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Resumo

Os insetos da subfamilia Triatominae, também conhecidos como barbeiros, possuem
uma grande importancia na parasitologia humana, pois sdo vetores do Trypanosoma
cruzi, protozodrio causador da doenca de Chagas. Além da importancia médico-
sanitdria, esses insetos destacam-se na citogenética, por apresentarem caracteristicas
peculiares como cromossomos holocéntricos, € uma meiose incomum, na qual os
autossomos segregam-se de maneira regular, enquanto que 0s Cromossomos sexuais
apresentam a primeira divisao equacional e a segunda reducional. Além disso, diversos
estudos sao realizados para identificar os efeitos do estresse fisiol6gico no organismo
desses insetos. Entretanto, ndo hd estudos avaliando a influéncia da contaminagdo de
triatomineos pelo Trypanosoma cruzi na reprodugdo desses individuos. Para isso foram
analisadas as caracteristicas citogenéticas durante a espermatogénese de trés espécies
de triatomineos: Triatoma brasiliensis, Rhodnius neglectus e Panstrongylus megistus,
que foram infectadas em laboratério, pelo 7. cruzi. Posteriormente, foram
confeccionadas laminas com os testiculos desses insetos e coradas por técnica
citogenéticas convencionais e, também, realizada contagem celular para verificar
quantitativamente as células presentes nos testiculos. Foi possivel observar um
aumento no tamanho celular dos nicleos poliploides, células nutritivas presentes nos
tibulos seminiferos, e de todas as células durante a espermatogénese, além de uma
desorganizac¢do no material nuclear e nucleolar durante a divisdo celular. Além disso,
foi observado um decréscimo nas quantidades celulares de individuos contaminados,
com aumento no nuimero de nucleos poliploides e células em intérfase, e uma
diminuicdo de células em divisdo. Essas alteracoes podem ter ocorrido devido ao
estresse fisioldgico que a infec¢do por T.cruzi causou ao organismo desses insetos.
Além disso, as células em intérfase e em inicio de condensagdo cromossdmica
apresentaram corpusculos heteropicnéticos maiores nos organismos contaminados do
que naqueles que estavam livres do protozodrio causador da doengca de Chagas
demonstrando que o estresse fisioldgico pode ser o principal motivo para essa mudanca
nos padrdes celulares, ocasionando uma remodelacdo no organismo para que este possa

suportar a infec¢do e gerando alteracdes na gametogénese.

Palavras-chave: Triatomineos, estresse fisiolégico, espermatogénese, Trypanosoma

cruzi.
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Abstract

The insects of the Triatominae, also known as barbers, have a great importance in
human parasitology, as are vectors of Trypanosoma cruzi protozoan that causes Chagas
disease. In addition to medical and health importance, these insects stand out in
cytogenetics, due to peculiar characteristics as holocentric chromosomes, and an
unusual meiosis, in which the autosomes segregate regularly, while the sex
chromosomes present the first equational division and the second reductive. In addition,
several studies are conducted to identify the effects of physiological stress in the body
of these insects. However, there are no studies evaluating the influence of contamination
of insects Trypanosoma cruzi in the reproduction of these individuals. For this, we
analyzed the cytogenetic characteristics during spermatogenesis three triatomine
species: Triatoma brasiliensis, Rhodnius neglectus and Panstrongylus megistus, which
were infected in the laboratory with T. cruzi. Later blades were made with the testicles
of these insects and stained by conventional cytogenetic technique and performed cell
counts to quantitatively determine these cells in the testes. It was possible to observe an
increase in cell size of polyploid nuclei, nutritional cells present in the seminiferous
tubules and all cells during spermatogenesis, plus a disruption in nuclear and nucleolar
during cell division. Furthermore, there was a decrease in cell quantities given infected
individuals, an increase in the number of polyploid cells and nuclei in interphase, and a
decrease in cell division. These changes may be due to physiological stress that
infection with T. cruzi caused to the body of these insects. In addition, cells in
interphase and early chromosome condensation had higher heteropycnotic corpuscles in
contaminated than in those who were free of protozoan that causes Chagas disease
showing that the physiological stress organisms may be the main reason for this change
in cellular standards, causing a reshuffle in the body so that it can withstand infection

without suffering losses.

Key-words: Triatomines, physiological stress, spermatogenesis, Trypanosoma cruzi.
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1.1. Doencga de Chagas

Os triatomineos possuem grande importancia para a parasitologia humana, pois
sdo transmissores do Trypanosoma cruzi, protozodrio flagelado causador da doenca de
Chagas. Esses insetos sdo hematéfagos e pertencem a ordem Hemiptera e a familia
Reduviidae. Transmitem a doenca por seu hédbito de defecar, apos a hematofagia, sobre
os olhos, nariz, boca e outras dreas proximas, visto que esses insetos sugam sangue até a
saciacdo. Nesse momento ocorre a passagem das fezes do artrépode para a circulagdao
sanguinea do hospedeiro - o que também pode ocorrer por meio de micro cortes
causados pelo ato de cocar o local por onde o barbeiro sugou o sangue. Os insetos da
ordem Hemiptera podem ser organismos fitéfagos (familia Pentatomidae), predadores e

hematéfagos, sendo os dois ultimos caracteristicas da familia Reduviidae

(SCHOFIELD, 2000).

Os individuos pertencentes a subfamilia Triatominae desenvolveram-se a partir
de varios grupos da familia Reduviidae. Primeiramente, apresentavam hébito alimentar
predador nos ninhos de aves e mamiferos onde residiam ha 50 milhdes de anos quando
passaram, entdo, a fases de hematofagia facultativa até atingirem a hematofagia

obrigatéria (SCHOFIELD et al.,1999).

O T. cruzi € um parasito de muitos hospedeiros, capaz de infectar dezenas de
espécies de mamiferos silvestres e domésticos pertencentes a oito diferentes ordens. As
aves e os vertebrados de sangue frio sdo refratirios ao parasito.
Esse flagelado encontra-se distribuido em todas as regides fitogeograficas do pais,
sendo encontrado nos mais diversos nichos ecoldgicos, contribuindo, em cada tipo de

ecotopo, para formar modalidades distintas de focos naturais de transmissdo. Como
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parasito de animais silvestres, podemos encontrar diferentes espécies de mamiferos
sustentando distintos ciclos de transmissdo que podem estar isolados ou conectados.
Este cardter € particular e unico para cada localidade. Alguns mamiferos silvestres como
quatis, gambds e tatus aproximam-se das casas, frequentando galinheiros, currais e
depdsitos na zona rural e periferia das cidades. De fato os gambds sdo atualmente
considerados como uma espécie sinantrépica, muito mais do que silvestre. Outros
animais, como o0s morcegos, compartilham ambientes com o homem e animais
domésticos. Deste modo, essas espécies podem servir como fonte de infeccdo aos
triatomineos que ocupam os mesmos habitat dos humanos (NOIREAU et al., 2009).
Inicialmente, a doenca de Chagas foi considerada uma doenca exclusiva das
Américas (CHAGAS, 1909; MONCAYO, 2003). Atualmente porém, diversos casos da
doenca de Chagas ja foram relatados nos Estados Unidos (BERN; MONTGOMERY,
2009), Canada (STELLE et al., 2007), paises europeus tais como Suica (JACKSON et
al., 2008), Espanha, Franca e Itidlia (SCHMUNIS, 2007; BERN; MONTGOMERY,
2009; GASCON et al., 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010; STRASEN et al., 2014) e
também em alguns paises do Pacifico como a Austrdlia, Nova Zelandia (JACKSON et
al., 2014) e Japao (UENO et al., 1995; GASCON et al., 2010). Dessa forma, o indice de
imigracdo de individuos chagdsicos para regides ndo endémicas ajuda a explicar o
motivo pelo qual a doenca de Chagas pode ser encontrada pelo mundo inteiro
(LUQUETTIL 1995; GUERRI-GUTTEMBERG, 2008; DEVELOUX, 2009; MILEI et

al., 2009).

A contamina¢do com o parasita pode ocorrer de diversos modos, tais como: i)
transmissdo congénita, ii) transfusdo sanguinea, transplantes de 6rgdos de pacientes
infectados e a iii) forma oral que ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados,

principalmente caldo de cana de agucar e agai. Entretanto, a principal forma de contdgio
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z

ainda € a transmissdo do protozodrio pelos triatomineos, vetores conhecidos como

“pbarbeiros” (WHO, 2007; MONCAYO; RASSI JR et al., 2009; SILVEIRA, 2009).

A doencga de Chagas € a parasitemia que ocasiona o problema de saide humana
de maior impacto sécio-econdmico na América Latina (MOREL, 2003; GUERRI-
GUTTEMBERG, 2008; BENCHIMOL-BARBOSA, 2009). Estima-se que 10 milhdes
de pessoas estdo infectadas no mundo, principalmente nas Américas Central e do Sul
onde a doencga de Chagas € endémica. Mais de 25 milhdes de pessoas correm o risco de
contrair a doenga e estima-se que, em 2008, a doenca de Chagas matou mais de 10 000
pessoas (WHO, 2011). No territério brasileiro, o nimero de infectados € estimado em
dois milhdes e meio de individuos (NETO, 2009). Devido a falta de medicamentos anti-
trypanosomal, o principal método de controle da doenca tem sido o controle de vetores
(WHO, 2011), o que demonstra a importancia de estudos que auxiliem no controle da

doenca de Chagas.

Para a profilaxia da doenca de Chagas, temos que associar dados biolégicos dos
reduvideos, que fornecem informagdes sobre a distingdo entre espécies silvestres de
baixo risco e espécies domiciliares nocivas, hédbitos e hordrios de hematofagia,
capacidade reprodutiva, resisténcia a inseticidas, ciclo evolutivo, reservatdrios
domésticos e silvestres do agente etioldgico, bem como as inter-relacdes entre espécies
e géneros estudados no contexto evolutivo, como por exemplo ensaios citogenéticos que
comparam padrdes cromossdmicos que podem ser aplicados ao estudo da filogenia dos

triatomineos (TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1996; TARTAROTTI, 1999).

Todas as 148 espécies de triatomineos reconhecidas atualmente
(ABADFRANCH et al., 2013; ALEVI et al., 2013; JURBERG et al., 2013; MONTE
GONCALVES et al.,, 2013) sdao encontradas principalmente nas Américas, desde o sul

dos Estados Unidos até o sul da Argentina e Chile (SCHOFIELD; GALVAO, 2009),
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sendo todas potenciais vetores da doenca de Chagas. Os adultos de ambos 0s sexos e 0s
cinco instares das espécies pertencentes a esta subfamilia de hematéfagos que
necessitam, pelo menos, de uma refeicdo de sangue total em cada muda. Portanto, essas
espécies sdo potenciais vetores de 7. cruzi,a partir de seus estigios iniciais, uma vez que
podem adquirir a infeccdo desde a sua primeira alimentacdo. Sendo assim, existem
inimeras espécies de habitos peridomiciliar ou silvestre que também sdo competentes
vetores de 7. cruzi, e, ocasionalmente, sdo encontradas dentro ou ao redor das
habitacdes humanas (LENTI; WYGODZINSKY, 1979; SCHOFIELD, 1988; SAINZ et

al., 2004).

1.2. Biologia e evolugao da subfamilia Triatominae

Os triatomineos estdo inseridos na ordem Hemiptera, subordem Heteroptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (LENT; WYGODZINSKY, 1979).
Classificados principalmente em relagdo a sua morfologia externa, as espécies desse
grupo se encontram organizadas em seis tribos composta por 18 géneros (SCHOFIELD;

GALVAO, 2009; ALEVI et al., 2013).

Além da classificagdo taxondOmica cldssica, os triatomineos também foram
agrupados em complexos e subcomplexos de acordo com sua morfologia e distribuicdao
geogrifica (LENT; WYGODZINSKY, 1979; SCHOFIELD; GALVAO, 2009) e, mais

recentemente, a partir da filogenia molecular (SCHOFIELD; GALVAO, 2009).

Além do grande interesse epidemioldgico, outras importantes questdes em torno

da sistemadtica e filogenia desses insetos também precisam ser estudadas. E relevante
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ressaltar que essas questdes ndo sdo apenas importantes na sistematica, mas também na

compreensdo e controle da doenca de Chagas (SCHAEFER, 2003).

Devido as grandes diferencas entre as duas principais tribos Triatomini e
Rhodniini, Schofield (1988) considera que esses insetos derivaram de ancestrais
distintos. Essa hipdtese € suportada devido aos hdbitos alimentares de certos
triatomineos e suas relacOes estreitas com determinados hospedeiros, indicando a
origem independente desse grupo (CARCAVALLO et al., 1999). A origem polifilética
também é apoiada pela morfologia desses insetos (LENT; WYGODZINSKY, 1979),
por marcadores bioquimicos (DUJARDIN et al., 1999) e padroes de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (GARCIA et al., 1998). Andlises de genes mitocondriais
(STOTHARD et al., 1998; LYMAN et al., 1999) e nucleares (MARCILLA et al., 2000,
2002; DE PAULA et al.,, 2005) também corroboram a origem polifilética dos

triatomineos.

Devido a baixa quantidade de espécies e de nimero de individuos analisados, a
origem polifilética € questiondvel (HYPSA et al., 2002; SCHAEFER, 2003), e alguns
estudos suportam a hipétese de que a origem dos triatomineos a partir de um tunico
ancestral seja a mais provavel (USINGER, 1944; LENT; WYGODZINSKY, 1979;
GAUNT; MILES, 2000; HYPSA et al., 2002; SCHAEFER, 2003; WEIRAUCH;
MUNRO, 2009, JUSTI et al., 2014). Baseado no habito de hematofagia compartilhado
pelo grupo sugere-se que essa subfamilia tenha se originado como um grupo
monofilético a partir de insetos hematéfagos facultativos da subfamilia Physoderinae
(USINGER, 1944; LENT; WYGODZINSKY, 1979; HYPSA et al., 2002). A adaptacio
a hematofagia pode ter ocorrido uma unica vez e, dessa forma, todas as espécies
compartilhariam um ancestral comum (LENT; WYGODZYNSKY, 1979; GAUNT;

MILES, 2000; HYPSA et al., 2002). Essa hip6tese € baseada em caracteres apomorficos
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como o rostro reto e fino, antenas inseridas lateralmente e auséncia de glandulas
abdominais dorsais (HYPSA et al., 2002). Apesar dos intmeros estudos realizados,
ainda nd3o ha um consenso entre os autores em relacdo a origem dos triatomineos e a
origem filogenética de muitas tribos e géneros de triatomineos continua a ser discutida

(HWANG; WEIRAUCH 2012).

1.3. Os efeitos da doenca de Chagas nos triatomineos

Os peptidios antimicrobianos (AMP) estdo amplamente distribuidos em diversos
organismos, tanto animais como plantas. Apesar de partilhar algumas caracteristicas
comuns, tais como um tamanho pequeno (normalmente abaixo de 10kDa) e um carater
cationico, a maioria dos AMPs diferem na sua sequéncia de aminodcidos e modo de
acdo (FOGACA etal., 2004). Dentro desta familia, as defensinas (defs) constituem uma

das principais familias que t€m sido caracterizadas (BULET et al., 2002).

Este peptideo pode ser encontrado em diferentes organismos, tais como plantas,
fungos, moluscos, escorpides, insetos e aves, € também em diferentes células de
diversas espécies de mamiferos. Nos seres humanos, insetos e plantas, as defensinas
contribuem de forma significativa para a defesa do hospedeiro contra a invasdao de
microorganismos (RAJ; DENTINO, 2002). Em insetos, os AMPs sdo sintetizados
principalmente no corpo gorduroso e a transcricao de seu gene € fortemente induzida

ap6s uma lesdo e / ou infecgdo (BULET et al., 2002).

As defensinas foram isoladas e caracterizadas como parte da resposta imune
inata a partir da hemolinfa de diferentes espécies investigadas, pertencentes as ordens

como Odonata, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Acari e Hemiptera
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(BARTHOLOMAY et al., 2004). Em triatomineos, as defensinas foram investigadas em
R.prolixus, sendo isoladas, purificadas e sequenciadas (LOPEZetal., 2003). Esses AMPs
sdo reguladores da resisténcia no intestino de 7. brasiliensis, observados durante a

infecgdo de T. cruzi (WANIEK et al. 2011).

A expressao de defl é induzida por organismos que habitam o intestino, levando
a uma gama ampla e a maior abundancia da proteina. Assim a quantidade elevada de
RNAm defl presente no intestino pode ser uma resposta a infeccdo por 7. cruzi, sendo
possivelmente, uma molécula de sinalizacdo na cascata imune (BOULANGER et al
2006). Entretanto, se defI € ativa contra tripanossomas, sua fun¢do pode ser restrita para
controlar a populagdo de parasitos e nao ser responsavel por sua eliminagao (WANIEK

et al. 2009).

Com o aumento da atividade antimicrobiana no organismo dos triatomineos
foram observados niveis aumentados na producdo de peptidios antimicrobianos
enddgenos (defensina e lisozima) no intestino / gordura corporal apds a infecg¢ao por 7.
cruzi ou bactérias (ARAUJO et al., 2006; URSIC-BEDOYA; LOWEMBERGER,
2007). Waniek e colaboradores em 2011 demonstraram um aumento significativo da
transcricdo da defensina em 7. brasiliensis em resposta a infeccdo pelo 7. cruzi,
sugerindo uma funcdo potencial de defensina no controle da populagdao de parasitos
intestinais. Uma vez infectado, os triatomineos apresentam altas densidades parasitarias
no intestino, que sé sdo reduzidos apds longos periodos de fome (KOLLIEN;

SCHAUB, 2000; ARAUIJO et al. 2007).

De acordo com andlises de Real Time-PCR feitas por Araujo et al. (2006), o
nivel de expressdo do gene da defensina encontrada no intestino, € 500-2500 vezes mais

elevada do que no estdbmago. Na regido cardiaca, a expressao € baixa. O curso do tempo
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de expressdo segue o mesmo padrdo do gene da lisozima, onde hd um aumento apds a

alimentacdo e uma diminuicdo entre 5 e 10 dias apds a alimentacao.

Sendo assim, o organismo dos barbeiros passa por periodos de estresse
fisiolégico extremo, no qual todo o organismo reage a infeccdo causada pelo 7. cruzi.
Considerando que o organismo infectado priorize a defesa do individuo, alocando
recursos para atuar na sintese de defl, procurou-se verificar o estado fisioldgico e as

caracteristicas reprodutivas dos testiculos dos triatomineos, por meio da citogenética.

1.4. Estresse Fisiologico

N

Os seres vivos sobrevivem gracas a manutencdo de um equilibrio complexo,
dindmico e harmonioso, denominado homeostase, que € ameagado quando os
organismos sdo expostos a situacdes adversas. Nestas situacdes ocorre uma série de
respostas adaptativas que se contrapdem aos efeitos dos estimulos estressantes, na

tentativa de restabelecer a homeostasia (CASSEB-HASSAN, 2001).

O efeito negativo do estresse sobre o desempenho reprodutivo é bem conhecido,
entretanto os exatos mecanismos que controlam esse efeito ndo estdo bem esclarecidos

(RAZDAN et al., 2002).

Células de todos os organismos respondem a uma variedade de condig¢des
estressantes por meio de uma rapida transcricdo e subsequente traducido de uma série de
proteinas altamente conservadas, denominadas genericamente de proteinas de estresse
(LOCKE et al., 1990). O termo “proteina de estresse” tem cardter genérico na descri¢ao
de eventos bioldgicos, uma vez que diferentes estimulos podem induzir o mesmo

mecanismo de defesa celular (WELCH, 1993).
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Quando ocorre um subito aumento na temperatura, todas as células desde a
bactéria mais simples até o neur6nio mais altamente diferenciado aumentam a produgdo
da classe de moléculas que as protegem dos danos. Foi observado o fendmeno pela
primeira vez hd mais de trinta anos, chamado de resposta ao choque de calor (heat shock
response). Estudos subsequentes revelaram que a mesma resposta ocorre quando as
células sdo submetidas a uma ampla variedade de alteracdes ambientais, incluindo
metais toxicos, alcoois e muitos venenos metabdlicos. Devido ao fato de que muitos
diferentes estimulos promovem o mesmo tipo de mecanismo de defesa celular, os
pesquisadores referem-se comumente a ele como “resposta ao estresse” e as moléculas

expressas neste fendmeno como “proteinas de estresse” (WELCH, 1993).

Na procura pelo entendimento da estrutura e das funcdes das “proteinas de
estresse”, tem-se aprendido que sdo muito mais do que apenas moléculas defensivas. Ao
longo do ciclo de vida de uma célula, muitas dessas proteinas participam de processos
metabodlicos essenciais incluindo as etapas pelas quais todas as outras proteinas
celulares sdo sintetizadas e agrupadas. Algumas proteinas de estresse parecem
orquestrar as atividades das moléculas que regulam o crescimento e a diferenciacao

celular (WELCH, 1993).

O acumulo de evidencias confirmou que as “proteinas de estresse” podem
desempenhar um papel ativo na defesa celular. Foram identificados e isolados os genes
que codificam para as proteinas de estresse individuais. Mutacdes nestes genes
produzem interessantes anormalidades celulares. Por exemplo, bactérias que portam
mutacdes nos genes que codificam muitas das proteinas de estresse, exibem defeitos na
sintese de DNA e RNA, perdem sua habilidade de sofrer divisao celular normal e

parecem incapazes de crescer em temperaturas mais elevadas (WELCH, 1993).
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Muitos dos genes que codificam para proteinas de estresse sdo notavelmente
similares em todos os organismos e muitas proteinas de estresse sdo também expressas
em muitas células normais e ndo estressadas e ndo apenas traumatizadas.
Consequentemente, as proteinas de estresse foram subdivididas em dois grupos: as
constitutivamente expressas sob condi¢des normais de crescimento e aquelas induzidas

somente em células que sofrem estresse (CASSEB-HASSAN, 1997).

Uma vez estabelecido um papel para algumas proteinas de estresse como
associadas a nivel molecular nas células sauddveis e ndo estressadas, os investigadores
tem voltado sua atenc¢do para a determinagdo de porque essas proteinas sdo expressas
em niveis mais altos em células sob estresse e como esses fatores influenciam as

diferentes partes do organismo (WELCH, 1993).

Diversas alteragdes sdo ocasionadas ao organismo dos insetos quando estes ndo
estdo em seu estado fisiologico perfeito. O estudo de Holland e Whitl, em 1982,
demonstrou o efeito de alguns metais pesados, principalmente o cobre, como agentes
espermicidas, onde a motilidade dos espermatozoides foi alterada irreversivelmente. No
caso da contaminagdo, percebe-se que as alteracdes ocorrem desde os estagios iniciais

da espermatogénese.

L.5. Citogenética dos Tritatomineos

Citogeneticamente, o interesse sobre os triatomineos estd em seus cromossomos
com cinetocoros difusos (UESHIMA et al. 1966; PANZERA et al. 1995), ou seja, com
distribuicdo ao longo do cromossomo ao invés da localizagcdo na regidao centromérica. A

meiose desses insetos também merece destaque, pois na primeira divisao (anédfase I) os
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autossomos sao quiasmaticos e segregam-se regularmente € 0s Cromossomos sexuais
sdo aquiasmaticos e dividem-se equacionalmente, com segregacdo desses na segunda
divisdo (anéafase II), ou seja, com segregacdo dos cromossomos sexuais pds-reducional

(UESHIMA, 1966; SOLARI, 1979).

Estudos citogenéticos revelam que o nuimero dipléide de cromossomos nos
machos de Triatominae varia de 2n = 20 a 2n = 25 sendo, 2n = 22 (20A + XY) o
nimero cromossomico frequentemente encontrado (UESHIMA, 1966). Entretanto,
existem as seguintes exce¢des para o nudmero de autossomos: Triatoma nitida e
Panstrongylus megistus ,2n = 21(18A + X1X2Y) e Triatoma rubrofasciata 2n = 25 (22°
+ X1X2Y), caracterizando, assim, a heterogeneidade cromossdémica (PANZERA et al.,

1996).

O sistema sexual de determinacdo do sexo nos machos da subfamilia
Triatominae varia entre XY, X1X2Y ou X1X2X3Y. Desta maneira, as variagdes de 21 a
25 que ocorrem no conjunto dipléide desses insetos devem-se, principalmente, ao
arranjo desses cromossomos. De acordo com Schrader (1947) e White (1973), a
hipétese mais aceita para explicar a origem desses multiplos cromossomos sexuais, € a
presenca de diferentes eventos de fissdo, originando uma fragmentacdo do cromossomo

X original do macho.

No Brasil, as andlises citogenéticas de triatomineos foram iniciadas quando
Schreiber e Pellegrino (1948) estudaram o caritipo de onze espécies. Desde entdo,
estudos citogenéticos com esses vetores tém sido concentrados em técnicas
convencionais de coloracdo cromossomica (SCHREIBER; PELLEGRINO, 1951;
UESHIMA, 1966; SOLARI, 1979; PANZERA et al., 1995; SEVERI-AGUIAR;

AZEREDO-OLIVEIRA, 2005; BARDELLA et al., 2008).
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Estudos citogenéticos também se mostram de grande importancia devido as
observagoes de alteracdes na estrutura das células germinativas. A impregnagdo por ions
prata promove uma impregnacao nucleolar nas seguintes proteinas: a C23 indicando a
presenca da cromatina descondensada, ligada a Regido Organizadora Nucleolar (RON),
e a B23 que indica a localiza¢do dos precursores ribossomais (OSCH; BUSH, 1984) as
quais, quando alteradas, sugerem modificacdes em nivel proteico. Com a técnica de
bandamento-C, o DNA da heterocromatina constitutiva nao € totalmente extraido, uma
vez que sua associacdo com as proteinas, nesta estrutura, é mais resistente que na
eucromatina (GUERRA, 1988). Alteragdes no padrdo de bandamento podem indicar
alteracdes estruturais nos cromossomos.

Outro alvo de estudo para vdrios autores tém sido as Regides Organizadoras
Nucleolares (RONs) em Hemiptera (CAMACHO et al., 1985; FOSSEY;
LIEBENBERG, 1995; PAPESCHI; CATTANI, 2004, SEVERI-AGUIAR &
AZEREDO-OLIVEIRA, 2005). Essas regides com as quais os nucléolos se associam e
que sdo responsdveis pela reorganizacdo desses, no final da divisdo celular, também
abrigam o DNA ribossomico, que € transcrito em RNA ribossémico, componente
fundamental dos ribossomos. Estudos das RONs de insetos, bem como outros
eucariotos, mostram que essas regioes sdo diversos quanto a varios aspectos tais como
nimero, localizacdo, quantidade e organizacdo do contetido do DNAr e mecanismos
reguladores em seu controle. Em cromossomos metafdsicos monocéntricos as RONs sdo

identificadas como regides de constri¢do secunddria (BICUDOQO, 1985).

O numero de nucléolos estd somente em parte, relacionado ao nimero de
constri¢cdes secundarias. Enquanto na mitose as RONs podem ser localizadas em regides
de constricdes secunddrias dos cromossomos mitéticos, no cromossomo meidtico ela é

distinguida como uma regido condensada e vista como um granulo de cromatina (knob).
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A desagregacdo do nucléolo ocorre durante o final da préfase e a reorganizacdo na
teléfase precoce. No entanto, varios exemplos em diferentes espécies de animais e
plantas demonstram que especialmente o material fibrilar, mas as vezes o granular, pode
persistir ao longo do ciclo celular, incluindo metafase e andfase. Essas evidéncias
apoiam a possibilidade de que o material nucleolar ndo € totalmente sintetizado na RON
associada ao cromossomo, mas que um material pré-existente também € necessério e
utilizado como ja foi referido por Ashraf e Godward (1988) e por outros autores, como

Severi Aguiar e Azeredo-Oliveira (2005).

Em triatomineos, em geral, o nimero e a localizagcdo das RONs sdo espécies
especificas. Como em outros grupos animais, 0s cromossomos sao marcadores
importantes que facilitam a realizacdo de estudos comparativos para melhor
compreensdo dos mecanismos evolutivos destes importantes insetos hematéfagos

(MORIELLE-SOUZA;

AZEREDO-OLIVEIRA, 2007).

Estudos realizados com células somaticas e meidticas de vdrias espécies de
triatomineos demonstraram claramente esta associacdo estrutural e funcional entre
heterocromatina ¢ o nucléolo (AZEREDO-OLIVEIRA; MELLO, 1986; SEVERI
AGUIAR; AZEREDO-OLIVEIRA, 2005; ALEVI et al. 2014). Utilizando-se da técnica
de impregnagdo pela prata, no estudo do ciclo nucleolar de triatomineos mostrou a
presenca de regides organizadoras nucleolares (RONs) em cromossomos metafésicos de
Panstrongylus megistus e Triatoma infestans (MORIELLE-SOUZA; AZEREDO-

OLIVEIRA, 2008).

Por meio dessa mesma técnica, também foi possivel observar a persisténcia

nucleolar durante o ciclo meiético em espécies do género Triatoma (TAVARES;
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AZEREDO OLIVEIRA, 1997), Panstrongylus (TARTAROTTI; AZEREDO-

OLIVEIRA, 1999) e Rhodnius (MORIELLE, 2000; ALEVTI et al. 2014).

Em outro trabalho realizado com tdbulos testiculares de Triatoma melanosoma,
notou-se a presenca de pequenos corpusculos arginofilicos dispersos na area nuclear no
inicio do “estdgio difuso”. No mesmo estudo, também foram observados corpusculos
nucleolares dispersos nos mais avancados estdgios da meiose, como metafase [ e Il e
aniafase I e II, relatando o fendmeno da persisténcia nucleolar em triatomineos
(BARDELLA et al., 2008). Apesar dos diversos estudos com esses insetos, novas
investigacdes com diferentes espécies devem ser feitas a respeito da estrutura nucleolar
e da localizagao das RONs em seus cromossomos holocéntricos (MORIELLE-SOUZA;

AZEREDO- OLIVEIRA, 2008).

Aspectos como atividade nucleolar na intérfase e em células meidticas também
foram analisadas em Triatoma brasiliensis, Triatoma delpontei, Triatoma lecticularia,
Triatoma rubrovaria e em Triatoma sordida. Nessas espécies, varios blocos nucleolares
foram observados nos nucleos polipléides dos tibulos testiculares, enquanto somente
um unico corpo nucleolar foi evidente no estagio difuso de 7. brasiliensis, T. delpontei,
T. lecticularia e T. rubrovaria, sendo que em T. sordida foram observadas duas
marcagdes nucleolares. O nimero de corpusculos nucleolares presentes nas
espermatides variou dentre as espécies, sugerindo uma adicional provisdo de
informagdo para a biossintese de RNAr. E possivel que o aumento no nimero de
corpusculos nucleolares presentes nos nucleos polipldides esteja relacionado com o
aumento na sintese de RNAr nesses nucleos. Além disso, o fato do nucleo
espermatogonial possuir varios blocos nucleolares parece refletir tanto diferengas

funcionais como metabdlicas (TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997).
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1.6. As variagoes do Trypanosoma cruzi

Mais de dez espécies de triatomineos s@o consideradas alvos relevantes para o
controle vetorial pelo seu papel na transmissdo da doenca (MONTEIRO, 2002;
DUJARDIN, 1998), e é com base nesses dados que as espécies do presente estudo
foram escolhidas, sendo duas delas vetores altamente eficientes (Triatoma brasiliensis €
Panstrongylus megistus) € uma que possui menos registros de infec¢ao (Rhodnius
neglectus) (SILISTINO-SOUZA et al. 2013). Todas as espécies utilizadas nesses
estudos foram infectadas pelo protozodrio 7. cruzi, pertencente a cepa Y, a qual foi
isolada de um caso agudo humano, em 1950, e caracterizada por Silva e Nussenzweig,

em 1953.

Cepas de T. cruzi sdo complexas populacdes multiclonais que diferem em suas
caracteristicas genéticas e bioldgicas e no seu comportamento no hospedeiro vertebrado,
inclusive na capacidade de entrar nas células hospedeiras e podem apresentar diferencas
significativas em formas metaciclicas entre as cepas de 7. cruzi (RAMIREZ, et al.
1993). O que determina essa variabilidade ndo € claro. A acdo patogénica varidvel do
parasita para o hospedeiro, segundo Andrade e colaboradores, em 1970, se deve a varios
fatores, dentre eles as caracteristicas morfologicas do agente, além de evidéncias
circunstanciais que sugerem expressdo diferencial de moléculas na superficie das

diferentes estirpes (RAMIREZ, et al. 1993).

Cepas de T. cruzi representam subespécies com base em caracteristicas
intrinsecas, tais como a¢do antigénica, composi¢do, morfologia, susceptibilidade a
quimioterapia e padrdes isoenzimdticos bem como no relacionamento parasito-

hospedeiro (ANDRADE; MAGALHAES, 1997).
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A existéncia de cepas de T. cruzi com tropismo por diferentes tecidos foi
relatada por trabalhadores precoces (VIANNA, 1911; CAMPOS, 1927). Foram
encontradas diferencas entre vdrias estirpes em relacdo a morfologia, viruléncia,

patogenicidade e ao tropismo de tecido (BRENER; ANDRADE, 1979).

A Cepa Y foi isolada de um caso humano de doenca de Chagas, com base em
xenodiagndstico, por Freitas (1950), e caracterizada por Silva e Nussenzweig (1953).
Essa estirpe apresenta elevado porcentual de mortalidade, alta patogenicidade e
parasitemias baixas (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953). Observa-se edema e paralisia
nos membros dos animais inoculados. De acordo com Andrade (1974), a cepa Y
classifica-se como Tipo I, pela rdpida multiplicacdo, altos e curtos picos de parasitemia
e mortalidade, predominancia de formas finas e macrofagotropismo na fase inicial da

infecgdo.

Com base na importancia dos triatomineos em diversos estudos, como médico-
sanitdria, taxondmica e citogenética, o presente trabalho pretende realizar um estudo
comparativo entre as seguintes espécies contaminadas pelo protozodario Trypanosoma
cruzi: Triatoma brasiliensis; Panstrongilus megistus e Rhodnius neglectus, com base
nas técnicas citogenéticas convencionais de orceina lacto-acética, impregnacao por ions

prata, bandamento-C e reacdo de Feulgen.
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OBJETIVOS
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Objetivo geral

Avaliar os efeitos da infeccdo por 7. cruzi na meiose dos triatomineos de 3
espécies veotras do parasita, tracndo parametros comparativos entre os individuos e as

diferentes espécies.

Objetivos Especificos

a) Analisar detalhadamente o comportamento meidtico, a espermiogénese e a estrutura
cromatinica, observando as diversas fases da espermatogénese de todas as espécies e
caracterizar as regides heteropicndticas, por meio do esmagamento celular de tibulos
seminiferos dos testiculos de machos adultos corados com orceina lacto-acética e pela

Reacdo de Feulgen;

b) Obter informagdes sobre o comportamento nucleolar durante a espermatogénese e
observar as possiveis Regides Organizadoras Nucleolares (RONs) nos cromossomos

holocéntricos das espécies citadas, por meio da técnica de impregnagdo por ions prata;

¢) Quantificar os tipos celulares em laminas coradas pela técnica de orceina lacto-
acética e tracar um perfil comparativo entre os individuos contaminados e ndo

contaminados.

d) Utilizar os dados obtidos para estabelecer parametros comparativos entre as espécies

contaminadas e ndo contaminadas, para confrontar com os dados descritos na literatura.
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MATERIAL E METODOS
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3.1. Obtengao e procedéncia dos insetos

As espécies de Triatoma brasiliensis, Rhodnius neglectus e Panstrongylus
megistus foram cedidas pelo insetdrio do Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara, sob a coordenacao do

Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa.

Para os estudos citogenéticos, foram utilizados 10 individuos de cada espécie, os
quais nao estavam contaminados pelo protozoario T. cruzi e 10 individuos de cada
espécie contaminados pela cepa Y do parasito. Todas as espécies sdo provenientes de
coldnias iniciadas a partir de espécimes coletados pelo grupo de pesquisa da UNESP

Araraquara.

3.2. Manutencdo e alimentacdo dos insetos

No insetdrio de Triatominae do Laboratério de Parasitologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Campus de Araraquara, as espécies sdo separadas
em colonias de acordo com suas origens, constituindo no geral, a “Colonia de
Triatomineos de Araraquara” (CTA). Os espécimes sdo mantidos em cristalizadores
contendo reparti¢cdes internas de papeldo (para reduzir a luminosidade), fechados em sua
parte superior com uma malha fina e guardados em estantes de madeira, cujos pés ficam
imersos em vasilhas contendo 6leo queimado, para evitar o ataque de formigas e o
apodrecimento da madeira, em salas com pouca ilumina¢do e com temperatura e

umidade relativa do ar ambiente.
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Esses insetos sdo alimentados inicialmente apds oito dias da eclosdo (ninfa de
primeiro estadio) e, posteriormente, em periodos quinzenais com sangue de pato, a fim
de se eliminar qualquer possibilidade de contaminacao pelo Trypanosoma cruzi, pois as

aves ndo sdo reservatorios naturais destes protozoarios.

Durante os experimentos, realizados no laboratério de Biologia Celular, do
Departamento de Biologia (IBILCE/UNESP), esses insetos foram mantidos em frascos
cobertos por uma malha fina amarrada com o auxilio de eldsticos para possibilitar a
entrada do ar. Cada pote comportou, no maximo, dez individuos, para evitar o estresse e
o risco de acidentes no manuseio com estes hematéfagos. No momento da utilizagdo, os
triatomineos foram retirados com o maior cuidado possivel para que deste modo nao

houvesse a possibilidade de fuga dos mesmos.

3.3 Infeccdo dos insetos

As espécies foram infectadas pela cepa Y de protozodrios de 7. cruzi, no estigio
de tripomastigotas, a partir de cultura da cepa. Os protozodrios de 7. cruzi foram

cultivados em meio LIT (Tabela 1), em estufa prépria para cultura a 25° C.
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Tabela 1: Composi¢do do meio de LIT

Componentes Massa (g) ou ml
NaCl 4,0
KCl 0,4
Na:HPO4 8,0
Triptose 5,0
Infuso de figado 5,0
H20 destilada 880 ml
Soro bovino 100 ml

Hemoglobina de sangue bovino 20 ml

A infeccdo foi realizada por meio de seringa Hamilton. Foi injetado no
abdomem dos insetos 10um de meio LIT contendo o protozodrio (HENRIQUES et al.
2012). Os insetos contaminados foram mantidos separados dos demais para evitar
contaminacdo desnecessdria e, apds 5 dias, os individuos foram dissecados e as técnicas
foram realizadas. A dissec¢do apds 5 dias se deve a otimizac¢do da curva de infeccao

desses individuos.

3.4. Orgiio analisado

Foram analisados os tibulos seminiferos de machos adultos de triatomineos das
trés espécies citadas (Triatoma brasiliensis, Rhodnius neglectus e Panstrongylus
megistus), sendo observadas as mitoses espermatogoniais, os diferentes estidgios da

meiose e da espermiogénese das espécies estudadas.

3.5. Dissecacdo dos insetos
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Os insetos adultos foram eterizados e fixados com alfinetes pela regido posterior
do cefalotérax (escutelo) em placa de Petri contendo parafina sélida. Em seguida, asas e
patas foram retiradas com o auxilio de uma pinga. Sob o microscépio estereoscOpico
(lupa), as laterais do abdome e os conexivos foram cortados com uma tesoura
pontiaguda. Com a ponta dos estiletes, pdde-se abrir a regido antero-dorsal do
exoesqueleto abdominal, que foi, entdo, rebatido e, posteriormente, preso com alfinete
na placa, expondo o interior da regido abdominal. Neste momento, foi gotejada solug¢do
fisiolégica (Demerec) sobre o abdome exposto e procedeu-se a retirada dos testiculos
que estavam localizados na por¢cdo anterior do hemocele. Esses Orgdos foram
depositados em uma lamina contendo uma gota de solucdo fisioldgica para a retirada

dos tibulos seminiferos.

3.6. Fixagdo dos tiubulos seminiferos

Apés a dissecacdo, os tubulos seminiferos foram limpos e individualizados.
Posteriormente, foram fixados em solu¢do metanol-acido acético (3:1) e armazenados

no freezer a -20°C.

3.7. Preparacao das laminas

Os tdbulos seminiferos mantidos na solug¢do fixadora foram colocados,
individualmente em uma lamina limpa, e receberam dois banhos de dgua destilada, por
cinco minutos cada. Apds a eliminagdo de toda a dgua da lamina, acrescentou-se uma
gota de acido acético 45%, durante 10 minutos. Posteriormente, o excesso de dcido

acético 45% foi retirado e, sob 0o microscopio estereoscopico, o tibulo seminifero foi
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dilacerado com a ajuda de estiletes e colocou-se, entdo, uma laminula para a realizacdo
do esmagamento celular. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e, depois,

as laminas foram secas ao ar.

3.8. Técnicas citogenéticas convencionais

3.8.1. Orceina lacto-acética (DE VAIO et al., 1985, com modificagdes)

Principio da técnica: Esta técnica citoquimica diferencia a eucromatina da
heterocromatina, corando a segunda mais fortemente que a primeira. Isto ocorre porque
na heterocromatina, além de se encontrar maior compactagao, a quantidade de proteinas
€ bem maior que na eucromatina (VIDAL; MELLO, 1987). O mecanismo dessa
coloracao compreende, de forma simplificada, a ligagdo das moléculas do substrato
carregado positivamente (catidnico) dos grupos amina de residuos dos aminoacidos
protéicos (-NH3 +), com as moléculas do corante (orceina) que possuem cargas

negativas (anionicas).

A técnica citogenética especifica com orceina lacto-acética foi realizada seguindo-se os

procedimentos seguintes:

a) Pingar uma gota de orceina sobre a lamina anteriormente fixada com o tibulo

seminifero;

b) Colocar uma laminula sobre a gota de orceina e aguardar por 5 minutos;
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c¢) Lavar a 1amina em dgua destilada até que a laminula se desprenda;

d) Deixar secar ao ar e realizar a montagem total com verniz para observacdo ao

microscépio.

3.8.2. Impregnagdo por ions prata (HOWELL; BLACK, 1980, com modificacdes)

Principio da técnica: A técnica de impregnagdo por fons prata é um dos métodos
classicos para a identificacdo das Regides Organizadoras Nucleolares (RONs), nos
cromossomos metafasicos, e das areas nucleolares, nos nucleos interfasicos. Duas
proteinas nucleolares podem ser reduzidas por fons prata: C23 (nucleolina) e B23
(numatrina). Dessas proteinas, somente a C23 estd associada ao DNAr, sugerindo ser a
“verdadeira proteina AgNOR”. O padrdo de marcacdo por fons prata sugere que essas
duas proteinas acidicas sejam responsaveis pela impregnacao nucleolar: a C23 indica a
presenca da cromatina descondensada ligada a RON e a B23 indica a localizagdo dos
precursores ribossomais (OSCH; BUSH, 1984; CASSEB-HASSAN; AZEREDO-

OLIVEIRA, 1999).

A técnica citogenética de impregnacdo por ions prata foi realizada segundo a

técnica abaixo descrita:

a) Tratar a 1amina com o material a ser analisado, com uma gota de solu¢do reveladora

(solucdo de gelatina a 2% acrescida de 0,5 ml 4cido férmico);
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b) Adicionar sobre esta, duas gotas de soluc@o de Nitrato de Prata a 50% e mistura-las

com a ajuda de uma laminula;

¢) Cobrir com laminula;

d) Colocar as laminas em placa de Petri contendo papel de filtro umedecido com dgua
destilada, e incubar em estufa a mais ou menos 60o C, até a mistura das solucdes

tornarse marrom dourada, cerca de 8 minutos;

e) Lavar a 1amina em dgua destilada até que a laminula desprenda-se, deixar secar ao ar;

f) Montar em verniz para observagao ao microscopio.

3.8.3. Reacdo de Feulgen (MELLO; VIDAL, 1980, com modificagdes)

Principio da técnica: A reacdo de Feulgen foi descrita em 1924, por Feulgen e
Rosenbeck, como especifica para o DNA, a partir de pesquisas sobre as aplicacdes do
uso de um reagente desenvolvido por Schiff, denominado, reativo de Schiff, sendo
utilizado em quimica orgéanica para a caracterizacdo de aldeidos. Como resultado desta
reacdo, forma-se um complexo corado, vermelho violaceo, especifico do DNA. Quando
esta técnica € aplicada em preparacdes citologicas, ela mostra que o DNA estd
localizado no nucleo celular, e, mais precisamente, nos cromossomos. Se a preparacdo €
previamente tratada com desoxirribonuclease, enzima que catalisa especificamente a

hidrélise do DNA, nada se cora, o que confere a reacdo de Feulgen, um valor

citoquimico.

A técnica citogenética de reacdo de Feulgen compreende duas etapas: uma

hidrélise dcida em HCl 4N que provoca a depurinagdo do DNA, e a exposi¢do do
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material hidrolisado ao reativo de Schiff que cora somente os aldeidos livres das

pentoses.

Esta técnica citoquimica foi realizada de acordo com os seguintes

procedimentos:

a) Realizar a hidrélise acida com a utilizacdo de HCl 4N, durante uma hora e cinco

minutos;

b) Retirar o HC1 4N e colocar HC1 0,1N gelado para um rdpido banho;

c¢) Retirar o HC1 0,1N e adicionar o reativo de Schiff, por 40 minutos em local escuro;

d) Dar trés banhos com 4gua destilada por 5 minutos;

e) Secar ao ar e montar a lamina no dia seguinte em verniz cristal.

3.8.4. Fotodocumentagdo dos resultados

O material submetido as técnicas citogenéticas convencionais foi analisado por
meio e observacao das laminas ao microscopio de luz (Zeiss Jenaval), com sistema
analisador de imagem Axio Vision LE 4.8 (Copyright ©2006-2009 Carl Zeiss Imaging

Solutions Gmb H).

3.9. Quantificacao celular
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A contagem das células foi realizada a partir de laminas previamente
confeccionadas e coradas pela técnica de orceina lacto-acética. As laminas foram
observadas em microscopio de luz (Olympus BX60) em objetiva de 100 vezes. Todas as
células presentes na lamina foram contadas e, para evitar a contagem de células

repetidas, foi usada a técnica de observagdo sequencial como no modelo abaixo:

vivivivivivivvvivivi¥iY

Laminula

Figura 1: Esquema representativo da andlise das laminas para a contagem celular. As

setas representam a sequéncia de movimentacdo da lamina no microscopio.

Durante a contagem, as células foram agrupadas em suas respectivas fases e a

porcentagem, médias e desvios padrdes foi realizada.
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RESULTADOS
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4.1. Orceina Lacto-Acética

A técnica de Orceina Lacto-acética possibilitou analisar as estruturas meidticas
das células dos tubulos seminiferos durante a divisdo celular. Como houve a
comparagdo entre os individuos ndo contaminados e contaminados pelo agente
parasitdrio, foi possivel observar as diferencas nas estruturas das células e tracar padroes

comparativos.

4.1.1. Triatoma brasiliensis

Nos individuos nao contaminados pelo 7. cruzi, foi possivel observar nicleos
poliploides de tamanhos compativeis com a literatura e em ndmero relativamente
estavel. A figura 2a exemplifica um tipico nucleo poliploide de 7. brasiliensis, o qual
apresenta um cromocentro mais fortemente corado pela orceina, com a presenca de
alguns pontos dispersos pelo nicleo. As células em estigio difuso (Figura 2 c, e)
apresentaram conformacdes normais durante a divisdo, evidenciando a condensacdo

cromatinica usual.

Ja& os individuos contaminados pelo Trypanosoma cruzi apresentaram
configuracdes disformes durante a divisdo celular. Os nucleos poliploides estavam com
seu tamanho aumentado se comparados aos dos individuos ndo contaminados (Figura 2
b). O aumento no tamanho celular também foi identificado nas demais células durante a
divisdo (Figura 2d, f). Outra caracteristica observada nos insetos contaminados foi a
redu¢do no nimero de metdfases em estdgios mais organizados, evidenciando uma

possivel diminui¢do do nimero dessas células.



47

Figura 2. Células dos tibulos seminiferos de Triatoma brasiliensis coradas com orceina
lacto-acética. (a-b) Nucleo poliploide. (c-d) Estdgios difusos iniciais. (e-f) Estigios
difusos. (a) (c¢) (e) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) Individuos contaminados

pelo T. cruzi.



48

4.1.2. Rhodnius neglectus

Também durante a divisdo celular dos individuos ndo contaminados pertencentes a
espécie Rhodiuns neglectus foram observadas células de acordo com o padrao relatado
na literatura. O nucleo poliploide apresentou corpusculo tripartido (Figura 3 a). Nos
nucleos das células em estagio difuso (Figura 3c), da fase inicial a final, observou-se o
processo de condensagao da cromatina e a presenga de corpusculos heteropicnéticos. No
estagio de metdfase foram observados 10 autossomos bivalentes dispostos na placa
metafdsica em formato circular e 2 cromossomos sexuais centrais (Figura 3 e).

Os individuos que foram submetidos a contaminagdo pelo 7. cruzi tiveram
alteracdes celulares durante a espermatogé€nese. O nucleo poliploide possuia tamanho
aumentado (Figura 3 b), assim como as células em estdgio difuso (Figura 3d), as quais
também apresentaram conformacgao disforme. Em Rhodnius neglectus foi possivel
observar algumas metdfases circulares (Figura 3 f), entretanto, estas apresentaram

tamanho aumentado além de serem poucas as encontradas.
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Figura 3. Células dos tibulos seminiferos de Rhodnius neglectus coradas com orceina
lacto-acética. (a-b) Nucleos poliploides. (c-d) Estdgios difusos iniciais. (e-f) metafases
meidticas. (a) (¢) (e) Individuos ndao contaminados. (b) (d) (f) Individuos contaminados

pelo T. cruzi.



50

4.1.3. Panstrongylus megistus

Assim como nas espécies anteriores, foi possivel observar as diferencas entre os

individuos contaminados e ndo contaminados pelo 7. cruzi em P. megistus.

O ntcleo poliploide apresentou-se de tamanho usual, com um unico corpisculo
mais corado pela orceina lacto-acética (Figura 4 a). As células em intérfase
apresentaram-se abundantes nas laminas analisadas (Figura 4c) e mostraram
conformag¢do normal. Durante a préfase (Figura 4 e) foi possivel observar pontes

cromatinicas ligando todos os cromossomos.

Os insetos que foram contaminados pelo 7. cruzi apresentaram configuracao
celular disforme. O ntcleo poliploide apresentou diversos corpuisculos heteropicnéticos,
ao invés de apenas 1 como visualizado nos individuos sem infeccdo (Figura 4 b). As
células em intérfase (Figura 4 d) também apresentaram um aumento nuclear, assim
como aquelas em estagio difuso (Figura 4 f). Foram encontradas poucas células em
estdgio de divisao mais avangado, e quando encontradas, essas estavam sem um padrao
de organizacdo cromossOmica. Nenhuma metifase foi encontrada nesses insetos

contaminados.



Figura 4:Cé¢lulas dos tibulos seminiferos de Panstrongylus megistus coradas com
orceina lacto-acética. (a-b) Nucleo polipldide. (c-d) Profase. (e-f) Estdgios difusos. (a)

(c) (e) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) Individuos contaminados pelo 7. cruzi.



52

4.2. Impregnacdo por ions prata

A técnica de impregnacdo por fons prata proporcionou a visualizacdo dos
padrdes nucleolares das células germinativas dos tubulos seminiferos das espécies
estudadas. A comparacdo entre os individuso contaminados e ndo contaminados
possibilitou observar as diferencas nucleolares e assim intuir sobre o efeito do estresse

fisiolégico causado pela contaminagdo a reproducao desses insetos.

4.2.1. Triatoma brasiliensis

Nos organismos sem a presenca do protozodrio 7. cruzi, a espermatogénese
ocorreu como o padrdo descrito na literatura. O nucleo poliploide (Figura 5 a)
apresentou diversos pontos impregnados pela prata e tamanho proporcional. As células
em intérfase (Figura 5¢) apresentaram alguns corpusculos marcados pelos fons prata, os
quais foram impregnados uniformemente. Durante a divisdo celular, as células nos
diferentes estdgios da profase (Figura 5 e, g) possuiam diversos corpusculos

nucleolares.

Os individuos contaminados apresentaram corpuisculos mais fortemente corados
e células mais disformes. Foi evidenciado um nucleo polipléide (Figura 5 b) com
tamanho muito aumentado, entretanto a variagdo dos corpusculos se mostrou adequada.
As células em estagio difuso (Figura 5 d, f, h) estavam ligeiramente disformes, e ndo

foram encontradas células em estdgio mais avancado da espermatogénese.
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Figura 5: Células dos tibulos seminiferos de Triatoma brasiliensis submetidas a

técnica de impregnacao por ions prata. (a-b) Nucleos poliploides. (c-f) Estagios difusos.
(g-h) Dipléteno. (a) (c) (e) (g) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) (h) Individuos

contaminados pelo 7. cruzi.
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4.2.2. Rhodnius neglectus

Nos individuos sem contaminagdo, cada nucleo poliploide (Figura 6 a) apresenta um
corpusculo mais fortemente marcado. As células em interfase (Figura 6 c) apresentaram
um unico nucléolo marcado pelos fons prata. Os nicleos em estdgio difuso (Figura 6e)
também apresentaram uma regido nucleolar nitidamente mais impregnada pelos ifons
prata.

Os organismos que sofreram contaminacdo pelo 7. cruzi ndo apresentaram células
em formatos convencionais, sendo dificil a identificacdo das fases em que se
encontravam algumas células. Os nucleos polipléides (Figura 6 b) foram identificados
visualmente maiores do que os presentes nos tibulos seminiferos de individuos nao
contaminados. As células em intérfase (Figura 6 d) apresentavam de um a dois
corpusculos marcados pela prata. Ja as células em divisdo celular (Figura 6 f),

apresentavam-se disformes e com tamanho aumentado.



Figura 6: Células dos tibulos seminiferos de Rhodnius neglectus submetidas a técnica
de impregnacdo por fons prata. (a-b) Nucleos polipldides. (c-d) Células em intérfase. (e-
f) Estagios difusos. (a) (c¢) (e) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) Individuos

contaminados pelo 7. cruzi.
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4.2.3. Panstrongylus megistus

Assim como nos demais resultados das outras espécies apresentados
anteriormente, foi possivel observar uma variagdo entre os individuos da espécie P.
megistus que sofreram alteragdes celulares com a presenca do 7. cruzi em seu

organismo e os que tiveram as condi¢des estruturais e fisioldgicas preservadas.

Os nucleos poliploides (Figura 7 a) apresentaram um unico corpisculo marcado
pelos fons prata e algumas marcagdes distribuidas pelo nicleo. Os niicleos em intérfase
(Figura 7 ¢) possuiam um cromocentro marcado, que persistia naqueles em inicio de

profase. Foi possivel observar algumas células em metéfase no formato circular usual.

Os individuos contaminados apresentaram células muito maiores que os insetos
controle. O nucleo poliploide (Figura 7 b) possuia um tamanho maior do que o
observado na figura 6 a, além disso, as células em intérfase (Figura 7 d) apresentaram
um ndmero variado de corpuisculos nucleolares, sendo encontrados nicleos com um,

dois, trés e quatro corpuisculos, assim como as células em estdgios difusos (Figura 7 f).
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Figura 7:Células dos tdbulos seminiferos de Panstrongylus megistus corados com
impregnacdo por fons prata. (a-b) Nucleo polipldéide apresentando corpusculos
marcados pelos fons prata. (c-d) Células em intérfase.. (e-f) Estdgios difusos. (a) (c) (e)

Individuos nao contaminados. (b) (d) (f) Individuos contaminados pelo 7. cruzi.
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4.3. Reagdo de Feulgen

A Reacdo de Feulgen € responsavel por corar apenas os aldeidos livres do DNA
que sdo liberados durante a hidrolise do material genético promovida pela aplicagdo de

concentracdes variadas de HCI.

Nas laminas coradas com essa técnica, foi possivel observar uma diferenca em
relacdo as outras laminas de individuos contaminados. Nessa coloracdo, o material
genético apresenta um grau de degrada¢do menor, o que pode indicar que a degradacao

estd nas estruturas do arcabougo cromossomico.

4.3.1. Triatoma brasiliensis

Nas laminas de individuos ndo contaminados pelo protozodrio 7. cruzi as células
apresentavam estruturacdo normal, com células em inicio de estdgio difuso (Figura 8 a)
apresentando um corpusculo mais fortemente corado e marca¢des menores pelo restante
do nucleo. As células em estdgio difuso mais avancado (Figura 8 c, e) evidenciaram

pontes cromatinicas entre o material genético.

Nas laminas dos individuos contaminados, as células apresentaram um tamanho
aumentado em comparacdo com aquelas dos individuos ndo contaminados. O nicleo
poliploide (Figura 8 b) representa a célula de maior aumento celular e, além disso,
também a mais numerosa na lamina, comparativamente maior que nas dos individuos

sem contaminacdo. As células em estdgio difuso (Figura 8 d, f) apresentaram
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conformacdo aparentemente normal, quanto a sua estrutura, mas com tamanho nuclear

aumentado.
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Figura 8: Células dos tibulos seminiferos de Triatoma brasiliensis coradas pela Reacao
de Feulgen. (a-b) Nicleos em inicio de estdgio difuso. (c-f) Células em estagio difuso.
(a) (c¢) (e) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) Individuos contaminados pelo T.

cruzi.
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4.3.2. Rhodnius neglectus

Os individuos contaminados da espécie Rhodnius neglectus (Figura 9) possuiam
as células com conformagdes mais adequadas e caracteristicas para a espécie. As células
apresentaram um tamanho ligeiramente aumentado, entretanto, ainda dentro dos
padrées. Nessa espécie foi possivel encontrar células em metafases mitéticas, mesmo
ndo sendo encontradas células na mesma fase nos individuos nao contaminados, e sendo

a inica com a presenca de células em estdgio mais avancado de divisao celular.
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Figura 9: Células dos tibulos seminiferos de Rhodnius neglectus coradas pela Reagdo
de Feulgen. (a-b) Células em estdgio difuso inicial. (c-f) Células em estdgio difuso. (a)

(c) (e) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) Individuos contaminados pelo 7. cruzi.
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4.3.3. Panstrongylus megistus

As evidéncias levantadas pelas laminas submetidas a Reac¢do de Feulgen

revelam a diversidade de células presentes nos tibulos seminiferos.

Nos individuos nao contaminados, a espermatogénese seguiu o padrdo descrito
na literatura. O nucleo poliploide (Figura 10 a) apresentou um grande corpusculo central
mais fortemente corado, com pequenas regides também marcadas por todo o nicleo.
Nas células em intérfase (Figura 10 c) foi evidenciado de um a trés corpusculos
heteropicnéticos. As células em estdgio difuso (Figura 10 e) também apresentaram trés

corpusculos corados, representando os cromossomos sexuais dessa espécie.

Ja nos individuos contaminados, o nicleo poliploide (Figura 10 b) apresentou
tamanho muito maior que nos individuos sem contaminagdo, além de haver uma
numerosa quantidade dessas células nas laminas analisadas. J4 as células em estagio
difuso (Figura 10 d, f) apresentaram uma variacdo em suas conformacgdes, algumas com
estruturas normais e outras alteradas. Entretanto, todas apresentaram tamanho

aumentado do nicleo em divisao.
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Figura 10: Células Células dos tdibulos seminiferos de Panstrongylus megistus
submetidas a técnica de Reagdo de Feulgen. (a-b) Nucleos polipldides. (b-f) Células em
estdgio difuso. (a) (c¢) (e) Individuos ndo contaminados. (b) (d) (f) Individuos

contaminados pelo 7. cruzi.
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4.4. Quantificagdo celular

Durante as contagens celulares foram utilizadas apenas as l1aminas coradas com a
técnica de orceina lacto-acética, que proporciona um padrdo convencional para as

observacdes nucleares.

4.4.1. Triatoma brasiliensis

Na Tabela 2 pode ser constatada uma diminui¢ao no nimero total de células nas
laminas de individuos contaminados, assim como os tipos celulares que passavam pelo
processo de divisdo celular. Entretanto, as células em intérfase e os nicleos poliploides

apresentaram nimero aumentado nos individuos contaminados.
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Tabela 2: Comparacdo entre as quantidades de tipos celulares presentes em laminas de
tibulos seminiferos de Triatoma brasiliensis ndao contaminados e submetidos a

contaminacdo por Trypanosoma cruzi.

Triatoma brasiliensis ndo Triatoma brasiliensis contaminado

contaminado (n / %) (n/ %)
Nicleo polipléide 19 /7,66% 28 /24,77%
Intérfase 70/ 28,22% 39/34,51%
Profase 97/39,11% 271 23,89%
Metafase 1576,04% 2/1,76%
Anéafase 4/1,9% 0/0%
Telofase 0/0% 0/ 0%
Demais tipos 43 /1 17,33% 17/ 15,04%
celulares
Total (n) 248/ 100% 113/ 100%




4.4.2. Rhodnius neglectus
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Em R. neglectus foram observadas as mesmas caracteristicas de 7. brasiliensis,

onde houve uma diminui¢io na quantidade geral dos tipos celulares nos tibulos

seminiferos dos individuos contaminados, entretanto, houve um aumento no nimero de

nucleos poliploides presentes, células em intérfase e demais tipos celulares que ndo se

encontravam em meiose ou mitose (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacdo das quantidades dos tipos celulares presentes em laminas de

tibulos seminiferos de Rhodnius neglectus nao contaminados e submetidos a

contaminacdo por Trypanosoma cruzi.

Rhodnius neglectus nao contaminado

Rhodnius neglectus contaminado

Nucleo poliploide 10/5,22% 17/ 17,34%
Intérfase 56/29,16% 38/38,77%
Profase 88/45,83% 30/30,61%
Metafase 13/76,77% 1/1,02%
Anafase 7/ 3,64% 0/0%
Telofase 0/0% 0/0%
Demais tipos 18/79,37% 12/ 12,24%
celulares

Total 192 /100 98 / 100%
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Na Tabela 4 pode ser verificado que assim, como as demais espécies analisadas,

P. megistus também apresentou uma diminui¢do no ndmero de células presentes na

lamina, entretanto, esta foi a diferenca mais discreta entre as espécies, sendo

evidenciado ainda, o aumento da quantidade de nucleos polipléides, células em intérfase

e demais tipos celulares.

Tabela 4: Comparacao entre as quantidades dos tipos celulares presentes em laminas de

tdbulos seminiferos de Panstrongylus megistus nao contaminados e submetidos a

contaminagdo por Trypanosoma cruzi.

Panstrongylus megistus nao

Panstrongylus megistus

contaminado contaminado
Niicleo polipléide 18 /13,84% 20/19,6%
Intérfase 30/23,07% 35/34,31%
Profase 42/ 32,3% 26/25,49%
Metafase 10/7,69% 1/0,98%
Anafase 6/4,61% 0/0%
Telo6fase 0/ 0% 0/0%
Demais tipos 24/ 18,46% 21/20,58%
celulares
Total 130/ 100% 102 / 100%




Concluindo,

Infecgdo por Trypanosoma cruzi

Estresse

Descondensagdo da cromatina nas células dos testiculos

Provavel aumento da expressdo de Interrupc¢do do aparato meiédtico e
genes de estresse da sintese de membrana

Bloqueio da

Hipertrofia meiose

nuclear Poliploidias

Auséncia de fases de divisdo

meidtica
Manutencdo da
homeostase Blogueio da reprodugdo
Assim:
Intérfase e | células em divisao parada do ciclo celular

Figura 11: Esquema dos efeitos da contaminag@o no organismo dos triatomineos.
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A coloragdo orceina lacto-acética evidenciou diferencas na distribuicdo da
cromatina, bem como mudancgas na drea nuclear em todas as espécies objetos desse
estudo. E possivel que isso seja decorrente do estresse induzido pela infeccdao

parasitdria.

Pode ser sugerido que a contaminacdo pelo 7. cruzi afeta o organismo dos
triatomineos de tal maneira, que as defesas celulares sdo ativadas para a protecdo do
organismo, colocando em segundo plano a espermatogénese e, consequentemente, a
reproducdo. Dessa forma, avalia-se que a contaminacdo por este protozodrio pode ser
comparada aos estresses de jejum e choques térmicos, os quais estdo entre as vdrias

condicdes de tensdo fisioldgica que induzem a descondensacdo da cromatina,

possivelmente devido a ativagao do mesmo sistema génico nas trés situacdes.

Nos insetos livres de contaminagdo, a cromatina apresentou-se compactada, mas
naqueles contaminados, foi visivel a descondensac¢do cromatinica e a desorganizagcao
nuclear. Tal situagao fisioldgica é, provavelmente, devido a uma interacdo entre o DNA,

as proteinas bésicas e a sintese de RNA.

Devido a auséncia de estudos em triatomineos relacionados a contaminagdo por
T. cruzi e as suas consequéncias nos organismos desses insetos, na presente discussao
foram utilizadas como referéncias os trabalhos relacionados aos estresses fisioldgicos
de auséncia de alimentacdo, por contaminacdo de metais pesados e por alteracdo de
temperatura (choques térmicos). Nesses estudos pode-se observar ndo sé a
descondensacdo da heterocromatina e a degeneracao de alguns nicleos, mas também os

processos de fusdao nuclear que ocorreram em resposta ao estimulo de fome
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(WIGGLESWORTH 1967a, b, 1982; MELLO e RAYMUNDO 1978). Assim como em
outros estudos foi relatada uma variagcdo considerdvel no nimero de nicleos envolvidos,
indicando possivelmente um mecanismo de sobrevivéncia da célula em condigdes

metabdlicas extremamente baixas (WIGGLESWORTH 1967; MELLO e VIDAL 1979).

Resposta semelhante sd@o encontradas na literatura onde foram analisados os
tibulos de Malpighi, foi possivel observar alteracdes celulares notdveis derivadas do
estresse fisiologico (jejum e alteracdo de temperatura) ao qual as espécies foram
submetidas, tais como mudancas em dreas nucleares, bem como descondensacdo
cromatinica nos diversos fendétipos nucleares (CASSEB-HASSAN; SANTOS;

AZEREDO-OLIVEIRA, 2001).

Varia¢Oes no periodo de infec¢do ndo foram abordadas neste presente estudo,
devido a evidéncias que indicam que apds 5 dias sem alimentacdo, o organismo dos
triatomineos comec¢a a sofrer efeitos fisiologicos relativos ao jejum. Entretanto, ja
relatado (CASSEB-HASSAN; SANTOS; AZEREDO-OLIVEIRA, 2001) que de acordo
com o periodo de jejum, hd alteracdes na distribui¢do da cromatina, que se tornam mais

descondensadas ao longo do processo.

De acordo com Mello (1989), a mudanga que ocorre no estado da condensacao
da heterocromatina facultativa em resposta a estressores fisiologicos pode representar

uma tentativa de ativar genes que normalmente estdo "silenciados".

Nesse contexto, apresenta-se o gene defl, que codifica um peptideo que é
encontrado nos mais diversos organismos, incluindo diferentes células de diversas
espécies de mamiferos. Nos seres humanos, em insetos e plantas, as defensinas
contribuem de forma significativa para a defesa do hospedeiro contra ainvasdo de

microorganismos (RAJ; DENTINO, 2002). Supde-se que esse seja um dos genes
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responsaveis pela cascata imune inata nos organismos durante a infeccdo por 7. cruzi.

O aumento da taxa metabdlica leva a descondensacdo cromatinica e hipertrofia nuclear.

Semelhantemente como observado por Dantas e Mello , em 1992, que
constataram a presenca de nucleos gigantes , apés um periodo em que os tibulos de
Malpighi foram submetidos a choques térmicos, no presente estudo também foi
possivel observar um aumento celular nas células dos tibulos seminiferos dos
triatomineos, submetidas a Reacdo de Feulgen. Esse aumento pode ser verificado nas
escalas das imagens das fotomicrografias, comparando-se os volumes celulares de

forma qualitativa.

Outro evento interessante, relatado por Casseb-Hassan (1997), é o aumento da
poliploidia, provavelmente representado pelas fusdes de corptisculos nucleolares como
conseqiiéncia da impregnacdo diferencial pelos fons prata. No presente estudo também
foram evidenciadas as mesmas caracteristicas de aumento da ploidia, principalmente,
nas células cisticas, conhecidas como nucleos poliploides. Essas células apresentaram,
em uma comparag¢ao visual, um volume nuclear aumentado e um padrao de corpusculos
alterado, quando comparado aos individuos nao contaminados.

A reunido de corpusculos nucleolares sugere aumento da necessidade metabdlica
celular para uma mais ripida transcricdo de moléculas de RNA ribossémico. Essa
demanda transcricional deve estar ligada a inducdo de sintese de proteinas de estresse
que sdao importantes para manter a taxa de sobrevivéncia dos insetos (CASSEB-
HASSAN, 1997). Este fendmeno possivelmente desencadeia um aumento da atividade
transcritiva, permitindo ndo s6 a recuperagdo das atividades celulares normais, mas
também estimulando o metabolismo, como em outros casos ja relatados (ATIKINSON

& WALDEN, 1985).
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Fakan e Hernandez-Verdum (1986) relacionaram o formato nucleolar varidvel
com alteracdes da atividade transcricional dessa estrutura nuclear, de acordo com a fase
do desenvolvimento do inseto e/ou ritmo circadiano. Sobre esse aspecto no presente
estudo, poderiamos acrescentar mais uma justificativa para a alteracdo do formato

nucleolar, ou seja, a contaminagdo pelo parasito 7. cruzi.

Corroborando essa suposi¢do, encontramos a observacdo de Mello e Raymundo
(1980), em que a poliploidia em células com atividade aumentada pode refletir, como
em outros casos, a grande demanda para producdo de RNAs pelas células. E um
processo adaptativo em que as células economizam tempo fisioldgico e sintese protéica,
isto €, ndo havendo a formac@o do aparelho mitético e membrana nuclear necessarios

para uma divisao celular.

A observacgdo no presente estudo de nuicleos altamente poliploides, com grande
nimero de corpusculos nucleolares, pode ser explicada também pela brusca alteracdo do
metabolismo do inseto. A resposta a esses estresse leva ao aumento dos componentes
nucleoprotéicos com a finalidade de promover maior transcricio de RNAr e,
consequentemente, de sintese de “proteinas do estresse”. Como jia mencionado
anteriormente, esse mecanismo leva a manutencdo da taxa de sobrevivéncia dos

triatomineos apds periodos de estresse.

A andlise da quantificacdo celular, em todas as espécies analisadas, evidenciou
uma diminuicdo do nimero de células presentes nas laminas confeccionadas com
tibulos seminiferos de individuos previamente contaminados (KARABAY & OGUZ,
2005). Esse método ¢é usada em diversos estudos, principalmente de caréter

toxicoldgico, sendo que a diminui¢do ocorre principalmente pela interferéncia no ciclo
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celular, muitas vezes levando as células a apoptose (REIMANN & MILTENBURGER,

1983; DADA et al., 1984; GUERRA, 2002; KARABAY & OGUZ, 2005).

Isso justificaria a reducdo do nimero de célula em divisao observada em nosso
estudo, indicando que a contaminagdo pelo protozodrio ocasionaram uma
desestruturacdo celular nos testiculos dos triatomineos e uma variacdo do nimero de
nucléolos, essas alteracdes podem ser atribuidas a uma oscilacio das funcdes

fisiolégicas no 6rgao.

Sendo assim, os resultados do presente estudo evidenciaram que o parasito 7.
cruzi foi capaz de interferir diretamente na divisdo meidtica e, por consequéncia, na
espermatogénese do vetor, bloqueando esse processo e disparando mecanismos de

sintese de proteinas para controlar o estresse induzido pela infec¢ao.
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CONCLUSAO
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Os resultados obtidos com o presente estudo proporcionaram a visualizagao de
caracteristicas celulares diferentes em individuos contaminados e nao contaminados
pelo protozoario Trypanossoma cruzi, causador da doenca de Chagas, nos tibulos

seminiferos dos triatomineos

Dessa forma, sugere-se que o estresse fisioldgico provocado pela presenca do
parasito alterou os tdibulos seminiferos dos triatomineos, ocasionando uma
remodelacdo (Fig. 11) nesses organismos, visando suprir os prejuizos ocasionados pela

infeccdo e a interrup¢do da gametogénese.
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ABSTRACT

The present study aims to describe the spermatogenesis of Triatoma vandae and
nucleolar behavior T. vandae and T. williami, with cytotaxonomic focus. Analysis of
mitotic and meiotic metaphases of 7. vandae allowed confirms the species karyotype. 7.
vandae presented some characteristics during meiosis that allowed differentiates it of T
williami, out more, presence of chromocenter with two sex chromosomes individualized
during early prophase and the presence of a bi or tripartite corpuscle in polyploid nuclei.
It was possible to observe the compaction of chromatin during prophase resulting in
holocentric chromosomes. During metaphase, the autosomes present in a ring shape and
the sex chromosomes were in the center of the ring. These chromosomes were separated
in anaphase. Although it is common, we did not observe the phenomenon of late
migration of the sex chromosomes. By means of impregnation technique by silver ions
was possible to describe the nucleologenesis of 7. vandae and T. williami. In both
species we observed persistence of the nucleolar material during meiosis. In addition to
the cells in meiotic division, we also observed the presence of polyploid nuclei that are
of the seminiferous tubule wall that nourish the cells during cell division. The nucleolar
markings reflect the capacity of synthetic activity. 7. vandae and T. williami presented
only one nucleolar corpuscle, which reflects low synthetic activity. Thus, this study
confirms the karyotype of T vandae, presents characteristics that allow differentiating 7.
vandae and T. williami during meiosis and describes the phenomenon of nucleolar
persistence in both species.

Keywords: cytotaxonomy; nucleolar persistence; matogrossensis subcomplex

INTRODUCTION

Chagas disease is the parasitemy that causes the human health problem of major
socioeconomic impact in Latin America (WHO, 2012). This disease is caused by the
protozoan Trypanosoma cruzi and the main form of transmission is through vector, the
triatomines (Chagas, 1909).

In 2013, 7 or 8 million of people are estimated to be infected worldwide, mostly
in Latin America (WHO, 2013). In Brazil, the number of infected is estimated at two
million and a half of individuals (Neto, 2009). Due to lack of anti-trypanosomal drugs,
the main method of disease control has been the vector control (WHO, 2013), thus
demonstrating the importance of studies to aid in the control of Chagas disease.

In this context, cytogenetic studies applied the taxonomy of the triatomines are
important tools for vector control programs because the correct classification of
triatomine allows vector control programs focus on species of primary importance in the
transmission of Chagas disease (Alevi et al., 2012a).

Triatomine bugs are hematophagous insects classified in the Hemiptera order,
Heteroptera suborder, Reduviidae family and Triatominae subfamily (Lent and
Wygodzinsky, 1979). These vectors have some peculiar characteristics, such as
holocentric chromosomes with diffuse kinetochores (Panzera et al., 1996), inverted
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meiosis for sex chromosomes (Goémez-Palacio et al., 2008) and nucleolar persistence
during meiosis (Tartarotti et al., 1999).

Schofield and Galvao (2009) grouped triatomines in complexes and specific
subcomplexes, based primarily in the geographical disposition and morphological
characters. However, by means of new tools these groups of insects are being reassessed
and, in some cases, modified, as can be observed for the species of the brasiliensis
subcomplex (Alevi et al., 2012a, b, 2013 b, ¢, d, e, 2014a, b; Gardim et al., 2014;
Mendonca et al., 2014).

The matogrossensis subcomplex is the new name of 7. oliverai complex
proposed by Carcavallo et al. (2000). This subcomplex is composed of nine species: 7.
baratai, T. costalimai, T. deaneorum, T. guazu, T. jatai, T. jurbergi, T. matogrossensis,
T. vandae and T. williami (Schofield and Galvao, 2009; Gongalves et al., 2013) that
occur in the midwestern region of Brazil (Obara et al. 2012).

Gardim et al. (2013) through of phylogenetic reconstruction with COI, Cytb and
16S, have not recovered as a subcomplex matogrossensis monophyletic group and the
species were grouped into three different clades: 1) T. jurbergi + T. matogrossensis + T.
vandae; 2) T. guasayana as the sister group of clade 1 and 3) 7. williami + T. guazu.
Thus, the present study aims to describe the spermatogenesis of 7. vandae and nucleolar
behavior 7. vandae and T. williami, with cytotaxonomic focus.

MATERIAL AND METHODS

At least five specimens of 7. vandae and T. williami were taken from a colony
maintained at the “Triatominae Insectarium” of Sdo Paulo State University (UNESP, in
the city of Araraquara, Brazil). The seminiferous tubules of adult triatomines males
were analyzed, because spermatogenesis in Hemiptera continues into adulthood, and the
different stages of meiosis can be observed. After dissection, the seminiferous tubules
were placed in methanol acetic acid (3:1), and then stored in a freezer at -20°C. For the
slide preparation, each tubule received two baths in distilled water for 5 minutes. Next,
the tubule was placed in 45% acetic acid solution for 10 minutes. The seminiferous
tubule was squashed and the material was stained with lacto-acetic orcein (De Vaio et
al., 1985, with modifications according by Alevi et al., 2012a) and impregnation by
silver ions (Howell and Black, 1980). The slides were examined under a Zeiss-Jenaval
light microscope (magnified 1000x). The images were captured using the Axio Vision
LE 4.8 (Copyright © 2006-2009 Carl Zeiss Imaging Solutions Gmb H).

RESULTS
Lacto-acetic orcein

The conventional cytogenetic technique of lacto-acetic orcein allowed
describing the spermatogenesis of 7. vandae (Figure 1). The polyploid nuclei of T.
vandae showed a corpuscle bi or tri broken (Figure 1a, arrow). Through the analysis of
the cell in mitotic metaphase, was possible to confirm the number of chromosomes of
the species 2n = 22 (20A + XY) (Figure 1b). During meiosis, we observed compaction
of chromatin and highlight a chromocenter formed by the sex chromosomes in cells in
prophase (Figure 1c-e, arrows). In the initial stage diffuse, it was possible to distinguish
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the sex chromosomes (Figure lc, arrow) compacted during the intermediate stage
diffuse (Fig. 1d, arrow) and final (Figure le, arrow). Cells in metaphase I (Figure 1f)
and metaphase II (Figure 1g) also confirmed the karyotype 2n = 22. During anaphase,
we observed migration of the chromosomes to the poles of the cells (Figure 1h, i).

Impregnation by silver ions

By means of the technique of impregnation by silver ions was possible to
describe the nucleolar behavior of T. vandae and T. williami during meiosis. As vandae
T. vandae and T. williami showed the same characteristics, we present only a board
(Figure 2). Polyploid nuclei showed only one corpuscle nucleolar (Figure 2a). During
prophase, we observed the presence of nucleolar material (Figure 2b-d, arrows). Note
during the stages of prophase (arrow), the nucleolus will fragmenting (arrows) and these
fragments persist during metaphase (Figure 2d, arrow) and anaphase (Fig. 2e, arrow).

DISCUSSION

T. vandae and T. williami are potential vectors of Chagas disease in the
midwestern region of Brazil, where 7. vandae was collected in the states of Mato
Grosso and Mato Grosso do Sul and 7. williami in Goids, Mato Grosso and Mato
Grosso do Sul (Gurguel-Golcalves et al., 2012). It is known that 7. williami is an
invasive species of residential areas (peri and intradomiciliary) and, in 2011, was found
infected by T. cruzi (Arrais-Silva et al., 2011). The information on the biology, ecology
and epidemiology of 7. vandae are still unknown, which emphasizes the importance of
this work.

Analysis of mitotic and meiotic metaphase of 7. vandae allowed confirm the
species karyotype which was previously described by Panzera et al. (2010). This
number of chromosomes is observed in all insects grouped in matogrossensis
subcomplex (Panzera et al., 2010; Succi et al., 2013; Alevi et al., 2014c).

Recently, the spermatogenesis of 7. williami has been described (Succi et al.,
2013). T. vandae presented some characteristics during meiosis that allowed
differentiates it of T williami, out more, presence of chromocenter with two sex
chromosomes individualized during early prophase and the presence of a bi or tripartite
corpuscle in polyploid nuclei. These results, in sets with morphological analyzes of egg
and nymphs (Silva et al., 2005) which also allowed the species differences, are
important taxonomic tools.

The chromosomes of T vandae behaved in a way similar to that described for
Triatominae subfamily (Ueshima, 1966). It was possible to observe the compaction of
chromatin during prophase resulting in holocentric chromosomes. During metaphase,
the autosomes present in a ring shape and the sex chromosomes were in the center of the
ring. These chromosomes were separated in anaphase. Although it is common, we did
not observe the phenomenon of late migration of the sex chromosomes.

By means of impregnation technique by silver ions was possible to describe the
nucleologenesis of 7. vandae and T. williami. The nucleolus is a nuclear structure
common to all eukaryotic cells and is responsible for ribosome biogenesis that occurs
by means of a series of events involving rRNA gene transcription, pre-processing of
ribosomal RNAs and the meeting of pre-ribosomal particles (Scherr et al., 1997).
Variations in the pattern of transcriptional activity, expressed by differences in the size
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or number of nucleolus, may result in a reduction or absence of rDNA, or perhaps a
process of gene regulation (Galletti-Junior et al., 1985).

In both species we observed persistence of the nucleolar material during meiosis.
The phenomenon of nucleolar persistence during spermatogenesis is characterized by
the presence of the nucleolus or nucleolar corpuscles in meiotic metaphase, since,
generally, in eukaryotes the nucleolus is fragmented in late prophase and is only
reorganized at the end of prophase. This phenomenon was described in 21 species of
triatomines (Tartarotti and Azeredo-Oliveira, 1999; Morielle-Souza and Azeredo-
Oliveira, 2004, 2007; Severi-Aguiar and Azeredo-Oliveira, 2005, 2006; Costa et al.,
2008; Alevi et al., 2013f, 2014d) and Alevi et al. (2014d) propose that such features it is
a synapomorphy of the subfamily Triatominae.

In addition to the cells in meiotic division, we also observed the presence of
polyploid nuclei that are of the seminiferous tubule wall that nourish the cells during
cell division. Thus, the nucleolar markings reflect the capacity of synthetic activity. 7.
vandae and T. williami presented only one nucleolar corpuscle, which reflects low
synthetic activity. Alevi et al. (2013f) analyzed polyploid nuclei of T melanocephala
and T. lenti and suggested greater synthetic activity in 7. lenti by having large number
of nucleolar corpuscles.

Thus, this study confirms the karyotype of T vandae, presents characteristics that
allow differentiating 7. vandae and T. williami during meiosis and describes the
phenomenon of nucleolar persistence in both species. These data are important for
evolutionary studies of these vectors of Chagas disease.
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Figure 1. Spermatogenesis of 7. vandae. a) Note the polyploid nuclei of 7. vandae
showed a corpuscle bi or tri broken (arrow). b) Mitotic metaphase. c-e) Note the
compaction of chromatin and a chromocenter formed by the sex chromosomes in cells
in prophase (arrows). Note in the initial stage diffuse (c), it was possible to distinguish
the sex chromosomes (arrow) witch compacted during the intermediate stage diffuse (d,
arrow) and final (e, arrow). f) Metaphase 1. g) metaphase II. h, i) Anaphase. Note the
migration of the chromosomes to the poles of the cells. Bar: 10 um.
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Figure 2. Nucleolar behavior of T. vandae. a) Polyploid nuclei showed only one
corpuscle nucleolar. b-d) Prophase. Note the presence of nucleolar material (arrows). )
Metaphase. Note the nucleolar persistence (arrow) f) anaphase. Note the nucleolar
persistence (arrow). Bar: 10 um.



