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Os triatomíneos possuem grande importância médico­sanitária por
serem transmissores do Trypanosoma cruzi, protozoário causador da doença de
Chagas. Disseminada hoje por grandes extensões do Brasil e de outros países
latinos­americanos, a doença de Chagas representa sem dúvida um

importantíssimo e grave problema de saúde pública, não somente pelos elevados
índices de prevalência como pelos danos que causa à população em termos de

morbidade e mortalidade. Acresce ainda considerar que a doença humana
apresenta limitações e dificuldades aos tratamentos específicos e sintomáticos, o
que se agrava pela precariedade geral da vida dos contingentes humanos mais

expostos à infecção. Neste particular, a doença de Chagas situa­se entre as
entidades vinculadas ao subdesenvolvimento sócio­cultural e suas causas

correlacionando­se estreitamente às péssimas condições de morada, ao

subemprego, à falta de terra e de bens de produção. Resta lembrar que a própria
doença agrava e ajuda a perpetuar esse panorama ao reduzir e limitar a
qualidade de vida de significativa parcela de chagásicos, com repercussões
inevitáveis em sua família e seu grupo social.

Além dos aspectos de interesse sanitário básico a respeito desses
insetos hematófagos, vários trabalhos na literatura enfocam os efeitos de

diferentes tipos de condições ambientais durante o desenvolvimento de algumas

espécies de triatomíneos (Dias, 1988; Tavares & Azeredo­Oliveira, 1996).

1.1­ Estrutura e fisiologia dos túbulos de Malpighi

Os túbulos de Malpighi são órgãos excretores de insetos e de outros

artrópodes terrestres, A função desse sistema excretor é manter no animal um

meio interno constante, através da eliminação ou segregação de substâncias
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desnecessárias presentes na hemolinfa, e pela retenção ou reabsorção de
constituintes úteis ao organismo (Wigglesworth, 1965).

*Algumas alterações comportamentais, fisiológicas e estruturais

provocadas pelo jejum e mudanças de temperatura já foram estudadas nos

túbulos de Malpighi dos triatomíneos, que possuem características celulares
especiais qualificando esses órgãos como excelentes modelos biológicos.

«Os túbulos de Malpighi estão presentes em aproximadamênte todos

OS insetos e possuem um papel importante no sistema excretor onde sua principal

função é controlar a excreção de sal e água da hemolinfa. O inseto hematófago

Rhodnius prolixus Stàl, possui quatro túbulos de Malpighi cada um com 4­4,5 em

de comprimento e com diâmetro externo e interno de 90um e 65um,

respectivamente (McElwain, 1984).

Os túbulos de Malpighi localizam­se na hemocele, com extremidade

proximal usualmente presa à junção entre os intestinos médio e posterior. Os

túbulos são capazes de peristalse e podem apresentar alguns movimentos dentro
da hemocele. As extremidades de alguns deles estão em contato com os corpos
adiposos e a parede intestinal.

Os túbulos de Malpighi de Rhodnius desembocam em uma grande
bolsa retal. Como em muitos hemípteros, o reto compreende todo intestino
posterior. É um saco piriforme, capaz de considerável distensão. Cada túbulo de
Malpighi associa­se ao reto nas regiões superiores e anteriores através de

ampolas, que formam uma roseta ao redor da extremidade do intestino médio.
Neste ponto os túbulos correm na direção inferior e para trás, terminando na

superfície do reto, formando uma massa entrelaçada na região póstero­anterior
do abdômen. Dois dos túbulos estão confinados nesta região, sendo que os

outros túbulos, um de cada lado formam uma alça que se estende para o lado do

“estômago” ou região dilatada do intestino médio (Wigglesworth,1931a) (Esquema

IA).
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Segundo Satmary e Bradley (1984), os túbulos de Malpighi de

insetos são epitélios tubulares que desembocam na hemocele e filtiram a

hemolinfa produzindo a urina primária.

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

Em todas as espécies de insetos analisadas, os epitélios dos túbulos

de Malpighi são compostos por mais de uma "célula tipo”. Em algumas espécies

os túbulos são separados em regiões morfologicamente distintas, cada região
com uma “célula tipo” característica (Satmary & Bradley, 1984).

O hemíptero Rhodnius prolixus é um exemplo de espécie em que os

túbulos de Malpighi estão divididos em regiões. Cada um dos quatro túbulos

consiste de uma região superior e uma região inferior, composta por diferentes
“células tipo”. As diferentes células, e as diferentes regiões dos túbulos, podem

ser distinguidas morfológica e estruturalmente (Wigglesworth &Salpeter,1962;
Bradiey, 1983) (Esquema | B).

Dois terços superiores(região distal), são distintamente diferentes
em estrutura e função do terço inferior (região proximal), sugerindo que elas

possuem funções diferentes (McElwain, 1984)
vA porção distal de cada túbulo constitui cerca de dois terços de seu

comprimento total, é translúcida e sem cor, ou, às vezes, fracamente amarelada.
As suas células apresentam bordo apical estriado, suas microvilosidades são
bastante próximas entre si, não tendo uma separação maior do que 150 a 200 À.

Este é o mesmo grau de separação que existe entre as membranas plasmáticas

de células contíguas ou entre as duas membranas do envoltório nuclear. As

células dessa região exibem no citoplasma grande quantidade de "concreções"

laminares (glóbulos mineralizados), e mitocôndrias especialmente concentradas

na parte apical celular (Mello & Vidal, 1980) (Esquema II A).

Quanto à região proximal, as células são quase transparentes.

Observa­se, por outro lado, no lúme dessa região um.­material amarelado,
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composto de esferulitos de ácido úrico (Mello & Vidal, 1980), nunca presentes na
região distal. O bordo apical das células proximais apresenta­se em forma de

escova (“brush border") onde as microvilosidades são separadas por espaço

equivalente ao seu próprio diâmetro. Nestas células não ocorrem “concreções”
laminares e as mitocôndrias concentram­se na porção celular basal
(Wigglesworth & Salpeter, 1962; Mello, 1971; Mello & Dolder, 1977 e 1980, Dolder ­

& Mello, 1979) (Esquema ll B).

O inseto hematófago, Rhodnius prolixus, ingere em cada

alimentação um volume de sangue igual a dez vezes o peso de seu corpo

(Buxton, 1930). Imediatamente após a alimentação, é produzida uma urina rica em

sódio em alta quantidade devido a ação de dois hormônios diuréticos, 5­HT e um

peptídio (DH), cuja liberação é estimulada pela alimentação (Maddrell et a/,

1993). Durante constante diurese, o fluido é transportado do intestino médio para

a hemolinfa, pelo qual é removido pela atividade dos quatro túbulos de Malpighi.

Baseando­se em  PrPENmentos, fisiológicos realizados — por
desses reduviideos está envolvida nºna eliminação de potássio ee água,2, enquanto aa
região proximal reabsorve potássio. Wigglesworth demonstrou que o fluido
presente no lúme «da porção distal é fracamente alcalino, enquanto que o da
porção proximal é distintamente ácido. Ácido úrico seria eliminado pela porção
distal e cristalizado no lúme da porção proximal sob a forma de esferulitos

(Azeredo­Oliveira, 1982).

Em relação aos fenótipos nucleares das células dos túbulos de

Malpighi dos insetos hematófagos, Triatoma infestans Klug e Rhodnius prolixus

Stál diferem quando comparados uns com os outros (Mello & Lima,1978).

Entretanto, muitas características estruturais tem sido observadas em todas as

células mencionadas (Wigglesworth & Salpeter, 1962; Mello & Dolder, 1977).
Vários padrões nucleares de heterocromatinização tem sido

relatados nos túbulos de Malpighi do hemíptero Triatoma infestans Klug (Mello
1971, 1975,19/6 ab). A morfologia nuclear e as propriedades citoquímicas

ar
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diferem quando compara­se o segmento distal com o segmento proximal dos

túbulos de Malpighi.

Núcleos altamente poliplóides estão presentes nos túbulos de
Malpighi de Triatoma infestans Klug (Mello, 1971). As quantidades de DNA dos
núcleos das células proximais e distais dos túbulosde Malpighi são praticamente
as mesmas em ninfas do S5ºestádio (Mello,1971,1975,1976 ab). Entretanto,

nesses insetos, osnúcleosdascélulas proximais exibem uma quantidade maior
de corpos heterocromáticos, enquanto vários cromocentros pequenos são
encontrados nos núcleos dos segmentos distais. Os núcleos também diferem em
características citoquímicas, tais como fenômenos anisotrópicos e resistência à

hidrólise ácida (Mello, 1976 a). Além disso, pesquisas revelam algumas diferenças

na associação nucléolo­heterocromatina a nível estrutural. Estas características

nucleares sugerem diferentes funções nucleares que estão relacionadas às

atividades citoplasmáticas das duas regiões (distal e proximal). Estes achados

diferenciais são encontrados também em Rhodnius prolixus (Wigglesworth &
Salpeter, 1962), os quais apresentam cromatina com características do Triatoma
infestans (Schreiber et a/.,1972, Mello & Lima,1977). Pode ser assumido que a

diversificação nos padrões de composição cromatínica e organização como

ocorre em Triatoma infestans, ocorreu como uma evolução seletiva que envolveu

células com a capacidadede realizar atividades fisiológicas normais.
Também em Panstrongylus megistus, foram encontradas diferenças

citoplasmáticas ultraestruturais entre as células distais e proximais dos túbulos de

Malpighi assemelhando­se aos triatomíneos já mencionados: Rhodnius prolixus

Stál (Wigglesworth & Salpeter, 1962) e Triatoma infestans Klug (Mello &

Dolder, 1977). São estas: 1­"Concreções” laminares presentes exclusivamente nas
células distais; 2­Elementos da borda estriada agrupados nas células distais e

separados nas células proximais; 3­Mitocôndrias extensivamente concentradas na

região apical das células distais e na zona basal das células proximais. Em

adição, cristais de urato são encontrados somente no lúme da região proximal dos

túbulos de Malpighi nas três espécies mencionadas acima. As características
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morfológicas das regiões distais e proximais dos túbulos de Malpighi dos insetos

sugadores de sangue, são relatadas em suas funções específicas

(Wigglesworth,1931a).

As características ultraestruturais do citoplasma das células
proximais e distais dos túbulos de Malpighi de insetos hematófagos não devem
estar diretamente relacionadas com seus respectivos fenótipos nucleares, que

geralmente diferem quando comparados com células tipo dentro da mesma

espécie e entre várias espécies como segue: As células distais de Triatoma

infestans em ninfas tardias e adultos tem várias massas heterocromáticas,

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 heterocromáticos ­

(Mello, 1975; Mello & Raymundo,1978), bem como todas as células ao longo dos

túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus (Mello & Lima,1978). Não somente a
morfologia e distribuição destes cromocentros são diferentes, mas também suas

propriedades citoquímicas e associação com nucléolo (Mello 1979).
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Esquema |­A,B: Sistema excretor de Triatomíneo. A ­ visão geral
do sistema apresentando somente um túbulo em
maior extensão; B­ detalhe dos segmentos
proximal (P) e distal (D) e região de transição (T)
visto em corte longitudinal. IM=Intestino Médio;
Gr=Glândula retal; TM=Túbulos de Malpighi;
R=Reto.
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Célula distal Célula proximal

Esquema |II­A,B: Células representativas das regiões distal (A) e
proximal (B) de túbulos de Malpighi MC=
Microvilosidades; M=Mitocôndrias; I=Invaginação
da membrana plasmática do pólo basal; BM =
Membrana Basal; C=Concreções; H=
Heterocromatina; N=Núcleo; U=Cristal de Urato.
(conforme Azeredo­Oliveira, 1982).
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1.2 ­ Efeito do jejum nas células dos túbulos de Malpighi de Triatomíneos

Os triatomíneos são hematófagos obrigatórios em todas as fases do
seu ciclo de desenvolvimento, sendo o hematofagismo imprescindível para que

haja muda. Alguns autores mostraram que o Triatoma infestans necessita de

sangue como fonte exógena de hematina, substância que ele não é capaz de

sintetizar (Neiva, 1913;Lwoff & Nicolle, 1945; Hack,1955; Corrêa, 1962).
Geralmente as espécies possuem um hospedeiro preferencial.

Sugam, entretanto, indiferentemente vários animais (Correa, 1962; Barreto, 1968;
Juarez,1970). Esta capacidade de aceitar diferentes tipos de sangue adaptando­

se às situações que lhe oferecem, constitui um dos mecanismos que favorece sua

sobrevivência (Gajardo­Tobar,1952).

A importância da quantidade e da qualidade do alimento no
desenvolvimento dos triatomíneos têm sido bastante estudada. Vários autores

apresentam dados significativos sobre diferentes enfoques deste tema. Friend et

al., (1965) estudaram a relevância da quantidade de sangue ingerida no

desenvolvimento de Rhodnius prolixus. Almeida (1981; 1982 a, b) estudou a nível

enzimático, a importância da dieta para várias espécies de triatomíneos.
Rodrigues e Rabinovich (1980) trabalhando com Rhodnius prolixus, mostraram

que o efeito da densidade populacional, não é 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 período do desenvolvimento ninfal aumenta
e a fecundidade diminui.

Ninfas de Rhodnius prolixus de 5º estádio, ingerem sangue de

mamíferos aproximadamente nove vezes o peso de seu corpo, em uma única vez

(Friend et a/.,1965). Na diurese, um potente hormônio diurético causa um

aumento de 100 vezes na taxa de secreção dos túbulos 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 (Maddre!, 1964).

Entretanto, apesar de sugarem com voracidade quando dispõem de

alimento fácil, os triatomíneos podem resistir aos prolongados jejuns.
De modo geral, a resistência ao jejum varia de espécie para espécie

e dentro de uma espécie, de indivíduo para indivíduo e de um estádio a outro do
ciclo evolutivo. Os últimos estádios ninfais são geralmente os mais resistentes,

sendo a resistência dos adultos semelhante às ninfas de 3ºe 4ºestádio. A

sobrevivência ao jejum é inversamente proporcional à temperatura (Costa ef al.,

1973).

Sabe­se que a resistência aos prolongados jejuns em relação à

difusão da doença de Chagas, é de grande importância epidemiológica

(Pellegrino, 1952).
Desde que os trabalhos de combate aos vetores foram iniciados

por meio de inseticidas de ação residual, um dos entraves para o sucesso tem
sido a capacidade de resistência ao jejum. que estes insetos apresentam
possibilitando a repopulação tão logo acabe o efeito do inseticida (Dias, 1965;
Perlowagora­Szumlewicz, 1954, 1969)

Quando se empregam inseticidas de efeito residual, os

sobreviventes são obrigados a permanecerem em seus esconderijos devido ao

poder repelente do inseticida. Assim, por causa da grande resistência dos

triatomíneos ao jejum, sobrevive uma pequena parcela desses animais. Uma vez

dissipado o inseticida, os poucos animais remanescentes são capazes de

. repopular a área tratada (Perlowagora­Szumlewicz, 1954).
P

Í Da observação em microscopia de luz, sabe­se que as células dos

| túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus, são binucleadas. Os túbulos contém
| um constante número de células apesar destes serem muito maior no adulto do

| que no primeiro estádio. As células dos túbulos crescem sem divisão e,
! aumentam o tamanho dos núcleos, sendo provável que seu conteúdo de DNA

À aumente, por endomitose. Tais hipertrofias celulares são frequentemente
a
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encontradas nos insetos (Pearson, 1974) Em larvas de dípteros, estão
associadas com politenia, enquanto que nos hemípteros ocorre mais comumente

a endomitose. Em insetos submetidos ao jejum, é comum observar a presença de
núcleos poliplóides..

Em vários tipos de estresse aos quais 7. infestans foi submetido (
íons, mercúrio, jejum, toxinas e fungos ), o jejum parece ser o único que induz a
fusão nuclear in vivo, possivelmente porque esse fenômeno requer uma maior
ação estressante para ser concluído ( Mello, 1989).

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

O alto grau de ploidia têm sido citofotometricamente demonstrado no
núcleo de células epiteliais dos túbulos de Malpighi desses insetos sugadores de
sangue. O conteúdo de DNA desses núcleos aumenta :com o desenvolvimento
ninfal, cessando no 5º estádio ninfal. Em células do corpo gorduroso de Rhodnius
SP, entretanto, o alto grau de ploidia aparece induzido pela fusão nuclear, quando
estesinsetos tenham­se desenvolvido sob condições dejejum (Mello, 1971 1975).

Embora fusão nuclear também tem sido observada no jejum em

Triatoma infestans (Mello, 1983), dados quantitativos deste fenômeno são ainda
desconhecidos. Em espécies mal­alimentadas, o número de núcleos de um órgão
total, que apresenta alto grau de ploidia, como no caso dos túbulos de Malpighi,
não tem sido determinado no decorrer do desenvolvimento, nem o efeito da fusão

nuclear é considerado poliploidia. Entretanto, possíveis mudanças no fenótipo
nuclear, definido em termos do número de cromocentros e estágio de
empacotamento, tem sido estudadas em espécies de Triatoma infestans
submetidas ao jejum.

|
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Os núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Triatoma
infestans, contém um ou vários cromocentros (Mello,1971), que aparecem
rodeados por um halo de material nucleolar (Azeredo­Oliveira & Mello, 1986:

Mello & Recco­Pimentel, 1987). Foiencontrado microscopicamente que sobre
condições de estresse provocado pelo jejum ou radiação gama, os.cromocentros
de partedascélulas dos túbulos de Malpighi de Triatoma infestans são
estruturalmente afetados (Mello, 1983; Krubus!y, 1984; Andrade & Mello, 1987;
Álvares­Garcia, 1988). Análise de imagens tem permitido assumir que após um
longo período de jejum a supra­organização da cromatina destes cromocentros é

alterada (Mello, 1989). Entretanto, a microscopia eletrônica demonstra

características que devem estar associadas com mudanças na fisiologia nuclear

devido ao estresse. De fato, dados da microscopia eletrônica revelam que
cromocentros e nucléolos estão ausentes em várias condições fisiológicas (Mello

et al. 1990).

Os túbulos de Malpighi de Triatoma infestans do 5º estádio, exibem
células com núcleos com vários cromocentros (Mello, 1971), que apresentam
heterocromatina constitutiva (Mello & Recco­Pimentel, 1987). Suspeita­se que
devido ao jejum, alguns desses cromocentros aumentam seus volumes,

superando a área esperada, através da fusão dos cromocentros (núcleos

fusionados). No entanto, mudanças no conteúdo de DNA ou no estado de
empacotamento da cromatina, dificultam a demonstração destes cromocentros em
condições de jejum.

A aparência dos grânulos pericromáticos na superfície do
cromocentro não associado com componentes nucleolares na maioria dos
núcleos das ninfas de 7. infestans em jejum, e o subsequente desaparecimento
destes grânulos nos insetos mal alimentados seguindo o jejum, são indicativos de

que eles representam a resposta ao estresse do jejum (Mello et a/., 1990)
Existem alguns relatos sobre nutrientes ' que possam afetar a

estrutura da cromatina. Estas alterações podem estar relacionadas com
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1.3 ­ Influência da temperatura na fisiologia celular

Quando ocorre um súbito aumento na temperatura, todas as células

desde a bactéria mais simples até o neurônio mais altamente diferenciado,
aumentam a produção de uma certa classe de moléculas que as protegem dos
danos. Foi observado o fenômeno pela primeira vez há trinta anos atrás, e

chamaram­no de resposta ao “choque de calor” ("heat shock response”). Estudos

subsequentes revelaram que a mesma resposta ocorre quando as células são
submetidas a uma ampla variedade de alterações ambientais, incluindo metais

tóxicos, álcoois e muitos venenos metabólicos. Devido ao fato de que muitos
diferentes estímulos promovem o mesmo tipo de mecanismo de defesa celular, os
pesquisadores referem­se comumente a ele como *resposta ao estresse" e as
moléculas expressas neste fenômeno como “proteínas de estresse” (Welch,

1993)

Na procura pelo entendimento da estrutura e das funções das
"proteínas de estresse”, tem­se aprendido que são muito mais do que apenas
moléculas defensivas. Através da vida de uma célula, muitas dessas proteínas
participam de processos metabólicos essenciais, incluindo as etapas pelas quais

todas as outras proteínas celulares são sintetizadas e agrupadas. Algumas
proteínas de estresse parecem orquestrar as atividades das moléculas que

regulam o crescimento celular e a diferenciação (Welch, 1993).

O acúmulo de evidências confirmou que as “proteínas de estresse”

podem desempenhar um papel ativo na defesa celular. Foram identificados e
isolados os genes que codificam para as proteínas de estresse individuais.

Mutações nestes genes produzem interessantes anormalidades celulares. Por

exemplo, bactérias que portam mutações nos genes que codificam muitas das

proteínas de estresse, exibem defeitos na síntese de DNA e RNA, perdem sua
habilidade de sofrer divisão celular normal e parecem incapazes de degradar

proteínas apropriadamente. Tais mutantes foram incapazes de crescer em
temperaturas mais elevadas (Weilc, 1993). ne
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A resposta ao estresse desempenha também um importante papel
na habilidade das células animais em fazer frente as breves exposições as altas

temperaturas. Células animais que recebem um choque de calor brando, o
suficiente para aumentar níveis de “proteínas de estresse”, são melhor
protegidas contra um segundo choque térmico que de outra forma poderia ser
letal. Essas células termotolerantes são também menos susceptíveis a outros

agentes tóxicos, indicando que a resposta ao estresse de alguma forma, protege

a célula contra várias injúrias ambientais.

As “proteínas de estresse” (hsp 70), são produzidas em células

submetidas após o choque térmico, desempenhando um papel essencial na
defesa da célula contra o estresse, mas algumas delas podem ser sintetizadas

constitutivamente, ou seja, em condições fisiológicas normais (Atikinson &
Walden, 1985). Usando sondas moleculares, os pesquisadores, compreenderam
que após um choque de calor, muitas proteínas desse grupo (hsp 70) acumula­se
dentro do nucléolo. Tal localização para essas proteínas hsp 70 foi intrigante:
estudos prévios haviam demonstrado que após Oo choque de calor, as células
param de produzir ribossomos, e seus nucléolos tornam­se cheios de partículas
de ribossomos desnaturadas. Foi sugerido que essas proteínas hsp 70 poderiam

de alguma forma, reconhecer outras proteínas intracelulares desnaturadas e
restaurar o seu dobramento correto e sua forma biologicamente ativa (Pelham,

1986 apud Welch, 1993).

Muitos dos genes que codificam para “proteínas de estresse” são

notavelmente similares em todos os organismos e muitas “proteínas de
estresse” são também expressas em muitas células normais e não estressadas e
não apenas nas traumatizadas. Consequentemente, as “proteínas de estresse”
foram subdivididas em dois grupos: as constitutivamente expressas sob condições

normais de crescimento e aquelas induzidas somente em células que sofrem
estresse.

Uma vez estabelecido um papel para algumas “proteínas de
estresse” como associadas a nível molecular nas células saudáveis e não
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estressadas, chaperonas, os investigadores tem voltado sua atenção para a
determinação de porque essas proteínas são expressas em níveis mais aítos em

células sob estresse. Um indício vem das condições que aumentam a expressão

das “proteínas de estresse”. Temperaturas que são suficientes para ativar a
resposta ao estresse podem eventualmente desnaturar algumas proteínas dentro
das células (Welch,1993).

O efeito da temperatura ambiental em insetos é observado em

diferentes processos fisiológicos. Entretanto, a preferência de certas temperaturas
ambientais é o resultado da relação entre muitos parâmetros fisiológicos e

adaptação às certas condições ecológicas (Lazzari,1991).
. Embora, o papel da temperatura em insetos hemípteros tenha sido

discutido por vários autores (Hocking, 1971; Friend & Smith, 1977), a resposta
comportamental sobre ambientes com diferentes temperaturas, tem recebido

pouca atenção.
Em insetos hematófagos, a temperatura possui um papel importante

na capacidade vetorial (Wood, 1976). Modificações na dinâmica populacional deTriatoma infestans ocorre como resultado de mudanças de temperatura. As taxas
de oviposição e muda são altamente favorecidas na primavera e verão (Gorla &

Schofield, 1985).

A temperatura possui influência básica na duração do ciclo

evolutivo. O efeito favorável de temperaturas mais elevadas na redução do
desenvolvimento, em determinadas espécies de insetos, foi observado por Neiva
(1913), Perlowagora­Szumlevicz (1953), Bursell (1964), Zeledón 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 redução na sobrevivência ao jejum absoluto.

Da temperatura de 25ºC para 30ºC, houve redução de 22% no ciclo evolutivo,
passando de duas para três gerações por ano. Fato este que possibilita uma

reinfestação mais rápida e dificulta as ações de controle (Silva, 1989).
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A velocidade de digestão do sangue pode ser modificada por vários
fatores ambientais, principalmente temperatura (Prasad, 1987). Foi demonstrado
que modificações 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 frequência
de alimentação, com consequente efeito na transmissão parasitária (Catalá,
1991).

Ninfas de 4º estádio de Triatoma infestans Klug, quando submetidas

a choque de temperatura, sofrem alterações nucleares nas células dos túbulos de

Malpighi (Dantas & Mello, 1992). Essas alterações se processam a curto e a
longo prazo e compreendem mudanças na supra­organização cromatínica, fusão

de núcleos e aparecimento de diversos níveis de degeneração em parte da
população 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 ação de metais pesados
(Kubrusly, 1984; Mello, 1989). |

Segundo Rodrigues et al, (1991), entendendo os tipos de respostas
celulares aos choques de temperatura, seria necessário conhecer se esses

efeitos poderiam comprometer a sobrevivência dos insetos a esse tipo de
estresse. Dessa forma, tal conhecimento permitiria avaliar melhor a biologia do
inseto.

1.4 ­Basofilia nuclear e Concentração Eletrolítica Crítica (CEC): conceitos
básicos

A basofilia metacromática exibida pela cromatina corada com a
solução de Azul de Toluidina em pH 4.0, é devida à ligação de moléculas
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apropriadas de grupos fosfatos do DNA ou RNA ligados às proteínas do grupo
amino (Davison & Butler, 1956; Miura & Ohba, 1967; Itzhaki, 1971). A
metacromasia, no caso da coloração com Azul de Toluidina, é caracterizada por

uma substituição do pico de absorção espectral, originalmente posicionado em
1=632 nm, para comprimentos de ondas menores (hipsocromismo) e simultâneo
hipocromismo em à = 632 nm (Bergeron & Singer, 1958; Lison, 1960; Miura &

Ohba, 1967; Toepfer, 1970). As características microespectrofotométricas da

basofilia da coloração da cromatina pelo Azul de Toluidina estão relacionadas

com os níveis de atração e proximidade das moléculas do corante ligadas ao

substrato (Davison & Butler, 1956; Miura & Ohba, 1967). Consequentemente,
diferenças na localização e absorção dos picos na curva de basofilia são
esperadas em complexos DNA­proteínas. De fato, isto foi demonstrado na
cromatina de gafanhoto e rato durante a espermatogênese, quando histonas
somáticas são substituídas por uma proteína rica em arginina (Lison, 1955; Mello
& Vidal, 1977; Vidal et al. , 1978) e em diferentes zonas de cromossomos
politênicos em dípteros (Vidal, 1975). Em adição, é esperado que as curvas de
absorção de basofilia da eucromatina e heterocromatina constitutiva também
devem diferir in situ, assumindo que certas frações de heterocromatina diferem na

composição e interações de nucleoproteinas quando comparadas com
eucromatina (Comings, 1972; Mello, 1978b).

O conceito da concentração crítica de eletrólitos (CEC) e sua

aplicação na coloração de substratos polieletrolíticos foi desenvolvido por Scott

em 1960. Vários poliânions da matriz extracelular foram estudados e
caracterizados bioquimicamente e topoquimicamente usando o método de CEC
(Vidal & Mello,1989).

|

Se a uma solução de corante catiônico forem adicionados cátions

(por exemplo Mg?*), ocorrerá competição entre estes últimos e o dipolo do corante
de carga semelhante pelas cargas negativas do substrato poli­aniônico.
Dependendo do tipo e força de carga dos cátions envolvidos na competição e nas

afinidades iônicas do poliânion, a coloração do substrato. poderá ser abolida
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numa certa concentração do cátion, consequentemente, os sítios de ligação

disponíveis do substrato deverão ligar­se aos cátions (Amaral & Mello, 1989).

O princípio desta reação e sua aplicação, desenvolvidos por Scott

(1960) destinaram­se ao estudo de glicosaminoglicanos ácidos (GAGA), sendo
neste caso utilizado principalmente o Azul de Alcian como corante catiônico e o
Mg?** como cátion competidor (Amaral & Mello, 1989).

Oito membros do grupo dos aminoglicanos são quimicamente bem

caracterizados (Scott, 1960), isto é, são carregados negativamente devido a
presença de grupos sulfato ésteres e/ou grupos carboxilas. Em consequência,

ligam­se e são precipitados por corantes catiônicos. Esta reação físico­química é
a base de todo método histoquímico. Alguma especificidade pôde ser introduzida

pela combinaçãodo corante com um ou mais membros do grupo. Metilação,
acetilação, desulfatação e manipulação de pH são usados para distinguir entre
polissulfatos e policarboxilatos (Quintarelli et al. 1964).Vidal & Mello (1987) propuseram que o princípio da CEC pudesse
ser utilizado para o estudo dacromatina, mas empregando­se neste caso O
corante azul de toluidina (AT). O uso extensivo do azul de toluidina (AT) em
pesquisas de natureza topoquímica e anisotrópica de DNA justificou sua escolha.
Neste caso, a CEC foi considerada como sendo o valor de concentração de Mg?*
no qual a metacromasia aparecia completamente abolida, ou seja, o material
cromatínico aparecia corado em verde. Esta coloração seria também
proporcionada por outro mecanismo de interação de moléculas do Azul de

Toluidina com o DNA, ou seja, intercalação de moléculas do corante no interior da
molécula deste ácido nucléico (Miura & Ohba,1967).

As moléculas do corante catiônico e os cátions inorgânicos

competem pelas cargas negativas dos fosfatos livres do DNA não ligados às
proteínas. Quando se utilizam soluções de AT na ausência de Mg? ou com
concentrações de Mg** inferiores aquela requerida para o ponto de CEC, o DNA
cora­se em violeta (metacromasia). Com a utilização de uma concentração de

Mg?* correspondente ao valor de CEC, a metacromasia do DNA será totalmente
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abolida e a cor exibida será verde. Inicialmente tal determinação foi efetuada por
método microespectrofotométrico, associando­se a cor encontrada ao pico de
absorção da respectiva curva espectral de absorção. No entanto, a determinação

microespectrofotométrica pôde ser substituída por observação visual, uma vez
que a coloração verde corresponde ao ponto de CEC (Vidal& Mello; 1989).

Grande parte dos estudos de basofilia nuclear destinados a levantar

conhecimentos sobre os níveis de complexação DNA­proteína na cromatina, e até
mesmo o estado de conformação do DNA e da cromatina tem se baseado na

utilização do Azul de Toluidina (AT), um corante catiônico tiazínico planar,
empregado em diferentes pHs na detecção de ácidos nucléicos,

glicosaminoglicanos ácidos e proteínas. Além disso, é uma molécula com

excelentes propriedades anisotrópicas, especialmente dicroísmo linear, o que
torna esse corante indicado para estudos de ordem molecular (Amaral & Mello,

1989).
A basofilia é devida à ligação eletrostática de moléculas aniônicas

de um substrato. Admite­se que a basofilia nuclear quando da utilização do Azul
de Toluidina em pH 3,0­4,0, seja devida à presença de ácidos nucléicos (Lison &
Mutsaars, 1950; Lison,1960) e se dá pela ligação eletrostática dos grupos

catiônicos do corante e grupos aniônicos 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 aniônicos no DNA, e que
devido a geometria planar da molécula corante, quanto maior for a proximidade e

empilhamento destas moléculas, maior será a interação de seus elétrons pi,
provocando a metacromasia. Quando na abolição desta, a cor verde observada

(CEC) é devida a intercalação das bases da dupla hélice do DNA (Mello, 1976;

Vidal & Mello, 1987).

As características da influência do corante AT nos padrões de
empacotamento da cromatina e na absorção espectral nos núcleos ainda não

estão claras. No trabalho clássico de Sylvén (1954), ficou estabelecido que
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formas monoméricas do corante absorvem luz vermelha, enquanto formas
poliméricas absorvem no espectro azul. É extensivamente aceito que produzindo
juntas reações, o substrato resulta na polimerização do corante e apresenta

mudança para direita do espectro, exibindo uma coloração metacromática. As
formas da condensação cromatínica influenciam na formação do espectro do
corante AT (Erenpreisa et a/,, 1992).

O fenômeno de metacromasia acha­se intimamente ligado ao grau

de empilhamento das moléculas do corante e proximidade entre elas. Quanto
mais próximas as moléculas do corante estiverem entre si, e maior for seu

empilhamento, maior será a interação de seus elétrons, consequentemente sendo

maior o deslocamento de seu máximo de absorção para comprimentos de ondas

mais curtas (efeito hipsocrômico) (Mello,1976; Vidal & Mello, 1987). O fenômeno
metacromático pode ser diferencialmente obtido, em tecidos diversos, variando­se
o pH da solução diluente do Azul de Toluidina.

Prévios — estudos de ligação de corantes em
desoxirribonucleoproteínas, indicam que mais de 50 % de fosfatos estão livres
(Klein & Szirmai, 1963; Miura & Ohba, 1967), isto é visto como uma quantidade
equilibrada de fosfatos e grupos de histonas no DNA.

É geralmente assumido que na cromatina, as proteínas devem estar
ausentes ou dissociadas do DNA em certos sítios de transcrição.

Sabe­se que complexos DNA­H; e DNA­polilisina possuem graus
menores de agregação que complexos DNA­protaminas. Este fato leva a

diferença na disponibilidade dos fosfatos, causando as referidas diferenças nas

respostas. Assim, complexos DNA­proteínas que proporcionem um maior grau de
compactação (como por exemplo DNA­protamina, in situ e in vitro), que são
moléculas policatiônicas e pequenas, mas com alto poder de agregação dos sítios
aniônicos do DNA, possuem menor disponibilidade de sítios aniônicos livres e
consequentemente menor valor de CEC, ou até, ausência do mesmo, onde a
coloração verde é observada já no controle, devido a intercalação das moléculas
do corante (Falco ef a/., 1994; Lima et a/., 1994)
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Taboga et a/,(1996), observou que nos complexos DNA­polilisina,
onde se esperava a coloração azul/violeta, a resposta encontrada foi verde. Esta

pode ser devida, a alta concentração destas proteínas em relação ao DNA in vitro,

(pois a proporção 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 número e proximidade dos grupos fosfatos
associados com corante catiônico (e cátion inorgânico) tem um importante
significado nestes resultados, uma vez que eles definem a metacromasia bem
como suas mudanças (Vidal & Mello, 1989).

É conhecido que protaminas estão mais associadas ao DNA do que
as histonas. Consequentemente, menos fosfatos devem estar associados com a
ligação eletrostática dos complexos DNA/protaminas, permitindo então que a CEC
seja atingida com valores de Mg** mais baixos. Isto deve explicar a estabilidade
do complexo DNA/protamina em concentrações maiores de Mg** do que nos
complexos DNA/H,”. O mesmo fenômeno deve explicar a dispersão normal da
birrefrigência observada nos complexos DNA/protaminas tratados com AT na
ausência de íons Mg”, enquanto DNA e complexos DNA/H, exibem dispersão
anômala da birrefrigência após coloração com soluções contendo baixas
concentrações de íons Mg” ( Vidal & Mello, 1989).

Clupeína é uma proteína extremamente básica que atua no

empacotamento do DNA e apresenta forma bioquimicamente inerte na cromatina.
Esta proteína está presente em espermatozóides de salmão, tem grande
afinidade pela dupla hélice dos ácidos nucléicos (Warrant & Kim,1978). Foi
demonstrado que a clupeína pode experimentalmente ligar­se na maioria das

regiões dos cromossomos politênicos, retardando a metacromasia usual e ao

mesmo tempo, aumentando sua birrefrigência (Vidal, 1979). Por outro lado, certas
regiões cromossômicas tais como pufe de RNA e organizadores nucleolares não
se ligam a clupeiína, exibindo metacromasia e uma fraca ou virtualmente não
existente anisotropia (Vidal1979). É esperado que a clupeina deve se ligar
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“ diferencialmente na heterocromatina e eucromatina, levando os diferentes níveis
de afinidade pelas moléculas do Azul de Toluidina.

Considerando as características estruturais e funcionais do

cromocentro de Triatoma infestans (Mello, 1971,1979,1980,1983; Vidal &
Pimentel 1980), e a habilidade da clupeína em se ligar à dupla hélice do DNA
(Warrant & Kim,1978), é assumido que esta tem uma grande oportunidade para
se ligar na maior parte em heterocromatina do que na eucromatina. Isto resultou

em condições de que moléculas de azul de toluidina ligam­se aos fosfatos da

heterocromatina, abolindo a metacromasia.

A metacromasia detectada na eucromatina após o tratamento com

clupeína é sustentada não somente pelo alto nível de atividade transcricional,

mas também pelo estado supra­organizado que deve permitir uma especial
ligação de moléculas de clupeína nestas estruturas. Obviamente, a eucromatina
não está isenta da dupla hélice do DNA, e além disso, exibe metacromasia e
birrefrigência após o tratamento com RNase (Vidal & Pimentel, 1980; Mello, 1983).
Consequentemente, deve existirum certo potencial de ligação das moléculas de
clupeína. Entretanto, o estado relativamente descompactado deve implicar nas
interações inter­ e intramolecular, esperado nas várias protaminas.

É sabido que fixações aldeídicas (formol Karnowsk) preservam
eficientemente proteínas, enquanto que fixações etanol­acéticas as solubilizam. É
de se esperar portanto, que estes fatores possam influenciar nas respostas de
basofilia e CEC de complexos DNA­proteinas. É interessanite ressaltar que depois
de atingida a CEC dos complexos DNA­proteínas no núcleo, as concentrações
salinas superiores à da CEC, são removedoras de proteínas nucleares. Assim
sendo, ocorre um retorno da metacromasia nuclear, pois a remoção das proteínas

libera sítios aniônicos na molécula de DNA (Amara! & Mello, 1989).

“Mello et a/.(1993), estudando variações desta técnica, encontraram
que complexos de ribonucleoproteínas são altamente metacromáticos após os
valores de CEC em complexos DNA/proteínas serem encontrados. Os autores

descrevem uma variante da técnica de CEC em que, os nucléolos são

EE)
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



25

“significadamente discriminados. A visualização do nucléolo em colorações com
Azul de Toluidina é frequentemente dificultada pela forte afinidade das moléculas

do corante ao DNA. Desse modo, sem a digestão enzimática, os nucléolos não

podem ser distingúidos das áreas heterocromáticas. Entretanto, nas preparações
onde o Azul de Toluidina é seguido pelo tratamento com íons Mg”, o nucléolo
torna­se facilmente visível, sendo a concentração do Mg** suficiente para abolir a
metacromasia do DNA, neste caso, o Mg” tem a função de extrator e não de
competidor. Foi observado que a metacromasia do RNA é mantida em
concentrações de Mg** maiores do que aquelas requeridas para valores de CEC
de DNA ou complexos DNA­proteína.

1.5 ­ Estrutura nucleolar e impregnação por fons prata (revisão)

Em células eucarióticas, o nucléolo é o sítio em que ocorre a
transcrição do gene ribossômico e o mecanismo necessário para a produção das
subunidades ribossômicas (Hadjiolov, 1985). Neste sítio são sintetizados os

RNArs 188, 288 e 5,88, que são associados às proteínas acídicas, tais como a

proteína ribossomal S, e também o pequeno RNAr 58, que é transcrito em outro
local do genoma. Portanto, o nucléolo não é uma organela estável. Sua estrutura,
seu tamanho e organização dependem da biogênese dos ribossomos (Húgle et

al. , 1985; Hernandez­Verdun, 1991).
Hoje, sabemos a importância do nucléolo, sendo o sítio de

biogênese dos precursores ribossômicos. Ele contém inúmeras cópias de genes
para RNAr, que estão agrupados em sequências de DNAr altamente repetidas ou
em tandem, que por sua vez, estão contidos nos organizadores nucleolares.
Então, as Regiões Organizadoras Nucleolares (RONs), são os sítios ou regiões
cromossômicas que contém os genes que codificam o RNAr, os quais são

transcritos e posteriormente processados em pré­ribossomos no citoplasma,

EE)
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



26

portanto, o RNA é H4transcrito a partir do DNAr, presente nas RONs
(Schwarzacher, 1993).

As formas e os detalhes dos nucléolos mostram uma extensa

variação em diferentes tipos de células e também dependem do seu estado
funcional. Em células com alto grau de produção de ribossomos, os nucléolos são
grandes e complexos, entretanto, em células com baixa atividade, na maioria dos
casos, são pequenos e possuem uma estrutura simples. Porém, três componentes

estruturais específicos podem ser encontrados em muitos tipos de nucléolos
(Schwarzacher, 1993).

Os diferentes passos na biogênese correspondem aos domínios
nucleolares que podem ser identificados por sua morfologia. Existem três
domínios nucleolares básicos, os centros fibrilares (FCs), o componente fibrilar
denso (DFC) e os componentes granulares (GCs). Eles são encontrados em
todos os nucléolos, exceto naqueles muito pequenos. Tradicionalmente, os FCs
são considerados como sítios de armazenamento de genes ribossômicos não

transcritos, o DFC é um sítio de transcrição destes genes e O GC é o sítio de
maturação e armazenagemdas subunidades ribossômicas (Goessens, 1984;
Hernandez­Verdun, 1986; Somerville, 1986). Entretanto, os atuais sítios de

transcrição são ainda controversos. Alguns autores acreditam que eles estão

localizados nos FCs (Scheer & Benavente, 1990), outros no limite entre FCs e

DFC (Derenzini et a/. , 1990; Thiry et al. 1991); e outros somente no DFC
(Hartung et a/. 1990; Wachtler et a/. , 1989)

Muito frequentemente, em células eucarióticas complexas, os
nucléolos estão localizados próximos ao envelope nuclear (Bergeois & Hubert,
1988), ou em núcleos de levedura estão justapostos na membrana nuclear interna

(Clark et a/. , 1990). Esta posição é relatada pela presença de estruturas

esqueléticas específicas no sítio de ligação com o envelope. Este esqueleto
nucleolar adere diretamente à lâmina nuclear ou está ligado por um pedículo
(Bureau et a/. 1986). Atualmente pouca informação está associada à

caracterização do esqueleto nucleolar, especialmente a especificidade
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comparada àquela da matriz nuclear (Bouteille et al. , 1983) e ação da estrutura
do domínio nucleolar.

Uma preferencial localização dos nucléolos próximos à membrana
nuclear ou em contato direto, pode ser observada em muitos diferentes tipos de
células animais e vegetais (Bourgeois et a/. , 1982; Bourgeois & Hubert, 1988),
especialmente àqueles com grande produção de ribossomos, tais como divisão

rápida e regeneração celular. A posição periférica dos nucléolos é em parte uma

consequência da posição frequentemente periféricadoscromossomos portadores
das Regiões Organizadoras Nucleolares (RONs) dentro do núcleo e em parte a

expressão de um transporte facilitado de pré­ribossomos para o citoplasma

(Bourgeois & Hubert, 1988).

Os nucléolos, quando supra ativados, adquirem mudanças
morfológicas. Tais mudanças referem­se ao aumento de tamanho e uma
transformação a nível de nucleolonema. O centro fibrilar apresenta­se mais
esparso, o componente fibrilar denso ocupa­se em uma grande extensão e o
componente granular não apresenta grandes transformações. O volume medido
em várias áreas, revela que durante este estágio, o centro fibrilar denso aumenta
em grande parte (Hozak et a/.,1986,1989) Com provável ativação, vários

nucléolos desenvolvem e iniciam a compactação, aparecendo primeiramente com
poucas extensões e posteriormente muitos centros fibrilares, cada um circundado
pelos componentes fibrilares densos, formando uma intercomunicação com os

centros fibrilares. Nas regiões periféricas do nucléolo uma grande zona de

componentes granulares desenvolvem­se. Todos os componentes do nucléolo
aumentam seu volume.

Na ativação de células previamente inativas, as RONs devem ser

totalmente alteradas. Isto indica que muitas cópias dos genes RNAr devem ser
alteradas em um curto espaço de tempo. No caso de uma rápida ativação da
transcrição do DNAr e biogênese de ribossomos, torna­se necessário que as
proteínas nucleolares específicas sejam armazenadas nas RONs para uso

imediato. Em células inativas da intérfase estas regiões apresentam formas de
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pequenos anéis, e durante a mitose, apresentam a forma de corpos pré­
nucleolares, com sítios de RONs nos cromossomos mitóticos (Schwarzacher,

1993).

Existe um grupo de proteínas especificamente localizadas nas RONs
durante a mitose, que foram identificadas pela sua habilidade em reduzir prata
(Ag) sobre condições acídicas, onde a maioria das proteínas celulares

permanecem não coradas (Goodpasture & Bloom, 1975). Estas proteínas são

localizadas durante a intérfase no nucléolo e sua presença é necessária para a

transcrição dos genes ribossômicos (Miller et a/. , 1976). Elas também são usadas

como marcadores de RONs ativas e na microscopia eletrônica, são localizadas

no FC e DFC, mas nunca em GC (Hernandez­Verdun et a/., 1980). Nas unidades

transcricionais ribossômicas, essas proteínas Ag­RON tem sido localizadas nas
regiões transcritas das unidades e expostas em distribuição linear, indicando a

localização — preferencial no eixo das proteínas ligadas ao DNAr
(desoxirribonucleoproteinas­DNP). Foi relatado que a variabilidade nas suas
intensidades de coloração está relacionada com o grau de atividade nucleolar
(atividade transcricional) (Angelier et a/. 1982).

Apesar da melhoria de seletividade de uma técnica de coloração e o

uso de outra para especificidade, cujos resultados foram extensivamente

provados, não há uma única proteína ou um grupo de proteínas responsável pela
impregnação nucleolar pela prata, confirmando prévias hipóteses (Medina et

al. 1983). De fato, nenhuma presença da cromatina portadora da RON, nem atual
atividade transcricional são características comuns em toda estrutura nucleolar

corada pela prata. Todas estas estruturas: RON mitótica, centros fibrilares

interfásicos e porções do componente fibrilar denso, contém cromatina DNAr
(Fakan & Puvion, 1980; Mirre & Stahl, 1981; Risueão et a/. , 1982). Proteínas
associadas com a transcrição de RNAr e processos iniciais são encontradas em
todo componente fibrilar denso (DFC) e, durante a mitose, em cobertura dos

cromossomos anafásicos bem como em corpos pré­nucleolares (Fan & Penman,

1971; Moreno et al , 19/6; Risuefõo et al. , 1976; Fakan & Puvion, 1980).
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Somente as porções dos componentes dos centros fibrilares combinam ambas
características ao mesmo tempo, por esta reação, esta estrutura é mais

densamente corada pela prata, um padrão observado por outros autores (Daskal

et al. , 1980; Pebusque & Seite, 1981, Moreno et a/. , 1985). Achados citológicos
descrevem duas proteínas nucleolares que se coram pela prata, C23 (nucleolina)
e B23 (numatrina). Destas, somente a C23 está associada com DNAr (Olson et

al., 1983), sugerindo que é a “verdadeira” proteína “Ag­RON” (Ochs & Busch,

1984).

Métodos de imunoperoxidase que utilizam anticorpos específicos

anti­C23 foram usados para localizar proteínas C23 nas células. Foi determinado

que a proteína C23 está localizada na densa estrutura nucleolonemal ou “centros

fibrilares" dentro do nucléolo. Estas estruturas, que são também evidenciadas no

nucléolo após impregnação pela prata, tem sido evidenciadas por conter RNA,

sugerindo que é o sítio de síntese do RNAr. A proteína C23 está localizada nestas

regiões nucleolares transcricionalmente ativas.

A localização da proteína C23 nas RONs sugere seu envolvimento
na atividade do gene ribossomal. Outras evidências sustentam a hipótese de que

as proteínas C23 e B23 estão relacionadas com a atividade nucleolar.A taxa

relativa dessas proteínas no DNA e histonas (Ballal et a/.,19/5), mostrou­se

aumentada durante a atividade do gene ribossomal. Foi relatado inicialmente que

proteínas C23 e B23 são responsáveis pela coloração da prata nas RONs

(Lischwe, 1978). Uma correlação entre a síntese de RNA ribossômico e o número

de grânulos corados pela prata, em nucléolo interfásico, indica que as proteínas

coradas pela prata devem ter um importante papel funcional na determinação da

taxa de atividade nucleolar (Howell, 1977; Busch et a/., 1979).
Proteínas cromossômicas não histônicas são difíceis de isolar

bioquimicamente porque são heterogêneas, insolúveis, associadas com

macromoléculas nucleares e susceptíveis às proteases ( Lischwe et a/., 1981).

Na coloração RON­Ag (do inglês Ag­NOR), ou seja, impregnação

nucleolar pela prata nas proteínas associadas com cromatina DNAr, não é
aid
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detectada a presença dessa cromatina DNAr. Embora ocorram inclusões dessa

cromatina condensada nos centros fibrilares heterogêneos do nucléolo e a RON

mitótica contenha esta mesma cromatina DNAr, esta em ambas situações, não é

corada pela prata. A técnica também não detecta transcrição do DNA r, como é
mostrado em vários trabalhos (Dimova et a/. , 1982; Hernandez­Verdun et al. ,

1984; Medina et a/. 1983; Raman & Sperling, 1981; Sánchez­Pina et al. ,1984). A
característica comum de toda estrutura —“RON­Ag corada é a presença da

cromatina DNAr descondensada (Hernandez­Verdun et a/. , 1982; Hernandez­

Verdun & Derenzini, 1983; Risuefo et a/. , 1982). Os estudos demonstraram

citologicamente que poucas relações existem entre as proteínas acídicas e o

estado de descondensação da cromatina portadora das RONs.

Esta conclusão é sustentada pelo achado de regiões altamente

fosforiladas nessas proteínas acídicas RON­Ag (Rao et a/. , 1982; Buys & Osinga,

1984) e pelo fato que, um processo de fosforilação­desfosforilação em proteínas

da cromatina (acídicas e na histona H,) da cromatina é responsável por uma
”

mudança estrutural que afeta o grau de empacotamento da fibra cromatínica
(Bhorjee, 1981; Tsanev, 1983; Sahasrabuddhe et a/. , 1983; Egyhazy et al. ,
1984). O desenrolamento da cromatina condensada inativa, é um passo

necessário para a transcrição (Tsanev, 1983; Spiker, 1984; Stainer et al., 1984),
mas pouca relação existe entre a fosforilação, proteínas não histônicas e RNA

polimerase (Egyhazy et a/. , 1984).

Embora a maior parte dos estudos aqui relatados tenham sido

realizados em genes extranucleolares, é concebível que requerimentos similares

são necessários para o nucléolo (Tsanev, 1983). Entretanto, a alta taxa de

transcrição do DNA nucleolar, que forma a composição de uma proteína particular

da cromatina nucleolar (Widmer et a/. , 1979), deve explicar satisfatoriamente a

necessidade de manutenção da funcionalidade da cromatina DNAr permanecer
descondensada, transcrevendo ou não durante a mitose. Isto deve ser a

estrutura da inativa, mas “potencialmente ativa” cromatina nucleolar. Quando

genes ribossômicos estão totalmente reprimidos (Miller et a/,, 1976; Cermeto et
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al. , 1984) sua cromatina deve estar totalmente condensada e não mostrar

afinidade pela prata. No caso de células vegetais, altas doses de genes

ribossômicos (Ingle & Sinclairs, 1972) devem explicar a condensação transitória
de alguns deles, que são visualizados como inclusões de cromatina condensada

(Risuefo et al. , 1982).

Alguns resultados relataram que a nucleolina (C23) proteína da
região nucleolar induz a condensação cromatínica pela interação com o octâmero

das histonas. A nucleolina, quando fosforilada é incapaz de dissociar­se do

octâmero das histonas. A ligação forte da nucleolina na histona H, sugere que a

mesma induz a condensação cromatínica (Lischwe, 1981).

1.6 ­ Cariometria

E

A utilização de métodos cariométricos apresenta grande importância,
uma vez que os dados obtidos possibilitam uma série de informações referentes

aos mais variados propósitos. Essencialmente, os métodos cariométricos medem

a área ou o volume do objeto em estudo que pode ser a célula, núcleo ou
nucléolo.

A partir das variações detectadas, através dos dados, pode­se inferir
sobre a atividade celular em vários aspectos: fases do desenvolvimento (Recco­
Pimentel et a/, 1989); processos de transformação e malignidade (Vidal &

Russo,198/7; Mello & Russo,198/; Taboga, 1997); resposta a estresse

(Kubrusly,1984; Álvares­Garcia & Mello, 1987; Andrade & Mello, 1987); processos
de envelhecimento, ciclo cardiano, danos patológicos e ação hormonal (Mello &

Vidal, 1980) e correlação com dosagens de DNA, RNA, Histonas e Proteínas Não­

Histônicas (Recco­Pimentel et a/., 1989).
No presente trabalho foram medidas as áreas nucleares e

nucleolares das células dos túbulos de Malpighi de triatomíneos da espécie
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Rhodnius prolixus (machos e fêmeas), submetidos a diferentes condições de
alimentação e técnicas citológicas (orceina lacto­acética e nitrato de prata).

A técnica utilizada foi a do ampliador fotográfico, onde as áreas são
medidas através de imagens ampliadas dos núcleos, obtidas a partir de negativos
fotográficos e projetadas em papel milimetrado.

1.7 ­Objetivos

Os triatomíneos apresentam importância epidemiológica pela

transmissão do protozoário Trypanosoma cruzi, causador da doença de Chagas.
Além disso, são excelentes materiais biológicos por apresentarem resistência a
jejuns prolongados, são de fácil obtenção e anatomicamente didático.

Os túbulos de Malpighi, órgãos estudados no presente trabalho,

apresentam alta atividade metabólica, relacionados com a secreção e excreção
*”

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

Portanto, nesse trabalho, os objetivos estão relacionados ao estudo

das alterações das células dos túbulos de Malpighi de insetos hematófagos,

adultos (machos e fêmeas) do gênero Rhodnius (R. prolixus), submetidos a duas

situações de estresse: jejum alimentar e alterações de temperatura (choques
hipotérmicos e hipertérmicos); e a relacão entre as características celulares

observadas, tanto nos insetos controles como nos experimentais, relativas

principalmente a: distribuição cromatínicaa fusão nuclear e nucleolar;­

modificações das áreas nucleares e nucleolares e graus de compactação e

descompactação da cromatina, com as respostas fisiológicas do metabolismo
celular.
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2.1­ Espécie analisada, obtenção dos insetos e procedência

A espécie escolhida no presente trabalho foi Rhodnius prolixus

(machos e fêmeas) (Figuras A e B), que é nativa de Bogotá, Colombia.

Os insetos foram cedidos pelo Insetário do Serviço Social de Saúde

de Araraquara (SESA), pertencente ao Departamento de Epidemiologia da

Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo, sob a coordenação

do Prof. Dr. José Maria Soares Barata. O insetário promove coletas periódicas em

algumas regiões do Estado de São Paulo e Minas Gerais e também recebe

doações de hemípteros de todo o mundo, mantendo assim um estoque que

proporciona a distribuição às instituições de pesquisa solicitantes.

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

machos e 420 fêmeas), sendo 504 para a técnica de CEC (414 para observação

em diferentes condições de alimentação, 60 submetidos às diferentes
temperaturas e 30 insetos que foram realimentados) e 168 insetos para
impregnação por nitrato de prata e orceína lacto­acética nas duas situações de
estresse.
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Figura A­B: Triatomíneos do gênero Rhodnius. A. R.prolixus macho. B. Rhodnius
prolixus fêmea
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2.2 ­ Manutenção

No insetário, os insetos são mantidos em cristalizadores, à

temperatura ambiente, em salas com pouca luminosidade. Os cristalizadores são
fechados na parte superior com tecido de malha fina ou meia de seda. Os
triatomíneos são alimentados a cada 15 dias com sangue de pato. No
departamento de Biologia (IBILCE­UNESP), esses insetos foram mantidos na

câmara de temperatura constante ( 21º).

2.3 ­ Estádio analisado, período de jejum e temperatura de estresse

Os triatomíneos da espécie Rhodnius prolixus, adultos (machos e

fêmeas) foram divididos em 3 grupos: |­ insetos submetidos ao estresse alimentar;

Il­ insetos submetidos ao estresse de temperatura; 11l­ insetos realimentados após
um período de 30 dias de jejum.

Os insetos submetidos ao estresse alimentar foram subdivididos em

5 grupos: a) recém­alimentados; 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: 21ºC (temperatura ambiente) ­4ºC (choque hipotérmico) e 40ºC
(choque hipertérmico) durante períodos de tempo diferentes: 1, 68 e 12 horas.

A temperatura de 21ºC foi utilizada como controle pela

disponibilidade da câmara de temperatura constante existente no Departamento

de Biologia, IBILCE (UNESP), São José do Rio Preto (S.P.). Além disso, essa

temperatura é a mais próxima da temperatura ambiente existente no Insetário de

Araraquara (S.P.), de onde os insetos são originários.

Esses insetos foram dissecados e tiveram seus túbulos de Malpighi

retirados, sem separar região distal da região proximal, onde foram realizadas

diferentes técnicas de coloração, como orceína lacto­acética, impregnação pelo
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nitrato de prata e concentração crítica de eletrólitos (CEC). As diversas técnicas

utilizadas permitiram estudar os efeitos provocados pelos estresses em questão.

2.4 ­Dissecação dos insetos

Os triatomíneos adultos Rhodnius prolixus foram eterizados e em

seguida depositados em uma placa de Petri contendo parafina.

As patas e as asas foram cortadas e seguiu­se a fixação na parafina

através de um alfinete na região superior do cefalotórax. Após a fixação, as

laterais do abdomen foram cortadas.

Com a utilização de uma pinça, o exoesqueleto do abdomen foi

extraído, exibindo­se os túbulos de Malpighi, que possuem coloração leitosa e

localizam­se na hemocele, com a extremidade proximal usualmente presa entre

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

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

2.5 ­Técnicas citológicas

2.51­ Esmagamento e coloração pela orceína lacto­acética (Bicudo,

1982: De Vaio et a/., 1985).

Assim que os túbulos de Malpighi foram depositados na lâmina

contendo Demerec (Demerec & Kaufmann, 1945), o excesso de solução

fisiológica foi retirado. Em seguida, foi depositada uma gota de fixador 1:1 (ácido

acético 45% e ácido láctico 50%) e após 1 minuto, o excesso foi retirado com

papel absorvente.

Em seguida, foi adicionada uma gota de orceína lacto acética e após

8 minutos de coloração, o excesso foi retirado com papel absorvente.
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Foi então adicionada uma gota de ácido acético e após 1 minuto o
excesso foi retirado. Novamente, uma gota de ácido acético foi adicionada, a

lamínula foi colocada sobre o material e procedeu­se o esmagamento

2.5.2­Preparo do material para posterior impregnação pela prata.

Sobre os túbulos de Malpighi depositados na lâmina, foi adicionada

uma gota de ácido acético e após 1 minuto o excesso foi retirado. Após esse

procedimento, foi adicionada uma gota de ácido láctico (50%) e após 5 minutos, o

excesso foi retirado. Em seguida adicionou­se uma gota de ácido acético (45%) e

a lamínula foi colocada sobre o material, onde seguiu­se o esmagamento.

As lâminas ficaram na câmara úmida aproximadamente 10 minutos.
As lamínulas foram retiradas, após 20 segundos, do nitrogênio

líquido, com auxílio de uma lâmina de metal

Ed

* Impreganação por nitrato de prata (Howell & Black 1980)

Sobre as lâminas contendo o material biológico, foi adicionada uma

gota de solução reveladora e duas gotas de nitrato de prata.

Após essa etapa, a lamínula foi colocada sobre o material e a lâmina

foi levada à estufa pré­aquecida a /70ºC, por aproximadamente 15 minutos (as

lâminas foram colocadas na estufa em placa de Petri contendo papel de filtro

umedecido com água destilada).

Em seguida, o material foi lavado com água destilada e seco à

temperatura ambiente. Após esse procedimento, as lâminas foram montadas com
verniz cristal.

2.5.3­Coloração pela CEC (concentração crítica de eletrólitos) (Vidal

& Mello, 1977: Taboga, 1997 : Mello, 1997). us
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2.531­ CEC no estudo da cromatina.

O corante foi preparado utilizando­se Azul de Toluidina (0,025%)

diluído no tampão Macllvaine em pH 3.8 ­ 4.1. O tampão é preparado com 0,1 M
de ácido cítrico e 0,2 M de fosfato dissódico.

A solução foi dividida em porções de 50 ml que foram colocadas em

boréis contendo concentrações crescentes de cloreto de magnésio. As

concentrações do sal variavam de 0,01 M a 20 M. O valor de CEC, dado em

molar, ocorreu quando a metacromasia foi abolida.

Para coloração do material, os túbulos de Malpighi foram fixados em

etanol 70% e etanol ácido acético 3:1 por 1 minuto.

Após esse procedimento, as lâminas foram mergulhadas nos boréis

contendo solução de Azul de Toluidina e Mg** por 15 minutos. Em seguida, o
material foi lavado em água destilada e secos à temperatura ambiente por 6

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

verniz cristal.

2.532­ CEC no estudo do nucléolo e RNAs citoplasmáticos.

O procedimento para preparar o corante (Azul de Toluidina com

tampão Macllvaine) e a fixação dos túbulos de Malpighi (etanol 70%; etanol:ácido

acético 3:1) ocorreu como descrito para o estudo da cromatina.

Após a fixação do material, as lâminas foram mergulhadas em boréis

contendo 50 ml! da solução sem Mg?**, por 15 minutos. Em seguida, as lâminas
foram rapidamente lavadas em água destilada (somente para retirar o excesso do

corante) e mergulhadas novamente em boréis contendo 50 ml! de água destilada e

0,05 M de Mg”. O tempo de exposição do material nesta solução variou de 3,7,
10 e 15 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada (para

retirar O excesso do sal) e secas à temperatura ambiente por6 horas, clarificadas
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em xilol e montadas com verniz cristal.

Com esse procedimento, os corpúsculos nucleolares e o RNA

citoplasmático ficam totalmente metacromáticos, enquanto que, o DNA atinge a
CEC.

2.6­Fotomicrografias.

As lâminas foram  fotomicrografadas . no microscópio ZEISS

JENAVAL, do Departamento de Biologia de Instituto de Biociências, Letras e

Ciências Exatas­UNESP, São José de Rio Preto. Os filmes coloridos foram

revelados no Laboratório Jetcolor de São José do Rio Preto (SP). A ampliação

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

»

2.7­Cariometria

Foi realizada a cariometria em insetos machos e fêmeas submetidos

a cinco condições alimentares: alimentados, primeira semana de jejum, segunda

semana de jejum, terceira semana de jejum e quarta semana de jejum. Os túbulos

de Malpighi foram retirados dos insetos após cada condição experimental, e

submetidos a coloração com orceína lacto­acética e impregnação pela prata. Os

núcleos das células desses órgãos foram fotografados e os negativos dos filmes

foram colocados em um ampliador fotográfico. A imagem dos núcleos foi

ampliada, projetada em papel milimetrado e delimitada com lápis preto.
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2.8­ Análise estatística

A análise das áreas nucleares e nucleolares das células dos túbulos

de Malpighi de insetos machos e fêmeas submetidos à diferentes condições de
nutrição e de técnicas de visualização foi realizada com os seguintes
procedimentos (Zar, 1984). ­

* Estatísticas descritivas e intervalos de confiança

* Gráficos box­plot e de dispersão

* Coeficiente de correlação de Pearson

* Comparação de médias e medianas por análise de variância (ANOVA)

* Comparação de médias por teste t de Student
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3. Resultados
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A técnica de coloração pela orceína lacto­acética evidenciou

diferenças na distribuição cromatínica, bem como mudanças de áreas nucleares,

não somente no transcorrer dos diferentes períodos de jejum, mas também entre

indivíduos machos e fêmeas. Na impregnação pela prata, foram claramente

observadas diferenças morfológicas nos corpúsculos nucleolares diante das

diferentes situações de estresses, e mudanças das áreas nucleolares. A

concentração crítica de eletrólitos (CEC), uma técnica cujo mecanismo consiste

na intercalação de um corante catiônico (Azul de Toluidina) ou um cátion

inorgânico (cloreto de magnésio) entre os grupos fosfatos livres da cromatina,
evidenciou os graus de descompactação cromatínica provocados pelos diferentes
estresses.

3.1 ­Estresse provocado pelo jejum

3.1,­Coloração: Orceína lacto­acética

Através desta coloração a distribuição da cromatina e os fenótipos
nucleares foram facilmente visualizados.

No estresse provocado pelo jejum, em indivíduos machos e fêmeas,
pode­se destacar diferenças nos fenótipos nucleares, como mudanças nas áreas

nucleares e contornos nucleares e também descompactação cromatínica.

Nas figuras 1 e 2, são observados fenótipos nucleares em indivíduos

machos e fêmeas, na condição de recém­alimentação até 28 dias de jejum,

respectivamente. Nota­se que como desenvolvimento do jejum, ocorrem
mudanças na distribuição da cromatina, que se torna mais descompactada no
decorrer do processo. Pode ser também observada uma conformação

=

diferenciada do contorno nuclear. |
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Na figura 1 (machos), nota­se que a partir da segunda semana de

jejum (C), a descompactação da cromatina é mais acentuada, e o início de fusão

nuclear ocorre mais frequentemente na terceira e quarta semanas de jejum.

Na figura 2 (fêmeas), a partir da terceira semana de jejum, também
ocorre maior descompactação da cromatina, e as irregularidades nas delimitações
nucleares, são mais frequentes.

Para cada condição de alimentação foram selecionados,

aleatoriamente, 50 núcleos das células dos túbulos de Malpighi de insetos
machos e outros 50 de insetos fêmeas.

As tabelas 1 e 2 ilustram os resultados obtidos para cálculos de

estatísticas descritivas relativas às áreas nucleares dos insetos machos e fêmeas,

respectivamente. Foram desconsiderados dos testes estatísticos alguns dados
detectados como discrepantes na amostra, por isso os valores de n apresentados

nas tabelas 1 e 2 não são todos iguais a 50. Em decorrência da seleção aleatória

dos núcleos, aparentemente pode ser constatada uma heterocedasticia das
amostras comparadas na elaboração dessas tabelas.

As estimativas dos intervalos de confiança IC(95%) apresentadas na
tabela 2, revelam que as áreas 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 é que na terceira semana de

jejum a cariometria apresentou maior heterogeneidade, ou melhor, os maiores

valores de desvio padrão, tanto para machos como para fêmeas, foram

encontrados nesta condição alimentar dos insetos.

A figura | ilustra também o comportamento dos dados medidos na

cariometria para machos (A) e fêmeas (B).

Ainda com respeito aos dados cariométricos da coloração com

orceína, verifica­se pela aplicação do teste t que a comparação entre os sexos em

cada uma das diferentes condições alimentares resultou em:

ES
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



45

a) não evidências de diferença estatisticamente significativa para os dados da

primeira semana de jejum (p=0,9206)

b) evidências de diferença significativa entre as áreas médias nas demais

condições alimentares (valores­p inferiores a 0,01 em todos os casos). Portanto,

as áreas nucleares das fêmeas apresentaram­se significantemente maiores que
as dos machos.
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Figura 1: Núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
machos submetidos a diferentes condições de alimentaçãe: Coloração: Orceina
lacto­acética. A: Recém­alimentados. Notar contorno nuclear bem delimitado e
cromatina uniformemente distribuída. B: 7 dias de jejum. Observa­se início da
descompactação da cromatina. C: 14 dias de jejum O contorno nuclear
apresenta­se sem delimitação regular e ocorre descompactação da cromatina. D:
21 dias de jejum. A área nuclear apresenta­se aumentada e ocorre início de fusão
nuclear. E­F: 28 dias de jejum. Notar descompactação da cromatina mais
acentuada e início de fusão nuclear em F.
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Figura 2: Núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius profíixus
fêmeas, submetidas a diferentes condições de alimentação. Coloração: Orceina
lacto­acética. A: Recém­alimentados. Notar núcleos bem delimitados e textura

cromatínica normal. B: 7 cias de jejum. Observa­se início da descompactação da
cromatina. C: 14 dias de jejum. À área nuclear apresenta­se maior. D: 21 dias de
jejum. Notar grande descompactação da cromatina, em núcleos sem delimitação

regular. E­F: 28 dias de jejum. Observar descondensação da cromatina.
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Tabela 1: Resultados dos cálculos estatísticos descritivos e valor­p para ANOVA referentes às áreas nucleares
dos túbulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus, submetidos a diferentes condições
de alimentação. Coloração: orceína lacto­acética. Área nuclear = pm?

Estatística Alimentado — 1s de Jejum 2s de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor­p

n 49 46 48 47 48

Média 183,06 273,58 245,66 289,78 337,30 < 0,0001

Mediana 174 364,75 240,5 , 277 343,75

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

Mínimo 90. 119,5 86,5 165,5 146,6

Máximo 295 412,5 414 589 461
UU

IC (95%) 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 cálculos estatísticos descritivos e valor­p para ANOVA referentes às áreas nucleares
dos túbulos de Malpighi de fêmeas adultas de Rhodnius prolixus, submetidas a diferentes condições de
alimentação. Coloração: orceína lacto­acética. Área nuclear = um.

Estatística Alimentado 1s de Jejum 2s de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor­p

n 50 45 46 49 50

Média 254,43 276,13 338,41 474,99 400,09 < 0,0001
Mediana 255,25 267,5 345,5 416 391

Desvio padrão 127,08 160,02 113,88 * 245,84 107,07

Mínimo 71,5 . 585 137 140,5 225

Máximo 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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Figura |: Representação esquemática (“Box plot”) das medianas das áreas
nucleares (umº), das células dos túbulos de Malpighi de insetos
adultos de Rhodnius prolixus (A­machos; B­fêmeas), sob o efeito de
diferentes condições de alimentação (0: indivíduo alimentado; 7, 14, 21
e 28: período em dias de jejum). Coloração: orceína lacto­acética.
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3.12­ Impregnação pelo nitrato de prata.

A impregnação pelo nitrato de prata evidenciou os fenótipos
nucleares e os corpúsculos nucleolares das células dos túbulos de Malpighi de
triatomíneos submetidos às diferentes condições de alimentação.

Os corpúsculos nucleolares apresentaram­se diferenciados nos
:

/

núcleos dos insetos submetidos aos diversos períodos de jejum e também nos

núcleos dos indivíduos que foram realimentados após 30 dias de jejum. Estas

evidentes diferenças são mostradas tanto em indivíduos machos, quanto em

fêmeas (figuras 3 e 4).

Em machos, (figura 3), os insetos recém­alimentados e aqueles
submetidos até a quarta semana de jejum apresentaram contornos nucleares não

diferenciados, e os corpúsculos nucleolares tiveram suas estruturas

evidentemente modificadas.
­

Os  corpúsculos nucleolares de indivíduos machos recém­
alimentados, apresentaram­se separados, com algumas regiões mais fortemente
impregnadas pela prata. Na primeira e segunda semana de jejum, os corpúsculos
nucleolares são observados agrupados com impregnação pela prata em quase

toda região nucleolar. Na terceira e quarta semana de jejum, os corpúsculos

nucleolares ficaram totalmente fusionados, e a impregnação pela prata foi

observada em toda região nucleolar. A impregnação diferencial pela prata pode

indiretamente caracterizar mudanças na fisiologia nucleolar.

Em fêmeas (figura 4) os contornos nucleares, bem como os

corpúsculos nucleolares, apresentaram modificações no decorrer do jejum.

Nas fêmeas recém­alimentadas (figura 4 A), os corpúsculos

nucleolares apresentaram­se separados, como em machos. Na primeira e

segunda semana de jejum, os corpúsculos apresentaram início de fusão
nucieolar, com impregnação pelos íons prata de forma diferenciada. Os contornos

nucleares das células dos insetos submetidos a primeira semana sem

EE)
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16

­

17 18



52

alimentação (figura 4 B), apresentaram­se com delimitação pouco modificada. Na

terceira semana (figura 4 D), os corpúsculos nucleolares foram observados mais

fusionados, mas não totalmente; na quarta semana, os corpúsculos nucleolares

apresentaram­se totalmente fusionados, com impregnação pela prata em toda

região nucleolar.

Na realimentação, tanto em machos (figura 3 F) quanto em fêmeas

(figura 4 F), os núcleos apresentaram­se com contorno nuclear bem delimitado, e

os corpúsculos nucleolares continuaram com fusão nucleolar parcial.

Inicialmente foi verificado o grau de dependência linear entre as

áreas nucleares e nucleolares calculando o coeficiente de correlação de Pearson

(R) e dispondo os dados das áreas mencionadas em um gráfico de dispersão

(figura 11). Esta situação foi avaliada nas cinco condições alimentares, para os
insetos machos (figura || A) e fêmeas (figura || B). O que se observa a partir dos

cálculos dos coeficientes e dos gráficos apresentados é que há uma correlação

linear entre a área nuclear e a área nucleolar, sendo esta correlação positiva e
o

relativamente alta na maioria das situações abordadas, exceto na condição de
fêmeas recém­alimentadas. Na tabela 3 observa­se os valores de R para machos

e para fêmeas em todas as diferentes condições de alimentação.
As tabelas 4 e 5 demonstram os cálculos das estatísticas descritivas

para os dados relativos às áreas nucleolares dos insetos machos e fêmeas,

respectivamente. Desses resultados expostos é possível constatar que na
coloração com impregnação pela prata, tanto os triatomíneos machos como as
fêmeas, apresentaram — nucléolos cujas áreas médias revelaram­se
estatisticamente “diferentes tomando as cinco condições alimentares

consideradas. Percebe­se pelos intervalos de confiança estimados (IC(95%)) que

os machos possuem nucléolos maiores que as fêmeas, tendo os valores mais

elevados na terceira semana de jejum. Tal indicação sugere que foi possível

constatar com impregnação pela prata, que à área nucleolar (média e mediana)

aumenta à medida que aumenta o período de jejum alimentar (figura Ill A,B).
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Outro aspecto importante que merece destaque diz respeito ao

aumento da dispersão dos dados na terceira semana de jejum (figura II). Isto pode

estar indicando que algo em particular ocorre nos núcleos, bem como nos

nucléolos, nesse período especificamente, já que aos 21 dias de jejum pode­se
verificar que também houve uma elevação da área nuclear para machos e fêmeas
quando a coloração foi com orceína lacto­acética (figura |).

Comparativamente os insetos machos e fêmeas possuem nucléolos

de áreas médias estatisticamente diferentes. A aplicação do teste t de Student

resulta em valores­p inferiores a 0,05 em todas as condições alimentares a que

foram submetidos os insetos em análise. Portanto, as áreas nucleolares dos

machos são significantemente maiores que as das fêmeas.

Para a área nuclear o resultado repete­se no jejum mas não na
condição de recém­alimentado em que o valor­p obtido pelo teste t foi de 0,0937

(tabelas 6 e 7). Este valor permite concluir que, no estado de recém­alimentados,
as áreas nucleares médias dos machos não diferem significativamente das áreas

q

nucleares médias das fêmeas (figura IV A,B)
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Figura 3: Núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
machos, submetidos a diferentes condições de alimentação. Coloração:
Impregnação pelo nitrato de prata: A: Recém­alimentados. Corpúsculos
nucleolares bem definidos, distribuídos normalmente pelo núcleo. Notar
impregnação diferencial em algumas regiões nucleolares.: B: 7 dias de jejum.
Notar início de fusão dos corpúsculos nucleolares. C: 14 dias de jejum. Observa­
se um aumento da área nuclear e o início de fusão dos corpúsculos nucleolares
dispostos na região central do núcleo. D: 21 dias de jejum. Ocorre fusão total dos
corpúsculos nucleolares e seu deslocamento desses para a extremidade do
núcleo. E: 28 dias de jejum. Notar fusão nuclear e nucleolar. F: realimentação
após 30 dias de jejum. Observa­se aumento da área nuclear e início de fusão dos

.corpúsculos nucleolares.
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Figura 4: Núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius profixus
fêmeas, submetidas a diferentes condições de alimentação. Coloração:
Impregnação pelo nitrato de prata. A: Recém­alimentados. Notar que os
corpúsculos nucleolares estão bem definidos e localizados aleatoriamente no
núcleo. B: 7 dias de jejum. Ocorre aumento da área nuclear, descompactação da
cromatina e início de fusão nucleolar. C: 14 dias de jejum. Observa­se núcleo com
delimitação bem definida, com corpúsculos nucleclares fusionados e deslocados
para a extremidade. D: 21 dias de jejum. Núcleo com delimitação irregular e com
corpúsculos nucleotares em adiantado estado de fusão. E: 28 dias de jejum. Notar
decréscimo da área nuclear e corpúsculos nucleolares totalmente fusiocnadeos. F:
realimentação após 30 dias de jejum. Notar fusão parcial dos corpúsculos

: nucleolares e a localização desses na periferia do núcleo. :
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Figura Il: Gráfico de dispersão dos dados das áreas nucleares e
nucleolares (um?) dos túbulos de Malpighi de machos
(A) e fêmeas (B) de Rhodnius prolixus submetidos a
diferentes condições de alimentação (0: recém­
alimentado; 7, 14, 21 e 28 dias de jejum). Coloração:
nitrato de prata.
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Tabela 3: Valores coeficientes de correlação de Pearson (R) para machos e fêmeas de Rhodnius prolixus em
diferentes condições de alimentação. Coloração: nitrato de prata.

Condição Alimentar (dias de jejum) Machos Fêmeas

O

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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Tabela 4: Estatísticas descritivas e valor­p para ANOVA referentes aos dados das áreas nucleolares das células
dos túbulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus, submetidos a diferentes condições
de alimentação. Coloração: nitrato de prata. Área nucleolar = umº.

Estatística Alimentado 1s de Jejum 28 de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor­p

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 padrão 33,97 76,71 90,79 94,33 79,18
Mínimo 9,5 18 31,5 36 16,5
Máximo 151 286,5 355,5 625,5 317

IC (95%) 53,02; 72,/2 — 80,99;127,09 111,99; 163,60 123,69; 179,08 82,43; 129,46
* mesmo valor­p obtido para teste da Mediana



Tabela 5: Estatísticas descritivas e valor­p para ANOVA referentes aos dados das áreas nucleolares das células
dos túbulos de Malpighi de femeas adultas de Rhodnius prolixus, submetidas a diferentes condições dealimentação. Coloração: nitrato de prata. Área nucleolar= um?º. :

Estatística Alimentado 18 de Jejum 2s de Jejum 3S de Jejum 4s de Jejum Valor­p

n 48

Média 35,67
Mediana 25,25

Desvio padrão 22,97

Mínimo 6

9o 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 valor­p obtido para teste da Mediana
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Figura Ill: Representação esquemática (“Box plot”) das medianas das áreas
nucleolares (um?), das células dos túbulos de Malpighi de insetos
adultos de Rhodnius prolixus (A­machos; B­fêmeas), sob diferentes
condições de alimentação (0: indivíduo alimentado; 7, 14, 21 e 28:
período em dias de jejum). Coloração: nitrato de prata.
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Tabela 6: Estatísticas descritivas e valor­p para ANOVA referentes aos dados das áreas nucleares das células
dos túbulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus, submetidos a diferentes condiçõesde alimentação. Coloração: nitrato de prata. Área nuclear= umº?.

Estatística Alimentado 1s de Jejum 28 de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor­p

n 47 45 50 47 46

Média 297,73 628,99 922,35 622,66 630,03 < 0,0001*
Mediana 300 522,5 798 626 597

Desvio padrão 103,5 375,43 "605,17 231,75 315,05
Mínimo 55 . 140 : 195,5 190 99

Máximo 515 1704 2221 1295,5 1642

IC (95%) 267,34; 328,12 516,19; 741,78 750,36; 1094,33 554,62;690,70 536,47;723,59­

* mesmo valor­p obtido para teste da Mediana



Tabela7: Estatísticas descritivas e valor­p para ANOVA referentes aos dados das áreas nucleares das células
dos túbulos de Malpighi de femeas adultas de Rhodnius prolixus, submetidas a diferentes condições dealimentação. Coloração: nitrato de prata. Área nuclear= umº.

Estatística Alimentado 1s de Jejum 2s de Jejum 3s de Jejum 4s de Jejum Valor­p

" 48 38 44 49 42

Média 341,5 391,45 389,64 781,37 434,67 < 0,0001*

Mediana 315,5 395,5 356 : 667,5 453,5

Desvio padrão 145,2 — 98,5 — 263,88 460,88 221,41

Mínimo 55 ; 155 — 48,5 189,5 55,5

Máximo 704 563,5 929 1611,5 1048,5

IC (95%) 299,35; 383,67 359,07; 423,82 309,41; 469,86 648,98; 913,75 365,67; 503,66

* mesmo valor­p obtido para teste da Mediana
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Figura IV: Representação esquemática (“Box plot”) das medianas das áreas
nucleolares (um?), das células dos túbulos de Malpighi de insetos
adultos de Rhodnius prolixus (A­machos; B­fêmeas), sob efeito de
diferentes condições de alimentação (0: indivíduo alimentado; 7, 14,
21 e 28: período em dias de jejum). Coloração: nitrato de prata.
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3.1;­ Concentração Crítica de Eletrólitos (CEC).

3.131­ Estudo da cromatina

Esse método consiste na ligação competitiva do corante catiônico

Azul de Toluidina ou de cátions inorgânicos como o cloreto de magnésio, aos

grupos fosfatos livres dos ácidos nucléicos (ânions) não ligados às proteínas

presentes na cromatina. A interpretação da ligação de grupos catiônicos com

grupos aniônicos poderá expressar a fisiologia celular.

No estresse provocado pelo jejum de até 28 dias, foi notada uma

diferença na resposta celular, ao longo das várias condições de alimentação e,

diante das diferentes concentrações de cloreto de magnésio, em insetos adultos

machos (figuras 5 a 9) e fêmeas (figuras 10 a 14) de Rhodnius prolixus.

A descompactação da cromatina provocada pelas situações de

estresse, causa maior liberação dos grupos fosfatos. Neste caso, ocorrerá ligação
dos grupos fosfatos com cloreto de magnésio, e assim, o núcleo expressa uma
tonalidade esverdeada (abolição da metacromasia). Após essa Concentração

Crítica de Eletrólitos (CEC) ser atingida, a metacromasia poderá retornar ou não.

No presente trabalho, foi observado que até a concentração de 2,0 M de Mg”, a
metacromasia dos núcleos não retornou em nenhuma condição de alimentação,

nos dois sexos (figuras 5 a 14). Os núcleos dos túbulos de Malpighi de machos e

fêmeas dos triatomíneos que foram submetidos à técnica controle, isto é, solução

de Azul de Toluidina (pH 4,0), em todas as diferentes situações de alimentação,

apresentaram metacromasia, isto é, coloração azul violeta (figuras 5 a 14 ­

controle: Azul de Toluidina).

Em várias situações ficou evidenciada a presença dos corpúsculos

nucleolares que destacaram­se da cromatina. Nos núcleos dos machos esses

corpúsculos são vistos principalmente nas figuras 6 (AT + Mg” 0,4M) e 8 ( AT+
Mg” 0,01 M a 0,3 M) e nos núcleos das fêmeas nas figuras 10 (AT + Mg? 0,09 M;
0,1 M; 0,4 Me0,5M) e 11(AT+ Mg” 0,3 Me 0,5M). .—
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A tabela 8 apresenta um resumo dos resultados obtidos pelo método

da CEC em machos adultos submetidos a diferentes condições de alimentação. A

metacromasia é representada pela cor azul e a CEC pela cor verde.

Na condição de recém­alimentado e após 7 dias de jejum, a CEC foi
obtida na concentração de 0,5 M. Nos períodos de 14 e 21 dias de jejum, a CEC

foi atingida na concentração de 0,3 M de Mg”*. Após 28 dias de jejum, a CEC foi
obtida na concentração de 0,2 M de Mg*.

A diminuição das concentrações de Mg?* para se atingir a CEC,
durante o jejum, provavelmente indica a descompactação cromatínica.

A tabela 9, resume os resultados do método de CEC em fêmeas.

Observa­se que na condição de alimentado, a CEC é obtida na concentração de

0,3 M de Mg”. Após 7 e 14 dias de jejum a CEC foi atingida na concentração de
0,2 M de Mg”, mas após 21 e 28 dias de jejum, a CEC voltou a ser obtida na
concentração de 0,3 M de Mg”. Este método demonstra que a maior
descompactação cromatínica, nas fêmeas, ocorreu após 7 e 14 dias de jejum

(figuras 11 e 12).
Os insetos adultos, machos e fêmeas, foram realimentados após 30

dias de jejum, sacrificados e posteriormente os túbulos de Malpighi foram

submetidos ao método de CEC (figuras 15 e 16). Os machos tiveram a CEC

atingida (cromatina verde) na concentração de 0,3 M de Mg” e as fêmeas na
concentração de 0,2 M de Mg”*. Este fato indica que, a realimentação após 30
dias de jejum, não promove a recuperação normal do estado de compactação da

cromatina. A tabela 10 resume esses dados obtidos após a realimentação.

O gráfico da figura V demonstra as diferenças do ponto de CEC que

ocorreram em machos e fêmeas nas diferentes condições de alimentação. A CEC

é obtida em concentrações menores em fêmeas do que em machos na condição
de recém­alimentação, após 7 e 14 dias de jejum. Após 21 dias de jejum, a CEC
é atingida nas mesmas concentrações de Mg” (0,3 M), em machos e fêmeas.
Com 28 dias de jejum os núcleos dos túbulos de Malpighi dos machos atingiram o

ponto de CEC na concentração de 0,2 M, e as fêmeas na concentração de 0,3 M
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de Mg*”. Os núcleos dos insetos realimentados tiveram uma inversão desses
valores, ou seja, machos tiveram o ponto de CEC na concentração de 0,3 Me as

fêmeas em 0,2 M de Mg”.
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Condição de nutrição: alimentado
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Figura 5: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg”* 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT).a pH 4.0. Condição

de alimentação: alimentado.. CFC em 0,5 M
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Condição de nutrição: 7 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) AT+ MgCl? 0,01 M AT + MgCl? 0,02 M
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Figura 6: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus

sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
: 0,01 Ma 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição

de alimentação: 7 dias dejjejum. CEC em 0,5 M
(macho adulto),magnésio (Mg
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Condição de nutrição: 14 dias de jejum

Azul de Toluidina (A (controle) AT +Mec? [0 olM AT +MegCl? 0,02 M
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Figura 7: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg** : 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição

de alimentação: 14 dias de jejum. CEC em 0,3 M
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Condição de nutrição: 21 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) JAT + MgCl? 0,01 o... JAT+MgCl? 0,02 M

É

AT + MEC

€:
+

T+MgCl? 0,09 M

AT+ MeCl?
A

0,3 M

Figura 8: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg** : 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: 21 dias de jejum. CEC em 0,3 M
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Condição de nutrição: 28 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT + MgClº? 0,01 M AT + MegClº? 0,02 M

À
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Figura 9: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg* : 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: 28 dias de jejum. CEC em 0,2 M
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Condição de nutrição: alimentado
MAzul de Toluidina (AT) (controle)
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Figura 10: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmea adulta), sob. diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg**: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: alimentado. CEC em 0,3 M
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Condição de nutrição: 7 dias de jejum
AT AT + MgCl? 0,02 M

—JaT

CRASE:

AT + Mg [AT + MgCl?
My

Figura 11: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmea adulta)) sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg”*: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: 7 dias de jejum. CEC em 0,2 M
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Condição de nutrição: 14 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT+ MgCl2 0,01 M
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Figura 12: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmea adulta), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg**: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: 14 dias de jejum. CEC em 0,2 ­ 0,3 M
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Condição de nutrição: 21 dias de jejum

Azul de Toluidina2 (AD (controle) AT + MgCl?2 0,01 M AT + MgClº? 0,02 M
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Figura 13: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmea adulta), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg”: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: 21 dias de jejum. CEC em 0,3 M
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Condição de nutrição: 28 dias de jejum
AT AT + MgCl? 0,02 M

bo
ia *

AS
.

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

OIM
Ve

Figura 14: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmea adulta) sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg**: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: 28 dias de jejum. CEC em 0,3­ 0,4 M
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Condições de nutrição
Concentração de|MC?

alimentado 7 dias/jejum | 14 dias/ jejum |21 dias/jejum |28 dias /jejum

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

0,1 M

0,2 M

0,3 M

0,4 M

0,5 M

0,6 M

0,7 M

0,8 M

0,9 M

1,0M
1,1IM

1,2M

1,3M
1,AM

1,5M
1,6M
1,7M
1,8M
1,9M

2,0 M

Tabela 8: Resumo dos resultados obtidos em resposta ao método de CEC, nos núcleos
dos túbulos de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus submetidos a
diferentes condições de nutrição. Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)  —
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Condições de nutrição
Concentração de |alimentado |7 dias / jejum | 14 dias / jejum |21 dias / jejum |28 dias /jejum

|MgCI?*
contr.(AT sem MgCl”)
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

0,1 M

0,2 M

0,3 M

0,4M

0,5 M

0,6 M

0,7 M

0,8 M

0,9 M

1,0 M

1,1IM

1,2M

1,3 M

14M

1,5 M

16M

1,7 M

1,8 M

1,9M

2,0 M

Tabela 9 : Resumo dos resultados obtidos em resposta ao método de CEC, nos núcleos
dos túbulos de Malpighi de fêmeas adultas de Rhodnius prolixus submetidas a diferentes
condições de nutrição. Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
=
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Condição de nutrição: realimentação após 30 dias de jejum
Azul de Toluidina (AT) (controle) |AT + MgCl: 0,01 M

—
—.

:

os M

Eat Fam CIR

AT+ MgCl? 0,07M AT+ MgClº? 0,08M

IAT+ M

Figura 15: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(macho adulto), sob. diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg*: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: realimentação após 30 dias de jejum. CEC em 0,3 M
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Condição de nutrição: realimentação após 30 dias de jejum
controle) JAT + MgCl? 0,01 M AT + MeCl? 0,02 M

[iiiAT + MC?

advento ip ÃO:

IAT + MeCl? 0,5 M

EA

Figura 16: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmea adulta), sob. diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg”*: 0,01 M a 2,0 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0. Condição
de alimentação: realimentação após 30 dias de jejum. CEC em 0,2 M
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Concentração de Machos |Fêmeas|MgC
contr.(At sem MgCl”')

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

0,2M

0,3 M
0,4M

0,5 M

0,6 M

0,7 M

0,8 M

0,9 M

1,0M

1,1IM

1,2M

13M

1,AM

1,5 M

1,6 M

1,7 M

1,8 M

1,9M

20M

Tabela 10: Resultados obtidos em resposta ao método de CEC, nos núcleos dos túbulos
de Malpighi de machos e fêmeas de Rhodnius prolixus, submetidos ao jejum de 30 dias
e posterior realimentação.
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
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Figura V: Representação gráfica das concentrações de Mg” onde a CEC foi
atingida nos núcleos das células dos túbulos de malpighi de indivíduos machos e
fêmeas de Rhodnius prolixus, sob diferentes condições dealimentação (0:recém­
alimentado,7, 14 21 e 28 dias dias de jejum)CEC entre 0,2­0,3 M

CEC entre 0,3­0,4 M
Legenda: ——— machos

—— fêmeas
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3.132­ Estudo do nucléolo e RNAs citoplasmáticos (variante da CEC)

Através do método variante de CEC, os corpúsculos nucleolares não

são muito evidenciados, já que essa técnica não destaca fenótipos nucleares
relacionados aos complexos ribonucléicos ( RNA e proteínas). |

Portanto, com o objetivo de observar essas regiões foi utilizada uma

variação do método de CEC, onde o cátion inorgânico (Mg”*) tem a função de
extrator e não de competidor, como ocorre na técnica original. Dessa forma, o

nucléolo aparece metacromático (azul), enquanto que o DNA aparece em tons de

verde, indicando a CEC (Taboga, S.R., Informação pessoal, 1997)

Foi utilizada essa variação do método de CEC em indivíduos

machos e fêmeas, em períodos de 3, 7, 10 e 15 minutos de exposição do material
2+lbiológico (túbulos de Malpighi) à soluçãode MgCI“ a 0,05 M, após a coloração

com Azul de Toluidina.

A figura 17, demonstra que tanto em machos quanto em fêmeas,
alimentados (controles), somente após o período de 15 minutos de exposição à
solução de Cloreto de Magnésio é que, os corpúsculos nucleolares foram
evidenciados.

No estresse provocado pelo jejum, em machos e fêmeas, os

corpúsculos nucleolares foram evidenciados em diferentes períodos de tempo de

exposição do material à solução aquosa de 0,05 M. Nos machos, após 14 e 21

dias de jejum, os corpúsculos nucleolares foram observados no tempo de

incubação 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 À).

Nas fêmeas, após 7, 14, 21 e 28 dias de jejum, os corpúsculos
nucleolares foram evidenciados, respectivamente, com os seguintes tempos de

exposição dos túbulos de Malpighi à solução 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

núcleos das células dos túbulos de Malpighi de insetos realimentados após 30
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dias de jejum. Os machos tiveram os corpúsculos nucleolares evidenciados nos
períodos de 5, 10 e 15 minutos de exposição à solução de Mg?** 0,05 M (figura 18
A) e as fêmeas no período de 5 minutos (figura 18 B).
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Machos

A
alimentado­controle [7 dias de jejum 14 dias de jdjum — 121 diasdejejuim — 28 dias dejejum

PP

geo inato

15' 15'

Fêmeas

B
lalimentado­controle [7 dias de jejum 14 dias de jdjdum — DP1 dias dejeum 28 diasdejejum

­
ss

h

Figura 17: Resposta ao método de variante da CEC (concentração crítica de
eletrólitos) na cromatina dos núcleos (setas) das células dos túbulos de Malpighi
de machos adultos (A) e fêmeas adultas (B) de Rhodnius prolixus, submetidos a
diferentes condições de alimentação. Períodos de exposição à solução de Mg**
0,05 M: 3, 5, 7, 10 e 15 minutos. Observar os corpúsculos nucleolares
evidenciados.
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Machos

A
eríodo: 5 minutos eríodo: 10 minutos eríodo 15 minutos

B
eríodo: 5 minutos eríodo: 10 minutos eriodo 15 minutos

amo novAR

Figura 18: Resposta ao método de variante da CEC (concentração crítica de
eletrólitos) na cromatina dos núcleos (setas) das células dos túbulos de Malpighi
de machos adultos (A) e fêmeas adultas (B) de Rhodnius prolixus, submetidos ao
jejum de 30 dias e posterior realimentação. Períodos de exposição à solução de
Mg?** 0,05 M: 5, 10 e 15 minutos. Observar que após 5 minutos os corpúsculos
nucleolares já são visíveis em machos e fêmeas.
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3.2­ Temperatura como fator de estresse.

3.21­ Impregnação pelo nitrato de prata.

Essa técnica evidenciou os corpúsculos nucleolares, com

impregnação diferencial pelo nitrato de prata, em indivíduos machos e fêmeas

que ficaram expostos à temperatura de ­4ºC e 40ºC, em períodos de tempo

correspondentes a 1, 6 e 12 horas (figuras 19 e 20).

Foram notadas diferenças na estrutura dos corpúsculos nucleolares

em indivíduos submetidos à temperatura de 4ºC, em relação aos indivíduos que

foram submetidos à temperatura de 40º C.
A figura 19 mostra a estrutura dos corpúsculos nucleolares em

indivíduos machos, que foram submetidosa estas diferentes temperaturas.
Na temperatura de 40ºC, observa­se fusão de corpúsculos

nucleolares, tanto no período de 1 hora, quanto de 6 e 12 horas (figura 19 A­C).
Essa fusão dos corpúsculos nucleolares é mais acentuada no período relativo as

12 horas de exposição, à alta temperatura, enquanto que, em 1 hora a fusão é

inicial e em 6 horas, a fusão dos corpúsculos é parcial.

Na temperatura de 4ºC (figura 19 D­G), a fusão dos corpúsculos
nucleolares é observada apenas após 12 horas de exposição desses insetos à

temperatura baixa, mas essa fusão não ocorre em todos os núcleos nesse mesmo

período, como pode ser observado na figura 19 G.

Nas fêmeas submetidas à temperatura de 40ºC, expostas ao

período de 1 hora, observa­se que os corpúsculos nucleolares estão localizados

dispersamentes no núcleo, distantes um do outro (figura 20 A). No período de 6

horas, nota­se que os corpúsculos nucleolares estão reunidos na região central

do núcleo, com impregnação diferencial pela prata em algumas regiões dos

nucléolos (figuras 20 BC) No período de 12 horas, nota­se o mesmo

comportamento dos corpúsculos nucleolares em relação ao período de 6 horas
en.
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(figura 20 D). Observando­se ainda a ocorrência de núcleos poliplóides, o que
não acontece nos demais períodos de exposição (figura 20 E).

Na temperatura de ­4ºC,observa­se que os corpúsculos nucleolares
estão localizados preferencialmente na região central dos núcleos (figura 20 F­J).
No período de 1 hora e 6 horas nota­se início de fusão dos corpúsculos
nucleolares (figuras 20 F­H). No período de 12 horas de exposição à temperatura

baixa, observa­se em alguns núcleos fusão total dos corpúsculos nucleolares, e

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

2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



cm

Figura 19: Núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius profixus,
machos, submetidos a choques de temperaturas ­4ºC e 40ºC. Coloração:
Impregnação pelo nitrato de prata. A­C: Temperatura de 40ºC, período de 1,6 e
12 horas, respectivamente. Em A e B notar início de fusão dos corpúsculos
nucleolares. Em C notar fusão total dos corpúsculos nucleolares. D­E:

—­ Temperatura de ­4ºC, períodos de 1 e 6 horas, respectivamente. Núcleos com
corpúsculos  nucleolares definidos, dispostos na região periférica. F­G:
Temperatura de ­4ºC, período de 12 horas. Observar núcleo com corpúsculos
nucleolares fusionados (F) núcleo com corpúsculos nucleolares não
fusionados(G)
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Figura 20: Núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus,
fêmeas, submetidos a temperatura de ­4ºC e 40ºC. Coloração: Impregnação pelo
nitrato de prata. A­E: Temperatura de 40ºC, período de 1 hora (A); 6 horas (B e
C); 12 horas (D e E). Em A observar corpúsculos nucleolares localizados na
periferia do núcleo, não associados; a seta indica núcleo de traquéia e em BE,
corpúsculos  nucleolares não fusionados;s em C corpúsculos nucleolares
parcialmente fusionados e em D início de fusão. Em E observa­se núcleo
poliplóide com inúmeros corpúsculos nucieolares. F­J: Temperatura de <4ºC,
período de 1 hora (F), 6 horas (G­H) e 12 horas (|­J)). Observar corpúsculos
nucleolares parcialmente fusionados (F,G,!); não fusionados (H) e totalmente
fusionados (J).
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3.2,­ Concentração Crítica de Eletrólitos (CEC)

O método de CEC foi realizado em insetos machos e fêmeas às

temperaturas de 21ºC (figuras 21 e 22), 4ºC e 40ºC (figuras 23 e 24).
As figuras 21 e 22 apresentam os fenótipos nucleares das células

dos túbulos de Malpighi de machos e fêmeas adultos de Rhodnius prolixus

submetidos à temperatura de 21ºC e posterior coloração em soluções de Azul de

Toluidina (AT), com diferentes concentrações de Mg?* (0,01 M a 2,0 M). Observa­
se que, pela coloração da cromatina (verde), as CECs foram obtidas nas

concentrações de 0,5 M de Mg** nos machos e 0,3 M de Mg?** nas fêmeas. Alguns
núcleos exibiram coloração diferencial dos corpúsculos nucleolares (azul violeta),

tanto em machos como em fêmeas, antes de atingirem o ponto da CEC. Em

machos, esse fenômeno é notado principalmente nos núcleos submetidos às
soluções de AT + Mg? 0,05 M; 0,09 M e 0,1 M e em fêmeas, a partir de 0,01 M
até 0,2 M de Mo*.

Os núcleos submetidos às soluções controles (apenas AT)

apresentaram total metacromasia, em ambos os sexos.

A tabela 11 resume as respostas ao método de CEC, em túbulos de

Malpighi de Rhodnius prolixus (machos e fêmeas), à temperatura de 21ºC.

As figuras 23 e 24 resumem os resultados obtidos com o método da

CEC nos núcleos dos túbulos de Malpighi dos insetos submetidos ao choque

hipotérmico (­4ºC) e hipertérmico (40ºC),em machos e fêmeas, respectivamente.
Na temperatura de ­4ºC, nos machos, a CEC foi obtida com

diferentes concentrações de Mg**, dependendo do período de tempo que o inseto
ficou exposto a esta temperatura. No período de 1 hora, a CEC foi obtida na

concentração de 0,6 M de Mg” e nos períodos de 6 e 12 horas, as CECs foram
atingidas nas concentrações de 0,4 M de Mg?* (figura 23 A).

Os núcleos dos machos submetidos à temperatura de 40ºC tiveram
o ponto de CEC na concentração de 0,5 M de Mg** nos períodos de 1 e 6 horas
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de exposição a esta alta temperatura. No período de 12 horas, os núcleos tiveram

a CEC atingida com solução 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 fêmeas, à temperatura de 4ºC, os pontos de CECs foram
atingidos nos períodos de 1 e 6 horas, em soluções de AT com Mg” 0,8 M e no
período de 12 horas de exposição à esse choque hipotérmico, em soluções de 0,2

M de Mg? (figura 24 A). Os insetos submetidos ao choque hipertérmico (40ºC),
atingiram os pontos de CEC nos núcleos dos túbulos de Malpighi, em solução de

AT a 0,6 M de Mg” ,durante o período de 1 hora de exposição. Nos demais
períodos (6 e 12 horas) a coloração esverdeada da cromatina (CEC) foi
observada com solução de AT a 0,4 M de Mg** (figura 24 B).

A tabela 13 resume os dados acima descritos para fêmeas adultas

de Rhodnius prolixus .

A resposta ao método de CEC em núcleos dos túbulos de Malpighi

de machos e fêmeas de Rhodnius prolixus submetidos à temperatura de 21ºC e
aos choques hipotérmicos (­4ºC) e hipertérmico (40º), durante diversos períodos
de tempo, está representada graficamente nas figuras VI e VII.
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temperatura: 21º Ç
AT + MgCl? 0,01 M AT + MgClº? 0,02 M

Figura 21: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(machos adultos), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg*: 0,01 M a 20 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 4.0.
Temperatura: 21º C. CEC em 0,5 M
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temperatura: 21º C
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Azul de Toluidina (AT) (controle) AT + MgCl? 0,01 M
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Figura 22: Resposta ao método de CEC (concentração crítica de eletrólitos) na
cromatina dos núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus
(fêmeas adultas), sob diferentes condições de concentrações de cloreto de
magnésio (Mg*: 0,01 M a 20 M) em Azul de Toluidina (AT) a pH 40.
Temperatura: 21º C. CEC em 0,3 M.
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concentração de |Machos|Mac?
con. (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

0,1 M

0,2M

0,3 M

0,4 M

0,5 M

0,6 M

0,7 M

0,8 M

0,9 M

1,0M

11M

1,2M

13M

1,4AM

1,5 M

1,6 M

1,7 M

1,8 M

1,9M

20 M º

Tabela 11:Resumo dos resultados da resposta ao método de CEC, obtidos em núcleos
de túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus (machos e fêmeas), submetidos à
temperatura de 21º C. Soluções de AT com diferentes concentrações de MgCI** (0,01 M
a2,0M).
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
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Temperatu ra ­4º C

1 hora 6 horas

EN IEA DAENENO

AT + MgCl? 0,6 M AT + MeCl? 0,4 M

Temperatura 40º C

1 hora 6 horas 12 horas
premprtnmaat pres mas E Ae 25 ac ra7 gg UPE

F

Mudas ai RA ENTRO

akptcÃo tato vb

Clº 0,6 M AT + MgCl? 04 M

28 SE Sea ETR

IAT + MeCl? AT+ Mo

Figura 23 AB: Resumo dos resultados obtidos com o método de CEC
(Concentração Crítica de Eletrólitos) nos núcleos (setas) dos túbulos de Malpighi
de machos adultos de Rhodnius prolixus submetidos ao choque hipotérmico (A:­
4ºC) e hipertérmico (B: 40ºC), durante diferentes períodos de exposição à essas
situações de estresses (1, 6 e 12 horas). As figuras dos núcleos indicam o ponto
da CEC e a molaridade correspondente da solução de Mg?**.
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Temperatura ­4º C

1 hora 6 horas

À
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AT + MeCl? 0,6 M AT + MeCl? 0,2 M

Temperatura 40º C

6 horas

ntoCA Asnam Ada Vai to do dE

1º 0,4MAT+MgCl: 0,6M ­ —AT+MsgCI? 04M [AT+ MeC

Figura 24 AB: Resumo dos resultados obtidos com o método de CEC
(Concentração Crítica de Eletrólitos) nos núcleos (setas) dos túbulos de Malpighi
de fêmeas adultas de Rhodnius prolixus submetidos ao choque hipotérmico (A:­
4ºC) e hipertérmico (B: 40º C), durante diferentes períodos de exposição à essas
situações de estresses (1, 6 e 12 horas). Às figuras dos núcleos indicam o ponto
da CEC e a molaridade correspondente da solução de Mo”.
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6 horas | 12 horas
iconcentr.de

MgCcr:
40ºC 40ºC

controle (AT]
sem MaCiº**)
0,2 M
0,4 M
0,6 M

0,8 M

1,0M
2,0 M

Tabela 12: Resumo dos resultados obtidos pelo método de CEC, em núcleos dos túbulos
de Malpighi de machos adultos de Rhodnius prolixus submetidos a diferentes
temperaturas (­4ºC e 40ºC) e expostos em diferentes períodos de tempo (1, 6 e 12
horas).
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)
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1 hora 6 horas | 12 horas

concentr. det­4ºC — M40ºC 40ºC H4ºC 40ºC
MgCr*
controle(At e º e o o

sem MgCIº*)
O0,2 M
0,4 M

O,6 M

O0,8 M
1,0M
2,0 M

Tabela 13: Resumo dos resultados obtidos pelo método de CEC, em núcleos dos túbulos
de Malpighi de fêmeas adultas de Rhodnius prolicus submetidas a diferentes
temperaturas (­4ºC e 40ºC) e expostas em diversos períodos de tempo (1, 6 e 12 horas)
Legenda: * Azul (metacromasia)

* Verde (CEC)

Ab
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



co
nc

en
tr

aç
ão

de
M

gC
I (

C
EC

)

1 hora 6 horas

período de tempo

=.

Figura VI: Representação gráfica da resposta ao método de CEC, em núcleos dos
túbulos de Malpighi de machos e fêmeas de Rhodnius prolixus submetidos às
temperaturas de 21ºC e ­4ºC, durante diversos períodos de tempo (1, 6 e 12
horas).
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Figura VIl: Representação gráfica da resposta ao método de CEC, em núcleos
dos túbulos de Malpighi de machos e fêmeas de Rhodnius prolixus submetidos às
temperaturas de 21ºC e 40ºC, durante diversos períodos de tempo (1, 6 e 12
horas).
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4. DISCUSSÃão
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4.1­ Jejum como fator de estresse

4.1,­ Coloração: Orceína lacto­acética

A técnica de coloração pela orceína lacto­acética cora as

proteínas básicas (histonas) ligadas ao DNA tornando possível o estudo da

cromatina. Esta técnica compreende uma reação de acidofilia. Isto é, a orceina é

um corante ácido, com carga negativa (aniônico) que se liga aos substratos

carregados positivamente (catiônicos), como os aminos de resíduos protéicos

(­NH3). Os grupos básicos totais que podem ligar corantes aniônicos são: E­
amino grupos da lisina e hidroxi­lisina, os grupos guanidina da arginina, os

imidazólicos da histidina e os amino terminais que são menos frequentemente
livres (Vidal & Mello, 1987). Portanto, todas as proteínas histônicas ligadas ao

DNA ficam evidenciadas e consequentemente, as regiões de maior compactação

do DNA e maior quantidade das histonas (regiões heterocromáticas) apresentam­
se mais fortemente coradas do que as regiões eucromáticas.

A definição e caracterização geral da  eucromatina e

heterocromatina, vêm sendo objeto de estudo em diversos materiais biológicos,

em termos bioquímicos, biofísicos, citoquímicos e ultra­estruturais. Tais estudos

ganharam impulso a partir de Heitz (1928,­apud Mello,19/8 a, 1983), quando

denominou heterocromatina a cromatina que permanecia condensada durante a

intérfase, corando­se intensamente, como nos cromossomos metafásicos. À

cromatina que se apresentava difusa, não compactada, durante esta mesma fase

do ciclo celular foi denominada, por Heitz, de eucromatina.

A heterocromatina pode ser caracterizada como: baixa atividade de

transcrição (Mello, 1971); notável resistência à hidrólise ácida (Mello, 1979);

metacromasia mesmo após tratamento com RNase (Mello, 1980); alto conteúdo

de DNA em dupla hélice (Vidal & Pimentel, 1980); afinidade por drogas

intercalantes ao DNA, como a hicantona (Simoni & Mello, 1986); alta afinidade
2º
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pela clupeína, um tipo de protamina (Mello, 1985) e falta de atividade ATPásica
dependende de Mg** (Azeredo­Oliveira & Mello, 1986).

O complexo DNA­proteínas, que é fundamental na organização

cromossômica, pode existir em duas conformações distintas, difusa e

condensada. A diferença no estado reflete diferentes níveis de condensação

resultantes da interação do DNA com proteínas cromossômicas ou outras (Wuth,

1985, apud Verma,1988). Estudos autorradiográficos usando uridina marcada

com trítio fornecem evidências convincentes que a síntese do RNA é possível

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 triatomíneos (machos

e fêmeas) da espécie Rhodnius prolixus, alterou a distribuição da cromatina. Nos

insetos alimentados a cromatina apresentou­se uniforme e compactada, e no

decorrer do jejum, foi notada uma crescente descompactação da cromatina, que

deve estar relacionada com a interação do DNA com proteínas básicas e a
síntese de RNA.

A região heterocromática constitutiva difere da eucromatina pela

composição predominante de DNA não codificador e altamente repetido. Ela está

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

estrutural distinta da cromatina como em ambos OS Casos de eucromatina
condensada tecido­específica (somente uma parte da informação disponível no
genoma é expressada) e eucromatina facultativamente heterocromatinizada

(segmentos cromossômicos, cromossomos inteiros, ou algumas vezes conjuntos

cromossômicos, tornam­se inativos e condensados durante o início do

desenvolvimento, permanecendo inativos durante muitas gerações celulares).

Grandes regiõês de cromatina condensada que expõem

propriedades da heterocromatina constitutiva, foram encontrados nos núcleos de

alguns insetos hematófagos, como Triatoma infestans (Mello, 1971, 1975, 1976;

Mello & Vidal, 1977). A heterocromatinização, como foi atribuída representa um

mecanismo de isolamento reprodutivo da espécie (Schreiber et a/., 1972).
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Mudanças nos padrões de heterocromatinização foram observadas

nos túbulos de Malpighi de Triatoma infestans, como uma função do

desenvolvimento ninfal (Mello, 1977).

A heterocromatina de Triatoma infestans e de Panstrongylus
megistus pode descompactar parcialmente os filamentos cromatínicos sob a ação
de íons cúpricos (Kubrusly, 1984; Randi & Mello, 1987) e também sob ação do

jejum (Mello & Raymundo, 1980; Mello, 1983, 1987; Andrade & Mello, 1987).

Alguns núcleos, no entanto, sofrem degeneração e lise em ambas situações

(Kubrusly, 1984; Andrade & Mello, 1987; Mello, 1987).

O jejum parece encontrar­se entre as várias condições de estresse

que induzem a descompactação cromatínica, possivelmente por ativação do

mesmo sistema gênico que responde a choques de temperatura (Atikinson &
Walden, 1985).

Nos insetos triatomíneos, não só a descompactação da

heterocromatina e degeneração de alguns núcleos aparece como resposta ao
estímulo do jejum em células somáticas, como também, processos de fusões
nucleares (Wigglesworth, 1967 a, 1967 b, 1982; Mello & Raymundo, 1987), sendo

que o número de núcleos envolvidos é muito variado e deve representar um

mecanismo de sobrevivência celular em condições matabólicas extremamente

baixas (Wigglesworth, 1967 a; Mello & Vidal, 1979).

Segundo Mello (1989), a mudança no estado de empacotamento da

heterocromatina em resposta ao jejum, deve representar uma tentativa para ativar

genes usualmente silentes.

Através de estudos em microscopia eletrônica, Mello et a/.,1990),

revelaram que, com jejum extremo, as típicas zonas nucleolares, ricas em

grânulos RNAr e que usualmente estão cercadas por cromocentros de Triatoma

infestans são frequentemente substituídas por uma massa de estruturas parecidas

com grânulos pericromáticos relatados em células de rato submetidos ao choque

hipotérmico (Puvion et a/., 1977). De acordo com Monneron e Berhard (1969), os

grânulos pericromáticos são carregadores de RNAm. Considerando que a
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presença desses grânulos não persiste em núcleos de Triatoma infestans

alimentados após o jejum, sua aparência está provavelmente relacionada às

mudanças fisiológicas provocadas pelo jejum, que afetam a heterocromatina

cromocêntrica (Mello et a/., 1989).
Pela observação em microscopia de luz, as células dos túbulos de

Malpighi de Rhodnius prolixus são binucleadas. Embora os túbulos apresentam

um número constante de células, são mais largos no adulto do que em ninfas do

1ºestádio. As células dos túbulos crescem sem divisão e, pelo tamanho

aumentado do núcleo, é provável que seu conteúdo 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 dípteros este fenômeno

está associado com a politenia, enquanto que em hemípteros, a endomitose é

mais frequente (Nur, 1968).

Foi observado, no presente trabalho, através da análise das lâminas

e fotomicrografias, que o estresse alimentar induz fusões nucleares em Rhodnius
prolixus, com maior frequência a partir da terceira semana de jejum.

Através da citofotometria visual e detalhes cariométricos, Mello e

Raymundo (1980), indicaram que fusão nuclear ocorre também nos túbulos de

Malpighi de outro triatomíneo, Pantrongylus megistus, em jejum, aumentando o

grau de ploidia por endomitose.

A intensa heteropicnose exibida pela eucromatina destes núcleos

indicou aos autores que os produtos nucleares como RNA e proteínas não se

alteram durante o jejum em termos quantitativos (Mello, 1975, 1978 b).

De acordo com Palkowitz e Fischer (1968), o tamanho nuclear pode
exceder três vezes o seu valor normal devido ao aumento nos níveis de

hidratação no núcleo, ou inclusão da matriz citoplasmática durante a fusão ou
ambos.

Ainda no presente estudo, a análise estatística dos dados

cariométricos das células dos túbulos de Malpighi de machos e fêmeas 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 áreas nucleares durante o transcorrer dessa
situação de estresse. Os valores mais altos das áreas nucleares foram

encontrados na terceira semana de jejum, tanto em machos como em fêmeas.

Neste período também foi encontrada uma maior heterogeneidade das áreas

nucleares, em ambos os sexos.

Diante destes resultados e com base nas citações anteriores pode

ser sugerido que o jejum induz a descompactação cromatínica ocorrendo assim

uma maior taxa de transcrição de moléculas de RNAm que serão traduzidas em

proteínas específicas (“proteínas de estresse”) e necessárias para a

manutenção celular nessa situação emergencial.

Deve ser considerado também que a fusão nuclear, mais comum na

terceira semana de jejum, provavelmente foi um dos aspectos que também
promoveu, em algumas ocasiões maior aumento da área nuclear. Além disso, nas

mesmas situações de ausência de alimentação, as fêmeas tiveram evidências

significantes de maior. área nuclear quando comparadas com os machos. Em
trabalho anterior (Azeredo­Oliveira, 1990), também foi realizada a cariometria das
células da glândulas salivares e de túbulos de Malpighi de um outro triatomíneo

da espécie Triatoma vitticeps, durante o desenvolvimento (do 3º estádio até a fase

adulta) de machos e fêmeas. Verificou­se naquele estudo que a área média

nuclear das fêmeas foi maior que a dos machos. Como na espécie estudada

(Triatoma vitticeps), as regiões heterocromáticas eram evidentes, também pode

ser constatado que as áreas das regiões heterocromáticas, ao contrário, eram

menores nas fêmeas. Foi sugerido então, que a atividade metabólica nas fêmeas

era maior do que dos machos.

A explicação encontrada para este fato foi que as fêmeas, por terem

um desgaste maior com a atividade reprodutora, teriam necessidades

transcricionais maiores que os machos. As áreas heterocromáticas menores nas

fêmeas refletiam também, indiretamente , esse fenômeno pois, essas regiões, na

maior parte dos exemplos da literatura, são genicamente inativas.

=
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A espécie em estudo, Rhodnius prolixus, não apresenta área
heterocromática visível nos núcleos das células das fêmeas. Os machos possuem

apenas um pequeno corpúsculo heterocromático em seus núcleos. Portanto,

apesar dos dados cariométricos aqui apresentados referirem­se apenas às
regiões eucromáticas, pode ser constatado que eles corroboram a explicação da
maior atividade metabólica das células das fêmeas.

4.1,­Coloração:Impregnação por íons prata

Os núcleos das células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius prolixus

(machos e fêmeas) submetidos ao estresse alimentar, apresentaram uma

coloração diferencial nos corpúsculos nucleolares pelos íons prata.

Essa impregnação diferencial pela prata foi observada com maior

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

jejum, a impregnação pela prata foi total, ou seja, não foi possível distingúir
regiões intensamente coradas das regiões menos coradas. Este fato deve estar

associado à descondensação da cromatina do DNAr, em uma tentativa para

aumentar a transcrição de RNAr e consequentemente a síntese proteica, devido à

baixa taxa metabólica provocada pelo estresse.

Em um prévio trabalho (Medina et a/., 1983), foi apontado que a

RON, corada pela prata, no primeiro momento de atividade deve estar associada

primeiro com a descondensação da cromatina DNAr e depois com a atividade
transcricional.

Foi relatado a redução da densidade dos grânulos de prata nos

componentes fibrilares densos. Entretanto, uma comparação com o tamanho das

áreas coradas pela prata, nos leva a postular que nem todos os componentes

estão cobertos por grânulos (Fernández­Gómez et a/.,1983; Medina et a/.,1983).

Dentro dos componentes fibrilares densos, há áreas de dois tipos: algumas delas,

de pequeno tamanho, são uniformemente cobertas por­ grânulos; outras, de
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grande tamanho, mostram distribuição irregular dos grânulos. O conhecimento da
estrutura nucleolar leva os autores a identificar essas duas classes de centros

fibrilares como tipos homogêneos e heterogêneos, respectivamente (Risuefo et

al. 1982). Os espaços distribuídos nos grânulos de prata correspondem à
cromatina condensada.

Durante a mitose, as RONs cromossômicas são coradas. Entretanto,

a distribuição dos grânulos de prata novamente é desigual. Isto corresponde a

estrutura heterogênea da RON observada após coloração convencional, o mesmo

ocorre com os centros fibrilares heterogêneos na intérfase, com inclusões de
cromatina condensada e fibras de cromatina descondensada.

Achados citológicos e bioquímicos (Lischwe et a/., 1979), descrevem
duas proteínas nucleolares coradas pela prata, C23 (nucleolina) e B23

(numatrina). Destas, somente C23 está associada com DNAr (Olson et a/., 1983),
sugerindo ser a “verdadeira"proteína "Ag­Nor"(Ochs & Busch, 1984).

O padrão de coloração pela prata sugere que duas proteínas são
responsáveis pela impregnação nucleolar; uma delas indica a presença de
cromatina RON descondensada, a outra, a localização de pré­precursores
ribossomais.

Achados citológicos junto com a literatura, sustentam a idéia que

proteínas coradas pela prata estão associadas com duas funções nucleolares; o

processo de decondensação cromatínica do DNAr, necessário, mas nem sempre

envolvendo a transcrição, e processos iniciais de pré­RNAr.

Alguns resultados relataram que a nucleolina (C23) liga­se

fortemente à histona H,, e sugere entretanto que, a nucleolina induz a

descondensação cromatínica pelo deslocamento do domínio na ligação de H,. De
fato, uma vez foi mostrado que a parte terminal COOH' da H, é primeiramente
responsável pelo forte dobramento da cromatina (Allan et a/.,1986), deve ser

suficiente para a nucleolina enfraquecer a interação entre o domínio e a ligação

do nucleossomo na sequência, para realizar a descondensação da cromatina. À

fosforilação da nucleolina pode ter um importante papel na interação, desde então
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parece que a desfosforilação da nucleolina induz a ligação com H,. Além disso, a

nucleolina, que tem forte afinidade pela H,, também contém sítios de fosforilação

(Allan et a/., 1986).
Foi relatado também que a nucleolina pode modificar a estrutura da

cromatina nucleolar. Esta função está relacionada com a identificação de dois
domínios na sequência da nucleolina: o domínio carboxila terminal, homólogo às

proteínas ligadas ao RNA (Bugler et a/., 1987), e domínio N­terminal homólogo às

proteinas HMG (Lapeyre et a/.,1987). Estes achados podem explicar como a

nucleolina pode influenciar o equilíbrio entre a atividade e a inatividade da
cromatina nucleolar.

Nos núcleos dos insetos alimentados, estudados no presente

trabalho, os corpúsculos nucleolares encontravam­se separados, e no mínimo

cinco corpúsculos nucleolares eram visualizados por núcleo. Esses corpúsculos

nucleolares, no decorrer do jejum apresentaram­se fusionados, com alterações

morfológicas. Esse fato pode ser associado com um mecanismo nuclear de
compensação para suprir a taxa metabólica baixa, como consequência do
estresse.

Um ilustrativo exemplo estudado em detalhes é o dos linfócitos do

sangue periférico, no estado ativo e inativo, estimulado in vitro pela

fitohemaglutinina (PHA) (Petrzelka & Schroeder, 1979). Os linfócitos não

estimulados são células pequenas, com núcleos densamente empacotados que
usualmente contém um ou raramente dois pequenos nucléolos. Poucas horas

após a ativação, as células começam a se transformar em grandes linfócitos. A

primeira mudança morfológica do nucléolo, que na maioria dos casos é ainda

simples, é um aumento no tamanho e uma transformação no seu interior com
nucleolonema. O material do centro fibrilar (CF) está escasso, o centro fibrilar

denso (CFD) está desenvolvido em uma grande rede, e o componente granular
(CG) não está desenvolvido em nenhuma grande extensão. Medidas de volume

de várias seções revelam que durante este estágio, CFD sofreu grande aumento

(Hozak et a/., 1986, 1989). Com maior ativação, vários nucléolos desenvolvem­se
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e tornam­se compactos, contendo primeiramente poucos CFs grandes e mais

tarde muitos CFs pequenos, circundados por CFD que também forma uma

interconexão em rede entre os CFs. Nas regiões periféricas do nucléolo, uma

grande zona de CG desenvolve­se e todos os componentes do nucléolo
aumentam de volume.

Algumas outras observações indicam que quando as células são

ativadas, as RONs também são, mesmo estando previamente inativas. Foi

mostrado que toda RON, em menor grupo de genes repetidos tornam­se

desligados, um fato que deve ser considerado quando mecanismos de ativação

de genes do RNAr são estudados. Segundo Vidal & Mello (1987), a sobrecarga

funcional de alguma organelas citoplasmáticas influencia a área do nucléolo;

quanto maior a sobrecarga das organelas citoplasmáticas, maior a área nucleolar.

Seguindo esse mesmo raciocínio pode ser também relacionado a

maior área nuclear com maior atividade de transcrição e portanto de sobrecarga

funcional. Existe então uma correlação direta entre a maior atividade nuclear e
maior atividade citoplasmática, o que pode ser verificado com a correlação linear
encontrada entre as áreas nucleares e nucleolares.

Foi verificado também que a área nucleolar aumentou

significantemente ao longo do período de jejum e especialmente na terceira

semana sem alimentação, nos machos e nas fêmeas. Esse aspecto

provavelmente indica uma maior atividade sintética neste período, seguido por

uma etapa refratária na quarta semana de jejum.

Ainda ficou constatado que insetos adultos machos da espécie

Rhodnius prolixus possuem áreas nucleolares maiores que as das fêmeas, em

todas as situações estudadas. Esta revelação estatística contradiz, em parte, os

dados obtidos através da técnica de coloração com orceína lacto­acética.

Portanto, a afirmação de que as células das fêmeas possuem um metabolismo

mais ativo, não pode ser totalmente constatado, já que a área nucleolar maior

encontrada nos machos reflete também uma maior atividade sintética.
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Os triatomíneos do presente trabalho (Rhodnius prolixus) que foram
realimentados após um período de 30 dias de jejum, não apresentaram uma total

recuperação da morfologia nucleolar.

Esses insetos realimentados apresentaram núcleos com corpúsculos

nucleolares parcialmente fusionados. Em machos, foi possível observar a
impregnação diferencial pela prata; no entanto, em fêmeas, os corpúsculos

nucleolares foram totalmente impregnados pela prata. Este fato pode estar

associado com uma alteração mais drástica nos núcleos das células dos túbulos

de Malpighi das fêmeas em relação aos machos.

Os dados estatísticos da cariometria revelaram que houve uma

correlação linear entre a área nuclear e a área nucleolar ou seja, o aumento da

área nucleolar foi sempre acompanhado pela área nuclear. Esta correlação foi

positiva e relativamente alta em todas as situações de alimentação, em insetos
machos e fêmeas, exceto na condição de fêmeas recém­alimentadas.

Azeredo­Oliveira (1990) constatou que as áreas médias nucleares e
nucleolares dos túbulos de Malpighi de indivíduos machos e fêmeas de Triatoma
vitticeps em desenvolvimento, são inversamente proporcionais entre o 3º e 4º
estádios, com aumento acentuado da área nuclear e redução da área nucleolar.
Porém, ambas aumentam entre o 4º e o 5º estádios, embora em níveis diferentes

(muito mais acentadamente a área nucleolar). Do 5º estádio para a fase adulta,

nas fêmeas, ambas áreas aumentam, sendo o aumento da área nucleolar mais

acentuado que o da área nucleolar. No mesmo período dos machos, porém, a

área nuclear mostra drástica redução enquanto a área nucleolar apresenta
aumento.

Nanya e Bicudo (1995), estudaram as áreas nucleolares de tecido

adiposo em cinco estágios de desenvolvimento de Drosophila mulleri. Dados

deste trabalho revelaram variações das áreas nucleolares em machos e fêmeas,

onde nas fêmeas as áreas nucleolares foram acentuadamente maiores que nos

machos nos estágios analisados. Esses resultados estão relacionados com a

síntese proteica nas células adiposas, indicando que.­áreas nucleolares são
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maiores nos estádios de alta síntese proteica e menores quando os níveis de
síntese diminuem.

Na literatura, mecanismos regulatórios decrevem que a produção de
RNAr, pode ativar em várias situações, diferentes números de cístron de DNAr.
Frequentemente, tais variações na produção do RNAr e ribossomos estão

relacionadas à variação de número e tamanho nucleolar (Nanya & Bicudo, 1995).

4.13.Concentração Crítica de Eletrólitos (CEC) para Complexos DNA­proteína

Complexos DNA­proteína in vitro e in situ, se corados com soluções

de Azul de Toluidina (AT) contendo concentrações crescentes de Mg”* ou Ca**,
mostram abolição da metacromasiaem uma certa concentração, em molaridade,
do cátion inorgânico. Esse fenômeno é chamado de concentração crítica de

eletrólitos (CEC) e é aplicado em estudos decomplexos DNA­ e RNA­proteínas
em associação com diferentes estados de supraorganização da cromatina (Vidal

& Mello, 1989; Mello et a/., 1993; Mello & Falco, 1996).
A competição de A.T. e Mo** para a ligação nos sítios do substrato

diferem, quando se compara heterocromatina e eucromatina, núcleos de

espermatozóides entre diferentes espécies animais, pufes de DNA e RNA com

heterocromatina e bandas dos cromossomos politênicos, e os mesmos núcleos

sobre diferentes condições fisiológicas ou desenvolvimento (Mello & Vidal, 1989;

Monteiro, 1993; Mello & Falco, 1996).

A primeira evidência da possibilidade de aplicação do conceito de

CEC para a cromatina com o corante A.T. apareceu no trabalho de Vidal (1979),

quando estudava cromossomos politênicos de glândulas salivares de Trichosia

pubescens, e observou a abolição da metacromasia em cromossomos tratados

com uma solução deste corante contendo altas concentrações 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 organização destes complexos nucleoproteicos e com sua
variação em grupos fosfatos disponíveis à ligação, seja com o corante, seja com
os cátions. Por outro lado, em experimentos in situ, Mello & Vidal (1987),

encontraram diferenças no valor de CEC entre heterocromatina e eucromatina de

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

é tratado com íons cúpricos (Randi & Mello, 1987).

O método de CEC é vantajoso para estudos da cromatina na

interação DNA­proteína in situ. Esta conclusão, está de acordo que diferentes
valores de CEC detectados in situ em diferentes tipos de cromatina. Na

heterocromatina (cromatina condensada não 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 iguala­se 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 período de estresse aumentou, sendo que na última semana de jejum, o

valor da CEC atingiu 0,2 M. Em fêmeas, o estresse alimentar foi menos drástico,

sendo que o valor de CEC em insetos alimentados atingiu O0,3M, e na última

semana de jejum, a CEC atingiu 0,2M.

Pode ser sugerido que o estresse provocado pela ausência de

alimentação cause uma maior descompactação da cromatina, levando a uma

maior liberação dos grupos fosfatos dos ácidos nucleicos disponíveis. Dessa

forma, uma solução contendo uma menor concentração de Cloreto de Magnésio

poderá abolir a metacromasia mais facilmente, pois os íons catiônicos existentes

na solução são suficientes para ligarem­se aos substratos aniônicos dos ácidos

nucleicos levando à coloração esverdeada da cromatina. Aparentemente, os

a
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núcleos dos insetos machos apresentam uma maior compactação da cromatina

do que as fêmeas.

Segundo Amaral (1988), o decréscimo dos valores de CEC pode

indicar uma certa descompactação cromatínica, que talvez pudesse se
manisfestar apenas em atividades metabólicas extremamente baixas, como

resposta ao estresse (Amaral, 1988). Os resultados destas situações in situ,

entretanto, esclarecem não somente em termos das diferenças de disponibilidade

dos fosfatos de DNA para ligação do corante ou Mg”?, mas também em termos da
concentração de DNA afetado pelo estado de compactação da cromatina.

Os valores de CEC da heterocromatina diferem daqueles da

eucromatina, em condições de nutrição e são diferentemente afetados pelo jejum

e realimentação. Isto é explicado pelas diferenças na composição e estrutura da

cromatina, quando considera­se hetero­e eucromatina de diferentes espécies e a

resposta a estes tipos de cromatina ao jejum (Amaral, 1988).

Em insetos Rhodnius prolixus, a heterocromatina é pouco
visualizada, em relação as outras espécies de triatomíneos como Triatoma
infestans. Desse modo, não foi possível analisar a CEC diferencial entre
heterocromatina e eucromatina nestes insetos.

A ocorrência da descompactação cromatínica em núcleos tratados

apenas com A.T. em pH 4,0, foi ilustrada observando­se a metacromasia. Em

indivíduos alimentados, a metacromasia apresentou­se na coloração azul; a

medida que o estresse desenvolveu­se, a coloração observada foi violeta. Isso

indica que como consequência da descompactação cromatínica, ocorre maior

liberação do substrato aniônico (grupos fosfatos), assim as moléculas do corante

ligam­se a esse substrato na forma de trímeros ou tetrâmeros, promovendo um

abaixamento do comprimento de onda e consequentemente um hipocromismo.

Nos insetos Rhodnius prolixus, machos, que após 30 dias de jejum

foram realimentados, foram observadas alterações no valor da CEC, mostrando

um valor mais alto do que o atingido na 4º semana de jejum. Essa alteração deve

­—”
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indicar um aumento no grau de empacotamento da cromatina, uma vez que são
retomadas as condições normais do metabolismo do núcleo.

Em fêmeas realimentadas após 30 dias de jejum, o valor da CEC, em
contraste com o valor encontrado em machos, diminuiu em relação à 4º semana

de jejum. Pode ser deduzido que os núcleos das células das fêmeas sofreram
mais alterações metabólicas com o estresse, não sendo observada mudança no

empacotamento da cromatina.

Portanto, os núcleos das células dos túbulos de Malpighi dos

triatomíneos realimentados após um período de 30 dias de jejum alcançaram a

CEC com baixas concentrações de Cloreto de Magnésio na solução de Azul de

Toluidina. Estes resultados indicam que não há um retorno imediato do nível de

compactação dos nucleofilamentos após uma situação de estresse que leva à

descondensação cromatínica.

4.131. Variante da CEC para Complexos RNA­proteína: Nucléolo
e RNA citoplasmático

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

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

Mg” não é simultâneo mas segue­se a coloração com AT. (Mello et a/.,1993).
Sobre estas condições, enquanto o DNA cora­se em verde, o RNA permanece

metacromático, seguindo discriminação diferencial do RNAr, localização e

evidência de detalhes supraestruturais dos nucléolos e o acompanhamento do

RNA durante a divisão celular (Mello et a/.,1993; Mello, 1995). Adicionalmente,

este método está sendo proposto como simples e usual para identificação de

células apoptóticas, onde a cromatina cora­se em verde (DNA) e a presença de

RNA nos corpos apoptóticos é representada pela cor violeta (Vidal et a/., 1996).

A visualização do nucléolo em soluções de A.T. é frequentemente

impedida pela forte afinidade das moléculas do corante no DNA. Isto faz com que

em preparações de alguns materiais não submetidos a digestão enzimática, o
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nucléolo não poderá ser distinguido das áreas heterocromáticas (Mello et al,

1993)

No trabalho de Mello ef a/., (1993), em algumas preparações, após a

coloração com A.T., seguiu­se o tratamento com íons Mg”, onde o nucléolo é
facilmente detectado, devido à concentração suficiente do Mg” para abolir a
metacromasia do DNA. Foi observado que a metacromasia do RNA é mantida em

concentrações mais altas de Mg”, do que aquelas requeridas para obtenção dos
valores de CEC de DNA ou complexos DNA/proteina. Esta observação está de

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

cátions inorgânicos foram utilizados. As concentrações de Mg** mais adequadas
para visualização do nucléolo nos materiais estudados são 0,03­0,05 M. Nestas

circunstâncias, o pico de absorção espectral foi de 4=5/0 nm e 610 nm em

nucléolo de A/lium cepa e cromatina, respectivamente.
Esta técnica razoavelmente simples não somente permite a

identificação 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,

que não são distingúidos em poucos nucléolos discriminados com a coloração de
A.T. Os detalhes dessas subestruturas foram descritos somente com a técnica de

impregnação pelos íons prata, onde foi realizado o acompanhamento da

distribuição dos componentes nucleolares como função da fisiologia celular

(Fernández­Gomez et al,1972;: Fernández­Gomez et a/,1983; Stockert et

al. 1969).
Essa técnica foi aplicada nos núcleos das células dos túbulos de

Malpighi de Rhodnius prolixus, machos e fêmeas, alimentados e submetidos ao
estresse alimentar.

Os complexos ribonucleoproteicos (nucléolos) foram evidenciados

nos núcleos dos insetos alimentados (machos e fêmeas), após 15 minutos de

exposição a solução extratora de Cloreto de Magnésio a 0,05 M. Os núcleos dos
insetos submetidos ao maior tempo de jejum (28 dias) tiveram os corpúsculos
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nucleolares visíveis (metacromáticos) com menor tempo de exposição à solução
de Cloreto de Magnésio (machos: 3 minutos; fêmeas: 7 minutos). Pode ser

sugerido que a cromatina mais descompactada dos núcleos dos insetos em jejum,

tenha sua metacromasia abolida mais facilmente do que as dos núcleos normais.
Portanto, enquanto a metacromasia do DNA é abolida, a

metacromasia do RNA é bem discriminada. Este fenômeno ocorre mais

rapidamente nos núcleos submetidos ao estresse de ausência de alimentação.

Os insetos (machos e fêmeas) realimentados após o período de 30

dias de jejum tiveram os corpúsculos nucleolares evidenciados (metacromasia do

RNA) após poucos minutos de exposição à solução de Mg? (5 minutos). Este
resultado confirma que a cromatina descompactada após o estresse do jejum, não

retorna à condição normal e dessa forma a metacromasia do DNA é abolida mais

rapidamente. No entanto, a melhor visualização dos corpúsculos nucleolares foi
constatada no período de 15 minutos de exposição à solução de Cloreto de

Magnésio.
o

Através dessa técnica variante da CEC, foi possível confirmar os
dados observados na impregnação pelos fons prata, onde ocorreu fusão dos
corpúsculos nucleolares no desenvolvimento do estresse alimentar, em alguns

núcleos analisados. No entanto, os corpúsculos nucleolares impregnados pela

prata apresentaram uma área aparentemente maior em relação aqueles

evidenciados pelo método de CEC. Este fato deve estar relacionado com a
impregnação dos fons prata nas proteínas nucleolares, enquanto que no método

de CEC, apenas o RNA citoplasmático é evidenciado.
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4.2­ Temperatura como fator de estresse

4.2,­ Coloração: Impregnação por íons prata

Choques hipotérmicos (­4ºC) e choques hipertérmicos (40ºC),

afetaram os fenótipos nucleares de Rhodnius prolixus (machos e fêmeas).

Na literatura já foi verificada que alterações significantes afetam

parte da população nuclear ocorridas em células epiteliais dos túbulos de

Malpighi de Triatoma infestans. Os fenótipos nucleares que foram observados

predominantemente ou exclusivamente em espécies submetidas aos choques
hipo e hipertérmicos, foram relatados em ninfas submetidas a outras condições de

estresse, tais como ação de metais pesados, radiação gama e longos períodos de
jejum (Mello, 1983/1989; Kubrusly, 1984: Álvares­Garcia, 1988). Estas
observações sustentam a idéia que diferentes estressores podem induzir a
resposta ao choque térmico (Hightower et a/., 1985; Schlesinger, 1985).

Nos insetos Rhodnius prolixus, aqui estudados, o choque
hipertérmico afetou mais drasticamente os núcleos das células dos túbulos de

Malpighi do que o choque hipotérmico, em períodos de tempo correspondentes a

1 hora, 6 horas e 12 horas.
|

As alterações nucleares foram representadas pelas fusões dos

corpúsculos nucleolares, aumento da poliploidia, e impregnação diferencial pelos

íons prata.

Como observado anteriormente no estresse alimentar, os núcleos

das células das fêmeas foram mais alterados do que os núcleos dos machos.

No choque hipertérmico, foram notadas fusões de corpúsculos
nucleolares mais acentuadas e endomitose. As fusões nucleolares iniciaram­se

após 6 horas de exposição ao choque hipertérmico, não ocorrendo no choque

hipotérmico no mesmo período, exceto em fêmeas, onde as alterações foram mais
drásticas.
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As fusões nucleolares foram mais acentuadas nos períodos mais
prolongados de exposição aos choques de temperatura (12 horas), em machos e

fêmeas da espécie analisada.

A reunião dos corpúsculos nucleolares induzida pelas alterações
drásticas de temperatura, talvez possa refletir uma necessidade metabólica

celular para uma mais rápida transcrição de moléculas de RNAs ribossômicos.

Essa demanda transcricional deve estar ligada a indução da síntese de proteínas

de estresse que serão importantes para manter a taxa de sobrevivência dos
insetos.

Este fenômeno possivelmente desencadeia um aumento da

atividade transcritiva pós­choque, permitindo não só a recuperação das atividades

celulares normais, mas também estimulando o metabolismo, como em outros

casos já relatados de resposta ao choque hipertérmico (Atikinson & Walden,

1985).

A origem do núcleo poliplóide sem nenhuma elaboração do fuso,
citocinese ou ruptura da membrana nuclear, foi primeiramente descrito em Gerris
laterallis e outros heterópteros ( Geitler, 1938, 1939 ab). Este achado tem sido
mostrado em vários grupos.

Poliploidia em células com atividade aumentada pode refletir, como

em outros casos, a grande demanda para produção de RNAs pelas células. É um
processo adaptativo em que as células economizam tempo fisiológico e síntese

protéica, isto é, não havendo a formação do aparelho mitótico e membrana

nuclear necessários para uma divisão somática (Mello & Raymundo, 1980).

Poliploidia somática deve ser funcionalmente comparada aos

cromossomos politênicos e plumosos, uma vez que a poliploidia em células de

grande atividade funcional deve refletir, como em outros casos, no aumento da

demanda da produção de RNA por todas as células (Simões, 1967).

As células dos túbulos de Malpighi de Rhodnius possuem dois

núcleos e esses são normalmente poliplóides. As células desses órgãos não se

dividem e o número de células em um túbulo permanece constante embora os
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túbulos sejam maiores nos adultos do que no primeiro estádio. Pelo tamanho
aumentado do núcleo nos diferentes estádios, é provável que o conteúdo de DNA

aumente e neste caso, por endomitose (Nur, 1968). Segundo Pearson (1974),

essa forma de crescimento não é perturbada pela divisão celular e ainda o
aumento do tamanho celular pode ser igualado por aumentos apropriados no
conteúdo de DNA. Segundo Maddrell et a/ii (1985), pelo menos em Rhodnius

(triatomíneo), está claro que mesmo quando ocorre a replicação do DNA, a ação

normal do túbulo não é afetada, como observaram os autores pelas taxas de

secreção e excreção do fluido. De fato, a produção de precursores ribossômicos

parece ser interrompida pela replicação do DNA durante um curto período de

tempo. Os nucléolos são proeminentes nas células dos túbulos de Rhodnius

exatamente antes dos cromossomos se condensarem e se dividirem, e

reaparecem após um dia. Segundo os autores, provavelmente os ribossomos e o

RNAm, produzidos no período antes da divisão dos cromossomos, persistem

tempo suficiente no citoplasma para permitir a função normal da célula durante a
replicação do DNA, condensação cromossômica e subsequente expansão.

Mello e Lima (1978), observaram que o tamanho nuclear aumenta
nos túbulos de Rhodnius prolixus durante o desenvolvimento larval, numa

proporção que excede ao aumento do conteúdo de DNA. De acordo com esses

autores essas observações concordam com os padrões cariométricos de outro

triatomíneo (T.infestans) observados por Mello (1971) e foram atribuídas, segundo

revisão da autora, ao conteúdo de proteínas não histônicas e/ou ao transporte do

RNA do núcleo ao citoplasma, que varia em função da expressão gênica.

A observação no presente estudo de núcleos altamente poliplóides,

com grande número de corpúsculos nucleolares, pode ser explicada também pela

brusca alteração do metabolismo do inseto, induzida pelos choques térmicos. A

resposta a esses estresses leva ao aumento dos componentes nucleoprotéicos
com a finalidade de maior transcrição de RNAr e consequentemente de síntese de

“proteínas termoprotetoras"”. Como já mencionado anteriormente, esse mecanismo
PE
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leva a manutenção da taxa de sobrevivência dos triatomíneos após os choques
térmicos.

A impregnação diferencial pelos íons prata encontrada nos

corpúsculos nucleolares dos núcleos dos túbulos de Malpighi dos indivíduos
submetidos aos estresses térmicos, refletem em parte o mecanismo da coloração
e a atividade celular.

Como já relatado, nesta técnica os componentes que se coram pela

prata são as proteínas não histônicas (acídicas) representadas especificamente

pelas proteínas C23 e B23, que se acumulam em torno das RONs ou nos

nucléolos. Estudos de híbridos celulares somáticos homemf/rato indicaram que

somente as regiões que produzem RNAr e presumivelmente tenham funcionado

como RON na intérfase precedente, coram­se pela prata. A aplicação da técnica

aos cromossomos de ovócito de grilo levou à mesma conclusão, sugerindo que a
prata liga­se às proteínas que se associam rapidamente ao RNAr logo após sua
transcrição (Bicudo, 1979 apud Azeredo­Oliveira, 1990). Entretanto, outros
trabalhos tem colocado em dúvida essas indicações como Clavaguera et a/.
(1983, 1984). Conforme o primeiro desses trabalhos, baseado na afinidade dos
íons prata pelos diferentes constituintes da cromatina (DNA, RNA, histonas,

proteínas não­histônicas totais), a colorabilidade das RONs pelos mesmos não

pode ser atribuída a um componente isolado da cromatina pois, todos eles se

ligam a esses íons, sendo a ligação mais forte com 'o .DNA. A utilização de
enzimas proteolíticas e nucleases, no segundo trabalho, não impediu a coloração

das RONs. Ambos os resultados levaram os autores a sugerir que a coloração

diferencial das RONs pela prata está relacionada com a descondensação
diferencial da cromatina.

Portanto, podemos atribuir essas duas explicações à impregnação

não homogênea dos fons prata nos corpúsculos nucleolares, isto é, apenas as

regiões ativas e descondensadas da cromatina (DNAr) é que ficam mais

evidentes. Tanto a descondensação diferencial da cromatina como a atividade

transcricional são induzidas pelos choques hipo e hipertérmicos.
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Além disso, em baixas temperaturas, os componentes nucleolares
distribuem­se diferentemente como já verificado por Jordan et a/. (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, após a germinação, as raízes mostram

um período de rápida divisão celular e crescimento. Seguindo a germinação, o

volume nucleolar das células meristemáticas aumenta progressivamente em todas

as temperaturas estudadas e os estágios iniciais foram acompanhados de um

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

crescimento a 5ºC pode causar um acúmulo de partículas pré­ribossômicas

através do efeito de baixa temperatura sobre alguma etapa do processamento
que possui alta ativação da energia. Os resultados morfométricos mostraram um

aumento do componente granular, demonstrando, possivelmente um efeito da

temperatura sobre o processamento. Os 2âutores concluíram através dos
resultados, que essas mudanças quantitativas do nucléolo, relacionam­se à
regulação dos processos que ocorrem nessa organela.

Fakan e Hernandez­Verdum (1986), relacionaram formato nucleolar

variável com variações da atividade transcricional dessa organela, de acordo com
a fase do desenvolvimento do inseto e/ou ritmo circadiano. Sobre esse aspecto no

presente estudo, poderíamos acrescentar mais uma justificativa para a alteração

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

4.2:­ Concentração Crítica de Eletrólitos (CEC)

Os triatomíneos, Rhodnius prolixus, submetidos à temperatura de

21ºC, tiveram valores de CEC correspondentes à 0,5 M e 0,3 M, em machos e em
fêmeas, respectivamente.
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Esses valores de CEC indicam que nas fêmeas o grau de

descompactação cromatínica é maior, talvez provocado por uma alteração no

metabolismo referente à produção de ovos ou desenvolvimento embrionário, já

que todas as fêmeas dissecadas, apresentavam ovos em desenvolvimento.
As fêmeas adultas teriam assim, um maior requerimento de síntese

do que os machos. Esse fato foi também verificado nas fêmeas adultas de
Triatoma vitticeps, através de estudos de cariometria nos túbulos de Malpighi e

glândulas salivares (Azeredo­Oliveira, 1992).

Insetos machos submetidos à temperatura de 40ºC e ­4ºC, durante
o período de 1 hora, 6 horas e 12 horas, apresentaram alterações nos valores de
CEC.

Na temperatura de 4ºC, o valor de CEC em machos aumentou em
relação a temperatura de 21º C, no período de 1 hora de exposição (0,5M à 21ºC

e 0,6M à ­4ºC),decresceu no período de 6 horas (atingindo o valor de 0,AM) e
permaneceu constante após 12 horas de exposição. Em fêmeas, o valor de CEC

decresceu após 12 horas de exposição à temperatura de 4ºC (0,2M). Esses
valores indicam que o choque hipotérmico afetou mais rapidamente o grau de
descompactação da cromatina em machos do que nas fêmeas. No entanto, nas

fêmeas, a CEC atingiu valores menores (0,2 M) do que nos machos.

No início da exposição dos núcleos aos dois choques térmicos

(­4ºC; 40ºC), no período de 1 hora, a cromatina apresentou abolição da

metacromasia (cor verde) com a concentração de Mg” 0,6 M em todas as
situações. Sugere­se que, no início dos estresses por alteração de temperatura,
ocorra uma maior compactação dos nucleofilementos em resposta ao primeiro

contato com as alterações bruscas de temperatura.

No choque hipertérmico (40º C), os valores de CEC em machos

decresceram com 12 horas de exposição, atingindo o mesmo valor que em

fêmeas. Esse fato, mostra que a temperatura alta é um fator mais estressante

para as fêmeas do que para os machos, indicando uma possível descompactação
cromatínica em maior grau nas fêmeas. ­
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Tanto no choque hipotérmico (­4ºC)como no hipertérmico (40º), os
núcleos dos insetos (machos e fêmeas) tiveram o ponto de CEC atingido com

menor concentração de Cloreto de Magnésio, quando o tempo de exposição foi

maior (12 horas). Portanto, houve uma descompactação da cromatina ao longo
dos períodos de exposição aos estresses, levando à abolição da metacromasia
dos complexos DNA­proteínas.

Pode­se concluir que as temperaturas mais altas afetam mais

drasticamente machos e fêmeas do que temperaturas mais baixas. Esse fato pode

estar associado às proteínas de estresse (hsp), que devem se tornar ativas nas

temperaturas mais altas.

De acordo com Southagate et a/. (1985), a presença das proteínas
hsp certamente participa de uma parte da taxa de sobrevivência do inseto sob
condições hipertérmicas.

|

Com relação ao choque hipotérmico não há relato de que o mesmo

induza a síntese de proteínas de estresse, como no caso do choque hipertérmico.
Isto, porém, não é descartado, desde que o estresse produzido possa induzir a
presença de proteínas desnaturadas e/ou anormais, que sejam como tal
reconhecidas pela célula e desencadeiam uma resposta típica como aquela

esperada de um choque hipertérmico (Ananthan et a/.,1986; Edington et al,

1989).
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5. Conclusões
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Os núcleos das células dos túbulos de Malpighi de machos e fêmeas
de Rhodnius prolixus apresentaram várias alterações durante os dois tipos de

estresses estudados no presente trabalho observadas através das diferentes

técnicas citológicas:

5.1­ Ausência de Alimentação

1­ Diferentes fenótipos de distribuição da cromatina e do nucléolo; irregularidade

no contorno nuclear; fusão nuclear e nucleolar.

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

3­ Descompactação gradual da cromatina ao longo do jejum e constatação da

maior compactação dos núcleos dos machos.

4­ Após a situação de realimentaçãào de insetos em jejum prolongado, não ocorre
um retorno imediato do nível de compactação,dos nucleofilamentos.
5­ A abolição da metacromasia dos complexos DNA/proteínas e discriminação da
metacromasia do DNA nucleolar, ocorrem rapidamente, e com menor

concentração de íons catiônicos (Mg**) induzidos pelo jejum.

5.2­ Alteração de temperatura (choques hipo e hipertérmicos)

1­ Fusão nucleolar verificada nos núcleos expostos tanto a 40ºC como a ­4ºC, e
mais acentuadamente nos períodos mais prolongados de exposição aos choques

térmicos.
2­ Aumento da ocorrência de núcleos poliptlóides e dos corpúsculos nucleolares

durante o choque hipertérmico, com 12 horas de exposição.

3­ Impregnação não homogênea dos íons prata nos corpúsculos nucleolares

indicando descondensação diferencial dos nucleofilamentos da região da
cromatina portadora de DNAr e variação da atividade transcricional.

=
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4­ Compactação dos nucleofilamentos no início da exposição aos dois tipos de

choques térmicos (1 hora) e posterior descompactação ao longo dos períodos de

exposição mais prolongados (6 e 12 horas). Este fenômeno foi verificado pela

abolição da metacromasia dos complexos DNA­proteinas em menores
concentrações de íons catiônicos (MgCI*?*).
5­ Alteração mais drástica da cromatina dos núcleos dos indivíduos expostos ao

choque hipertérmico (40º).

Nos dois tipos de estresses estudados pode ser verificado,
indiretamente, que ocorrem mecanismos metabólicos nucleares que levam à
síntese de “proteínas de estresses” necessária para a proteção e manutenção da
célula.

Esses mecanismos envolvem basicamente a alteração da

distribuição da cromatina e nucléolo; aumento das áreas nucleares e nucleolares
e descompactação da cromatina ao longo das situações de estresse,
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6. Resumo
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O presente trabalho estudou as alterações nos núcleos das células

dos túbulos de Malpighi do triatomíneo Rhodnius prolixus, frente aos estresses
provocados pelo jejum alimentar e exposição à choques de temperatura
(hipotérmicos e hipertérmicos).

Neste trabalho foi observado, através de diferentes técnicas

citológicas que o estresse alimentar afeta mais drasticamente indivíduos que

permaneceram 21 dias em jejum, tanto em machos como nas fêmeas.

Essas alterações foram visualizadas, utilizando­se a coloração pela

orceína lacto­acética, que cora proteínas totais ligadas ao DNA (reação de

acidofilia) e impregnação pelos íons prata, responsável pela coloração das
proteínas presentes nos corpúsculos' nucleolares, a nucleolina (C23), e a
numatrina (B23) (reação de acidofilia).

As alterações mais comumente observadas no estresse alimentar
referem­se às mudanças na distribuição da cromatina; aumento das áreas
nucleares e nucleolares; núcleos com contorno irregular e fusão dos corpúsculos
nucleolares. Essas alterações foram acentuadas no decorrer do jejum.

Através do método de Concentração Crítica de Eletrólitos, que se

utiliza de solução de Azul de Toluídina (AT) com tampão Macllvaine e diferentes

concentrações de Cloreto de Magnésio, foi possível confirmar citoquimicamente a

descompactação da cromatina.

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

CEC decresce, indicando descompactação da cromatina. Ocorre então liberação

dos grupos PO,” que se ligam aos cátions inorgânicos, representados pelo
cloreto de magnésio. Desse modo, os núcleos atingem uma coloração

esverdeada, perdendo a metacromasia (azul violeta)

Através da variante da CEC, proposta por Mello et a/., 1993, é

possível confirmar a fusão dos corpúsculos nucleolares no decorrer do jejum,

observado na técnica de impregnação pela prata.
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Insetos que foram realimentados após 30 dias de jejum,
apresentaram apenas uma leve recuperação da condensação cromatínica. Assim,

no método de CEC, observou­se um aumento na concentração, em mol, do

cloreto de magnésio. Em relação aos corpúsculos nucleolares, estes
apresentaram­se não fusionados.

Para o estudo das alterações provocadas pelos choques de

temperatura (choques hipotérmico e hipertérmicos), foram utilizadas as técnicas

de impregnação pela prata e Concentração Crítica de Eletrólitos.

Nesse tipo de estresse, foram observadas as mesmas alterações

provocadas pelo estresse alimentar (descompactação cromatínica, fusão
nucleolar e também poliploidias). A ocorrência dessas alterações variou com o

tipo de choque e o tempo de exposição.
Foi constatado que os núcleos foram alterados mais drasticamente

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

entanto, no maior período de exposição (12 horas) aos choques, tanto em
temperaturas altas como em temperaturas baixas, ocorreu uma maior

descompactação da cromatina, o que levou a abolição da metacromasia dos
complexos DNA­proteínas com menores concentrações de Cloreto de Mgnésio.

Nesses dois tipos de estresses estudados pode ser verificado que

ocorreram mecanismos metabólicos nucleares que à levam a proteção celular.
Esses mecanismos envolvem basicamente o aumento das áreas nucleares e

nucleolares e descompactação cromatínica, que refletem uma maior síntese de

proteínas induzidas pelos estresses.

EE)
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



7. SUMMAry
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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 lacto­acetic 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 commoniy 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 cytochemicaly 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 ef a/., 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

PE
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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 ofShock and the time of
exposition.

It was observed that nucleus were altered more drastically with a

hyperthermic shock (40ºC) 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 protein­DNA 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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