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«.8¢ és capaz de arriscar numa tinica parada

Tudo quanto ganhaste em toda tua vida

E perder ¢, ao perder, semn nunca dizer nada
Resignado, tomar ao portto de partida

De forcar coragdo, nervos, nuisculos, tudo

E dar seja o que for que neles ainda exista,

E a persistir assim quando, exausto, contiido,

Resta a vontade em ti, que ainda te ordena: Persiste !!

Se és capaz de entre a plebe ndo te corromperes,
Entre Reis, ndo perder a naturafidade;

E de ammigos, quer bons, quer maus, te defenderes;
Se a todos podes ser de alguma utifidade;

E se és capaz de dar sequndo por segunido,
Ao minuto fatal, todo teu valor e brilfio,

Tua é a Terra com tudo que existe no mundo,

E - o que ainda é muito mais — és wm Homern !!

Se...

Rudyard Kipling,
(Traducdo: Guilherme de Almeida)

Aos meus pais,
Fernando e
Armnigos
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Resumo Tolerancia a choque frio em Triatoma infestans Klug

Um agente estressor importante em hemipteros reduviideos € o choque de
temperatura. Quando tais insetos sfic submetidos a este tipo de estresse sofrem
alteracBes em sobrevivéncia, ocorréncia de mudas e fenétipos nucleares, na dependéncia
da temperatura a que sio submetidos, da duragdc do tratamento, das fases do
desenvolvimento e do sexo. O presente trabalho teve como objetivos a pesquisa de
tolerancia a choque frio, avaliada através de alteragbes na taxa de sobrevivéncia,
ocorréncia de muda e fendtipos nucleares dos tubulos de Malpighi, em Triafema infestans,
um vetor da doenca de Chagas. Como a resposta ao estresse pode ser afetada pelo
estado nutricional dos espécimes, esta condicdo também foi analisada. Foram usadas
ninfas de 5° instar, bem- alimentadas e em jejum moderado, submetidas a um chogue
inicial de 0°C por 1h, e apds 8 h ou 24 h (30°C), a um chogque de 0°C por 12 h. Como
condi¢cbes controles foram consideradas situagdes de um Unico choque de 0°C por 1 h e
12 h. Para andlise estatistica da incidéncia de muda foi utilizado o teste ndo-parametrico
de Log-hank. Para andlise fenotipica foram feitas montagens totais dos tubulos de
Malpighi 2 e 30 dias pos-chogque frio, sendo utilizados érgéos de no minimo 3 espécimes
por condicdo experimental submetidos & Reacgéo de Feulgen. A relagéo linear entre os
fendtipos nucieares dos espécimes bem-alimentados e em jejum foi avaliada pela
correlagdo de Pearson. Os resultados mostraram que o choque frio a 0°C ndo promoveu
efeitos marcantes na taxa de sobrevivéncia dos insetos, independente do tempo de
duragdo do choque e do estado de nutri(;éo; Ao se considerar a ocorréncia de mudas, 0s
efeitos do choque frio mostraram-se mais significativos e indicaram aquisic&o de
tolerancia por parte dos insetos. No grupo alimentado pdde-se observar que a aquisigio
de folerancia ao frio foi afetada pelo periodo entre choques sequenciais, enquanto no
grupo em jejum a toleréncia adquirida perrmaneceu constante independente do periodo
entre choques. Quanto aos fendtipos nucleares dos tibulos de Malpighi, fendtipos
normais, bem como indicativos de sobrevivéncia (fus@o nuclear, descompactac&o da
heterocromatina) e morte celular (apoptose, necrose) ocorreram simulianeamente em
todas as condigbes analisadas. Os fenétipos indicativos de sobrevivéncia ndo foram
relevantes para aquisigao de tolerancia ao frio. Com base na diminuig&o na freqliéncia de
apoptose € necrose seguinte a choques frios seqlienciais, inclusive sob condig&o de
jejum, a aquisicéo de tolerancia foi demonstrada citologicamente em Triatoma infestans.

Foi deduzido que o jejum, ele mesmo fator estressante, possa somar efeito de protecao



Resumo Toleraéncia a choque fric emn Triatoma infestans Klug

celular ao induzido por choques frios sequenciais ou um chogue frio Unico suave. A
toleréncia de T. infestans ao choque frio pode ter dotado esta espécie com vantagens
adaptativas considerando-se sua dispersfio pela América do Sul. A presenca de hsp,
glicerol e outros mecanismos, incluindo variagdo genética em caracteristicas metabdlicas

podem estar gssociados a resposta de tolerancia ao frio em Tratorma infestans.
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Abstract Tolerancia a choque frio emn Triatoma infestans Klug

Temperatures shocks are important stressing agents in hemipieran reduviids.
When these insects are subjected to heat and cold shocks, alterations in survival, molting
rate and nuclear phenotypes are elicited as a function of the temperature, developmental
stage and sex. In the present study tolerance to cold shock, estimated through changes in
survival rates, molting occurrence and Malpighian tubule nuclear phenotypes were
investigated in nymphs of T. infestans, vector of Chagas’ disease. Since response to
stress may be affected by the nutritional state of the specimens, fully-nourished and
moderately fasted specimens were analyzed. Immediately after a shock at0°C for 1 h, the
nymphs were returned to control conditions (30°C) and 8 h and 24h later were subjected to
a second shock at 0°C. Which lasted 12 h specimens subjected to a single shock at 0°C
for 1 h and 12 h were used as controls. The curves of molting were compared statistically
using a non-parametric Log-hank test. In terms of phenotypic analysis, whole Malpighian
tubule preparations were made two and 30 days after cold shocks. Organs cbtained from
at least three specimens used for each experimental condition were dissected then
subjected to the Feulgen reaction. Pearson product correlation coefficients were used to
assess the linear relationship between variables. The results indicated that in terms of
insect survival, the cold shock at 0°C did not produce significant effect, regardless of the
shock duration and nutritional state of the specimens. In terms of molting rate, the cold
shock effects were more significant and indicated cold-tolerance acquisition. In the fully-
nourished specimens the cold-tolerance acquisition was affected by the period between
shocks. The Malpighian tubule nuclei exhibited normal phenotypes, as well as phenotypes
indicative of mechanisms of cell survival (nuclear fusion and heterochromatin unravelling)
and cell death (apoptosis and necrosis) occurring concurrently under all situations tested.
The phenotypes indicative of mechanisms of cell survival were not relevant for acquisition
of the cold-hardening response. Based on decreased frequency of apoptosis and necrosis
following sequential cold shocks inclusive under fasting conditions, acquisition of cold-
shock tolerance was demonstrated cytologically for 7. infestans. Since fasting is also a
stress factor, the cell protection it induces may be additive to that elicited by sequential
cold shocks or a single mild cold shock. The cold-tolerance response in T, infestarzs may
have endowed this species with adaptative traits considering its survival in areas of high
altitudes and low temperatures in South American. Hsp, glycerol and other protective

1



Abstract Tolerancia a chotue frio em Trialoma infestans Klug

mechanisms, including genetic variation in metabolic traits may be associated to the cold-
tolerance response in 7. infestans.
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Introducao Tolerdncia a chogue frio em Tratoma infestans Klug

A doenca de Chagas passou a constituir um problema de sauide publica, & partir da
domiciliagéo dos vetores (Silveira e Rezende, 1994). No Brasil, atualmente, existem cinco
a seis milhdes de pessoas infectadas pelo Trpanossoma cruzi (lanni, 2000), apesar do
controle da transmissdo vetorial da doenca a partir de 1980, com a virtual eliminacao de
Triatoma infestans por controle quimico (Silveira e Rezende, 1994). Tratomainfestans é a
espécie com maior antropofiia e mais adaptada ao domicilio e, por isso, © mais
importante vetor da doenca de Chagas no pais (Sherlock, 1979; Juarez, 1970; Silveira e
Rezende, 1994). A maneira mais importante de transmisséo da doenca de Chagas ainda
€ pelo vetor, mostrando a importancia do estudo da biclogia dos triatomineos, inclusive
como estes reagem frente a diferentes agentes estressores, para plangiamentos de
controle e criagdo dos insetos em laboratério (Rodrigues et al.,, 1991; Silva e Silva, 1993;
Garcia et al, 1999; 2001 a, b). Qutra consideracao de ordem pratica a serfeita refere-se a
utilizacdo de Trafoma infestans em xenodiagnostico e provas de suscetibilidade a
inseticidas (Juarez, 1970).

A resposta das células a uma ac8o estressora é tipica de todos 0s organismos
vivos, desde bactérias ao homem (Alexandrov, 1994) e envolve sintese preferencial € o
rapido acimulo de uma série de proteinas chamadas hsp (‘heat shock proteins”) ou
proteinas de estresse (Hightower e White, 1981; Weich e Feramisco, 1982, Ananthan et
al., 1986; Cavicchioli e Watson, 1986; Amaral et al.,1988; Welch, 1993, Kcmatsu et al,
1996). A resposta parece ser uma funcdo adaptativa e um componente da homeostase
celular (Welch, 1993; Alexandrov, 1994). A ativacdo génica das hsp € rapida e reversivel,
resultando em uma transicdo de niveis de transcricdo dificiimente detectaveis em
condicbes normais para taxas extremamente altas durante o estresse (Bienz e Pelham,
1987, Komatsu et al., 1996). Estas proteinas sdo induzidas por uma ampla variedade de
agentes estressores como: temperatura, privacéo de oxigénio, agentes quimioterapicos,
analogos de aminoacidos, inibidores metabdlicos, hormdnics esterdides, febre,
desidratacdo, entre outros (Ashburner e Bonner, 1979; Hightower e White, 1981; Li e
Shrieve, 1982; Amaral et al., 1986; Ananthan et al., 1986; Burdon et al., 1986; Lindquist,
1986; Lepock et al., 1988; Welch, 1993; Yiangou et al.,, 1997; Tammariello et al., 1999;
Jackson et al., 2000). No entanto, parecem exercer fungbes protetoras gerais, podendo
desempenhar um papel no crescimento e desenvolvimento normais (Morimoto e Fodor,
1984; Lindquist, 1986; Bienz e Pelham, 1987; Yiangou et al., 1997), ¢ ndo sendo
exclusivas para condigdes de estresse (Cavicchioli e Watson, 1986). Dois grupos de hsp

14



Introducéo Tolerancia a choque frio em Triatoma infestans Kiug

estd0o presentes nos organismos, as que sao expressas constitutivamente, sob condigdes
de crescimenio normais e as induzidas, somente em células estressadas (Cheney e
Shean, 1983; Lindquist e Craig, 1988; Alexandrov; 1994). Muitos dos genes que codificam
hsp s&o similares em todos os organismos e esta conservacdo através da evolugéo
demonstra a importancia e universalidade de suas fungdes (Lin et al., 1984, Schiensinger,
1986; Lindquist e Craig, 1988; Weich, 1993). Em relag&o aos mecanismos de ativacio,
incluindo seus componentes, constata-se que esses sdo idénticos entre eucariotos
superiores, similares entre eucariotos superiores e inferiores, mas provavelmente
completamente diferentes entre procariotos (Bienz e Pelham, 1987).

E bem conhecido que a temperatura tem um efeito fundamental em muitos
aspectos da vida de um inseto, desde efeitos diretos sobre a cinética de reacbes
enzimaticas aos limites de fungbes fisiolégicas e comportamentais. Como um grupo, os
insetos evoluiram ndo somente para sobreviver, mas também progredir em uma ampia
variedade de ambientes térmicos (L.ee e Denlinger, 1991).

Quando hemipteros reduviideos s8o submetidos a choques de temperatura,
exibem alteracbes em sobrevivéncia e em ocorréncia de muda, na dependéncia da
termperatura a que sdo submetidos, duragdo do tratamento, fases do desenvolvimento e
sexo (Rodrigues et al.,, 1991; Garcia et al., 1999, 2001a, b). Diferentes respostas ao
choque hipertérmico e ao choque frio sdo também observadas conforme a espécie
considerada (Dantas e Mello, 1992; Garcia et al., 1999).

Sabe-se que uma breve exposicdo a temperaturas elevadas conduz todos 0s
organismos a um estado transitorio de resisténcia aumentada ao calor conhecida como
termotolerancia (Li e Shrieve, 1982; Lindquist e Craig, 1988; Carretero et al., 1991,
Mosser e Martin, 1992; Yocum e Denlinger. 1994; Nollen et al.,1999). O pré-tratamento
pela exposicdo a temperaturas suaves aumenta a capacidade de sobrevivéncia dos
organismos ao serem submetidos a temperaturas mais severas (letais) (Lin et al., 1984;
Cavicchioli @ Watson, 1986; Chen et al., 1991; Carretero et al.,, 1991). A respostia ao
choque quente é uma répida e transitéria programacio de atividades celulares para
assegurar a sobrevivéncia durante o periodo de estresse, protegendo componentes
celulares essenciais contra danos provocados pelo calor e permitindo rapida retomada
das atividades celulares normais durante o periodo de recuperacdo (Burdon, 1986). A

cinética do desenvolvimento desta resisténcia acompanha a cinética de sintese de
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proteinas de choque térmico (hsp) (Mosser e Martin, 1992; Alexandrov, 1994; Samali e
Cotter, 1996; Bienz e Pelham, 1987; Krebs e Feder, 1998).

Existe quase total consenso entre pesquisadores que o acumulo de proteinas
desnaturadas tem sido o gatilho para uma resposta ao estresse. 0 aumento na
guantidade ou sintese de tipos diferentes de hsp, possivelmente, promova protecgao
contra efeitos letais do calor, auxiliando no reparo das proteinas lesadas (Edington et al.,
1989; Chen et al., 1991; Mosser e Martin, 1992; Nollen et al., 1999). Issoleva a crer que
algumas hsp desempenham fungdo de chaperonas moleculares (Lindquist, 1986;
Alexandrov, 1994; Krebs e Feder, 1998). Hsp das familias de 60, 70 e 90 kDa s&o
capazes de se ligarem a partes expostas de moléculas protéicas desenroladas ou nao-
nativas e protegé-las da acfo de proteinases (Alexandrov, 1994); outras minimizam a
formagdo de agregados (Krebs e Feder, 1998), ou ainda, eliminam proteinas andmalas
com o uso de ubiquitina (Alexandrov, 1994), uma hsp eucaridtica (Finley etal., 1987). O
namero exato de tipos diferentes de hsps varia entre os organismos e tipos de células,
mas em todos os casos proteinas de aproximadamente 70 a 84 kDa estio entre as mais
proeminentes. A maioria dos organismos produzem também hsp menores, de 15 a 30
kDa (Burdon, 19886; Bienz e Peltham, 1987). As hsp, ubiquitinas e chaperonas exibem
propriedades que indicam suas capacidades para facilitar a recuperacéo de uma célula
lesada por estresse. Estas s&o acumuladas nas células durante o chogue € podem
conduzir a um reparc mais rapido e completo durante estresses repetidos do que © dano
inicial, por estimularem a habilidade reparatéria, a qual pode persistir por muitos dias apos
um choque quente. Eniretanto ndo estéd claro se a quantidade de ubiquitinas e
chaperonas permanece excessiva durante este periodo (Alexandrov, 19%4).

Bienz e Pelham (1987) propuseram urm modelo para explicar a ativagio dos genes
de choque quente. Neste foi inferido que as células contém uma proteina sensor que
normaimente encontra-se em um estado ubiquitinado, porém pode ser desubiquitinada
quando o sistema de degradacdo estd sobrecarregado com substrato (proteinas
desnaturadas). Esta proteina quando desubiquitinada torna-se ativa e pode entdo ativar o
HSTF (fator promotor de choque quente), ou poderia ser o propric HSTF, que se liga ao
HSE (elemento regulatério do gene de choqu.e quente) e, conseqiientemente, ha ativacgéo
dos genes de choque quente. A regulacdo desse mecanismo ¢ feita, aparenternente, por
feedback. E conhecido que a transcricdo dos genes de choque quente cessa apos um
certo tempo, mesmo se as condigbes de choque forem mantidas. De acordo com o
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modelo, isso ocorrera quando a ubiquitina livre torna-se disponivel, por meio de sintese
ou liberacdo de proteinas desnaturadas seguintes ao seu reparo ou degradagdo e, em
retorno conduz & inativacéo do HSTF.

Na maioria dos organismos estudados, a resposta a altas temperaturas e inumeros
outros estresses bioldgicos € caracterizada por uma rapida transcricd de genes
codificadores de proteinas de estresse e, concomitante declinio na transcig@o efou
processamento de genes que estavam ativos antes do insulto ambiental (Findly e
Pederson, 1981; Morimoto e Fodor, 1984; Welch e Suhan, 1985; Joplin ¢ Denlinger,
1990). A reducdo na sintese de proteinas normais € uma conseqiéncia do controle
traducional que opera nas células que receberam chogue quente (Amaraletal., 1988).
Enquanto as células sdo mantidas a altas temperaturas, as hsp continuam sendo 0s
produtos principais da sintese de proteinas e, com o retorno a temperaturas adequadas, ©
padrdo de expressdo normal é restaurado, de acordo com o grau de severidade do
choque quente precedente (Berger e Woodward, 1983; Lin et al., 1984, Lindquist, 1986).

H& uma relacdo inirinseca entre a temperatura de indugdo de hsp ealemperatura
do ambiente natural do organismo. Em diferentes seres vivos a resposta ao chogue
quente e induzida a diferentes temperaturas (Lindquist e Craig, 1988). A resposta parece
ser transitdria em alguns organismos e mantida em outros, podendo ser influenciada pelo
estado metabdlico da célula, fases do desenvolvimento e diferenciacao (Lindquist, 1986).

Alguns estudos mostram que a correlagdo entre aquisicdo e queda de tolerancia
adquirida e hsp durante e apds chogue quente nem sempre existe, sugerindo que varios
mecanismos estejam envolvidos no desenvolvimento de resisténcia das células a injurias
repetidas, restringindo assim o envolvimento das hsp nesse processo (Cavicchioli e
Watson, 1988; Amaral et. al, 1988; Carretero et al., 1991).

No caso de triatomineos, particularmente em Panstrongylus megistus, tern sido
sugerido que proteinas de choque térmico estariam envolvidas nos fendmenos de
sobrevivéncia dos insetos ao choque hipertérmico (Rodrigues et al., 1991; Garcia et al,,
1999, 2001a).

Mais recentemente tem sido aventado que as proteinas de choque térmico além
de participarem na inducdo de sobrevivéncia a choque hipertérmico, poderiam também
participar na indugdo de sobrevivéncia a choque frio, ao lado da acéo de crioprotetores
conhecidos (Chen et al., 1987; Burton et al., 1988; Komatsu et al., 1996, Garcia et al,,
2001b). Komatsu e colaboradores (1996), utilizando células de leveduraz, tém
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demonstrado que um choque quente prévio confere ndo somente termotolerdncia, mas
tambem tolerancia ao congelamento e & alta pressdo hidrostatica.

Q chogque frio, também referido como injaria fria direta, € o estresse imposto por
uma breve exposicdo a baixa temperatura, porém ndo congelante. Quando o choque &
muito severo, o organismo mantém a injuria, que pode resultar em morte (lLee e
Denlinger, 1991). Caracteriza-se por uma rapida resposta a uma injuria fria que ocorre em
minutos, mesmo em insetos que ndo enfrentam invernos rigorosos (Chenetal., 1987). E
uma resposta que ocorre em insetos ativos na reproducéo e alimentacéo aclongo do ano,
sendo distinta do congelamento do inverno, um fendmeno sazonal que geraimente ocorre
em estagios de inativagdo ou diapausa. A resposta a injuria fria ccorre a umatemperatura
de 10 a 15°C acima daguela em gue os fluidos corporais congelam. Em preparacéo para
0 invemno, o processo de congelamento requer dias ou semanas, enquanto que 0
processo de resfriamento répido (“cold-hardening”) associado ao choque frio envolve
somente minutos ou horas (Lee, 1989).

Quando Drosophila melanogaster sdo resfriadas a 5°C, duranie 30 minutos,
aproximadamente 50% das moscas sobrevivem a exposi¢do por 2 horas a -5°C, porem
quando a exposicdo inicial a 5°C aumenta para 1 hora, a scbrevivéncia a -5°C alcanca
90% (Czajka e Lee, 1990). A exposicBo da mosca Sarcophaga crassipalpis a baixa
temperatura também provoca uma resposta protetora que previne injurias quando esta €
submetida ao frio mais severo (Chen et al, 1991). A capacidade de resposta ao
resfriamento rapido parece ser comum entre os insetos e age como uma forma de
protec@o contra o choque frio (Chen et al., 1987), e em um contexto ecoidgico, &
imporiante para sobrevivéncia desses insetos em algum periodo do ano (Czajka e Lee,
1990).

Na mosca Sarcophaga crassipalpis, o efeito de protegdo ao frio também pode ser
estimulado por alta temperatura (36°C), sugerindo que esta possa elicitar o mesmo efeito
biolégico que temperaturas ao redor de 0°C, embora os mecanismos nfo sejam
necessariamente os mesmos. Sob condicbes de temperaturas adequadas, a resposta
termoprotetora para baixas temperaturas nessa mosca parece ser mais rapida que a
resposta para altas temperaturas. Uma outra observagéo é a de que uma breve exposi¢&o
ao frio moderado ndo promove protegdo contra o chogque quente. A siniese de hsp em
resposta ao choque frio difere de sua sintese a aitas temperaturas em uma via

fundamental. No choque quente, a sintese de proteinas normais & reprimidae a sintese
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de hsp € aumentada, enquanto em sequéncia ao choque frio, a sintese de proteinas
normais prossegue junto com ¢ aumento na produgéo de hsp (Chen etal., 1981).

O estudo da expresséo da proteina nuclear PCNA envolvida com vias do ciclo
celular também sugere que certos aspectos das estratégias de resposta aos choques
quentes e frios sejam independentes. Em 8. crassipalpis, 1h de exposicdo a —10°C
diminui a expressdo de PCNA, mas 1h de exposicdo a 45°C n&o altera os niveis de
expresséo da proteina (Tammariello e Denlinger, 1998). Em Drosophila melanogaster hsp
s&o expressas durante a recuperagio ao choque frio longo (Burton et al., 1988), enguanto
em S. crassipalpis a expressao € mais pronunciada durante a recuperacio de uma breve
exposicdo a temperaturas mais severas e a quantidade de hsp aumenta com a
severidade do choque frio (Joplin et al, 1990). Apesar de algumas diferencas, a
possibilidade de que temperaturas altas e baixas provoquem a expressdo das mesmas
proteinas de estresse permanece como uma opgaoc viavel em Sarcophaga crassipalpis
(Chenetal., 1991).

A exposigdo por breve periodo a 0°C promove também urm rapide acamuio de
glicerol na hemolinfa de 8. crassipalpis, indicando sua participacio na resposta
crioprotetora contra o choque frio, embora néo se descarte a possibilidade de outros
mecanismos protetores estarem operando conjuntamente (Chen et al., 1987; Chen e
Walker, 1993). O glicerol tem sido encontrado em uma ampla variedade de insetos em
todos os estagios do desenvolvimento e em outros artropodes, estando envolvido na
prote¢do contra injurias provocadas por choque frio. Alguns solutos que também podem
influenciar a resisténcia ao frio em insetos sdo aminoacidos livres, ions inorgé&nicos e
agucares (Zachariassen, 1985). O glicerol age como crioprotetor erm espécies tolerantes
ao frio e como anticoagulante em insetos susceptiveis ao congelamento (Patterson et al.,
1981). Seu actimulo em uma situagdo de resfriamento tem a fungdo de abaixar os pontos
de supercongelamento e congelamento, uma vez que, por ter baixo peso molecular,
penetra membranas celulares e mantém sais em solugdo, prevenindo os danos por
congelamento (Rockestein, 1978; Wigglesworth, 1984). Estudos criobicldgicos tém
demonstrado que ¢ glicerol pode estabilizar membranas celulares e estruturas proteicas.
Uma de suas caracteristicas € a presenca de grupos ligados a hidrogénio (OH, NH», etc)
que, freqlentemente, ligam-se fortemente com a agua. H4 indicios de que a habilidade de
protecdo das células contra o congelamento esteja funcionaimente relacionada & estas
ligagbes do hidrogénio. Assim, o glicerol, tem a capacidade de estabilizar as interacdes
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entre solvente e macromoléculas de solutc (Komatsu et al.,, 19890). Em proteinas
intensifica a estrutura ligada ao hidrogénio da agua e, conseqUentemente, interacdes
hidrofobicas (Gekko e Koga, 1983). Para Komatsu et al. (1990), as hsps sdo também
crioprotetores, concordando com a observag&o geral de que estes agentes sejam
estabilizadores de macromoléculas e que aumentem interagdes hidrofébicas. Segundo
esses autores, muitos estudos tém demonstrado que crioprotetores comeo o glicero| atuam
como protetores durante o choque quente da mesma maneira que atuam frente ao
chogue frio, estabilizando macromoléculas celulares .

Triatoma infestans apresenta altos niveis de sobrevivéncia a choque hipertérmico
e a choque frio de curta duracio (1h). Contudo estes insetos mostram sensivel queda de
sobrevivéncia e ocorréncia de muda apos choque frio de longa duracao (12h) (Rodrigues
et al., 1981). Em Panstrongylus megistus, a tolerancia ao choque fric em relacio a
aquisicdo de aumento na sobrevivéncia e incidéncia de muda tern sido demonstrada,
quando choques frios sequenciais foram administrados (Garcia et al., 2001b) e esta
resposta pode estar associada a possivel sintese de hsp (Garcia et al., 2001a). No caso
de ocorrer sintese de hsp induzida pelo frio em Tratoma infestans, é possivel que se
possa constatar a indugéo de tolerancia a choques frios seguidos nessa espécie de
reduviideo tambeém.

Nos triatomineos, a maioria dos estudos em células somaticas tém sido realizados
em tubulos de Malpighi, os quais apresentam células polipléides (Mello, 1971, 1975,
1978a). Essas células s8o binucleadas e, em T. infestans contém estruturas
heterocromaticas constitutivas que se associam formando corpos rmaiores denominados
cromocentros (Mello, 1971, 1989). Até o 3° instar ninfal somente um cromocentro
aproximadamente circular & observado nos nuicleos dos tibulos de Malpighi deste inseto
mas, a partir do 4° instar, pode também ser encontrado mais de um cromocentro com
formas variadas (Mello, 1971, 1975). Altos graus de ploidia sdo alcancados por essas
células com o progressive desenvolvimento ninfal (Mello, 1971, 1975, 1978a)
estacionando-se a replicagéo de DNA no fim do 5° instar (Melio e Raymundo, 1980). Em
T. infestans os nucleos das células epiteliais dos tibulos de Malpighi alcangam valores
Feulgen-DNA de 32C e 64C, quando comparados com os contetidos de Feulgen-DNA
dos nucleos das células reprodutoras masculinas (Mello, 1975, 1978a). A ploidia nesse
caso tem sido avaliada por métodos citofotométricos e atribuida a um fendmeno
endomitético (Mello, 1971, 1975, 1978a), baseado na consténcia do total de nicleos dos
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tubulos de Malpighi ao longo da vida do inseto sob condigbes normais de alimentagéo
(Mello, 1978b). O nimero méximo de endorreplicagdes do DNA normalmente encontrado
nos nucleos dos tubulos de Malpighi de muitas espécies de reduviideos ¢ cinco (Mello,
1975, 1978a). No corpo gorduroso do reduviideo Rhodnius sp, bem como nas células dos
tubulos de Malpighi de T. infestans e P. megistus, graus de ploidia muito mais elevados
sao induzidos por fusdo nuclear e celular, se os insetos forem submetidos a condigdes de
jejum (Wigglesworth, 1967; Mello, 1989). Os choques de temperatura induzem nas células
dos tUbulos variados mecanismos de morte celular, como apoptose e necrose (Mello et
al., 2001a), fenbmenos estes que constituem dois processos distintos tanto
morfologicamente quanto bioquimicamente (Harmon et al., 1990; Samali e Cotter, 1996;
Umansky, 1996; Melio et al., 2001b).

A apoptose comresponde a uma forma controlada de morte celular, com
participacdo ativa da célula no processo (Cotter e Al-Rubeai, 1995; Umansky, 1996),
sendo um mecanismo essencial e comum de perda de células que ocorre sobre
condicoes fisiologicas e patolégicas (Mosser e Martin, 1992; Kerr et al., 1994). A apoptose
€ um processo essencial nos tecidos vivos para manutengdo de suas arquiteturas e
funcbes (Sakaguchi et al., 1995). A morte celular programada & observada na perda
controiada de células durante a metamorfose, diferenciacio, e “turnover” celular (Soloff et
al., 1987; Fadok et al., 1992; Gerschenson e Rotello, 1992). E importante salientar que
embora toda célula tenha este programa genético para cometer “suicidio’, ele permanece
normaimente reprimido, até ser engatilhado. Sob condigdes normais, somente células ndo
mais requeridas por um organismo ativam este programa (Bany et al, 1990; Steller,
1985). A morte apoptoética ocorre em tecidos em resposta a modalidades citotoxicas
como: radiacdo, drogas quimioterapicas, hiper e hipotermia, hormdnios esterdides,
horménios antagonistas, entre outros (Wyliie, 1980; Cohen e Duke, 1984; Lindquist, 1986;
Lepock et al., 1988; Perotti et al., 1990; Szende et al., 1990; Takano etal., 1991: Mossere
Martin, 1992; Lowe et al., 1993; Kerr et al,, 1994; Samalli e Cotter, 1998). Ocorre em
células individuais de forma assincronica e, morfologicamente & caracterizada pelo
“encolhimento” celular, condensag&o cromatinica, fragmentacdo nuclear e formacg&o de
corpos apoptoticos, que sdo limitados por membrana, contém organelas bem preservadas
e, normalmente, um componente nuclear. Os corpos apoptoticos séo fagocitados por
celulas vizinhas e o evento n3o estd associado & inflamagdo (Fadok et al., 1992;
Gerschenson e Rotello, 1992; Kerr et al., 1994; Umansky, 1996). A principal caracteristica
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bioquimica é a fragmentagdo do DNA internucleossomal por meio de uma endonuciease
ainda n3o identificada (Walker et al., 1989; Martin et al., 1990; Perotti et al.; 1990; Kerr et
al., 1994; Camby et al., 1995; Samali e Cotter, 1996; Umansky, 1996), dependentie de
fons calcio e magnésio e inibida por zinco (Cohen e Duke, 1984; Takano etal., 1991). O
aumento na concentragéo de célcio citosdlico media a ativagdo da endonuciease em
resposta a um numero relevante de estimulos (Perotti, 1990). A fragmentaggo pode ser
verificada imunocitoquimicamente ou pelo aspecto em escada do DNA, quando este é
submetido & eleiroforese em gel de agarose. A clivagem do DNA em estigio inicial pode
servir como uma protecdo, prevenindo a transferéncia de material genético
potencialmente ativo para células vizinhas quando os corpos apoptoticos sdo fagocitados
(Kerr et al, 1994). O mecanismo bioquimico fundamental de apoptose termn sido
conservado durante a evolugdo desde organismos unicelulares até o homem, genes
homoélogos que regulam a morte celular estdo presentes tanto em nematddeos como no
homem (Bar, 1996: Peter et al., 1997; Mello et al., 2001b).

A necrose, ao contrério da apoptose, ndo & um processo dependente de energia e
ocorre somente sob condigbes de injurias, como exposicdo a hipertermia severa, hipdxia
ou altas concentragdes de substancias toxicas (Gerschenson e Rotello, 1992; Mosser e
Martin, 1992) e caracteriza-se por um aumento precoce no volume da célula e organelas
subcelulares, seguido por auttlise (Umansky, 1996). Essas mudancas séo atribuidas a
perturbagbes nas membranas que alteram a integridade da barreira da permeabillidade
(Helgason et al., 1993). A necrose afeta grupos de células adjacentes e 0 material
citoplasmatico liberado freqientemente desencadeia uma resposta inflamatéria (Kerr et
al., 1994; Steller, 1995). A degradacdo da cromatina nuclear € um evento ao acaso
mediado por proteases e endonucleases que ganharam acesso ao DNA devido a ruptura
osmotica de estruturas celulares intemas (Helgason et al., 1993). Em eletroforese essa
quebra ao acaso do DNA ¢ identificada como um arrasto (Gerschenson e Rotello, 1992;
Melio et al., 2001b).

O nivel de estresse é crucial para determinar qual tipo de morte celular a célula ird
sofrer (Harmon et al., 1990; Mosser e Martin, 1992; Sakaguchi et al., 1995). Sob altos
niveis de estresse, as células morrem por necrose, enquanto que, sob baixos niveis, pode
ser desencadeada a morte por apoptose. Em niveis intermediarios de estresse, os dois
fendmenos podem coexistir (Cotter e Al-Rubeai, 1995; Sakaguchi et al., 1995).
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Fendmenos considerados como tentativas de sobrevivéncia celular como fusao
nuclear e celular (Wigglesworth, 1967; Mello, 1983) e descompactag&o de
heterocromatina s&o também observados em T. infestans simultaneamente 8 apoptose e
a necrose, quando os insetos s&0 submetidos a estresse por temperatura ou OUtros
agentes (Afvaresnearcia, 1988; Dantas e Mello, 1992; Melio et al., 1995, 2001a). A fusio
nuciear em triatomineos em jejum aumenta os graus de ploidia o6times previamente
alcancados por endomitose (32C e 84C) (Melio, 1978, 1989; Andrade e Mello, 1987) e,
este processo surge provavelmente devido & baixa taxa metabdlica celuar nessas
espécies (Wigglesworth, 1967; Mello e Raymundo, 1980). No corpo gordurosoc de
Rhodnius sp, a fuso de nicleos parece ser um processo lento e depende, nicialmente,
do intimo contato entre dois ou mais nucleos, com a manutencgao de seus limites
individuais por algum tempo (Wigglesworth, 1967). Em relacdo & mudanga no estado de
empacotamento da heterocromatina sob a agdo de diferentes estressores, foi verificado
que alguns cromocentros alargam-se, aumentando a area esperada em comparacio a
espécimes bem-alimentados. Esta resposta associada a aspectos ultra-estuturais sugere
uma tentativa para ativar genes usuaimente silentes (Mello, 1989; Dantas e Mello, 1992;
Mello et al., 1995; Mello et al, 2001a). Porém ainda se desconhece se essas zonas
heterocromaticas contém genes para hsp (Mello, 1989; Dantas e Mello, 1992).

Os mesmos fendtipos indicativos de tentativa de sobrevivéncia celular ocorrem em
Panstrongylus megistus sob condicdes semelhantes (Garcia et al., 2000a, b). O chogue
hipertermico intensifica nas ninfas de T, infestans o processo de apoptose induzido por
jejum, especialmente 7 dias apés o chogue. O aumento significativo de necrose se da
posteriormente & maior incidéncia de apoptose (14 dias apés choque) (Mello et al.,
2001a).

No entanto, se desconhece se 0s mecanismos de morte e de sobrevivéncia celular
em 7. infestans, expressos segundo padrées fenotipicos nucleares bem conhecidos
(Mello, 1971; Dantas e Melio, 1992; Mello et al., 2001a) se alterariam apés choques
sequenciais de temperatura, em particular, choques frios. Tais dados certaaimente
poderiam ampiliar o conhecimento sobre a resposta as condicghes de estresse Nesses
insetos em laboratério e melhor elucidar as caracteristicas bioldgicas de especimes
capturados na natureza. Os proprios fendmenos de morte celular @ sobrevivéncia celular
associados ao estresse poderiam ser melhor compreendidos.
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v’ Tendo-se em vista os fatos acima relatados, no presente estudo busca-se
estabelecer se ocorrem fenémenos de inducéo a toleréncia ao frio em ninfas de 5° estadio
de T. infestans, seja em termos de sobrevivéncia dos espécimes, em alfteragdo no seu
padrao de muda ou na freqiéncia dos diferentes fendtipos nucleares das células epiteliais

de seus tubulos de Malpighi.

v Como a resposta ao estresse em alguns triatomineos parece ser afetada pelo
estado de nutricdo dos espécimes, resultados referentes a insetos bem-aimentados ¢ a

insetos em jejurn sdo comparados entre si.
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Abstract

The survival and molting incidence in Triatoma infestans, a vector of Chagas’
disease, were investigated following sequential shocks at 0°C in fifth instar nymphs under
moderate fasting and full nutritional conditions. The shocks were separated by intervals of
8 h and 24 h at 30°C. The results indicated that in terms of insect survival, T, infestans is
tolerant to a single cold shock at 0°C even for 12 h, or to sequential cold shocks,
regardiess of the nutritional state of the specimens. The cold-hardening response in T.
infestans was much more effective than in Panstrongylus megistus, which also belongs to
the family Reduviidae. In terms of molting rate, fasting enhanced the folerance to
sequential cold shocks, but did not fo exceed the tolerance acquired by fully-ncurished
specimens, except when cold shocks were separated by an 8 h interval at 30°C. The
protective action elicited by fasting was assumed to be additive to that induced by a single
mild cold shock or sequential cold shocks. The cold-tolerance response of T. infestans
may have favoured its survival in areas of South America with low temperatures, although

this species is predominantly associated with human habitats.

KEY WORDS: Triatoma infestans, nutritional conditions, cold-shock tolerance, sequential

shocks, survival, molting rate
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Introduction

The survival, molting incidence and chromatin supraorganization of Triatoma
infestans and Panstrongylus megistus, blood-sucking hemipteran vectors of Chagas’
disease, are affected by stressing agents, including heat and cold shocks (Rodrigues et al.
1991, Dantas and Mello 1992, Mello et al. 1995, Garcia et al. 1999, 2000). These insect
species differ in nuclear characteristics (Mello 1971, 1975, Mello et al. 1986) and in their
response to heat and cold shocks (Rodrigues et al. 1991, Garcia et al. 1999), with P.
megistus being less resistant to prolonged heat (40°C) and cold (0°C) shocks than T.
infestans (Rodrigues et al. 1991, Garcia et al. 1999).

Thermotolerance following sequential heat shocks and tolerance to sequential cold
shocks (i.e., an acquired increase in survival and molting incidence) have been reported in
P. megistus (Garcia et al. 2001a, b). Cold-shock tolerance in insects has been suggested
to involve the synthesis of heat-shock or other proteins, as well as the presence of
cryoprotectants and improved use of metabolic energy resources (Clark and Fucito 1998).
There is no evidence of cryoprotectant use in blood-sucking hemipterans. However, the
synthesis of heat-shock proteins during the cold-shock tolerance response has been
suggested for P. megistus (Garcia et al. 2001a).

Since no generalization can be made about the responses of different species of
the same family to temperature shocks {Clark and Fucito 1998), and since T, infestans and
P. megistus differ from each other in several aspects, including their responses to heat
and cold shocks, it is possible that T. infestans may respond differently to sequential cold
shocks compared to P. megistus. This response may be affected by the state of
nourishment of the insects (Garcia et al. 1999).

In the present study, survival and molting incidence were investigated in T.
infestans after sequential cold shocks under different conditions of nourishment and the
responses compared to those of P. megisius (Garcia et al. 2001a).

Materials and Methods

Fifth instar nymphs of Triafoma infestans Klug (Hemiptera, Reduviidae) reared at
30°C and 80% relative humidity in the laboratory at Sucen (Mogi-Guacu, SP) were used.
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The insects were fed once a week on hen blood. Some specimens were fasted for up to
15 days before and up to 30 days after the shocks.

Immediately after a shock at 0°C for 1 h, the nymphs were retumed to control
conditions and 8 h and 24 h later were subjected to a second shock at 0°C which lasted 12
h. The temperature of 0°C was chosen based on a previous report (Rodrigues et al. 1991).

Nymphs maintained at 30°C, a temperature traditionally used for rearing 7.
Infestans in the insect facilities at Sucen since 1980 (Rodrigues et al. 1991)(control #1), as
well as nymphs subjected to a single shock at 0°C for 1 h (control #2) or 12 h (control #3)
were used as controls.

After the shocks, the nymphs were retumned to the control temperature (30°C) and
monitored daily for 32 days to score the survival rate and molting incidence.

The molting rates and curves were compared statistically using a non-parametric
log-rank test (Collet 1994). The log-rank test used was considered efficient for
comparisons when the functions expressing the absence of molting in the various groups
were proportional, and their resulting curves did not cross. When the resulting curves

crossed, the 3 test was used to compare the presence and absence of molting.

Resulis

The survival rate of the nymphs subjected to a single short (1 h, control #2) or long
(12 h, control #3) shock at 0°C or to sequential shocks at 0°C interspersed by an 8- or 24-h
period at 30°C did not differ from each other or from that of the non-shocked nymphs
{control #1), regardiess of the nutritional condition of the specimens (Table 1).

Similarly, the molting rate of fully-nourished insects subjected to a single short or
long shock did not differ from each other or from that of the non-shocked insects. There
was no significant difference in the molting rate of fully-nourished nymphs after sequential
shocks, compared to that after a single shock (Table 2). Although there was an apparent
increase in the molting incidence 32 days after sequential shocks when the period
between shocks was 24 h (Table 1), and the resulting p-value for the log-rank test was
significant for the comparison of this condition with control #3 (Tabie 2), he resulting
curves for the lack of molting in these groups crossed (data not shown), and the p-value

for the ” test was not significant (Table 2).
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in all cases, the molting started earlier in the fasted specimens (Table 3), which
also showed a farger variability in molting time molting when compared with fuly-nourished
specimens (Table 3).

Fasting increased significantly the incidence and rate of molting after a single short
cold shock, but decreased these parameters after a single jong cold shock, when
compared with the state of full nourishment (Tables 1 and 4). A cold-shock tolerance
response induced in the fasted specimens by sequential cold-shock treatment was
detected as an increase in the molting rate values compared with those after a single long
shock (Tables 1 and 2). However, values comparable to those obtained after the single
one-hour shock were not attained (Tables 1 and 2). The molting rates attained after the
sequential shocks were the same in the fasted specimens, regardless of the ime between
shocks (Tables 2 and 4). The molting rate after a 24 h period between shocks did not vary
with the nutritional condition of the nymphs (Table 4).

Discussion

T. infestans was tolerant to cold shock at 0°C for up to 12 h. This response was not
affected by sequential cold shocks or the nutritional state of the specimens, and differed
from that of P, megistus, a blood-sucking hemipteran of the same family as 7. infestans
and with a wide geographical distribution in Brazil (Forattini 1980). Less than 10% of fifth
instar P. megistus nymphs survive 30 days after a single 12 h shock at 0°C, athough cold
tolerance is acquired when the specimens are subjected to sequential cold shocks (Garcia
et al. 2001). The cold-hardening response of 7. infestans may have facilitated the
successful survival of this species at altitudes up to 7000 m in the Andes mountains
(Usinger et al. 1966) and its spread throughout regions of South Amierica with seasonally
low temperatures, besides adaptation to Neotropical areas of this continent, particularly in
association with human distribution and habitats.

Although survival was not affected by the cold-shock treatments, moling occurred
earlier in moderately fasted fifth instar nymphs exposed to single or sequentiai cold shocks
and varied in time when compared to fully-nourished specimens. Fasting enhanced the
tolerance to sequential cold shocks (reflected in the molting rates) but not beyond that
acquired by fully-nourished specimens, except when the period at 30°C between cold
shocks was short (8 h). A specific time at 30°C, between cold shocks, was not found fo
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induce enhancement in molting rate compared to the rate obtained after the s'ingEe cold
shock for 12 h in fully-nourished nymphs. In fasted specimens, the 8 h and 24 h intervals
allowed the insects to supercede the tolerance level obtained with a single drastic cold
shock, in @ manner similar to fasted P. megistus nymphs (Garcia et al. 2001a). However,
the change in molting rate caused by sequential cold shocks in P, megistus was much less
marked than in T. infestans (Garcia et al. 2001a). Since fasting is also a stress factor, the
cell protection it induces may be additive to that elicited by sequential cold shocks or a
single mild cold shock.

Hsp and other protective mechanisms may operate concurrently to induce the cold-
hardening response in P. megistus (Garcia et al. 2001a). These mediators may also be
responsible for the cold-shock hardening response in T. infestans, in which the ability to
survive low temperatures is more developed and probably was more efficiently selected for
this species (Chen and Walker 1993). The divergent responses to sequentiai cold shocks
in T. infestans and P. megistus also agree with the idea that genotypes may respond
differently to environmental stress by varying their regulation of energy metabolism. This
variation in response to stress may be important in maintaining genetic variation in
metabolic traits (Clark and Fucito 1998).
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Table 1. Survival and molting incidence (%] in 5th instar nymphs of T infestans
32 days after sequential cold shocks.

Experimental condition Survival (%) Molting incidence (%0)*
N F N F
Control #1, 30°C 96 100 80 -
Control #2, a single shock at 0°C 98 100 72 a8
(1h)
Control #3, a single shock at 0°C 100 98 76 52
(12 h)
Time (h) at 30°C between shocks
8 100 100 86 82
24 96 100 88 86

n, 50; F, fasted nymphs; N, fully-nourished specimens; *, xz = 3982 df=7
{control #1 not included; p = 0.001).
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Table 4. Effect of the nutritional state of T. infestans nymphs on the cold-shock

response expressed as molting rate.

ltems compared under full nourishment Log-rank test v? testt
vs fasting conditions log-rank value p-value xzvalue p-value
Control, a single shock at 0°C (1 h) 33.29 0.0001*
Control, a single shock at 0°C (12 h) 0.31 0.5800 625 0.0124"
Time (h) at 30°C between shocks
8 13.78 0.0002*
24 3.65 0.0558

* highly significant; 1, values cited only when more efficient than the log-rank values

since the resulting curves for absence of molting crossed
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'Department of Cell Biology, Institute of Biology, UNICAMP, 13083-570 Campinas
(SP}, Brazil; *SUCEN, 13840-000 Mogi-Guacu (SP), Brazil
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Absfract

Nuclear phenotypes of Malpighian tubule cells of 5 th instar nymphs of Tratoma
infestans, vector of Chagas’ disease, were studied following sequential shocks at 0°C,
separated by intervals of 8 and 24 h at 30°C, under moderate fasting and full nourishment
conditions. Since nuclear phenotypes are affected in this species by singie cold shocks, it
was expected that they could be additionally changed after sequential shocks, mainly
because the insect's biology responses to sequential cold shocks may change in
comparison to that following single shocks. Nuclear phenotypes indicative of cell survival
mechanisms (nuclear fusion and heterochromatin unravelling) and cell death (apoptosis and
necrosis) were observed in all tested conditions to occur concurrently. Nuclear fusion and
heterochromatin unravelling were not found relevant for presumed acquisition of the cold-
hardening response in T. infestans. Acquisition of cold-shock tolerance was demonstrated
cytoiogically for T. infestans, hased on decreased frequency of apoptosis and necrosis

following sequential cold shocks including under fasting conditions.

Key words: cold shocks ~ sequential shocks — nuclear phenotypes — 7riatoma infestans
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Introduction

Triatoma infestans, a blood-sucking insect, is one of the most irmportant vectors of
Chagas™ disease. Survival, molting rate and chromatin supra-organization are affected in
this species by stressing agents such as fasting, gamma-radiaton, heavy metals and
temperature shocks (1, 4, 7, 11, 13, 14, 15).

in terms of insect survival, 7. infestans is tolerant to a single shock at 0°C up to 12h,
or to sequential cold shocks, regardiess of the nutritional state of specimens (4). The cold-
hardening response in T. infestans may have favoured its survival in South American areas
under iow temperatures, aithough this insect relocates predominantly in association with
human habitats (4).

In terms of molting rate, T. infestans nymphs may be affected by cold shocks as a
function of the nutritional state of the specimens. Fasting enhances tolerance to sequential
cold shocks, in comparison with full nourishment states, provided the interval range at 30°C
between sequential shocks at 0°C is no longer than 8 h (4).

Single cold shocks at 0°C for 1 h or 12 h induce change in nuclear phenotypes in the
Malpighian tubules of T. infestans (7). While in this species nuclei normally show a single or
several conspicuous chromocenters represented by heterochromatic A, B, and C
autosomes plus sexual chromosomes, phenotypes indicative of cell survival (unravelied
heterochromatin, nuclear and cell fusion) and cell death (apoptosis, necrosis) strategies are
concurrently observed especially in response to stress (7, 14).

Since T. infestans Malpighian tubule nuclear phenotypes are affected by single cold
shocks, changes in nuclear phenotype frequencies are also expected to be elicited by
sequential cold shocks, even because although this insect's survival is practically
unchanged after sequential cold shocks, the same is not true for the irsect’s molting rate
(4). Here we analyzed the effect of sequential cold shocks on nuclear phenotypes of

Malpighian tubules of T. infestans under fasting and fully-nourished states.
Materials and Methods

Fifth instar nymphs of Tratoma infestans Klug (Hemiptera, Reduviidae) reared at
30°C and 80% relative humidity in the laboratory were used. Specimens fed once a week on
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hen blood and specimens fasted for as long as 15 days before the shocks, through 30 days
after the shocks, were compared.

immediately after a shock at 0°C for 1 h the insects were returmed to 30°C; 8 h and
24 h later they were subjected to an additional shock at 0°C which then lasted 12 h. The
temperature of 0°C was chosen on the basis of previously reported resulis (4, 15). Nymphs
subjected to a single shock at 0°C for 1 h and 12 h were controls 1 and 2. Description of
data for nymphs maintained at 30°C, a condition traditionally used for rearing T. infestans in
the laboratory since 1980 (15), has been previously reported (7).

Following shocks the nymphs were returned to the temperature of 30°C. Maipighian
tubule preparations were made two and 30 days after single or sequential cold shocks.
Organs from at least three specimens were used for each item tested.

Whole Malpighian tubules were mounted on glass slides, fixed irn ethanol-acetic acid
(3:1, viv) for one minute, rinsed in 70% ethanol for 5 min, and air dried at room temperature.
The material was then subjected to the Feulgen reaction, with hydrolysis in 4 N HCI at 25°C
for 65 min. The Feulgen-stained material was rinsed in sulfurous and distilled water, air
dried, cleared in xylene, and mounted in Canada balsam.

The total number of Feuigen-stained Malpighian tubule epithelial cell nuclei as well
as of the different nuclear phenotypes identified were counted in each specimen.
Photomicrographs were obtained using a Zeiss Axiophot 2 {Oberkochen, Germany)
microscope.

Pearson product moment correlation coefficients were used to assess the degree of
linear relationship between multiple columns of variables at the same time (correlation
matrix) for fully-nourished and moderately fasted specimens (Minitab ™ software (State
College, USA)). Correlation values significant at P<0.05.

Results

The most usual nuclear phenotypes present in 7. infestans contained one or several
heterochromatic bodies (chromocenters) amidst euchromatin (Figs. 1 and 2) regardless of
cold shock, nutritional state or time foliowing shock.

As regards altered nuclear phenotypes, apoptotic nuclei (Figs. 3 and 4), nuclei
suspected of apoptosis (Fig. 5), necrotic nuclei {Fig. 8), nuclei with heterochromatin
decondensation (Fig. 7) and giant nuclei (Figs. 8 and 10) were observed. In some cases
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giant nuclei were found with signs of necrosis or apoptosis (Figs. 5, 9, 11 and 12). The
apoptotic nuclei showed evenly distributed condensed chromatin; sometimes apoptotic
vesicles were present. Nuclei suspected of apoptosis were those in which euchromatin
stained with the Feulgen reaction as deeply as heterochromatin, showing a chromatin
condensation pattern similar to that which in other cell systems show a decrease in Feulgen-
DNA amounts preceding the drastic DNA losses typical of the advances stage of apoptosis
(Fig. 5). The necrotic nuclei showed various steps of nuclear disruption. Heterochromatin
decondensation affected the chromocenters totally or partly. The giant nuclei are generated
by nuclear and/or cell fusion (Fig. 8) (11).

Since individual variation in number of nuclei is common in the Malpighian tubules of
reduviids (2, 7, 13), the individual frequencies of total nuclei and specific nuclear types are
reported (Tables 1-4).

in all cases the most frequent nuclei were those with normal phenotypes, followed by
necrotic nuclei. The latter were significantly more frequent under mmoderate fasting in
specimens examined 2 days after shocks (positive correlation, P 0.04) (Table 5), but
decreased thereafter (non significant correlation) (Table 8). The total number of nuclei did
not decrease significantly with fasting (Tables 5 and 6).

Apoptosis was rarely found in the various groups analyzed, especially in insects 30
days after shocks (Tables 1-4). Only in a few specimens the apopiotic nuclei represented >
0.20% of total cell nuclei (Table 1 - insect codes 1, and |1s; Table 2 — insect code l47). Giant
nuclei and nuclei with unravelling heterochromatin were also rarely found in the various
groups. The frequency of nuclei with unravelling heterochromatin was not significantly
affected in the various experiments (Tables 5 and 6).

When comparing the frequency of apoptosis and of suspected apoptosis under the
various situations tested, a significant decrease was demonstrated with advancing time after
shocks (negative correlation, significant at P 0.05 and P 0.00, respectively) (Table 86).
Apoptosis in normal-sized nuclei was significantly correlated to frequency of giants with
necrotic morphology or suspected of apoptosis following cold shocks (P 0.00) (Tables 5 and
6). No correlation of total number of nuclei or a specific nuclear phenotype with the
sequential cold shock condition, or time at 30°C between shocks could be demonstrated
statistically, considering the periods of 2 and 30 days after shocks {Tables 5 and 6).

When comparing the various conditions tested, a significant decrease in number of

necrosis and of total nuclei was found after single shocks (negative correlation significant at
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P, 0.04) (Table &). Only necrosis was correlated positively (P 0.04) with the fasting state and
with total number of nuclei (P 0.03), when examining cell nuclei 2 days after cold shocks
(Table 5). With advancing time after shocks the frequency of necrosis decreased

significantly (negative correlation significant at P 0.00) (Table 6).

Discussion

Normal nuclear phenotypes as well as nuclear phenotypes indicative of mechanisms
of cell survival (nuclear fusion and heterochromatin unravelling) (11,14, 17) and cell death
(apoptosis and necrosis) occurring concurrently were found in the Malpighian tubules of T.
infestans under all tested situations. These phenotypes had been reported previously after
single cold shocks (7) and heat shocks (7, 14) as well as under other stress conditions like
gamma radiation, long fasting periods, and heavy metals (1, 11, 13). When considering heat
shock tests, heterochromatin unravelling was more relevant for cell survival in fully-
nourished nymphs, whereas nuclear and cell fusions were more important in fasted
specimens (14). In the present study neither nuclear and/or cell fusion or heterochromatin
unravelling were found relevant for acquisition of the cold-hardening response.

Nuclear fusion which generates giant nuclei in several reduviid species, especially
after long fasting periods (2, 11, 12, 17), was found to increase 30 days following sequential
cold shocks in fasted T. infesfans specimens. Even so, presence of giant nuclei was
occasional and not to the extent of affecting significantly the total number of nuclei estimated
under fasting plus cold shock conditions. Whether cell/nucleus fusion was induced as part of
a cold-hardening response in T. infestans, it was not an efficient mechanism, since many
giant nuclei exhibited cell death morphologies.

As regards heterochromatin unravelling, it was not elicited significantly as a surviving
strategy following cold shocks. Probably, heterochromatin unraveling is not even required
for cell survival following coid shocks in T. infestans, differing from the situation in
Panstrongylus megistus, a reduviid species which is more sensitive to cold shock, which
presents a significant increase in heterochromatin decondensation following stress by this
agent and acquires cold-shock tolerance following sequential cold shocks (8, 9, 10).

Apoptosis and necrosis are cell death forms recognized in the Malpighian tubules of
reduviids by typical morphological aspects (7, 9, 13, 14). In the present study, the apoptosis
incidence was low, especially following sequential cold shocks, regardiess of the number
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and duration of the shocks, interval at 30°C between shocks, and nutritional conditions. A
significant decrease in apopfosis frequency was demonstrated when extending time
following shocks to 30 days. This is assumed to be related to the cold—tolerance response
developed by T. infestans.

Additionally, necrosis, a form of cell death promoted by severe cell damage, was
observed in all specimens analyzed in is investigation. It is thus assurmed that cold shocks
promote a certain injury to the Malpighian tubule celis of 7. infesfars, which is more
extensive in specimens bearing a larger nuclear frequency. However, necrosis increased
only in fasted specimens, two days after the sequential shocks, but not thereafter.
Consequently, fasting was also not capable of eliciting increase in necrosis frequency.

Acquisition of cold-shock tolerance was thus proven cytologically in T. infestans in
terms of the decreased frequency of cell death forms following sequentizl cold shocks even
under fasting conditions. Indeed, in terms of insect survival, T, infestans is tolerant of single
or sequential shocks at 0°C regardiess of the specimens nutritional state, whereas in terms
of molting rate, fasting elicits a protective action in addition to that induced by cold shock (4).

Tolerance of T. infestans to cold shocks may have endowed this species with
abilities which facilitated its survival at low temperatures at altitudes wup to 7000m in the
Andes mountains (16) and subsequently its spread throughout regions of South America
with seasonally low temperatures (4). Selection based on the apility of this species to
survive low ternperatures may have occurred (3, 5). Invoivement of heat-shock proteins and
other mechanisms including genetic variation in metabolic traits (6) may be responsible for
the cold-hardening response in T. infestans.

Differing from the decrease in total number of nuclei in Malpighian tubules of T.
infestans submitted to very long fasting periods (11), the present resuits showed unaffected
frequency of total nuclei with fasting, which is probably related to the relatively moderate
state of this physiological condition as used here.
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Table 1. Absolute frequencies of nuclear phenotypes in Malpighian tubule epithelial ceils of full
nourished T. infestans nymphs 2 days after sequential cold shocks at 0°C.

ﬁxpe_rimental insect Nuclear Phenotypes
conditions code A Ak, NE G G G HD N Total
Control 1, one T, 7 146 855 3 2 7 43 8237 9294
single 1h shock 0 202 75 & 0 5 53 6560 7585
ls 0 189 1163 0 0 0 a1 6767 8160
le 18 324 627 6 0 15 37 6991 8018
Is 0 221 1230 O o 17 50 5654 7172
Control 2, one 1, 0 581 808 1 0 26 7666 9087
single 12h shock |- 0 209 623 0 0 27 5135 5994
ls 1 217 424 2 5 59 20 8065 8793
lo 3 133 896 7 2 11 23 6642 7717
Time (h) at 30°C
between shocks
8 ho 0 231 740 0 0 4 28 4340 5343
» 0 362 369 0 0 6 50 7722 8509
" 0 409 725 0 0 2 84 7430 8650
24 ha 0 265 1437 4 0 5 33 8273 10017
l1g 4 182 955 20 11 56 26 6779 8042
lis 15 276 1143 8 2 30 58 5963 7495

A, apoptosis; A,, suspected apoptosis; G, giant nuclei; Gye, necrotic giant nuclei; G, giant nuclei wi
suspected apoptosis; HD, heterochromatin decondensation: N, normal; NE, necrosis.
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Table 2. Absolute frequencies of nuclear phenotypes in Malpighian tubule epithelial celis of fasted

infestans nymphs 2 days after sequential cold shocks at 0°C.

Experimental Insect Nuclear Phenotypes

conditions code A AL NE G  Gw G  HD N Total

Control 1, one |y 2 63 944 4 0 0 14 7956 8983

single thshock = 50 349 1507 4 27 97 39 4924 6967
l1s 3 313 1823 0 40 8368 10547
l1a 0 454 1720 0 73 6732 8982
t20 6 216 b72 4 12 34 7 5561 6412

Control 2, one laq 3 318 738 13 8 26 27 5339 6468

single 12hshock | o 256 404 7 0 7 25 5423 6212
I23 0 549 1705 0 0 0 30 7697 9981
f2a 4 168 922 o 3 28 18 3080 4223
Ias 2 432 630 0 0 o 23 7592 8678

Time (h) at 30°C

between shocks

8 l2s 2 432 1702 5 0 0 24 5446 7611
ba7 2 449 1857 0 0 1 13 6752 9074
l2s 3 483 1357 0 0 0 16 8822 10681
24 I2g 2 233 1177 0 0 13 33 10351 11809

lso 3 438 a79 0 0 0 13 5497 6900
131 5 440 585 8 0 12 58 8000 9108

A, apoptosis; A, suspected apoptosis; G, giant nuclei; Gyg, necrotic giant nuclei; G. giant nuclei wil

suspected apoptosis; MD, heterochromatin decondensation; N, normal; NE, necrosis.
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Table 3. Absolute frequencies of nuclear phenotypes in Malpighian tubule epithelial cells of

fully-nourished T. infestans nymphs 30 days after sequential cold shocks at O°C.

Expe_ri'mentai insect Nuclear Phenotypes
conditions code A . NE G Guw HD N Total
Control 1, one I, 2 7 508 9 5 21 9209 9761
single 1h shock - O 42 153 30 4 11 10524 10764
laa 1 6 417 7 26 7445 7908
las 2 120 776 0 t4 9768 10680
las 2 21 373 32 6 7 7714 8155
Qontrof 2, one lay 1 8 399 2 0 16 5987 6413
single 12h shock | 0 46 232 4 0 27 8162 8471
las 0 1 284 1 0 1 5734 6000
o 1 37 381 g9 1 7 9224 9660
» 0 87 407 4 0 4 9815 10317
Time (h) at 30°C
between shocks
8 lea 2 49 33 0 1 15 7225 7628
s 0 26 441 8 0 25 8275 8775
leg 7 31 130 4 0 7 7716 7895
24 ls 1 9 147 5 0 3 10247 10444
e 0 17 138 4 0 21 7142 7322
lar 0 6 146 0 0 10 4298 4460

A, apoptosis; As, suspected apoptosis; G, giant nuclei; Gue, necroic giant nuclei: HD,

heterocromatin decondensation: N, normal; NE, necrosis.
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Table 4. Absolute frequencies of nuclear phenotypes in Maipighian tubule epithelial cells of fasted

infestans nymphs 30 days after sequential cold shocks at 0°C.

Experimental Insect Nuclear phenotypes
conditions code A Ag NE G Gne Gs HD N Tot
Control #1, one |y 1 19 445 89 2 O 76 5041 567
single 1h shock 1 57 151 0 O 0 49 5943 620
lso 3 98 878 82 5 10 4 10795 1187
Isq 1 23 607 22 0 0 14 9931 105¢
52 2 9 731 8 6 2 17 8687 946
Control #2 one g 3 24 468 0 0 8] 33 6470 699
single 12h shock | 1 23 147 1 0 0 49 6515 673l
Iss 3 119 288 21 0 8] 138 9759 103z
Isg 3 99 64 2 0 0 11 6974 715
l57 0 79 g2 1 0 0 28 7959 815
Iss 2 57 495 2 0 0] 1 8297 885
Time (h) at 30°C
between shocks
8 l4g 1 78 380 2 0 0 21 12034 1268
tsp 2 20 377 C 9 10021 1042
lgy 2 23 567 3 0 O 28 8308 893
24 Is2 0 60 494 183 27 7 17 9944 1073
ls3 0 80 341 ] 0 8] i 10918 1136
lgg 2 51 345 12 0 O 17 7024 745

A, apoptosis; A,, suspected apoptosis; G, giant nuclei; Gug, necrotic giant nuclei; Gs, giant nuclei suspec

of apoptosis; HD heterocromatin decondensation; N, normal; NE, necrosis.
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Legends of Figures

Figs. 1-8. Nuclear phenotypes in Feulgen-stained Malpighian tubules of Tnatoma
infestans nymphs subjected to cold shocks. A, apoptosis; As, nuclei suspected of

apoptosis; N, normal nuclei; NE, necrosis.

Figs. 7-11. Nuclear phenotypes in Feuigen-stained Malpighian tubules of Triatorna
infestans nymphs subjected to cold shocks. A, apoptosis; F, fusing nuclei; G, giant
nucleus; Ga, apoptotic giant nucleus; Gune, necrotic giant nuclei; Gs, giant nucieus
suspected of apoptosis; HD, heterochromatin decondensation.
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Conclusotes Toleréncia a choque frio em Triatoma infestans Klug

v" Ninfas de 5° instar de Triatoma infestans sio tolerantes, quanto & sobrevivéncia,
a choques frios a 0°C Unicos, curtos ou longos, ou a choques frios seglenciais e esta

tolerancia independe do estado nutricional do inseto.

v" Aincidéncia de muda em ninfas bem-alimentadas n3o é afetada por choque frio

Unico, curto ou longo.

v O tempo entre choques frios seqiienciais em ninfas bem-alimentadas afeta a
incidéncia de muda, sendo o tempo de 8h entre choques ineficiente para elicitar

mecanismos de defesa do organismo.

v A ocorréncia de muda & antecipada nos espécimes em jejum € estes mostram
maior variabilidade no tempo de incidéncia de muda em comparacioc aos especimes bem-

alimentados.

¥ O jejum induz um aumento significante na incidéncia de muda apés um choque

frio unico curto, mas uma diminuigdo na mesma ap6s um chogue frio longo.

v O jejum induz uma resposta de tolerancia ao frio em condicdes de choques frios
seqlienciais, verificado pelo aumento na taxa de muda em comparacdo a situacdo de

choques frios Unicos.

¥ O jejum é um fator estressante para ninfas de 5° instar de 7. infestans e soma

efeito de protecdo celular ao induzido por choques frios Gnicos ou seqiienciais.

v Nos espécimes em jejum, o tempo entre choques frios seqlienciais ndo € um
fator relevante; as taxas de muda alcancadas apés chogques segiienciais independem do

periodo decorrido entre choques.
v As ninfas ndo exibem diferencas significantes quanto acs padrdes fenotipicos

nucleares dos seus tibulos de Malpighi, independente do estado nutricional ou condicéo

de chogque frio.
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Conclusbes Toleréncia a choque fricem 7 riatoma infestans Kiug

v Os fenémenos de tentativa de sobrevivéncia celular (fus&o celular/nuclear,
descompactagao da heterocromatina) ndo sio relevantes para aquisic&o de tolerancia ao

frio, uma vez que ndo ocorrem em freqléncias significativas.
v As celulas dos tubulos de Malpighi s&o tolerantes ao choque frio @ & morte
celular por apoptose, porém s3o mais susceptiveis a morte por necrose, identificada em

todos os espécimes analisados em freqiéncia significativa.

v O jejum associado ac chogque frio aumenta a incidéncia de morte por necrose 2

dias apoés choque, mas n&o é suficiente para prejudicar a sobrevivéncia dos insetos.

v Expressdo de hsp e outros mecanismos fisiologicos intrinsecos da espécie,
provavelmente participam na promogao de tolerancia ao frio em 7. infestans.
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