MgCl? 1

AT +MgCl2 1.9M

AT +MgCl? 2.0 M
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Condigdo de nutrigdo: 28 dias de jejum

Azul de Toluidina (AT) (controle)

AT +MgCl? 0,03 M

AT +MgCl? 0,01 M AT +MgCl? 0,02 M

AT + MgClZ 0,04 M AT + MgCl12 0,05 M

AT + MgCl? 0,06 M

AT +MgCl> 0,07M — |AT + MgCI?

AT +

AT + MgCl? 0,09 M

AT + MgClZ 0.3

AT + MgCl? 04 M

Figura 14: Resposta ao método de CEC (concentragéo critica de eletrélitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(femea adulta), sob diferentes condigbes de concentracdes de cloreto de

magnésio (Mg*: 0,01 M a

2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condig&o

de alimentac&o: 28 dias de jejum. CECem 0,3-0,4 M

AVA
AVAVAY

7 unesprl 120 13 14 415 16 L7 18



AT +MgCl? 0.6 M AT +MgCl? 0.8 M

AT +MgCl? 0,9 M AT +MgCl1? 1,0M

AT +MgClz 12M AT + MgCl? 13 M AT + MgCl2 1.4 M

AT +MgCl* 1,5M AT +MgCl? 1,6 M AT + MgCl2 1,7M

T+MgCl? 1. AT +MgCl? 1.9M AT + MgCI2 2.0 M
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Condicdes de nutricdo
Concentragéo de | alimentado | 7 dias / jejum | 14 dias / jejum | 21 dias / jejum | 28 dias /jejum
[ MgCP>*
contr.(AT sem MgCI) .

0,01 M
0,02M
0,03 M
0,04 M
0,06 M
0,06 M
0,07 M
0,08 M
0,09 M
0,1M
02M
03M
0,4M
0,5M
06 M
0,7M
08M
0SM
1,0M
1,1M
1.2M
1,3M
14M
1,5M
16 M
1,7M
1,8M
1.9M
20M

Tabela 8: Resumo dos resultados obtidos em resposta ao método de CEC, nos nucleos
dos tubulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus submetidos a
diferentes condigdes de nutricdo. Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
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Condicdes de nutricdo

Concentracao

[ MgCH*

de

alimentado

7 dias / jejum

14 dias / jejum

21 dias / jejum

28 dias /jejum

contr.(AT sem MgCI)

0,01 M

0,02M

0,03 M

0,04 M

0,06 M

0,06 M

0,07 M

0,08 M

0,09 M

0,1M

0,2M

0,3M

04M

05M

06M

0,7M

0,8M

09M

1,0M

1,1M

1.2M

1,3M

14M

1,5M

1,6 M

1,7M

1.8 M

1.9M

]

20M

[ ]

Tabela 9 : Resumo dos resultados obtidos em resposta ao método de CEC, nos nucleos
dos tubulos de Malpighi de fémeas adultas de Rhodnius prolixus submetidas a diferentes
condigbes de nutricdo. Legenda: * Azul (metacromasia)
* Verde (CEC)
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Condicdo de nutricdo: realimentacdo apos 30 dias de jejum

Azul de Toluidina (AT) (controle) AT +MgCl? 0,01 M AT +MgCl? 0,02 M

.

AT + MgCl? 0,03 M AT + MgCl? 0,04 M AT + MgCl? 0,05M

&

AT + MgCl* 0.06M _______|AT+MgCl* 0.07M AT + MgCl* 0,08 M

T+ MgCl? 0,09 M AT + MgCl? 0,1 M AT + MgCl2 02 M

E L)

) / 2 AT + MgCl2 04 M AT + MgCl2 0.5 M

' ol -

Figura 15: Resposta ao método de CEC (concentragéo critica de eletrélitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condigdes de concentragbes de cloreto de
magnésio (Mg*: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condigéo
de alimentag&o: realimentac¢ao apos 30 dias de jejum. CEC em 0,3 M




AT + MgCl2 0,6 M

AT + MgCl? 0,7M

AT +MgCl? 0,8 M

AT + MgCl2 0.9 M

AT +MgCl? 1,0M

AT +MgCl? 1.1M

AT + MgCl?

AT +MgCI? 1.4 M

AT + MgCl?

AT +MgCl2 1.8 M

6

AT+M]C12 13M
M

AT +MgCl? 1,6

AT +MgClz 1,7 M

AT + MgCl? 1.9M

AT + MgClz 2.0 M
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Condico de nutri¢do: realimentagio apos 30 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) (AT +MgCl? 0,01 M AT + MgCl? 0,02 M

L T

AT + MgCl? 0,03 AT +MgCl2 0,04 M AT + MgClz 0,05 M

EREEPRRY W e s

AT +MgCl? 0,06 M AT +MgCl2 0,07 M AT +MgCl2 0,08 M

AT +MgCl* 0,1M AT + MgCl2 02 M

E 2 04M AT + MgCIZ 0.5 M
e

Figura 16: Resposta ao método de CEC (concentragéo critica de eletrolitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(femea adulta), sob diferentes condigbes de concentragées de cloreto de
magnésio (Mg*: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condicéo
de alimentacg&o: realimentacgdo apds 30 dias de jejum. CEC em 0,2 M
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AT +MgCl? 0,6 M

AT +MgCl? 0,7M

AT +MgCl? 0,9M

AT +MgCl> 10 M

AT +MgCl? 0,8 M

AT + MgCl? 1.1M

AT +MgCl? 12M

AT +MgCl> 13 M

AT +MgCl> 1.4 M

AT +MgCl? 1,5M

AT + MgCl? 1,7M

AT +MgCl? 1.8 M

AT + MgCl*?

AT +MgCl2 2.0 M

,unesp“.;

12 13 4




Concentragdo de|Machos |Fémeas
| MgCI™*
contr.(At sem MgCI*)

0,01 M
0,02 M
0,03 M
0,04 M
0,05 M
0,06 M
0,07 M
0,08 M
0,09 M
0,1M
02M
03M
04 M
05M
06M
0,7M
0,8M
09M
10M
1.1M
1.2M
1.3M
14M
1.5M
16 M
1,7M
1,8M
1.9M
20M

Tabela 10: Resultados obtidos em resposta aoc método de CEC, nos nucleos dos tdbulos
de Malpighi de machos e fémeas de Rhodnius prolixus, submetidos ao jejum de 30 dias
e posterior realimentacéo.
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)

AVA
AVAVEY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesprl 120 13 14 415 16 L7 18



concentragdo de MgCl

0 '
alimentado 7 di 14 dias 21 dias

periodo de jejum

Figura V. Representag¢do gréfica das concentragdes de Mg”* onde a CEC foi
atingida nos nucleos das células dos tibulos de malpighi de individuos machos e
fémeas de Rhodnius prolixus, sob diferentes condi¢des de alimentagéo (0:recém-
alimentado,7, 14 21 e 28 dias dias de jejum)

CEC entre 0,2-0,3 M

CEC entre 0,3»0,4 M

Legenda: ——machos

——fémeas
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3.1:2- Estudo do nucléolo e RNAs citoplasmaticos (variante da CEC)

Através do método variante de CEC, os corpusculos nucleolares ndo
sao muito evidenciados, ja que essa técnica ndo destaca fendtipos nucleares
relacionados aos complexos ribonucléicos ( RNA e proteinas).

Portanto, com o objetivo de observar essas regides foi utilizada uma
variagdo do método de CEC, onde o cétion inorganico (Mg®*) tem a fungédo de
extrator e ndo de competidor, como ocorre na técnica original. Dessa forma, o
nucléolo aparece metacromatico (azul), enquanto que o DNA aparece em tons de
verde, indicando a CEC (Taboga, S.R., Informagéo pessoal, 1997)

Foi utilizada essa variagdo do método de CEC em individuos
machos e fémeas, em periodos de 3, 7, 10 e 15 minutos de exposi¢cdo do material

|2+

biolégico (tubulos de Malpighi) a solugdo de MgCI*" a 0,05 M, apds a coloragéo
com Azul de Toluidina.

A figura 17, demonstra que tanto em machos quanto em fémeas,
alimentados (controles), somente apds o periodo de 15 minutos de exposi¢do a
solugdo de Cloreto de Magnésio € que, os corpusculos nucleolares foram
evidenciados.

No estresse provocado pelo jejum, em machos e fémeas, os
corpusculos nucleolares foram evidenciados em diferentes periodos de tempo de
exposigao do material a solugdo aquosa de 0,05 M. Nos machos, apoés 14 e 21
dias de jejum, os corpusculos nucleolares foram observados no tempo de
incubagédo de 15 minutos; em 7 dias de jejum, o tempo correspondeu a 7 minutos;

e em 28 dias de jejum a 3 minutos (figura 17 A).

Nas fémeas, apos 7, 14, 21 e 28 dias de jejum, os corpusculos

nucleolares foram evidenciados, respectivamente, com os seguintes tempos de
exposi¢do dos tubulos de Malpighi a solugdo de Mg* 0,05 M: 10, 3, 15 e 7
minutos (figura 17 B).

A figura 18 demonstra a resposta a este método variante nos

nucleos das células dos tubulos de Malpighi de insetos realimentados apés 30
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dias de jejum. Os machos tiveram os corpusculos nucleolares evidenciados nos

periodos de 5, 10 e 15 minutos de exposi¢éo a solugdo de Mg** 0,05 M (figura 18

A) e as fémeas no periodo de 5 minutos (figura 18 B).
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A

alimentado-controle |7 dias de jejum 14 dias de jejum 21 dias de jejum  [28 dias de jejum

B

alimentado-controle |7 dias de jejum 14 dias de jejum 21 dias de jejum  [28 dias de jejum

Figura 17: Resposta ao método de variante da CEC (concentragcéo critica de
eletrdlitos) na cromatina dos nucleos (setas) das células dos tubulos de Malpighi
de machos adultos (A) e fémeas adultas (B) de Rhodnius prolixus, submetidos a
diferentes condicdes de alimentacdo. Periodos de exposicdo a solucdo de Mg**
0,05 M: 3, 5 7, 10 e 15 minutos. Observar os corpusculos nucleolares

evidenciados.

AVA




Machos

A

eriodo: 5 minutos eriodo: 10 minutos eriodo 15 minutos

Fémeas

£

B

[periodo: 5 minutos eriodo: 10 minutos eriodo 15 minutos

Figura 18: Resposta ao método de variante da CEC (concentrag&o critica de
eletrolitos) na cromatina dos nucleos (setas) das células dos tubulos de Malpighi
de machos adultos (A) e fémeas adultas (B) de Rhodnius prolixus, submetidos ao
jejum de 30 dias e posterior realimentagédo. Periodos de exposi¢ao a solugdo de
Mg®* 0,05 M: 5, 10 e 15 minutos. Observar que apds 5 minutos os corpusculos
nucleolares ja sdo visiveis em machos e fémeas.
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3.2- Temperatura como fator de estresse.

3.2,- Impregnagao pelo nitrato de prata.

Essa técnica evidenciou os corpusculos nucleolares, com
impregnacao diferencial pelo nitrato de prata, em individuos machos e fémeas
que ficaram expostos a temperatura de -4°C e 40°C, em periodos de tempo
correspondentes a 1, 6 e 12 horas (figuras 19 e 20).

Foram notadas diferengas na estrutura dos corpusculos nucleolares
em individuos submetidos a temperatura de -4°C, em relagdo aos individuos que
foram submetidos a temperatura de 40°C.

A figura 19 mostra a estrutura dos corpusculos nucleolares em
individuos machos, que foram submetidos a estas diferentes temperaturas.

Na temperatura de 40°C, observa-se fusdo de corpusculos

nucleolares, tanto no periodo de 1 hora, quanto de 6 e 12 horas (figura 19 A-C).

Essa fusdo dos corpusculos nucleolares é mais acentuada no periodo relativo as
12 horas de exposigao, a alta temperatura, enquanto que, em 1 hora a fusao é
inicial e em 6 horas, a fusdo dos corpusculos € parcial.

Na temperatura de -4°C (figura 19 D-G), a fusdo dos corpusculos
nucleolares é observada apenas ap6s 12 horas de exposi¢éo desses insetos a
temperatura baixa, mas essa fusdo nao ocorre em todos os nucleos nesse mesmo
periodo, como pode ser observado na figura 19 G.

Nas fémeas submetidas a temperatura de 40°C, expostas ao
periodo de 1 hora, observa-se que os corpusculos nucleolares estao localizados
dispersamentes no nucleo, distantes um do outro (figura 20 A). No periodo de 6
horas, nota-se que os corpusculos nucleolares estdo reunidos na regidao central
do nucleo, com impregnagdo diferencial pela prata em algumas regides dos
nucléolos (figuras 20 B,C). No periodo de 12 horas, nota-se 0 mesmo

comportamento dos corpusculos nucleolares em relagdo ao periodo de 6 horas
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(figura 20 D). Observando-se ainda a ocorréncia de nucleos polipldides, o que

nao acontece nos demais periodos de exposigéao (figura 20 E).

Na temperatura de -4°C, observa-se que os corpusculos nucleolares
estéo localizados preferencialmente na regido central dos nucleos (figura 20 F-J).
No periodo de 1 hora e 6 horas nota-se inicio de fusdo dos corpusculos
nucleolares (figuras 20 F-H). No periodo de 12 horas de exposi¢do a temperatura
baixa, observa-se em alguns nucleos fusdo total dos corpusculos nucleolares, e

em outros, fuséo parcial (figura 20 1,J).




Figura 19: Nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus,
machos, submetidos a choques de temperaturas -4°C e 40°C. Coloracao:
Impregnacéo pelo nitrato de prata. A-C: Temperatura de 40°C, periodo de 1, 6 e
12 horas, respectivamente. Em A e B notar inicio de fusdo dos corpusculos
nucleolares. Em C notar fusdo total dos corpusculos nucleolares. D-E:
Temperatura de -4°C, periodos de 1 e 6 horas, respectivamente. Nulcleos com
corpusculos nucleclares definidos, dispostos na regido periférica. F-G:
Temperatura de -4°C, periodo de 12 horas. Observar nicleo com corpusculos
nucleolares fusionados (F); nucleo com corpusculos nucleolares néao
fusionados(G)
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Figura 20: Nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus,
fémeas, submetidos a temperatura de -4°C e 40°C. Coloragdo: Impregnagéo pelo
nitrato de prata. A-E: Temperatura de 40°C, periodo de 1 hora (A); 6 horas (B e
C); 12 horas (D e E). Em A observar corpusculos nucleolares localizados na
periferia do nucleo, ndo associados; a seta indica nucleo de traquéia e em B,
corpusculos nucleolares nao fusionados; em C corpusculos nucleolares
parcialmente fusionados e em D inicio de fusdo. Em E observa-se nucleo
polipléide com inumeros corpusculos nucleolares. F-J: Temperatura de -4°C,

periodo de 1 hora (F), 6 horas (G-H) e 12 horas (I-J). Observar corpusculos
nucleolares parcialmente fusionados (F,G,l); ndo fusionados (H) e totalmente
fusionados (J).
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3.2,- Concentragdo Critica de Eletrélitos (CEC)

O método de CEC foi realizado em insetos machos e fémeas as
temperaturas de 21°C (figuras 21 e 22), -4°C e 40°C (figuras 23 e 24).

As figuras 21 e 22 apresentam os fenotipos nucleares das células
dos tubulos de Malpighi de machos e fémeas adultos de Rhodnius prolixus

submetidos a temperatura de 21°C e posterior coloragdo em solugdes de Azul de

Toluidina (AT), com diferentes concentragdes de Mg* (0,01 M a 2,0 M). Observa-
se que, pela coloragdo da cromatina (verde), as CECs foram obtidas nas
concentragdes de 0,5 M de Mg* nos machos e 0,3 M de Mg** nas fémeas. Alguns
nucleos exibiram coloragéo diferencial dos corpusculos nucleolares (azul violeta),
tanto em machos como em fémeas, antes de atingirem o ponto da CEC. Em
machos, esse fendbmeno é notado principalmente nos nucleos submetidos as
solugdes de AT + Mg2+ 0,05 M; 0,09 M e 0,1 M e em fémeas, a partir de 0,01 M
até 0,2 M de Mg**.

Os nucleos submetidos as solugbes controles (apenas AT)

apresentaram total metacromasia, em ambos 0s sexos.

A tabela 11 resume as respostas ao método de CEC, em tubulos de
Malpighi de Rhodnius prolixus (machos e fémeas), a temperatura de 21°C.

As figuras 23 e 24 resumem os resultados obtidos com o método da
CEC nos nucleos dos tubulos de Malpighi dos insetos submetidos ao choque
hipotérmico (-4°C) e hipertérmico (40°C), em machos e femeas, respectivamente.

Na temperatura de -4°C, nos machos, a CEC foi obtida com
diferentes concentragdes de Mg**, dependendo do periodo de tempo que o inseto
ficou exposto a esta temperatura. No periodo de 1 hora, a CEC foi obtida na
concentragao de 0,6 M de Mgz" e nos periodos de 6 e 12 horas, as CECs foram
atingidas nas concentragées de 0,4 M de Mg®* (figura 23 A).

Os nucleos dos machos submetidos a temperatura de 40°C tiveram

o ponto de CEC na concentragdo de 0,6 M de Mg** nos periodos de 1 e 6 horas
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de exposigao a esta alta temperatura. No periodo de 12 horas, os nucleos tiveram
a CEC atingida com solugdo de AT a 0,4 M de Mg** (figura 23 B). A tabela 12
resume os dados acima descritos para machos adultos de Rhodnius prolixus.

Em fémeas, a temperatura de -4°C, os pontos de CECs foram
atingidos nos periodos de 1 e 6 horas, em solugdes de AT com Mg* 0,6 M e no
periodo de 12 horas de exposi¢ao a esse choque hipotérmico, em solugdes de 0,2
M de Mg* (figura 24 A). Os insetos submetidos ao choque hipertérmico (40°C),
atingiram os pontos de CEC nos nucleos dos tubulos de Malpighi, em solugéo de
AT a 0,6 M de Mg* ,durante o periodo de 1 hora de exposicdo. Nos demais
periodos (6 e 12 horas) a coloragdo esverdeada da cromatina (CEC) foi
observada com solugdo de AT a 0,4 M de Mg** (figura 24 B).

A tabela 13 resume os dados acima descritos para fémeas adultas
de Rhodnius prolixus .

A resposta ao método de CEC em nucleos dos tubulos de Malpighi

de machos e fémeas de Rhodnius prolixus submetidos a temperatura de 21°C e

aos choques hipotérmicos (-4°C) e hipertérmico (40°), durante diversos periodos

de tempo, esta representada graficamente nas figuras VI e VII.
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temperatura; 21°C

Azul de Toluidina (AT) (controle)

AT + MgCl2 0,01 M

AT + MgClz 0,02 M

AT +MgCl2 0,03 M

AT + MgCl2 0,04 M

AT + MgClZ 0,05 M

AT +MgCl? 0,06 M

AT +MgCl2 0,07 M

AT +MgCl2 0,08 M

AT +MgCl? 0,09 M

AT +MgCl? 0,1M

AT +MgClz 0,2 M

AT + MgClI? 03 M

AT + MgCl2

AT +MgCI2 05 M

Figura 21: Resposta ao método de CEC (concentragao critica de eletrélitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(machos adultos), sob diferentes condigdes de concentragdes de cloreto de
magnésio (Mg®: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0.
Temperatura: 21°C. CECem 0,5 M
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AT +MgCl2 0.6 M

AT + MgCI2 07M

AT +MgCl> 1,0M

AT + MgCI 2

L

s
&

| as

AT +MgCl? 1,1M

AT + MgClZ 0.9 M

e A
TR

AT +MgCl? 12M

AT + MgCI2 14M

AT +MgCI? 1,5M

AT + MgCl?

AT +MgCl? 1,7M

AT + MgCl?2

AT +MgCl2 2.0 M

AT + MgCl?

3

6
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temperatura: 21°C

Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT +MgClz 0,01 M AT + MgCl*

AT +MgCl? 0,03 M AT + MgCl2 0,04 M AT + MgCl?

AT + MgCI> 0,06 M AT + MgCl? 0,07M AT + MgCl®

AT + MgCl2 0,09 M AT +MgCl? 0,1M AT + MgCl2 0,2 M

i

AT+MgCl2 03M __ |AT+MgCIZ 04M

Figura 22: Resposta ao método de CEC (concentragéo critica de eletrélitos) na
cromatina dos nucleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fémeas adultas), sob diferentes condi¢gdes de concentragdes de cloreto de
magnésio (Mg®*: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0.
Temperatura: 21°C. CEC em 0,3 M.
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AT +MgCl? 0,6 M AT +MgCl? 0,7M AT + MgCl* 0.8M

AT+MgCl2 09M AT +MgCl2 1.0M AT +MgCl2 1.1 M

AT +MgCl? 1.2M AT +MgCl? 1.3 M AT + MgCl? 1.4 M .

AT +MgCl? 1.5M AT + MgCl? 1,6 M AT +MgCl? 1.7M

AT + MgClZ 1.8 M AT + MgCl? 1.9 M AT + MgCl? 2.0 M
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concentragao de

[ MgCI**
con. (AT sem MgCI*)

0,01 M
0,02M
0,03M
0,04 M
0,06 M
0,06 M
0,07 M
0,08 M
0,09 M
0,1M
02M
03M
04M
05M
06M
0,7M
0,8M
09M
10M
1,1M
1.2M
1,3M
14 M
1,5M
1,6 M
1,7M
1,8 M
1.9M ° °
20M ° °

Tabela 11:Resumo dos resultados da resposta ao método de CEC, obtidos em nucleos
de tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus (machos e fémeas), submetidos a
temperatura de 21°C. Solugdes de AT com diferentes concentragdes de MgCI** (0,01 M
a20M).
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
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Temperatura -4

ol &

6 horas

12 horas

AT +MgCl* 0,6 M

AT + MgCl2 04 M

AT +MgClz 04 M

Temperatura 40°C

1 hora

6 horas

12 heras

AT +MgCI> 0.6 M

AT +MgCl* 0,6 M

AT +MgCl> 0,4 M

Figura 23 AB: Resumo dos resultados obtidos com o método de CEC
(Concentracao Critica de Eletrélitos) nos nucleos (setas) dos tubulos de Malpighi
de machos adultos de Rhodnius prolixus submetidos ao choque hipotérmico (A:-
4°C) e hipertérmico (B: 40°C), durante diferentes periodos de exposicdo a essas
situagbes de estresses (1, 6 e 12 horas). As figuras dos nucleos indicam o ponto
da CEC e a molaridade correspondente da solugéo de Mg*'.
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Temperatura -4°C

1 hora 6 horas 12 horas

AT + Mg(Cl2 0.6 M AT +MgCl2 0,6 M AT +MgCl? 02M

Temperatura 40°C

6 horas 12 horas

"

ST

AT+MgClZ 06M - |AT+MgCIZ 04M AT + MgCIZ 04 M

Figura 24 AB: Resumo dos resultados obtidos com o método de CEC
(Concentracéo Critica de Eletrélitos) nos nucleos (setas) dos tubulos de Malpighi
de fémeas adultas de Rhodnius prolixus submetidos ao choque hipotérmico (A:-
4°C) e hipertérmico (B: 40°C), durante diferentes periodos de exposigéo a essas
situacoes de estresses (1, 6 e 12 horas). As figuras dos nucleos indicam o ponto
da CEC e a molaridade correspondente da solugéo de Mg*".
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6 horas | 12 horas
concentr.de 40°C 40°C

cr
Egntrole (AT ° o
m MgCI**)
0,2 M
0,4 M
0,6 M
0,8 M
10M
P2.0M

Tabela 12: Resumo dos resultados obtidos pelo método de CEC, em nucleos dos tabulos
de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus submetidos a diferentes
temperaturas (-4°C e 40°C) e expostos em diferentes periodos de tempo (1, 6 e 12
horas).
Legenda: * Azul (metacromasia)

®* Verde (CEC)
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6 horas | 12 horas
concentr. de-4°C 0°C 40°C

E’gcﬁ*

ntrole(At ° °
em MgCI**)

0,2 M
0,4 M
0,6 M
0,8 M
1,0M
2,0M

Tabela 13: Resumo dos resultados obtidos pelo método de CEC, em ndcleos dos tabulos
de Malpighi de fémeas adultas de Rhodnius prolixus submetidas a diferentes
temperaturas (-4°C e 40°C) e expostas em diversos periodos de tempo (1, 6 e 12 horas)
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
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concentragao de MgCl (CEC)

1 hora 6 horas

periodo de tempo

Figura VI:. Representagao grafica da resposta ao método de CEC, em nucleos dos
tubulos de Malpighi de machos e fémeas de Rhodnius prolixus submetidos as

temperaturas de 21°C e -4°C, durante diversos periodos de tempo (1, 6 e 12
horas).

lL,egenda: — machos

— fémeas

AVA
AVAYAY

icm 1 2 3 4 5 6 7 unespw!_l 120 12 14 15 16 17 18



concentracdo de MgCl (CEC)

1hora 6 horas

periodo de tempo

Figura VII: Representagédo grafica da resposta ao método de CEC, em nucleos
dos tubuios de Malpighi de machos e fémeas de Rhodnius prolixus submetidos as
temperaturas de 21°C e 40°C, durante diversos periodos de tempo (1, 6 e 12
horas).

Legenda: —— machos

— fémeas
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4. D1scussao

icm 1 2 3 4 5 6 7 unespw!_l 120 12 14 15 16 17 18



4.1- Jejum como fator de estresse

4.1,- Coloragao: Orceina lacto-acética

A técnica de coloragdo pela orceina lacto-acética cora as
proteinas basicas (histonas) ligadas ao DNA tornando possivel o estudo da
cromatina. Esta técnica compreende uma reacgdo de acidofilia. Isto €, a orceina €
um corante acido, com carga negativa (anionico) que se liga aos substratos

carregados positivamente (catidnicos), como os aminos de residuos protéicos

(-NH3"). Os grupos basicos totais que podem ligar corantes anidnicos séo: E-

amino grupos da lisina e hidroxi-lisina, os grupos guanidina da arginina, os
imidazodlicos da histidina e os amino terminais que sdao menos frequentemente
livres (Vidal & Mello, 1987). Portanto, todas as proteinas histdnicas ligadas ao
DNA ficam evidenciadas e consequentemente, as regides de maior compactagao
do DNA e maior quantidade das histonas (regides heterocromaticas) apresentam-
se mais fortemente coradas do que as regides eucromaticas.

A definicho e caracterizagdo geral da eucromatina e
heterocromatina, vém sendo objeto de estudo em diversos materiais bioldgicos,
em termos bioquimicos, biofisicos, citoquimicos e ultra-estruturais. Tais estudos
ganharam impulso a partir de Heitz (1928,-apud Mello,1978 a, 1983), quando
denominou heterocromatina a cromatina que permanecia condensada durante a
intérfase, corando-se intensamente, como nos cromossomos metafasicos. A
cromatina que se apresentava difusa, ndo compactada, durante esta mesma fase
do ciclo celular foi denominada, por Heitz, de eucromatina.

A heterocromatina pode ser caracterizada como: baixa atividade de
transcricdo (Mello, 1971); notavel resisténcia a hidrélise acida (Mello, 1979);
metacromasia mesmo apos tratamento com RNase (Mello, 1980); alto conteudo
de DNA em dupla hélice (Vidal & Pimentel, 1980); afinidade por drogas

intercalantes ao DNA, como a hicantona (Simoni & Mello, 1986); alta afinidade
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pela clupeina, um tipo de protamina (Mello, 1985) e falta de atividade ATPasica
dependende de Mg®* (Azeredo-Oliveira & Mello, 1986).

O complexo DNA-proteinas, que é fundamental na organizagdo
cromossdmica, pode existir em duas conformagdes distintas, difusa e
condensada. A diferengca no estado reflete diferentes niveis de condensacao
resultantes da interagao do DNA com proteinas cromossomicas ou outras (Wuth,
1985, apud Verma,1988). Estudos autorradiograficos usando uridina marcada
com tritio fornecem evidéncias convincentes que a sintese do RNA é possivel
somente no estado difuso ou disperso, enquanto que a cromatina condensada é
transcricionalmente inativa (Ris & Korenberg, 1979).

O estresse alimentar ao qual foi submetido os triatomineos (machos
e femeas) da espécie Rhodnius prolixus, alterou a distribuigdo da cromatina. Nos
insetos alimentados a cromatina apresentou-se uniforme e compactada, e no
decorrer do jejum, foi notada uma crescente descompactagcdo da cromatina, que
deve estar relacionada com a interagdo do DNA com proteinas basicas e a
sintese de RNA.

A regiao heterocromatica constitutiva difere da eucromatina pela
composi¢ao predominante de DNA nao codificador e altamente repetido. Ela esta

sem transcrever e ndo simplesmente reprimida, e assim representa uma espécie

estrutural distinta da cromatina como em ambos os casos de eucromatina

condensada tecido-especifica (somente uma parte da informagéo disponivel no
genoma € expressada) e eucromatina facultativamente heterocromatinizada
(segmentos cromossdmicos, cromossomos inteiros, ou algumas vezes conjuntos
cromossdmicos, tornam-se inativos e condensados durante o inicio do
desenvolvimento, permanecendo inativos durante muitas geragées celulares).
Grandes regides de cromatina condensada que expdem
propriedades da heterocromatina constitutiva, foram encontrados nos nucleos de
alguns insetos hematofagos, como Triatoma infestans (Mello, 1971, 1975, 1976;
Mello & Vidal, 1977). A heterocromatinizagdo, como foi atribuida representa um

mecanismo de isolamento reprodutivo da espécie (Schreiber et al., 1972).
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Mudangas nos padrées de heterocromatinizagao foram observadas
nos tubulos de Malpighi de Triatoma infestans, como uma fungdo do
desenvolvimento ninfal (Mello, 1977).

A heterocromatina de Triatoma infestans e de Panstrongylus
megistus pode descompactar parcialmente os filamentos cromatinicos sob a agao
de ions cupricos (Kubrusly, 1984; Randi & Mello, 1987) e também sob agédo do
jejum (Mello & Raymundo, 1980; Mello, 1983, 1987; Andrade & Mello, 1987).
Alguns nucleos, no entanto, sofrem degeneragdo e lise em ambas situagdes
(Kubrusly, 1984; Andrade & Mello, 1987; Mello, 1987).

O jejum parece encontrar-se entre as varias condi¢ées de estresse

que induzem a descompactagdo cromatinica, possivelmente por ativacdo do

mesmo sistema génico que responde a choques de temperatura (Atikinson &

Walden, 1985).

Nos insetos triatomineos, ndo s6 a descompactacdo da
heterocromatina e degeneragéo de alguns nucleos aparece como resposta ao
estimulo do jejum em células somaticas, como também, processos de fusdes
nucleares (Wigglesworth, 1967 a, 1967 b, 1982; Mello & Raymundo, 1987), sendo
que o numero de nucleos envolvidos € muito variado e deve representar um
mecanismo de sobrevivéncia celular em condi¢des matabdlicas extremamente
baixas (Wigglesworth, 1967 a; Mello & Vidal, 1979).

Segundo Mello (1989), a mudancga no estado de empacotamento da
heterocromatina em resposta ao jejum, deve representar uma tentativa para ativar
genes usualmente silentes.

Através de estudos em microscopia eletronica, Mello et al.,1990),
revelaram que, com jejum extremo, as tipicas zonas nucleolares, ricas em
granulos RNAr e que usualmente estdo cercadas por cromocentros de Triatoma
infestans sao frequentemente substituidas por uma massa de estruturas parecidas
com granulos pericromaticos relatados em células de rato submetidos ao choque
hipotérmico (Puvion ef al., 1977). De acordo com Monneron e Berhard (1969), os

granulos pericromaticos sao carregadores de RNAm. Considerando que a
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presenca desses granulos ndo persiste em nucleos de Triatoma infestans
alimentados apds o jejum, sua aparéncia esta provavelmente relacionada as
mudangas fisiolégicas provocadas pelo jejum, que afetam a heterocromatina

cromocéntrica (Mello et al., 1989).

Pela observagdo em microscopia de luz, as células dos tubulos de

Malpighi de Rhodnius prolixus sé@o binucleadas. Embora os tubulos apresentam
um numero constante de células, sdo mais largos no adulto do que em ninfas do
1°estadio. As células dos tubulos crescem sem divisdo e, pelo tamanho
aumentado do nucleo, é provavel que seu conteado de DNA aumente  (Maddrell
et al.,1985). Tais hipertrofias celulares, como base para crescimento do tecido, é
freqUente entre os insetos (Pearson, 1974). Em larvas de dipteros este fendomeno
esta associado com a politenia, enquanto que em hemipteros, a endomitose é
mais frequente (Nur, 1968).

Foi observado, no presente trabalho, através da analise das |laminas
e fotomicrografias, que o estresse alimentar induz fusdes nucleares em Rhodnius
prolixus, com maior frequéncia a partir da terceira semana de jejum.

Através da citofotometria visual e detalhes cariométricos, Mello e
Raymundo (1980), indicaram que fus@o nuclear ocorre também nos tubulos de
Malpighi de outro triatomineo, Pantrongylus megistus, em jejum, aumentando o
grau de ploidia por endomitose.

A intensa heteropicnose exibida pela eucromatina destes nucleos
indicou aos autores que os produtos nucleares como RNA e proteinas ndo se
alteram durante o jejum em termos quantitativos (Mello, 1975, 1978 b).

De acordo com Palkowitz e Fischer (1968), o tamanho nuclear pode
exceder trés vezes o seu valor normal devido ao aumento nos niveis de
hidratacdo no nucleo, ou inclusdo da matriz citoplasmatica durante a fusdo ou
ambos.

Ainda no presente estudo, a anadlise estatistica dos dados
cariometricos das células dos tubulos de Malpighi de machos e fémeas adultos de

Rhodnius prolixus, submetidos ao jejum durante 7, 14, 21 e 28 dias, permitiu
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verificar que houve um aumento das areas nucleares durante o transcorrer dessa
situacdo de estresse. Os valores mais altos das areas nucleares foram
encontrados na terceira semana de jejum, tanto em machos como em fémeas.
Neste periodo também foi encontrada uma maior heterogeneidade das areas
nucleares, em ambos 0s sexos.

Diante destes resultados e com base nas citagbes anteriores pode
ser sugerido que o jejum induz a descompactagdo cromatinica ocorrendo assim
uma maior taxa de transcricao de moléculas de RNAm que serdo traduzidas em
proteinas especificas (“proteinas de estresse”) e necessarias para a
manutengao celular nessa situagcao emergencial.

Deve ser considerado também que a fusdo nuclear, mais comum na
terceira semana de jejum, provavelmente foi um dos aspectos que também
promoveu, em algumas ocasiées maior aumento da area nuclear. Além disso, nas

mesmas situagdes de auséncia de alimentacdo, as fémeas tiveram evidéncias

significantes de maior area nuclear quando comparadas com os machos. Em

trabalho anterior (Azeredo-Oliveira, 1990), também foi realizada a cariometria das
células da glandulas salivares e de tubulos de Malpighi de um outro triatomineo
da espécie Triatoma vitticeps, durante o desenvolvimento (do 3°estadio até a fase
adulta) de machos e fémeas. Verificou-se naquele estudo que a area média
nuclear das fémeas foi maior que a dos machos. Como na espécie estudada
(Triatoma vitticeps), as regides heterocromaticas eram evidentes, também pode
ser constatado que as areas das regides heterocromaticas, ao contrario, eram
menores nas fémeas. Foi sugerido entdo, que a atividade metabdlica nas féemeas
era maior do que dos machos.

A explicacdo encontrada para este fato foi que as fémeas, por terem
um desgaste maior com a atividade reprodutora, teriam necessidades
transcricionais maiores que os machos. As areas heterocromaticas menores nas
fémeas refletiam também, indiretamente , esse fendmeno pois, essas regides, na

maior parte dos exemplos da literatura, sdo genicamente inativas.
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A espécie em estudo, Rhodnius prolixus, nao apresenta area
heterocromatica visivel nos nulcleos das células das fémeas. Os machos possuem
apenas um pequeno corpusculo heterocromatico em seus nucleos. Portanto,
apesar dos dados cariométricos aqui apresentados referirem-se apenas as
regides eucromaticas, pode ser constatado que eles corroboram a explicagéo da

maior atividade metabdlica das células das fémeas.

4.1,-Coloragao:Impregnagao por ions prata

Os ndcleos das células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(machos e fémeas) submetidos ao estresse alimentar, apresentaram uma
coloragao diferencial nos corpusculos nucleolares pelos ions prata.

Essa impregnacao diferencial pela prata foi observada com maior

frequéncia no decorrer do estresse alimentar. A partir da terceira semana de

jejum, a impregnagao pela prata foi total, ou seja, n&o foi possivel distinguir

regides intensamente coradas das regidées menos coradas. Este fato deve estar
associado a descondensagdo da cromatina do DNAr, em uma tentativa para
aumentar a transcricdo de RNAr e consequentemente a sintese proteica, devido a
baixa taxa metabdlica provocada pelo estresse.

Em um prévio trabalho (Medina et al,, 1983), foi apontado que a
RON, corada pela prata, no primeiro momento de atividade deve estar associada
primeiro com a descondensagado da cromatina DNAr e depois com a atividade
transcricional.

Foi relatado a redugdo da densidade dos granulos de prata nos
componentes fibrilares densos. Entretanto, uma comparagao com o tamanho das
areas coradas pela prata, nos leva a postular que nem todos os componentes
estdo cobertos por granulos (Fernandez-Gémez et al.,1983; Medina et al.,1983).
Dentro dos componentes fibrilares densos, ha areas de dois tipos: algumas delas,

de pequeno tamanho, sdo uniformemente cobertas por. granulos; outras, de
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grande tamanho, mostram distribuig&o irregular dos granulos. O conhecimento da
estrutura nucleolar leva os autores a identificar essas duas classes de centros
fibrilares como tipos homogéneos e heterogéneos, respectivamente (Risuefio et
al.,1982). Os espacgos distribuidos nos granulos de prata correspondem a
cromatina condensada.

Durante a mitose, as RONs cromossdmicas s&o coradas. Entretanto,
a distribuicdo dos granulos de prata novamente & desigual. Isto corresponde a
estrutura heterogénea da RON observada apés coloragao convencional, 0 mesmo
ocorre com os centros fibrilares heterogéneos na intérfase, com inclusées de
cromatina condensada e fibras de cromatina descondensada.

Achados citologicos e bioquimicos (Lischwe et al.,1979), descrevem
duas proteinas nucleolares coradas pela prata, C23 (nucleolina) e B23
(numatrina). Destas, somente C23 esta associada com DNAr (Olson et al.,1983),

sugerindo ser a “verdadeira’proteina “Ag-Nor’(Ochs & Busch, 1984).

O padréo de coloragéo pela prata sugere que duas proteinas sao

responsaveis pela impregnag¢ao nucleolar; uma delas indica a presenga de
cromatina RON descondensada, a outra, a localizagdo de pré-precursores
ribossomais.

Achados citolégicos junto com a literatura, sustentam a idéia que
proteinas coradas pela prata estdo associadas com duas fungdes nucleolares; o
processo de decondensacgdo cromatinica do DNAr, necessario, mas nem sempre
envolvendo a transcrigéo, e processos iniciais de prée-RNAr.

Alguns resultados relataram que a nucleolina (C23) liga-se
fortemente a histona H;, e sugere entretanto que, a nucleolina induz a
descondensagdo cromatinica pelo deslocamento do dominio na ligagao de H;. De
fato, uma vez foi mostrado que a parte terminal COOH™ da H; é primeiramente
responsavel pelo forte dobramento da cromatina (Allan et al,1986), deve ser
suficiente para a nucleolina enfraquecer a interagao entre o dominio e a ligagao
do nucleossomo na sequéncia, para realizar a descondensacgao da cromatina. A

fosforilagdo da nucleolina pode ter um importante papel na interagdo, desde entéao
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parece que a desfosforilagdo da nucleolina induz a ligagdo com H;. Além disso, a
nucleolina, que tem forte afinidade pela H;, também contém sitios de fosforilagdo
(Allan et al.,1986).

Foi relatado também que a nucleolina pode modificar a estrutura da
cromatina nucleolar. Esta fungéo esta relacionada com a identificacdo de dois
dominios na sequéncia da nucleolina: o dominio carboxila terminal, homélogo as
proteinas ligadas ao RNA (Bugler et al.,1987), e dominio N-terminal homélogo as
proteinas HMG (Lapeyre et al.,1987). Estes achados podem explicar como a
nucleolina pode influenciar o equilibrio entre a atividade e a inatividade da
cromatina nucleolar.

Nos nucleos dos insetos alimentados, estudados no presente
trabalho, os corpusculos nucleolares encontravam-se separados, € no minimo
cinco corpusculos nucleolares eram visualizados por ntcleo. Esses corpusculos
nucleolares, no decorrer do jejum apresentaram-se fusionados, com alteragées
morfologicas. Esse fato pode ser associado com um mecanismo nuclear de
compensagao para suprir a taxa metabdlica baixa, como consequéncia do
estresse.

Um ilustrativo exemplo estudado em detalhes € o dos linfécitos do
sangue periférico, no estado ativo e inativo, estimulado in vitro pela
fitonemaglutinina (PHA) (Petrzelka & Schroeder, 1979). Os linfécitos néo
estimulados sao células pequenas, com nucleos densamente empacotados que
usualmente contém um ou raramente dois pequenos nucléolos. Poucas horas
apos a ativagao, as células comegam a se transformar em grandes linfocitos. A
primeira mudan¢a morfolégica do nucléolo, que na maioria dos casos é ainda
simples, € um aumento no tamanho e uma transformagdo no seu interior com
nucleolonema. O material do centro fibrilar (CF) esta escasso, o centro fibrilar
denso (CFD) esta desenvolvido em uma grande rede, e o componente granular

(CG) néo esta desenvolvido em nenhuma grande extensdo. Medidas de volume

de varias segdes revelam que durante este estagio, CFD sofreu grande aumento

(Hozak et al.,1986, 1989). Com maior ativagéo, varios nucléolos desenvolvem-se
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e tornam-se compactos, contendo primeiramente poucos CFs grandes e mais
tarde muitos CFs pequenos, circundados por CFD que também forma uma
interconexdao em rede entre os CFs. Nas regides periféricas do nucléolo, uma
grande zona de CG desenvolve-se e todos os componentes do nucléolo
aumentam de volume.

Algumas outras observagdes indicam que quando as células sao
ativadas, as RONs também s&o, mesmo estando previamente inativas. Foi
mostrado que toda RON, em menor grupo de genes repetidos tornam-se
desligados, um fato que deve ser considerado quando mecanismos de ativagédo
de genes do RNAr sao estudados. Segundo Vidal & Mello (1987), a sobrecarga
funcional de alguma organelas citoplasmaticas influencia a area do nucléolo;
quanto maior a sobrecarga das organelas citoplasmaticas, maior a area nucleolar.

Seguindo esse mesmo raciocinio pode ser também relacionado a

maior area nuclear com maior atividade de transcri¢cdo e portanto de sobrecarga

funcional. Existe entdo uma correlagao direta entre a maior atividade nuclear e

maior atividade citoplasmatica, o que pode ser verificado com a correlagdo linear
encontrada entre as areas nucleares e nucleolares.

Foi verificado também que a area nucleolar aumentou
significantemente ao longo do periodo de jejum e especialmente na terceira
semana sem alimentacdo, nos machos e nas fémeas. Esse aspecto
provavelmente indica uma maior atividade sintética neste periodo, seguido por
uma etapa refrataria na quarta semana de jejum.

Ainda ficou constatado que insetos adultos machos da espécie
Rhodnius prolixus possuem areas nucleolares maiores que as das fémeas, em
todas as situagdes estudadas. Esta revelagao estatistica contradiz, em parte, os
dados obtidos através da técnica de coloragdo com orceina lacto-acética.
Portanto, a afirmag¢@o de que as células das fémeas possuem um metabolismo
mais ativo, ndo pode ser totalmente constatado, ja que a area nucleolar maior

encontrada nos machos reflete também uma maior atividade sintética.
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Os triatomineos do presente trabalho (Rhodnius prolixus) que foram
realimentados apds um periodo de 30 dias de jejum, ndo apresentaram uma total
recuperagao da morfologia nucleolar.

Esses insetos realimentados apresentaram nucleos com corpusculos
nucleolares parcialmente fusionados. Em machos, foi possivel observar a
impregnacéo diferencial pela prata; no entanto, em fémeas, os corpusculos
nucleolares foram totalmente impregnados pela prata. Este fato pode estar
associado com uma alteragdo mais drastica nos nucleos das células dos tubulos
de Malpighi das fémeas em relagdo aos machos.

Os dados estatisticos da cariometria revelaram que houve uma
correlagao linear entre a area nuclear e a area nucleolar ou seja, 0 aumento da
area nucleolar foi sempre acompanhado pela area nuclear. Esta correlagdo foi
positiva e relativamente alta em todas as situagdes de alimentacdo, em insetos

machos e fémeas, exceto na condigéo de fémeas recém-alimentadas.

Azeredo-Oliveira (1990) constatou que as areas médias nucleares e

nucleolares dos tubulos de Malpighi de individuos machos e fémeas de Triatoma
vitticeps em desenvolvimento, s&o inversamente proporcionais entre o 3° e 4°
estadios, com aumento acentuado da area nuclear e redugdo da area nucleolar.
Porém, ambas aumentam entre o 4° e o 5° estadios, embora em niveis diferentes
(muito mais acentadamente a area nucleolar). Do 5° estadio para a fase adulta,
nas féemeas, ambas areas aumentam, sendo o aumento da area nucleolar mais
acentuado que o da area nucleolar. No mesmo periodo dos machos, porém, a
area nuclear mostra drastica redugdo enquanto a area nucleolar apresenta
aumento.

Nanya e Bicudo (1995), estudaram as areas nucleolares de tecido
adiposo em cinco estagios de desenvolvimento de Drosophila mulleri. Dados
deste trabalho revelaram variagées das areas nucleolares em machos e fémeas,
onde nas fémeas as areas nucleolares foram acentuadamente maiores que nos
machos nos estagios analisados. Esses resultados estdo relacionados com a

sintese proteica nas células adiposas, indicando que .areas nucleolares s&o
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maiores nos estadios de alta sintese proteica e menores quando os niveis de
sintese diminuem.

Na literatura, mecanismos regulatérios decrevem que a produgéo de
RNAr, pode ativar em varias situagées, diferentes nimeros de cistron de DNAr.
Frequentemente, tais variacbes na produgcdo do RNAr e ribossomos estdo

relacionadas a variagao de numero e tamanho nucleolar (Nanya & Bicudo, 1995).

4.1;.Concentragao Critica de Eletrélitos (CEC) para Complexos DNA-proteina

Complexos DNA-proteina in vitro e in situ, se corados com solugdes

de Azul de Toluidina (AT) contendo concentragdes crescentes de Mg** ou Ca®

mostram abolicdo da metacromasia em uma certa concentragao, em molaridade,
do cation inorganico. Esse fendbmeno é chamado de concentragdo critica de
eletrélitos (CEC) e € aplicado em estudos de complexos DNA- e RNA-proteinas
em associagao com diferentes estados de supraorganizagdo da cromatina (Vidal
& Mello, 1989; Mello et al.,1993; Mello & Falco, 1996).

A competigdo de A.T. e Mg** para a ligagdo nos sitios do substrato
diferem, quando se compara heterocromatina e eucromatina, nucleos de
espermatozdides entre diferentes espécies animais, pufes de DNA e RNA com
heterocromatina e bandas dos cromossomos politénicos, € os mesmos nucleos
sobre diferentes condi¢des fisioldégicas ou desenvolvimento (Mello & Vidal, 1989;
Monteiro, 1993; Mello & Falco, 1996).

A primeira evidéncia da possibilidade de aplicagao do conceito de
CEC para a cromatina com o corante A.T. apareceu no trabalho de Vidal (1979),
quando estudava cromossomos politénicos de glandulas salivares de Trichosia
pubescens, e observou a abolicdo da metacromasia em cromossomos tratados
com uma solugdo deste corante contendo altas concentracdes de Mg®* (Amaral,
1988)
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Posteriormente, em experimentos in vitro, Vidal & Mello (1987),
demonstraram que a CEC de complexos DNA/H; era mais baixa que a CEC de
DNA puro, porém mais alta do que a de complexos DNA/protaminas, o que estaria
de acordo com a organizagcdo destes complexos nucleoproteicos e com sua
variagdo em grupos fosfatos disponiveis a ligagéo, seja com o corante, seja com
os cations. Por outro lado, em experimentos in siftu, Mello & Vidal (1987),

encontraram diferengas no valor de CEC entre heterocromatina e eucromatina de

células de Triatoma infestans. Estas diferengas variam quando o mesmo material

é tratado com ions cupricos (Randi & Mello, 1987).

O método de CEC é vantajoso para estudos da cromatina na
interagdo DNA-proteina in situ. Esta conclusé@o, estd de acordo que diferentes
valores de CEC detectados in siftu em diferentes tipos de cromatina. Na
heterocromatina (cromatina condensada nao codificante) de células de insetos da
espécie Triatoma infestans alimentados, altos valores de CEC foram achados em
contraste com valores de CEC da eucromatina (potencialmente transcrevendo). O
valor de CEC da heterocromatina iguala-se ao da eucromatina (Amaral, 1988).

Nos insetos Rhodnius prolixus (machos) alimentados, no presente
trabalho, o valor da CEC correspondeu a 0,5 M. Esse valor decresceu a medida
que o periodo de estresse aumentou, sendo que na ultima semana de jejum, o
valor da CEC atingiu 0,2 M. Em fémeas, o estresse alimentar foi menos drastico,
sendo que o valor de CEC em insetos alimentados atingiu 0,3M, e na ultima
semana de jejum, a CEC atingiu 0,2M.

Pode ser sugerido que o estresse provocado pela auséncia de
alimentagdo cause uma maior descompactagcdo da cromatina, levando a uma
maior liberagdo dos grupos fosfatos dos acidos nucleicos disponiveis. Dessa
forma, uma solugédo contendo uma menor concentragao de Cloreto de Magnésio
podera abolir a metacromasia mais facilmente, pois os ions catidnicos existentes
na solugdo séo suficientes para ligarem-se aos substratos aniénicos dos acidos

nucleicos levando a coloragdo esverdeada da cromatina. Aparentemente, os
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nucleos dos insetos machos apresentam uma maior compactagdo da cromatina
do que as fémeas.

Segundo Amaral (1988), o decréscimo dos valores de CEC pode
indicar uma certa descompactagdo cromatinica, que talvez pudesse se
manisfestar apenas em atividades metabdlicas extremamente baixas, como
resposta ao estresse (Amaral, 1988). Os resultados destas situagdes in situ,

entretanto, esclarecem nao somente em termos das diferengas de disponibilidade

dos fosfatos de DNA para ligagdo do corante ou Mg*?, mas também em termos da

concentragcdo de DNA afetado pelo estado de compactagao da cromatina.

Os valores de CEC da heterocromatina diferem daqueles da
eucromatina, em condi¢gdes de nutricdo e sdo diferentemente afetados pelo jejum
e realimentagéo. Isto é explicado pelas diferengas na composi¢éo e estrutura da
cromatina, quando considera-se hetero-e eucromatina de diferentes espécies e a
resposta a estes tipos de cromatina ao jejum (Amaral, 1988).

Em insetos Rhodnius prolixus, a heterocromatina €& pouco
visualizada, em relagdo as outras espécies de triatomineos como Triatoma
infestans. Desse modo, ndo foi possivel analisar a CEC diferencial entre
heterocromatina e eucromatina nestes insetos.

A ocorréncia da descompactagdo cromatinica em nucleos tratados
apenas com A.T. em pH 4,0, foi ilustrada observando-se a metacromasia. Em
individuos alimentados, a metacromasia apresentou-se na coloragdo azul; a
medida que o estresse desenvolveu-se, a coloragdo observada foi violeta. Isso
indica que como consequéncia da descompactagdo cromatinica, ocorre maior
liberagéo do substrato anidnico (grupos fosfatos), assim as moléculas do corante
ligam-se a esse substrato na forma de trimeros ou tetrameros, promovendo um
abaixamento do comprimento de onda e consequentemente um hipocromismo.

Nos insetos Rhodnius prolixus, machos, que apos 30 dias de jejum
foram realimentados, foram observadas alteragdes no valor da CEC, mostrando

um valor mais alto do que o atingido na 4°semana de jejum. Essa alteragao deve
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indicar um aumento no grau de empacotamento da cromatina, uma vez que sao
retomadas as condi¢des normais do metabolismo do nucleo.

Em fémeas realimentadas apés 30 dias de jejum, o valor da CEC, em
contraste com o valor encontrado em machos, diminuiu em relagao a 4°semana
de jejum. Pode ser deduzido que os nucleos das células das fémeas sofreram
mais alteracdes metabdlicas com o estresse, nao sendo observada mudanga no
empacotamento da cromatina.

Portanto, os nucleos das ceélulas dos tubulos de Malpighi dos
triatomineos realimentados apés um periodo de 30 dias de jejum alcangaram a
CEC com baixas concentragées de Cloreto de Magnésio na solugdo de Azul de
Toluidina. Estes resultados indicam que ndo ha um retorno imediato do nivel de
compactagdo dos nucleofilamentos apds uma situagdo de estresse que leva a

descondensacao cromatinica.

4.134. Variante da CEC para Complexos RNA-proteina: Nucléolo
e RNA citoplasmatico

Baseado no fato que o ponto de CEC de RNA & sempre maior que o

do DNA, uma variante do método de CEC foi proposta onde o tratamento com

Mg®* ndo é simultaneo mas segue-se a coloragdo com A.T. (Mello et al.,1993).

Sobre estas condi¢des, enquanto o DNA cora-se em verde, o RNA permanece
metacromatico, seguindo discriminagao diferencial do RNAr, localizagédo e
evidéncia de detalhes supraestruturais dos nucléolos e o acompanhamento do
RNA durante a divisédo celular (Mello et al.,1993; Mello, 1995). Adicionalmente,
este método esta sendo proposto como simples e usual para identificacao de
células apoptoéticas, onde a cromatina cora-se em verde (DNA) e a presenca de
RNA nos corpos apoptoticos é representada pela cor violeta (Vidal ef al., 1996).

A visualizagdo do nucléolo em solugbes de A.T. é frequentemente
impedida pela forte afinidade das moléculas do corante no DNA. Isto faz com que

em preparagbes de alguns materiais ndo submetidos a _digestdo enzimatica, o
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nucléolo ndo podera ser distinguido das areas heterocromaticas (Mello et al.,
1993)

No trabalho de Mello et al., (1993), em algumas preparagdes, apos a
coloragcao com A.T., seguiu-se o tratamento com ions Mgz*, onde o nucléolo é
facilmente detectado, devido & concentragdo suficiente do Mg* para abolir a
metacromasia do DNA. Foi observado que a metacromasia do RNA é mantida em
concentragdes mais altas de Mg**, do que aquelas requeridas para obtengdo dos
valores de CEC de DNA ou complexos DNA/proteina. Esta observagao esta de

acordo com relatos de Scott (1973) na CEC in vitro, embora diferentes corantes e

cations inorganicos foram utilizados. As concentragdes de Mg®* mais adequadas

para visualizacdo do nucléolo nos materiais estudados sao 0,03-0,05 M. Nestas
circunstancias, o pico de absorgdo espectral foi de A=570 nm e 610 nm em
nucléolo de Allium cepa e cromatina, respectivamente.

Esta técnica razoavelmente simples ndo somente permite a
identificagdo do nucléolo, como também _pode ser usada em estudos
morfométricos, devido a boa qualidade do contraste nucleolar. Em células de
Allium cepa, esse método demonstrou alguns detalhes da subestrutura nucleolar,
gue nao sao distingliidos em poucos nucléolos discriminados com a coloragao de
A.T. Os detalhes dessas subestruturas foram descritos somente com a técnica de
impregnagédo pelos ions prata, onde foi realizado o acompanhamento da
distribuicdo dos componentes nucleolares como fungdo da fisiologia celular
(Fernandez-Gomez et al.,1972; Fernandez-Gomez et al.,1983; Stockert et
al.,1969).

Essa técnica foi aplicada nos nucleos das ceélulas dos tubulos de
Malpighi de Rhodnius prolixus, machos e fémeas, alimentados e submetidos ao
estresse alimentar.

Os complexos ribonucleoproteicos (nucléolos) foram evidenciados
nos nucleos dos insetos alimentados (machos e fémeas), ap6és 15 minutos de
exposicdo a solugdo extratora de Cloreto de Magnésio a 0,05 M. Os nucleos dos

insetos submetidos ao maior tempo de jejum (28 dias) tiveram os corpusculos
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nucleolares visiveis (metacromaticos) com menor tempo de exposigéo a solugéo
de Cloreto de Magnésio (machos: 3 minutos; fémeas: 7 minutos). Pode ser
sugerido que a cromatina mais descompactada dos nucleos dos insetos em jejum,
tenha sua metacromasia abolida mais facilmente do que as dos nucleos normais.

Portanto, enquanto a metacromasia do DNA é abolida, a
metacromasia do RNA é bem discriminada. Este fendmeno ocorre mais
rapidamente nos nucleos submetidos ao estresse de auséncia de alimentacao.

Os insetos (machos e fémeas) realimentados apds o periodo de 30
dias de jejum tiveram os corpusculos nucleolares evidenciados (metacromasia do
RNA) apds poucos minutos de exposicdo a solugdo de Mg* (5 minutos). Este
resultado confirma que a cromatina descompactada apos o estresse do jejum, néo
retorna a condigdo normal e dessa forma a metacromasia do DNA é abolida mais
rapidamente. No entanto, a melhor visualizagdo dos corpusculos nucleolares foi
constatada no periodo de 15 minutos de exposicao a solugdo de Cloreto de
Magnésio.

Através dessa técnica variante da CEC, foi possivel confirmar os

dados observados na impregnagdo pelos ions prata, onde ocorreu fusdo dos
corpusculos nucleolares no desenvolvimento do estresse alimentar, em alguns
nucleos analisados. No entanto, os corpusculos nucleolares impregnados pela
prata apresentaram uma area aparentemente maior em relacdo aqueles
evidenciados pelo método de CEC. Este fato deve estar relacionado com a
impregnacéo dos ions prata nas proteinas nucleolares, enquanto que no método

de CEC, apenas o RNA citoplasmatico € evidenciado.
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4.2- Temperatura como fator de estresse

4.2,- Coloragdo: Impregnagao por ions prata

Choques hipotérmicos (-4°C) e choques hipertérmicos (40°C),
afetaram os fendétipos nucleares de Rhodnius prolixus (machos e fémeas).

Na literatura ja foi verificada que alteragdes significantes afetam
parte da populagdo nuclear ocorridas em ceélulas epiteliais dos tubulos de
Malpighi de Triatoma infestans. Os fenétipos nucleares que foram observados

predominantemente ou exclusivamente em espécies submetidas aos choques

hipo e hipertérmicos, foram relatados em ninfas submetidas a outras condigées de

estresse, tais como agédo de metais pesados, radiagao gama e longos periodos de
jejum (Mello, 1983,1989; Kubrusly, 1984; Alvares-Garcia, 1988). Estas
observagdes sustentam a idéia que diferentes estressores podem induzir a
resposta ao choque térmico (Hightower et al.,1985; Schlesinger, 1985).

Nos insetos Rhodnius prolixus, aqui estudados, o choque
hipertérmico afetou mais drasticamente os nucleos das células dos tubulos de
Malpighi do que o choque hipotérmico, em periodos de tempo correspondentes a
1 hora, 6 horas e 12 horas.

As alteragbes nucleares foram representadas pelas fusbes dos
corpusculos nucleolares, aumento da poliploidia, e impregnacéo diferencial pelos
ions prata.

Como observado anteriormente no estresse alimentar, os nucleos
das células das fémeas foram mais alterados do que os nucleos dos machos.

No choque hipertérmico, foram notadas fusdes de corpusculos
nucleolares mais acentuadas e endomitose. As fusdes nucleolares iniciaram-se
apos 6 horas de exposi¢cao ao choque hipertérmico, nao ocorrendo no choque
hipotérmico no mesmo periodo, exceto em fémeas, onde as alteragdes foram mais

drasticas.
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As fusdes nucleolares foram mais acentuadas nos periodos mais
prolongados de exposi¢ao aos choques de temperatura (12 horas), em machos e
fémeas da espécie analisada.

A reunido dos corpusculos nucleolares induzida pelas alteragées
drasticas de temperatura, talvez possa refletir uma necessidade metabdlica
celular para uma mais rapida transcricdo de moléculas de RNAs ribossomicos.
Essa demanda transcricional deve estar ligada a indugéo da sintese de proteinas
de estresse que serdo importantes para manter a taxa de sobrevivéncia dos
insetos.

Este fendmeno possivelmente desencadeia um aumento da
atividade transcritiva pés-choque, permitindo néo s6 a recuperagéo das atividades
celulares normais, mas também estimulando o metabolismo, como em outros
casos ja relatados de resposta ao choque hipertérmico (Atikinson & Walden,
1985).

A origem do nucleo polipldide sem nenhuma elaboragéo do fuso,
citocinese ou ruptura da membrana nuclear, foi primeiramente descrito em Gerris
laterallis e outros heterdpteros ( Geitler, 1938, 1939 a,b). Este achado tem sido
mostrado em varios grupos.

Poliploidia em células com atividade aumentada pode refletir, como

em outros casos, a grande demanda para produgdo de RNAs pelas células. E um

processo adaptativo em que as células economizam tempo fisiolégico e sintese
protéica, isto € n&o havendo a formagdo do aparelho mitético e membrana
nuclear necessarios para uma divisdo somatica (Mello & Raymundo, 1980).

Poliploidia somatica deve ser funcionalmente comparada aos
cromossomos politénicos e plumosos, uma vez que a poliploidia em células de
grande atividade funcional deve refletir, como em outros casos, no aumento da
demanda da produg¢ao de RNA por todas as células (Simdes, 1967).

As células dos tubulos de Malpighi de Rhodnius possuem dois
nucleos e esses sdo normalmente polipléides. As células desses 6rgaos nao se

dividem e o numero de células em um tubulo permanece constante embora os
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tubulos sejam maiores nos adultos do que no primeiro estadio. Pelo tamanho
aumentado do nucleo nos diferentes estadios, € provavel que o conteudo de DNA
aumente e neste caso, por endomitose (Nur, 1968). Segundo Pearson (1974),
essa forma de crescimento ndo é perturbada pela divisdo celular e ainda o
aumento do tamanho celular pode ser igualado por aumentos apropriados no
conteudo de DNA. Segundo Maddrell et ali (1985), pelo menos em Rhodnius
(triatomineo), esta claro que mesmo quando ocorre a replicagdo do DNA, a agao
normal do tubulo ndo é afetada, como observaram os autores pelas taxas de
secregao e excrecao do fluido. De fato, a produgao de precursores ribossdémicos
parece ser interrompida pela replicagdo do DNA durante um curto periodo de
tempo. Os nucléolos s&o proeminentes nas células dos tubulos de Rhodnius
exatamente antes dos cromossomos se condensarem e se dividirem, e
reaparecem apos um dia. Segundo os autores, provavelmente os ribossomos e o
RNAm, produzidos no periodo antes da divisdo dos cromossomos, persistem
tempo suficiente no citoplasma para permitir a fungdo normal da célula durante a
replicagao do DNA, condensagdo cromossdmica e subsequente expanséo.

Mello e Lima (1978), observaram que o tamanho nuclear aumenta
nos tubulos de Rhodnius prolixus durante o desenvolvimento larval, numa
proporg¢@o que excede ao aumento do conteido de DNA. De acordo com esses
autores essas observagdes concordam com os padrdes cariomeétricos de outro
triatomineo (T.infestans) observados por Mello (1971) e foram atribuidas, segundo

reviséo da autora, ao conteudo de proteinas n&o histonicas e/ou ao transporte do

RNA do nucleo ao citoplasma, que varia em fungao da expressao génica.

A observagéo no presente estudo de nucleos altamente polipldides,
com grande numero de corpusculos nucleolares, pode ser explicada também pela
brusca alteragdo do metabolismo do inseto, induzida pelos choques térmicos. A
resposta a esses estresses leva ao aumento dos componentes nucleoprotéicos
com a finalidade de maior transcrigdo de RNAr e consequentemente de sintese de

“proteinas-termoprotetorag’. Como ja mencionado anteriormente, esse mecanismo
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leva a manutengdo da taxa de sobrevivéncia dos triatomineos apds os choques
termicos.

A impregnacdo diferencial pelos ions prata encontrada nos
corpusculos nucleolares dos nucleos dos tubulos de Malpighi dos individuos
submetidos aos estresses térmicos, refletem em parte 0 mecanismo da coloragéao
e a atividade celular.

Como ja relatado, nesta técnica os componentes que se coram pela
prata sdo as proteinas nao histonicas (acidicas) representadas especificamente
pelas proteinas C23 e B23, que se acumulam em torno das RONs ou nos
nucléolos. Estudos de hibridos celulares somaticos homem/rato indicaram que
somente as regides que produzem RNAr e presumivelmente tenham funcionado
como RON na intérfase precedente, coram-se pela prata. A aplicagé@o da técnica
aos cromossomos de ovacito de grilo levou a mesma conclusdo, sugerindo que a

prata liga-se as proteinas que se associam rapidamente ao RNAr logo apos sua

tranécric;éo (Bicudo, 1979 apud Azeredo-Oliveira, 1990). Entretanto, outros

trabalhos tem colocado em duvida essas indicagdes como Clavaguera et al.
(1983, 1984). Conforme o primeiro desses trabalhos, baseado na afinidade dos
ions prata pelos diferentes constituintes da cromatina (DNA, RNA, histonas,
proteinas nao-histonicas totais), a colorabilidade das RONs pelos mesmos néo
pode ser atribuida a um componente isolado da cromatina pois, todos eles se
ligam a esses ions, sendo a ligagdo mais forte com ‘o .DNA. A utilizagdo de
enzimas proteoliticas e nucleases, no segundo trabalho, ndo impediu a coloragéo
das RONs. Ambos os resultados levaram os autores a sugerir que a coloragéo
diferencial das RONs pela prata esta relacionada com a descondensag&o
diferencial da cromatina.

Portanto, podemos atribuir essas duas explicagdes a impregnacao
ndo homogénea dos ions prata nos corpusculos nucleolares, isto &, apenas as
regibes ativas e descondensadas da cromatina (DNAr) é que ficam mais
evidentes. Tanto a descondensacgéo diferencial da cromatina como a atividade

transcricional séo induzidas pelos choques hipo e hipertérmicos.
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Além disso, em baixas temperaturas, os componentes nucleolares
distribuem-se diferentemente como ja verificado por Jordan ef al. (1985). Esses
autores analisaram os efeitos da temperatura e envelhecimento sobre os
nucléolos das células do meristema apical da raiz de Triticum aestivum, durante o
desenvolvimento.

Os autores observaram que, apds a germinagdo, as raizes mostram
um periodo de rapida divisao celular e crescimento. Seguindo a germinagao, o
volume nucleolar das células meristematicas aumenta progressivamente em todas

as temperaturas estudadas e os estagios iniciais foram acompanhados de um

aumento na taxa de RNAr. Quanto a ultraestrutura nucleolar, foi verificado que o

crescimento a 5°C pode causar um acumulo de particulas pré-ribossdmicas
através do efeito de baixa temperatura sobre alguma etapa do processamento
que possui alta ativagao da energia. Os resultados morfométricos mostraram um
aumento do componente granular, demonstrando, possivelmente um efeito da
temperatura sobre o processamento. Os autores concluiram através dos
resultados, que essas mudangas quantitativas do nucléolo, relacionam-se a
regulacéo dos processos que ocorrem nessa organela.

Fakan e Hernandez-Verdum (1986), relacionaram formato nucleolar
variavel com variagdes da atividade transcricional dessa organela, de acordo com
a fase do desenvolvimento do inseto e/ou ritmo circadiano. Sobre esse aspecto no
presente estudo, poderiamos acrescentar mais uma justificativa para a alteragéo

do formato nucleolar, ou seja, os choques de temperatura.

4.2,- Concentragao Critica de Eletrélitos (CEC)
Os triatomineos, Rhodnius prolixus, submetidos a temperatura de

21°C, tiveram valores de CEC correspondentes a 0,5 M e 0,3 M, em machos e em

fémeas, respectivamente.
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Esses valores de CEC indicam que nas féemeas o grau de
descompactagao cromatinica € maior, talvez provocado por uma alteragdo no
metabolismo referente a produgcdo de ovos ou desenvolvimento embrionario, ja
que todas as fémeas dissecadas,apresentavam ovos em desenvolvimento.

As fémeas adultas teriam assim, um maior requerimento de sintese
do que os machos. Esse fato foi também verificado nas fémeas adultas de
Triatoma vitticeps, através de estudos de cariometria nos tubulos de Malpighi e
glandulas salivares (Azeredo-Oliveira, 1992).

Insetos machos submetidos a temperatura de 40°C e -4°C, durante
o periodo de 1 hora, 6 horas e 12 horas, apresentaram alteragdes nos valores de
CEC.

Na temperatura de -4°C, o valor de CEC em machos aumentou em
relacéo a temperatura de 21°C, no periodo de 1 hora de exposi¢ao (0,5M a 21°C
e 0,6M a -4°C), decresceu no periodo de 6 horas (atingindo o valor de 0,4 M) e
permaneceu constante apés 12 horas de exposi¢do. Em fémeas, o valor de CEC
decresceu apds 12 horas de exposicdo a temperatura de -4°C (0,2M). Esses
valores indicam que o choque hipotérmico afetou mais rapidamente o grau de
descompactagdo da cromatina em machos do que nas fémeas. No entanto, nas
fémeas, a CEC atingiu valores menores (0,2 M) do que nos machos.

No inicio da exposicdo dos nucleos aos dois choques térmicos

(-4°C; 40°C), no periodo de 1 hora, a cromatina apresentou abolicdo da

metacromasia (cor verde) com a concentragdo de Mg® 0,6 M em todas as

situacdes. Sugere-se que, no inicio dos estresses por alteragao de temperatura,
ocorra uma maior compactacdo dos nucleofilementos em resposta ao primeiro
contato com as alteragbes bruscas de temperatura.

No choque hipertérmico (40°C), os valores de CEC em machos
decresceram com 12 horas de exposig¢ao, atingindo o mesmo valor que em
féemeas. Esse fato, mostra que a temperatura alta € um fator mais estressante
para as fémeas do que para os machos, indicando uma possivel descompactagao

cromatinica em maior grau nas fémeas.
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Tanto no choque hipotérmico (-4°C) como no hipertérmico (40°), os
nucleos dos insetos (machos e fémeas) tiveram o ponto de CEC atingido com

menor concentragao de Cloreto de Magnésio, quando o tempo de exposi¢ao foi

maior (12 horas). Portanto, houve uma descompactagdo da cromatina ao longo

dos periodos de exposicao aos estresses, levando a aboligdo da metacromasia
dos complexos DNA-proteinas.

Pode-se concluir que as temperaturas mais altas afetam mais
drasticamente machos e fémeas do que temperaturas mais baixas. Esse fato pode
estar associado as proteinas de estresse (hsp), que devem se tornar ativas nas
temperaturas mais altas.

De acordo com Southagate et al. (1985), a presenga das proteinas
hsp certamente participa de uma parte da taxa de sobrevivéncia do inseto sob
condig¢ées hipertérmicas.

Com relagao ao choque hipotérmico ndo ha relato de que o mesmo
induza a sintese de proteinas de estresse, como no caso do choque hipertérmico.
Isto, porém, ndo é descartado, desde que o estresse produzido possa induzir a
presenga de proteinas desnaturadas e/ou anormais, que sejam como tal
reconhecidas pela célula e desencadeiam uma resposta tipica como aquela
esperada de um choque hipertérmico (Ananthan et al,,1986; Edington et al.,
1989).
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Os nucleos das células dos tubulos de Malpighi de machos e fémeas
de Rhodnius prolixus apresentaram varias alteragdes durante os dois tipos de
estresses estudados no presente trabalho observadas através das diferentes

técnicas citoldgicas:

5.1- Auséncia de Alimentagdo

1- Diferentes fendtipos de distribuigdo da cromatina e do nucléolo; irregularidade
no contorno nuclear; fus&o nuclear e nucleolar.

2- Aumento das areas nucleares e nucleolares e correlagéo linear entre elas, com
valores mais altos especialmente na terceira semana de jejum.

3- Descompactacdo gradual da cromatina ao longo do jejum e constatacdo da
maior compactagao dos nucleos dos machos.

4- Apos a situagdo de realimentagao de insetos em jejum prolongado, n&o ocorre
um retorno imediato do nivel de compactagao dos nucleofilamentos.

5- A abolicdo da metacromasia dos complexos DNA/proteinas e discriminagéo da

metacromasia do DNA nucleolar, ocorrem rapidamente, e com menor

concentragéo de jons catidnicos (Mg**) induzidos pelo jéjur‘n.

5.2- Alteragdo de temperatura (choques hipo e hipertérmicos)

1- Fusao nucleolar verificada nos nucleos expostos tanto a 40°C como a -4°C, e
mais acentuadamente nos periodos mais prolongados de exposi¢cdo aos choques
termicos.

2- Aumento da ocorréncia de nucleos polipldides e dos corpusculos nucleolares
durante o choque hipertérmico, com 12 horas de exposigao.

3- Impregnacdo n&o homogénea dos ions prata nos corpusculos nucleolares
indicando descondensagao diferencial dos nucleofilamentos da regido da

cromatina portadora de DNAr e variagao da atividade transcricional.
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4- Compactacao dos nucleofilamentos no inicio da exposi¢cdo aos dois tipos de
choques térmicos (1 hora) e posterior descompactagéo ao longo dos periodos de
exposicao mais prolongados (6 e 12 horas). Este fendmeno foi verificado pela
abolicdo da metacromasia dos complexos DNA-proteinas em menores
concentragdes de ions catidnicos (MgCI**).

5- Alteracao mais drastica da cromatina dos nucleos dos individuos expostos ao

choque hipertérmico (40°).

Nos dois tipos de estresses estudados pode ser verificado,

indiretamente, que ocorrem mecanismos metabdlicos nucleares que levam a

sintese de “proteinas de estresses” necessaria para a prote¢éo e manutengado da
célula.

Esses mecanismos envolvem basicamente a alteragdo da
distribuicdo da cromatina e nucléolo; aumento das areas nucleares e nucleolares

e descompactacéo da cromatina ao longo das situagdes de estresse.
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O presente trabalho estudou as alteragées nos nucleos das células
dos tubulos de Malpighi do triatomineo Rhodnius prolixus, frente aos estresses
provocados pelo jejum alimentar e exposicdo a choques de temperatura
(hipotérmicos e hipertérmicos).

Neste trabalho foi observado, através de diferentes técnicas
citolégicas que o estresse alimentar afeta mais drasticamente individuos que
permaneceram 21 dias em jejum, tanto em machos como nas fémeas.

Essas alteragdes foram visualizadas, utilizando-se a coloragéo pela
orceina lacto-acética, que cora proteinas totais ligadas ao DNA (reagdo de
acidofilia) e impregnagdo pelos ions prata, responsavel pela coloragao das
proteinas presentes nos corpusculos nucleolares, a nucleolina (C23), e a
numatrina (B23) (rea¢ao de acidofilia).

As alteragbes mais comumente observadas no estresse alimentar
referem-se as mudangas na distribuicdo da cromatina; aumento das areas
nucleares e nucleolares; nucleos com contorno irregular e fusao dos corpusculos
nucleolares. Essas alteragdes foram acentuadas no decorrer do jejum.

Através do método de Concentragao Critica de Eletrdlitos, que se
utiliza de solugao de Azul de Toluidina (AT) com tampao Macllvaine e diferentes
concentragdes de Cloreto de Magnésio, foi possivel confirmar citoquimicamente a
descompactacao da cromatina.

Foi constatado que com o desenvolvimento do jejum, o ponto de

CEC decresce, indicando descompactagdo da cromatina. Ocorre entédo liberagéo

dos grupos PO/ que se ligam aos cétions inorganicos, representados pelo

cloreto de magnésio. Desse modo, os nucleos atingem uma coloragédo
esverdeada, perdendo a metacromasia (azul violeta)

Através da variante da CEC, proposta por Mello et al, 1993, &
possivel confirmar a fusdo dos corpusculos nucleolares no decorrer do jejum,

observado na técnica de impregnacgao pela prata.
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Insetos que foram realimentados apdés 30 dias de jejum,
apresentaram apenas uma leve recuperagéo da condensagao cromatinica. Assim,
no método de CEC, observou-se um aumento na concentragdo, em mol, do
cloreto de magnésio. Em relagcdo aos corpusculos nucleolares, estes
apresentaram-se n&o fusionados.

Para o estudo das alteragbes provocadas pelos choques de
temperatura (choques hipotérmico e hipertérmicos), foram utilizadas as técnicas
de impregnacgao pela prata e Concentragéo Critica de Eletrdlitos.

Nesse tipo de estresse, foram observadas as mesmas alteragées
provocadas pelo estresse alimentar (descompactagdo cromatinica, fuséo
nucleolar e também poliploidias). A ocorréncia dessas alteragbes variou com o
tipo de choque e o tempo de exposigao.

Foi constatado que os nucleos foram alterados mais drasticamente

com o choque hipertérmico (40°C), do que com o choque hipotérmico. No

entanto, no maior periodo de exposicédo (12 horas) aos choques, tanto em

temperaturas altas como em temperaturas baixas, ocorreu uma maior
descompactagdo da cromatina, o que levou a aboligdo da metacromasia dos
complexos DNA-proteinas com menores concentragdes de Cloreto de Mgnésio.
Nesses dois tipos de estresses estudados pode ser verificado que
ocorreram mecanismos metabolicos nucleares que a levam a protegdo celular.
Esses mecanismos envolvem basicamente o aumento das areas nucleares e
nucleolares e descompactagdo cromatinica, que refletem uma maior sintese de

proteinas induzidas pelos estresses.
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The present work studied changes in Malpighian tubules cells nuclei
of the triatomide Rhodnius prolixus, in conditions of stress produced by starvation
and by heat shocks (hypothermic and hyperthermic).

In this work it was observed that, through different cytological
techniques, starvation affects most drastically individuals with 21 days of
starvation, in both males and females.

These alterations were visualized using lacto-acetic orcein, which
stains totals proteins complexed with DNA (acidophilic reaction) and impregnation
by silver ions, responsible for the staining of proteins present in nucleolar
corpuscles, a nucleolina (C23) and numatrina (B23) (acidophilic reactions).

The alterations most commonly observed with starvation involve
changes in chromatin distribution; increased nuclear and nucleolar areas; nucleus
with irregular outlines and fusion of nucleolar these alterations were evident during
starvation.

By the method of critical electrolyte concentration (CEC), which uses
solution of toluidine blue (AT) with Macllvaine buffer and different concentration of

magnesium cloride, it was possible to confirm cytochemidaly the extenuation of the

chromatin.

It was observed that with the continuation of starvation the CEC point
decreases, which indicates extenuation of the chromatin. Liberation of PO/
groups then occurs and these bind to inorganic cations in the form of magnesium
chloride. In this manner, the nucleus become greenish, losing the metachromasy
(violet blue).

By the variant of CEC (Mello et al.,1993), it is possible to confirm the
fusion of nucleolar corpuscles during starvation, which was observed by silver
impregnation.

Insects which were fed after 30 days of starvation showed only a

slight recuperation of chromatin condensation. Thus, by the method of CEC there
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was observed an increase in the concentration, in moles, of magnesium chloride.
As to nucleolar corpuscles, these were unfused.

For the temperature shock studies (hypothermic and hyperthermic
shocks) the techniques of silver impregnation and critical electrolyte concentration
were used.

In this type of stress the same alterations were observed as in

starvation stress (chromatin extenuation, nucleolar fusion and also polyploidy).

The occurrence of these alterations varied with the type of shock and the time of

exposition.

It was observed that nucleus were altered more drastically with a
hyperthermic shock (40°C) than with a hypothermic shock. However with longer
periods of exposition (12 hours), to the shocks, both with high and low
temperatures, there occurred a greater extenuation of the chromatin, which ended
the metachromasy of the protein-DNA complexes with lower concentration of
magnesium chloride.

In the two types of stress studied there could be verified the
occurrence of nuclear metabolic mechanisms which serve to protect the cell.
These mechanisms involve basically an increased in nuclear and nucleolar areas
and chromatin extenuation, which reflect a greater synthesis of proteins in

consequence of these stresses.
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