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RESUMO

Triatoma melanocephalae T. lentisdo espécies cripticas de
triatomineos pertencentes ao subcomplexo Brasiliensis.
Esses organismos foram agrupados no subcomplexo
apenas por caracteres morfolégicos e pela disposicao
geografica. Sendo assim, estudos citogenéticos sao
considerados como importantes ferramentas na
classificacdo dos triatomineos e, com isso, podem
auxiliar na criacdo de um plano de profilaxia da doenca.
Por meio da técnica citogenética de impregnacio
por ions prata, foi possivel visualizar a atividade
nucleolar e as Regides Organizadoras Nucleolares
(RONs) desses insetos. 7. melanocephala apresentou
trés RONs ativas nos autossomos durante a profase 1.
T. lenti apresentou duas RONs ativas nos autossomos
durante a préfase I e a metifase I. Ambas as espécies
apresentaram o fenomeno de persisténcia do material
nucleolar encontrado em triatomineos. Sendo assim,
por meio da analise das RONSs, foi possivel observar que
T. lenti, quando comparado com o0s outros organismos
do subcomplexo, apresentou marcacdes semelhantes a
T. tibiamaculata e que T. melanocephala nao apresenta
nenhuma relacio direta com o subcomplexo.
Palavras-chave: Citogenética. Taxonomia. Triatominae.
Subcomplexo Brasiliensis.

INTRODUCAO

Os triatomineos pertencem a Ordem Hemiptera,
subordem Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae (Lent & Wygodzinsky, 1979). Essa ordem ¢
caracterizada por insetos com um par de asas anteriores do
tipo hemiélitro, um par de asas posteriores membranosas
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e um aparelho bucal do tipo picador-sugador (Schofield,
1994).

A subfamilia Triatominae ¢ composta por 145
espécies distribuidas em 18 géneros e seis tribos (Alevi et
al.,2013a). Todas as espécies de triatomineos sao suscetiveis
a infeccdo pelo Trypanossoma cruzi (Kinetoplastida,
Trypanosomatidac) e, consequentemente, potenciais
vetores da doenca de Chagas. A infec¢do ocorre por meio
da alimentagdo com sangue de mamifero infectado, sendo
todos os estadios ninfais sujeitos a ingerirem o parasito,
uma vez que, apds a eclosdo, a hematofagia ¢ obrigatoria
em todas as fases de vida dos triatomineos (Noireau et al.,
2009).

A identificacdo especifica e a sistematica dos
triatomineos tém se pautado fundamentalmente em
observagdes morfologicas, principalmente por meio
de microscopia de luz (Lent & Wygodzinsky, 1979) e
de varredura (Rosa et al.,, 2000). Schofield & Galvao
(2009) propuseram a classificagdo destes organismos
em subcomplexos especificos. Contudo, para agrupar
os insetos utilizaram apenas a disposi¢do geografica e os
caracteres morfoldgicos.

Triatoma melanocephala é uma espécie rara
encontrada principalmente nos estados da Bahia, Paraiba,
Sergipe, Rio Grande do Norte e Pernambuco (Gurgel-
Gongalves et al., 2012). Embora tenha sido encontrado
em areas domiciliares, esse organismo ¢ incapaz de nele
colonizar, pois ¢ considerado essencialmente silvestre.
Esse triatomineo habita principalmente regides de Caatinga
e, em seu ecdtono natural, foi encontrado infectado pelo
protozoario 7. cruzi. Provavelmente, a espécie é um
importante elo dos ciclos de transmissdo silvestre e
domiciliar, levando o protozoario dos marsupiais e ratos
para o homem (Sherlock & Guitton, 1980).

T lenti é uma espécie endémica dos estados da
Bahia, Goias e Roraima (Gurgel-Gongalves et al., 2012).
Esse triatomineo ¢ considerado como um potencial vetor da
doenga de Chagas de importancia secundaria e, de acordo
com Sherlock & Guitton (1974), foi encontrado infectado
pelo protozoario 7. cruzi.

Esses hemipteros pertencem ao grupo Infestans,
complexo Infestans e subcomplexo Brasiliensis (Schofield
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& Galvao, 2009). Esse subcomplexo estd presente na
América do Sul e ¢ composto por nove espécies: T.
brasiliensis, T. juazeirensis, T. melanica, T melanocephala,
T petrochiae, T. lenti, T. sherlocki, T. tibiamaculata e T.
vitticeps.

Monteiro et al. (2001) relatam que os taxons do
subcomplexo Brasiliensis sdo dificilmente esclarecidos
apenas por pardmetros morfoldgicos, pois as espécies sdo
cripticas. Assim, os estudos citogenéticos que abrangem
estes organismos sdo considerados como importantes
ferramentas para a diferenciacdo e sistematica destes
insetos (Pérez et al., 1992; Panzera et al., 2000; Alevi et al.,
2012a; Alevi et al., 2012b; Alevi et al., 2013b, Alevi et al.
2013c, Alevi et al., 2013d).

As Regides Organizadoras Nucleolares (RONs)
correspondem a algas do DNA contendo genes responsaveis
pela transcricdo do RNA ribossdmico (RNAr), 18S; 5,8S e
288, situados no nucléolo da célula que, durante a meiose,
se organizam nos cromossomos, ¢ quando ativas expressam
as proteinas B23 e C23 que, por possuirem reatividade com
a prata, sdo chamadas de AgNORs (Hsu et al., 1975).

Durante a divisdo celular, as células cessam a
transcricdo de RNAr na profase, ocorre fragmentacao
nucleolar e a maior parte das proteinas migram para o
citoplasma, sendo que algumas permanecem associadas as
RONSs dos cromossomos. Apenas na anafase a transcricao
de RNAr ¢ reativada e gradualmente ocorre reorganizagao
do nucléolo (Gonzalez-Garcia & Rufas, 1995). Contudo,
Tartarotti & Azeredo-Oliveira (1999) observaram que
durante a meiose de triatomineos ocorria persisténcia do
material nucleolar, ou seja, resquicios desse material eram
visualizados durante todas as fases da divisdo meidtica.

A profilaxia da doenca de Chagas pode ser
otimizada quando associada a dados bioldgicos desses
insetos, que informam sobre a distin¢do entre espécies
silvestres de baixo risco e espécies domiciliares nocivas,
habitos e horarios de hematofagia, capacidade reprodutiva,
resisténcia a inseticidas, ciclo bioldgico, reservatorios
domésticos e silvestres do agente etiologico. Bem como
as inter-relagdes entre espécies e géneros estudados no
contexto evolutivo, por meio de ensaios citogenéticos que
comparam padrdes cromossomicos os quais podem ser
aplicados a filogenia dos triatomineos (Tavares & Azeredo-
Oliveira, 1996).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo
analisar a atividade nucleolar e as possiveis RONs ativas
durante a meiose desses importantes vetores da doenca de
Chagas no Brasil.

MATERIAL E METODOS

No estudo, foram utilizados dez individuos machos
da espécie T. melanocephala ¢ dez da espécie T. lenti,
cedidos pelo “Insetario de Triatominae”, instalado no
Departamento de Ciéncias Biologicas, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Campus de Araraquara. Os tibulos
seminiferos dos machos adultos, depois de dilacerados e
fixados na lamina, foram submetidos a técnica citoquimica
de impregnagdo por ions prata (Howell & Black, 1980).
O material bioldgico foi analisado ao microscopio de luz
Jenaval (Zeiss), acoplado a camera digital e ao sistema
analisador de imagens Axio Vision LE 4.8 (Copyright
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©2006-2009 Carl Zeiss Imaging Solutions Gmb H), com
aumento de 1000 vezes.

RESULTADOS

T. melanocephala

Por meio da técnica citogenética de impregnagdo
por ions prata foi possivel observar a atividade nucleolar
e estudar as RONs durante a espermatogénese de 7.
melanocephala. No ntcleo poliploide (Figura 1I), célula
da parede do tabulo seminifero responsavel pela nutricao
das células em divisdo meiotica, foi possivel a visualizagdo
de um corptsculo impregnado com os ions prata (scta).
A andlise da célula interfasica (Figura 1II) possibilitou a
visualizagdo de um nucléolo (seta). Foi possivel observar a
fragmentagdo nucleolar durante a profase I (Figura 1111-VI,
setas) que persistiu durante a metafase (Figura 1 VII), onde
foi possivel encontrar resquicios do material nucleolar
(seta). Durante a profase I, também foi visivel trés RONs
ativas nos autossomos (ponta de seta). No final da anafase,
mais proximo ao inicio da teléfase, foi possivel visualizar
a reativacdo nucleolar (Figura 1 VIII). A espermatide inicial
permitiu a visualiza¢do do nucléolo reativado (Figura 11X).
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Figura 1: Espermatogénese de Triatoma melanocephala corada
com a técnica citogenética de impregnagdo por ions prata. I:
Nucleo poliploide com apenas uma marcagdo nucleolar (seta).
II: Nucleo interfasico. Notar a presenga do nucléolo (seta). III-
VI: Profase 1. Notar a fragmentagdo nucleolar (setas) e as RONs
(pontas de seta). VII: Metafase I. Notar a pesisténcia nucleolar
(setas). VIII: Comego de Telofase. Note a reativagdo nucleolar
(seta). IX: Espermatide inicial com o nucléolo reativado. Bar:
10 um.
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T lenti

Por meio da técnica citogenética de impregnagdo
por ions prata foi possivel observar a atividade nucleolar
e estudar as RONs durante a espermatogénese de 7 lenti.
No nucleo poliploide (Figura 2I), foi possivel visualizar
muitos corpusculos impregnados pelos ions prata. A analise
da célula interfasica (Figura 21I) possibilitou a visualizagdo
de dois nucléolos (ponta de seta). Durante a profase I, foi

possivel observar a fragmentagdo nucleolar (Figura 2111-V,
ponta de seta) que persistiu durante a metafase (Figura 1VI,
VII). Tanto na profase I (Figura 2IV), como na metafase I
(Figura 2VI), foi possivel observar duas RONs ativas nos
autossomos (setas). A metafase em visdo lateral permitiu
observar apenas uma RON ativa (Figura 2VII, seta). Na
espermatide inicial (Figura 2VIII) foi possivel visualizar o
nucléolo reativado.

Figura 2: Espermatogénese de Triatoma lenti corada com a técnica citogenética de impregnacdo por ions prata. I: Nucleo poliploide. Notar
varios corpusculos impregnados com AgNOR. II: Nucleo interfasico. Notar a presenca de dois nucléolos (pontas de seta). III-V: Profase
I. Notar a fragmentagao nucleolar (setas) e as RONs (pontas de seta). VI Metafase I em visdo polar. Notar as RONSs (setas) e a pesisténcia
do material nucleolar (ponta de seta). VII: Metafase em visao lateral. Notar uma RON (seta) e a persisténcia do material nucleolar (pontas
de seta). VIII: Espermatides iniciais com o nucleolo reativado (setas). Bar: 10 um.

DISCUSSAO

Acredita-se que a persisténcia do material nucleolar
¢ muito importante para a espermiogénese, pois esta fase
consiste na diferenciagdo morfoldgica das espermatides em
espermatozoides, e ndo ha nenhuma atividade transcricional
de RNATr (Olivieri & Olivieri, 1965).

A ideia de auséncia de sintese nucleolar durante
a espermiogénese foi proposta inicialmente por Olivieri
& Olivieri (1965), por meio de técnicas autorradiografia.
Nesse trabalho ndo foi relatada nenhuma atividade
transcricional de RNAr durante a espermiogénese, que foi
corroborada por Rickards et al. (2007), apds descobrirem
que durante essa fase da espermatogénese ha baixa atividade
da nucleolina, proteina que desempenha importante papel
na transcricdo de RNAr. Todas as proteinas necessarias
para a espermiogénese sdo produzidas a partir d¢ RNAm
transcritos durante a meiose e armazenados no citoplasma
(Schifer et al., 1995). Dessa forma, a persisténcia
nucleolar observada nos triatomineos ¢ um evento muito
importante, pois esse material em conjunto com as RONs
sdo os principais fatores transcricionais que permitem que
a espermiogénese ocorra.

A analise dos nucleos poliploides e das células
interfasicas de 7. melanocephala possibilita ressaltar que
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essas células ndo apresentam alta atividade sintética, pois
ambas apresentam um pequeno corpusculo nucleolar.
No entanto, o nucleo poliploide de 7. lenti apresentou
grandes marcagdes pelos ions pratas que, em conjunto
com os dois nucléolos encontrados na célula interfasica,
permitem ressaltar que essa espécie apresenta alta atividade
sintética. O tamanho e o numero de nucléolos e corpos pré-
nucleolares dependem das caracteristicas funcionais das
células e pode refletir, entdo, em diferengas metabolicas e
funcionais (Tavares & Azeredo-Oliveira, 1997).

Apesar do conhecimento sobre a importancia das
RONs na formag2o do nucléolo durante a interfase e,
principalmente, na biogénese dos ribossomos, esses estudos
sdo pouco abordados nos triatomineos. A quantidade de
RON:Ss nos nticleos refletem o nivel de transcri¢ao de DNAr
e, com isso, quantifica a sintese proteica nos organismos.
Esses dados também podem auxiliar no estudo evolutivo
das espécies, pois as RONs sdo fatores atuantes na evolugado
dos organismos.

A espécie T. melanocephala apresentou trés RONs
ativas em trés pares de autossomos durante a divisdo
meiotica, mais especificamente no final da profase I. Em 7.
lenti foram observadas duas RONs ativas na profase I e na
metafase I. O estudo das RONs permite o estabelecimento
de graus de parentesco e um possivel estabelecimento da
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filogenia, quando o numero e sua localizag@o (autossomos
ou sexuais) sao comparados.

A andlise da metafase de 7. /enti em visdo lateral
permitiu a observagao de apenas uma RON. Isso ressalta
a importancia da andlise das células metafasicas também
em visdo polar nos estudos citogenéticos, uma vez que,
em visdo lateral pode ocorrer sobreposicdo do material
cromossomico e, com isso, marcagdes importantes deixam
de ser observadas.

Entre as nove espécies que compdem o subcomplexo
Brasiliensis, em apenas trés foram descritos os numeros
de RONSs, a saber, T. brasiliensis, T. tibiamaculata e T.
vitticeps. Bardella et al. (2010) relataram que 7. brasiliensis
apresenta RONs ativas em um par de autossomos. Segundo
Severi-Aguiar et al. (2005), T. tibiamaculata apresenta
marcacdes AgNORs em apenas dois autossomos, assim
como foi observado em 7. lenti. Ja a espécie T. vitticeps ndo
apresenta marcagdes nos autossomos, mais sim em dois
cromossomos sexuais (X X,) (Severi-Aguiar et al., 2006).
Contudo, a técnica de impregnagdo por ions prata s marca
as RONs que foram ativadas na interfase anterior, seria
necessario o emprego da técnica citogenética molecular
de FISH em T. melanocephala e T. lenti para que analises
comparativas mais especificas fossem realizadas.

Assim, o presente trabalho possibilitou descrever o
comportamento nucleolar de 7. melanocephala e T. lenti
e, assim, corroborar a hipotese de que os triatomineos
apresentam persisténcia do material nucleolar durante
a meiose. Além disso, por meio do estudo das RONs
ativas durante a espermatogénese, foi possivel observar
similaridade no nimero e na localizacdo entre 7. lenti e
T tibiamaculata e, ainda, relatar que 7. melanocephala
ndo apresentou nenhum grau de similaridade com os
organismos do subcomplexo Brasiliensis. Dessa forma
ressaltamos a importancia das andlises citogenéticas como
uma ferramenta no estudo de espécies cripticas, bem como
no entendimento da biologia e evolug@o desses insetos,
importantes vetores da doenga de Chagas.
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ABSTRACT

Analysis of nucleolus organizer regions and nucleolar
activity in important vectors of Chagas disease (Triatoma
melanocephala and T. lenti)

Triatoma melanocephala and T. lenti are important
vectors of Chagas disease. These cryptic species of
triatomines are grouped in the subcomplex brasiliensis
due only to morphological characters and geographical
distribution. Cytogenetic studies are important to the
classification of insects and can assist in creating a
disease prevention plan. The aim of the present study
was to determine nucleolar activity and nucleolus
organizer regions (NORs) in these insects using the
cytogenetic method of silver ion impregnation. 7.
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melanocephala exhibited three active NORs in autosomes
during prophase 1. 7. [enti exhibited two active NORs
in autosomes during prophase I and metaphase 1. Both
species exhibit the persistent nucleolar material found
in triatomines. The analysis of NORs in the present
study revealed that 7. /enti exhibited labeling similar
to that found in 7. tibiamaculata, which belongs to the
subcomplex, whereas 7. melanocephala shows no direct
relationship with the subcomplex.
Keywords:  Cytogenetics.  Taxonomy.
Brasiliensis subcomplex.

Triatominae.
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