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I - INTRODUGAO

0s tubulos de Malpighi sao 8rgaos excretores de inse
tos ¢ de outros arctrbpodes terrestres, A fun¢ao desse siste=
ma excretor € manter no animal um meio interno constante, a-
través da eliminacao ou segregacao de substdncias desnecessa
rias, presentes na hemolinfa, e pela retencgao ou reabsorgao
de constituintes Gteis ao organismo (WIGCLESWORTH, 1965).
| 0 interesse no estudo da estrutura e fungao dos tubu
los de Malpighi foi estimulade pelos trabalhos de WIGGLES~
WORTH (1931 a, b, c) e pelos de RAMsAY (1952, 1953, 1954,
1955 a, b, 1956, 1958 e 1961). Este ultimo planejou métodos
de isolamento de tubulos individuais <n vitro e coletou o
fluido secretado., Dessa forma, foi possivel obter-se informa-
goes detalhadas sobre a composigao do fluido. Posteriormente,
BERRIDGE (1966, 1968, 1969) elaborou um meio no qual og tiubu-
los poderiam secretar por longos periodos, permitindo um
maior conhecimento a respeito da formacao e composicao do

fluido secretado.



A morfologia dos tﬁbulbs de Malpighi tem sido descri
ta para varias espécies de insetos: Macrosteles faset frons
(SMITH & LITTAU, 1960); Rhodnius prolizus (WIGGLESWORTH &
SALPETER, 1962); Dissosteira carolina (TSUBO & BRANDT, 1962);
Dacus oleae (BACETTI et glii, 1963; MAZZI & BACCETTI, 1963);
Sttophilus (GRINYER & MUSGRAVE, 1964): Lithobius forficatus
(FULLER, 1966); Calliphora erythrocephala (BELRRIDGE & O0SCH=~
MAN, 1969); Droscophila melanogaster (WESSING & EICHELBERG,
1969, a, b); Culex pipiens pallens (SEGURL et alit, 1969) ¢
Cenocorixa bifida (JARIAL & SCUDDER, 1970); Gryllodes
sigillatus (NARULA, 1970): Tenehrio molitor (GRIMSTONE et
alii, 1968; BYERS, 1971): Carausius morosus (TAYLOR, 1971 a,
b e 1973); Gryllotalpa gryllotalpa (LHONORE, 1973): Blattella
germantca e Blaberus cranidifzr (WALL & OSCHMAN, 1973: NOIROT &

NOTROT-TIMOTHRER, 1976); Musca domestica (SOHAL, 1974); Bombyux

mort (WAKY, 1974); Petrobius maritimus (FAIN-MAUREL &
CASSIER, 1974); Gaeara maculata, Cruptotympana mimtea,,

Cosmoscaria abdominales, Philaenus spumarius, Philagra parva
e Machaerota coronata (MARSHALL, 1974); Manduca sexta
(NIJHOUT, 1975); Periplaneta americana (WALL et alii, 1975):
Aedes aegypti (MATHEW & RAI, 1976); Glomeris marginata (JOHN-
SON & RIEGEL, 1977); Locusta migratoria (BELL .& ANSTEE, 1977);
Triatoma infestans (MELLO & DOLDER, 1977: LACOMBE & RANGEL,
1979); Panstrongylus megistus (DOLDER & MELLO, 1979);
Pontania prozima (SLEPYAN & GABARAYEVA, 1979) ¢ Uropetuala
carcvet (GREEN, 1979a);dArachnocampa luminosa (GREEN, 1979 a,
b, ¢ e 1980; GREEN et aliZ, 1980); Calpodes ethlius (RYERSE,
1979); Dolania americana (SOLDAN, 1979); Solenopsis  invieta
(PETRALTA, 1980); Anthonomus grandis grandis (MACGOWN &

SIKOROWSKI, 1981).



Na literatura ainda se encontram os trabalhos de
BRADFIELD (1953); BUAMS et alii (1955); MEYER (1957);
BERKALOFF (1960); WESSTING (1965); MESSIER & SANDBORN (1966);
KESSEL (1970); ETICHELBERG & WESSINU (1975) e de LANDA et alif
(1980) referentes ao estudo da morfolegia dos tubulos de Mal-
pighi.

Fsses estudos, no entanto, geralmente formecem pou-
ca informacao sobre a especializagao citologica e fisiologica
das diferentes regioes dos tubulos de Malpighi, com excecgao
dos trabalhos de WIGGLESWORTH (1931 b, ¢);WIGGLESWORTH &
SALPETER (1962); BERRIDGE & OSCHMANN (1969} ; TAYLOR (19723);
WALL et al<i (1975); MARSHALL (1974); BELL & ANSTEE (1977);
JOHNSON & RIEGEL (1977); MELLC & DOLDER (1977); DOLDER &

MELLO(1979): RYERSE (1979); GREEN (1979 b c 1980).§ GREEN
( 3 © et alii (1980).

Nos hemipteros da familia Redaviidae, os tibules de
Malpighi sao em numero de quatro, com comprimentos equivalen~
tes entre si. Em Fhodnius prolizus, o comprimento de um tubu-
lo medido em camara clara & de 4,35 cm, o que equivale a mais
de 2 vezes o comprimento do inseto (2 c¢m) (WIGGLESWORTH, 1931
b). Em espécimens de Triatoma infestans, cujo comprimento e
2,5 ecm, os tabulos de Malpighi tSm um comprimento de 6 a 7,5
cm, © que representa 2 a 3 vezes o comprimentoe do inseto
(LACOMBE & RANGEL, 1979),

Nesses insetos os tubulos de Malpighi apresentam
duas regioces distintas, proximal e distal, assim denominadas
de acordo com a relacao de proximidade que as mesmas guardam

{Esq. I).
com referéuncia a porgao terminal do intestino médio™ Estudos
estruturais e ultraestruturais em Triatoma infestans,
Rhodniue prolixzus ¢ Panstrongylus megistus tem revelado dife-

rencas notaveis entre esses segmentos, mesmo em ninfas jovens
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(WIGGLESWORTH & SALPETER, 1962; MELLO, 1971; MELLO & DOLDER,
1977 e 1980; DOLDER & MELLO, 1979). A porcao distal de cada
tubulo constitui cerca de doié tergos de seu comprimento to-
tal, € translicida e sem cor, ou, as vezes, fracamente amare-
lada. As suas células apresentam bordo apical estriado, suas
microvilosidades sao bastante proximas entre si, nao tendo
uma separacao maior do que 150 a 200 A®, Este & o mesmo grau
de separagao que existe entre as membranas plasmaticas.de cé-
lulas contiguas ou entre as duas membranas do envolucro nu-

clear. As cé&lulas dessa regiao exibem no citoplasma grande

quantidade de "concregoes’ laminares (globulos mineralica=~
dos), e mitocondrias especialmente concentradas na parte api-
(Esq. T1). _

cal celularV Detevrminagoes citofluorométricas permitiram que
se detectasse uma especial riqueza de quinurenina no citoplas
ma dessas celulas (MELLO & VIDAL, 1980).

Quanto a regiao proximal, as cElulas sao quase trans
parentes. Observa-se, por outro lado, no limen dessa regiao
um material amarelo, composto por esferulitos de acido urico
(MELLO & VIDAL, 1980), nunca presentes na regiao distal, 0
bordo apical das células proximais apresenta-se em forma de
escova ("brush border") onde as microvilosidades sao separa-

das por espago equivalente ao seu proprio diametro. Nestas cé

? t

lulas nao ocorrem "concregoes" laminares e as mitocOndrias se
concentram na porcao celular basal (WIGGLESWORTH & SALPETER,
1962; MELLO, 1971; MELLO & DOLDER, 1977 e 1980; DOLDER &

MELLO, 1979) (Esguema IT}.

Em tubulos de Malpighi de Triatoma infestans, apos o
39 estadio ninfal, as celulas proximais diferem das distats
também quanto ao fendtipo nuclear, ou seja, os nucleos das ce

lulas proximais apresentam um Unico corpo heterocromatico,



enquanto os das células distais apresentam varios cromocen-
tros (MELLO, 1971, 1975 e 1976) (Esquema 1I). £ de se esperar
portanto alguma vrelagao entre a estrutura cromatinica e a fi-
siologia das células neste material.

A origem e fung¢ao dos glcbulos com laminacao concén-
trica, as vezes chamados de "concrecgoes™, esferitos, esfaru-
las ou esferocristal, existentes nas células epiteliais dos
tubulos de Malpighi e células intestinais dos insetos, tem si
do tema de estudo em diversas esplcies desses e de outros ani
mais (BERKALOFF, 1958, 1959 e 1960; SMITH & LITTAU, 1960;
WIGGLESWORTH & SALFETER, 1962: DONADEY, 1966; ANDRE & FAURE-
FREMIET, 1967; LAVALLARD, 1967; GOURANTON, 1968a; MELLO &
BOZZ0O, 1969; TAKAHASUI et alii, 1969: WESSING & EIGHELBERG,

1969b; ABOLINS-KROGIS, 1970; INSTIN & GIRARD, 1970: JARIAL &

SCUDDER, 1970; JEANTET, 1971; MORAN & STACHELIN, 1971
BALLAN-DUFRANGCATIS, 1972; MARTOJA, 1972 e 1974; CHEUNG &
MARSHALL, 1973; FAIN-MAUREL et al<i?, 1973; LHONORE, 1973

WOLBURG et alii, 1973; BECKER et alii, 1974; HEVERT et alif,
1974; HWUMBERT, 1974; JEANTET et alii, 1974 e 1980; TURBECK,
19743 WAKU & SUMIMOTO, 1974; WALL et alii, 1975; MATHEW &
RAT, 1976; SOHAL et aliz, 1976; MARTOJA et alii, 1977; MELLO
& DOLDER, 1977; PEACOCK & ANSTEE, 1977; GREEN, 1979b: HAUS-
MANN & WALZ, 1979; SOHAL & LAMB, 1979; AKAL, 19803,

Mesmo assim, a despeito dos inumeros estudos, muito
pouco e conhecido com relagao a origem dessas estruturas. De
acordo com WIGGLESWORTH & SALPETER (1962), as "'concrecoes™ pédmn
se originar através da mineralizacao das mitocondrias.Fm Musca domestiea,

no entanto, aparentemente se formam pela seqilestracao  de materiaig



dentro de vacuolos envoltos por membrana, corpos multivesicu-
lares, lisossomos seccundarios ou corpos residuais ({TURBECK,
1974). RIEGLL (1966 a, b, 1971) sugeriu que essas esfruturas
as quais denominou "corpos formados" se originariam dé vesicu
las pinocitdticas ¢ que conteriam enzimas hidroliticas neces-—
sarias a digestao dos materiais ingeridos. Esses "corpos™ se-
riam, entao, admitidos como mecanismo primario para o ﬁovimeﬂ
to dos solutos atraves do epitélio (WESSING & EICHELBERG,
1975). :

Baseando~se em experimentos fisioldgicos realizados
por WIGGLESWORTH (1931 ¢, 1965), sabe~se que a porgcao distal
dos tubulos de Malpighi desses reduviideos esta envolvida na
eliminagao de pot3assio e agua, enquanto a regiao proximal re-
absorve potassio. Wigglesworth demonstrou que o fluido presen
te no lumen da porgao distal & fracamente alcalino, enquanto
o da porg¢ao proximal & distintamente acido. Acido Grico seria
eliminado pela porcao distal e cristalizado no limen da por-
cao proximal sob a forma de esferulitos. Duas questoes foram
levantadas por esse autor; isto &, sSe as variagoes da taxa
sddio/potassic na urina seriam.associadas com correspondentes
variagoes dessa taxa na hemolinfa do inseto e ainda se as pox
coes dos tubulos de Malpighi citolopgicamente distintas possui
riam papéis diferentes na secrecao de so0dio e potassio.RAMSAY
(1952) esclareceu que as mudancas consideravels nas concentra
goes de sodio e potassio na urina de Rhodnius prolizue duran-
te o curso normal de excrec¢ao nao se refletem na  hemoclinfa,
a qual permanece relativamente inalterada em sua composicao.
Quanto a outra questao levantada, foi concluido que a porcgao
distal do tubulo & capaz de elaborar um fluido contendo menos

sodio e mais potassio do que a hemolinfa, e que essas diferen



¢as em concentragao tornam-se sensivelmente reduzidas durante
a passagem do fluido através da por¢ao proximal. Com relagao
a eliminagao de potassio na porcdo distal dos tibulos e reab-
sorgao do mesmo na porgao proximal, os dados de Wigglesworth
foram confirmados por RAMSAY (1952). Quanto a questao de re-
absorgao de sodio, se na regizo distal dos tibulos ou no re-
to, nao & ainda clara.

0 transporte de sodio, sua taxa de secregac e a pre-
senga de potassio em tubules de Malpighi tém sido tema de es-
tudo para GEE (1976a, b e 1977) assim como a permeabilidade
desses Orgaos e a variagao de solutos orginices tem sido )
objetivo das pesquisas de MADDRELL & GARDINER (1974). Também
devem ser destacados os trabalhos de PHILLIPS & MADDRELL
(1974) e KICENIUK & PHILLIPS (1974) relacionados com a regula
¢ao e transporte ativo de magnésio pelos tiibulos de Malpighi
de larvas de Aedes campestris,

A analise da literatura no entanto, salienta poucos
egtudos citoquimicos envolvidos na detecgao de enzimas nos tu
bulos de Malpighi,

Em alguns grupos de insefos sabe-se que determinadas
atividades enzimiticas se restringem & regices especificas
dos tubulos de Malpighi (CRAIG, 1960). MAZZI & BACETTI (1957)
discutiram os aspectos histoquimicos comparativos dos tGbulos
de Blaps gibba, Mantis veligiosa, Aerida bicolop (Ocrtopteros)
e Apis (Himenoptero) com respeito a atividades enzimaticas e
sua localizagao. Os resultados mostraram uma marcante diferen
Ga na distribuigao das enzimas, porém nao puderam ser correla
cionados com fungoes que se conhecem do orgao.

Tavlor (1973), baseando~se nos seus estudos sobre mu

dancgas estruturais e funcionais nos tibulos de Malpighi de



Carausius morosus durante periodos de alimentagao e jejum,
descreveu que possivelmente a taxa de formagéo de urina este-
ja controlada peclo nimero de moléculas de enzimas envolvidas
no transporte de ions através do plasmalema.

Observagocs citoquimicas e citoenzimolodgicas envol-
vendo a distribuigcao de glicogénio,B-glucuronidase, fosfata-
se alcalina e outros grupos de enzimas foram realizadas nos
tubulos de Malpighi e instetino de alguns Homoptera
(Cercopidae e Jassidae). Esses dados confirmaram a existéncia
de especializacoes funcionais no intestino médio e tubulos de
Malpighi desses insetos (GOURANTON, 1968b).

MALL & CHATTORAJ (1981) detectaram qualitativamente
enzimas digestivas em esofago, intestino e tlbulos de Malpi-
ghi de Galerucella birmanica (Chrysomelidae) encontrando ape-
nas amilase nos odrgaocs excretores.

EVANS (1957), usando sais tetrazodoliocs que possuem a
propriedade de transformarem-se em formazanas coloridas quan-
do reduzidos, estudou a localizacao da atividade desidrogena-
sica em diversos tecidos associados com o intestino de
Calliphora erythrocephala (Diptero).

Nos tubulos de Malpighi do milipoda Glomeris

marginata, estudos citoquimicos revelaram vesiculas intracelu

lares com atividade fosfatasica acida (JOHNSON & RIEGEL,
1977). Quanto a atividades fosfatasicas alcalinas e ATPasi-
cas, essas mostraram—se com localizagao idE@ntica entre si.

Tais atividades fosfatasicas foram relacionadas com caracte-
risticas ultraestruturais e funciomais dos tibulos de Malpi-
ghi (JOHNSON & RIEGEL, 1977).

Através de técnicas de isolamente de enzima foi suge
rido por BERRIDGE & GUPTA (1967), que as membranas basal e

apical dos tlbulos de Malpighi de Calliphora possuem uma



ATPase ativada por magnésio. PEACOCK et ali+t (1972 e 1976)
mostraram também em preparados microssomais uma ATPase ativa-
da por sodio/potassio e dependente de magnésio, presente nas
membranas das células dos tubulos de Malpighi de Schistocerce
gregaria e Jamatea flava (Ortopteros). Mais tarde a existen-—

cia de um sistema consistindo de ATPase dependente de magné~

sio e ATPase ativada por sddio ¢ potassio e dependente de
magnésio foi confirmada nas membranas das células dos tubu~
los de Malpighi de Locusta migratoria (ANSTEE & BELL, 1975

e 1978; PEACOCK, 1979; ANSTEE & FATHPOUR, 1981). Yo mesmo 55
gao deste inseto foi também demonstrado por ANSTEE & FATHPOUR
(1979) a presenca de uma ATPase dependente de magnésio, es-
timulada por HCO3 ¢ inibida por SCN. O papel dessa enzima,
no entanto, € bastante obscuro por ainda nao estar esclareci-
da a sua localizacao celular.

Nada, porém, se conhece até agora quanto a identifi-
cagao e distribuicao de enzimas nos tabulos de Malpighi de
hemipteros hematofagos.

O presente trabalho tem, portanto, como objetive in
vestigar a presenga de algumas enzimas, tais como fosfatases
acidas e alcalinas, ATPases, desidrogenases succinicas e pe-
roxidases, e sua localizagao ao longo dos segmentos - distais
e proximais dos tubulos de Malpighi de Triatoma infestans
Klug, todas a nivel de microscopia fotonica e algumas .a nivel
de microscopia eletronica. A pesquisa dessas enzimas nas di-
ferentes regioes dos tubulos & motivada pelo conhecimento de:
1. diferengas ultraestruturais comparando-se as células que
compoem essas regices (WIGGLESWORTH, 1931b; MELLO & DOLDER,
1977; DOLDER & MELLO, 1979); 2. diferencgas fisiocldgicas en-

tre as regioes (WIGGLESWORTH, 1965); 3. diferente estrutura
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cromatinica em termos de padroes heterocromaticos {MELLO,

1971, 1975 e 1980).
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IT -~ MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas ninfas nao infectadas de Triatoma
infestans Klug (Hemiptera, Reduviidae) de 39, 49 e 59 esta-
dios, além de alguns exemplares adultos. Os triatomineos fo-

ram procedentes dos estados do Rio Grande do Sul e Minas Ge-

rais (Corinto e Colonia Geral), e cedidos pelo Departamento
de Epidemiclogia da Faculdade de Salde PUblica da USP, Sao
Paulo. Foram usados animais recém—alimentados, bem como al-

guns espécimes submetidos a jejum nunca superior a um mes.
Desses insetos removeram-se oS tubulos de Malpighi,
nos quais foil efetuada a pesquisa de atividade de algumas en-
zimas. Para alguns grupos enzimaticos o estudo foi realizado
a nivel de microscopia fotGnica e eletronica e para outros a=-
penas a nivel de microscopia fotonica. Para cada condigao ex-

perimental utilizaram-se orgaos de pelo menos 5 individuos;,

que foram anestesiados com eter. A dissecgao dos insetos foi
efetuada empregando~se lupa estereoscoplca Zeiss.

0Os procedimentos citoquimicos utilizados para a iden
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tificacao das enzimas acham-se descritos a seguir,

1. Peroxidases

A nivel de microscopia fotdnica, a técnica utili
zada fol a de SATO (1928), segundo LISON (1960),

Foram usadas ninfas de 59 estadio e adultos. Os
brgaos excretores foram colocados diretamente sobre laminas
e fixados em acido acético (ECIBRA) a 457Z. Alguns tubulos de
Malpighi foram esmagados entre lamina e laminula. Neste caso,
a laminula foi movida apds congelacio do material em nitroge-
nio liquido. Na maioria dos casos, porém, trabalhou-se com =&
montagem total dos tubulos,

Sobre os tecidos foi gotejada com pipeta Pasteur
uma solugao contendo 0,3%7 de sulfato de cobre e 0,1% de acido
acetico durante 1 minuto. Depois foram eles lavados com agua
e cobertos com uma solucao saturada (0,1%) de benzidina adi-
cionada de 0,2% de peroxido de hidrogenio a 10 volumes, duran
te 2 a 8 minutos. O melhor tempo constatado foi o de 6 minu-
tos., 0 peroxido de hidrogénio tinha melhor atividade quandao
acrescentado na solucao de benzidina no momento de uso.

Como controle da reacao foram utilizados dois
meios, um na auséncia de benzidina e outro sem peroxido de hi
drogénio.

Apos a lavagem das laminas em agua, estas foram
cobertas com solugao aquosa de fucsina basica a 1% durante 20
segundos. Os preparados foram novamente lavados em agua, Se-
€0Ss ao ar e montados em gelatina-glicerina. O preparo deste
meio de montagem foi o seguinte: 7 g de gelatina foram dissol
vidos em 42 ml de dgua destilada aquecida. Logo apas foram

adicionados glicerina (50 ml) e fenol (1 g). A solugao foi en
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tao aquecida por mais 10 a 15 minutos e filtrada em algodao-
de-vidro. Este meio de montagem deve ser guardado na estufa a
37¢C. Seu indice de refragao & igual a 1,474 (BEHMER et lit,
1976) .

0 material controle usado para esta reagaoc cons-
tituiu-se de esfregago de sangue humano (medula), seco ao ar,
e que apos ser submetido a técnica mencionada apresentou ati-
vidade peroxidasica positiva em neutrofilos (granulos em mar~
rom) .

Para a pesquisa a nivel de microscopia eletroni-
ca foram utilizadas as tecnicas de GRAHAM & KARNOVSKY_ (1966)
e de NOVIKO¥F & GOLDFISCHER (1969). As ninfas dos  triatomi-
neos eram de 59 estadio e estavam entre o 159 e 209 dia apos
a alimentagao. Os aEdSmens,dos insetos anestesiados com éter,
foram abertos e imediatamente cobertos com fixador a tempera-
tura de 49 C.

Quando se usou o procedimento de GRAHAM & KAR-

NOVSKY (1966), os tibulos de Malpighi foram dissecados e fixa
dos durante 2 horas por imersao em glutaraldeido a 3% (Merck)
(49 C) e tampao cacodilato de sodio 0,2 M, pH 7,2 contendo
tragos de cloreto de calcio (Merck). Apds esse periodo, os ox
gaos foram lavados em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH
7,2 durante 15 minutos e entao incubados 90 minutos, 4 tempe-

ratura ambiente, no seguinte meio:

Meio de diamincbenzidina (DAB) de GRAHAM & KAR-

NOVSKY (1966) (pH 7,6)

Diaminobenzina (Baker) ..o .eveesescoesioncoss 5 mg

Tampao Tris - HCL 0,05 M, pH 756ccvesscee 10 mg
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Peroxido de hidrogénio 1% (preparado na

hora, a partir de estoque a 30%) (Merck)..0,1 ml

Uma parte do material foi ainda incubada em
meio incompleto contendo apenas DAB tamponado (49 C), mas sem
peroxido de hidrogenio, durante 1 hora. Apds esse periodo, o
material foil reincubado no meio completo contendo o peroxido
de hidrogenio e al permanecendo 90 minutos. Esse procedimento
fol realizado levando~se em conta a lenta penetracgac da diami
nobenzidina nos tecidos, sendo que dessa forma a penetracao e
coloragao ocorrem mais uniformemente (ESSNER,1973b).

Apos incubagao, o material foi lavado em agua
destilada (3 vezes), pos-fixado em tetrGxido de osmio (Fluka)
a 1,3% em tampao cacodilato de sodio pH 7,2, contendo sacaro-
se a 5%, durante 90 minutos.

Os tubulos foram entao desidratados em série eta
nolica e o0xido de propileno e incluidos em Epon 812 segundo
LUrT (1961). Os cortes ultra-finos de aproximadamente 60 e
80 nm de espessura foram obtidos em ultramicrotomo LKB, cole-
tados em telas de cobre (200 mesh) e examinados em microsco-
pioc eletronico Zeiss 9 S operado a 60 KV. Apenas alguns cor-
tes foram contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo, pois os sitios do produto da reacao sao facilmente ob
servados nos cortes sem coloracao e, neste caso, a contra-co-
loragac & empregada apenas para que as estruturas do tecido
possam ser claramente visualizadas. Além disso, ja foi estabe
lecido que solugoes alcalinas de chumbo nao prejudicam o pro-
duto da reagao (GRAHAM & KARNOVSKY, 1966).

0 outro meio de incubacao empregado foi o de NO-

VIKOFF & GOLDFISCHER (1969), uma modificacao do meio ante-
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rior:

Diaminobenzidina (Baker)...vivuuuuousnaoes 20 mg
Tampao Tris - HC1 0,05 M (Sigma)..eeen... 9,8 ml
Peroxido de hidrogé€nio 1% (recentemente
preparyado a partir de estoque a 30%)
(Mereck)

T P -8 |

(pH 9,0; filtrar, se necessario).

Neste caso, os tibulos foram fixados por 2 horas
em glutaraldeido a 2,5% mais tampio cacodilato de sodioc 0,1 M
(40 C) e, entao, lavados en tampao cacodilato 0,1 M. Foram in-
‘cubados durante 60 minutos em meio com diaminobenzidina sem a
presenga de peroxido de hidrogénio a 379 C e s& depois & que
foram incubados durante 4 horas em meio com peroxido de hidro-
génio a 370 (.

A solugﬁo de DAR foi preparada na hora do uso, pa

ra se evitar a autooxidacio na presencga de oxigenio. A solucao

quando recentemente preparada possui cor palha, tornando-se

progressivamente mais escura, como resultado da autooxidacao

(ESSNER, 1973b).Como nesta técnica o tempo de incubacao foi
s p G

muito longo, o meio foi renovado a intervalos regulares (de 1
em 1 hora) para que fosse evitado acumulacao excessiva do Sxi-~
do, pois até 1 hora de incubacao a autooxidacao & minima
(ESSNER, 1973),

Apos o periodo de incubagao, o material foi lavado
em tampao cacodilaro 0,1 M e pas~fixado em tetréxido de Ssmio a
2% e pos-fixado em tetroxido de Ssmio a 29 contendo tampao caco
dilato 0,2 M (v/v) durante 2 horas. Novamente o material foi la

vado em tampao cacodilato 0,1 M. 0s procedimentos de desidrata-
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gao, inclusao, uvltramicrotomia e observagao foram os mesmos
da técnica anterior. Neste caso, porém, nac foi usada a dupla
coloragao com acetato de uranila e citrato de chumbo.

0s meios controles para ambas técnicas utiliza-
das em microscopia eletronica consistiram de:

1. Ausencia do substrato (DAB) no meio comple~
to.

2, Auséncia de peroxido de hidrogénio no meio
completo.

3. Auséncia de diaminobenzidina e de  peroxido

de hidrogénio simultaneamente.

2, Desidrogenases succinicas

Para esta técnica, introduzida por NACHLAS et
alii (1957) e modificada por WEGMANN & "TORDET-CARIDROLT
(1960), foram utilizadus ninfas recém-alimentadas de 39 e 59
estadios.

0s Orgaos isolados e nao fixados foram colocados
sobre lamina e imediatamente cobertos pelo meio de incubacao

constituido de:

Succinato de sodio (Schuchardt, Munchen)

O’B I.\/jn ® & R 4 & 3 8 B U 0 O ¥ U £ & & ¢ €& & B B O B R O P L S A W 8 B O & T U }. ml
N.B.T. (Nitro Blue Tetrazolium) (Schu-
chardt, Munchen) 0,5 mg/ml....¢.vcvevevea- 1 ml

Tampao fosfato 0,1 M = pH 7,4.0u0ececencan 2 ml

As laminas permaneceram incubadas durante 30 mi-
nutos em estufa a 379C. Foram entao lavadas en agua destila~

da, passadas por formol neutro a 10%Z (pH 7,0) por 5 minutos,
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novamente lavadas em agua destilada e finalmente montadas em

gelatina~glicerina,
Como controle da reagao utilizou-se incubacao do
material em meilo sem substrato (succinato de sddic). O

mate-

rial controle utilizado foi musculo cardiaco de camundongo
nac fixado e cortado em congelagao,

A atividade desidrogenasica succinica positiva

aparece sob a forma de uma coloragao azul-violeta escura.

3., Tosfatases alcalinas

A técnica utilizada foi a de GOMORI (1952) com

algumas modificacoes.

Os tibulos de Malpighi utilizados pertenciam a
ninfas de 39 e 59 estadios ¢ a alguns adultos.

0s orgaos nao fixadqs foram incubados na solucgaoc

abaixo descrita durante 1 hora a 379 C.

Beta-glicerofosfato de sodio (Merck)
T
Dietil barbiturato de sodio (Merck)

8 2% 4 2o s a e s s s 0t c e e oo s aes s senussacsencnas 25 ml

Cloreto de calcio (Baker) a 2% .. .cvevocoea 5 ml
Sulfato de magnésio {(Usina Colombina
SIAY @ 27 ¢ e atonueennsoonoossosssscascnnns 2 mi

Bgua destilada. ovsoveeeeincoocnonnsnsnsss 50 ml

0 pH desse meio de incubagac deve ser de 9,2, Es
te fator € critico, pois tal grupo de enzimas exibe atividade
otima somente em pHs alcalinos (9.0 - 9.6). O meio de incuba~-

cao nao deve ser guardado e & aconselhavel se preparar soclu-~
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goes recentes para se processar A reacao (BANCROFT, 1967).
Apos a incubacio, o material foi lavado em agua
destilada e logo apos tratado com solugao de nitrato de co=-
balto (Merck) a 2% durante 5 minutos. Novamente foi lavado
com agua destilada ¢ entao tratado por uma solucao de sulfa-
to de amonia (Baker) a 1% preparada na hora, durante 2 minu=-
tos. As laminas foram a seguir, bem lavadas em agua destila~
da e apos estarem secas, montadas com gelatina-~glicerina.
Para o controle da reagao usaram-~se 3 meios dis

tintos da solugao incubadora:

1. Meio completo sem substrato (Beta-glicero=-
fosfato de sodio).

2, Meio completo com substrato (Beta-glicero-
fosfato de s0dio) e sem sulfato de magnésioc.

3. Meio sem Beta-glicerofosfato de sédio e sem

sulfato de magnésio.

0 orgao controle utilizado para a verificacao
dessa atividade enzimatica foi o rim de camundongo, fixado
em formol calcio de Baker (formol 10% adicionado de 1 g de

acetato de calcio, até o pH da solugao atingir o valor 7,0),

durante 18 a 20 horas. 0 material foi cortado em congelacao,

tendo os cortes por volta de 7 lm de espessura. Os cortes fo

ram colhidos

.

com laminas em Zgua destilada e somente entao

lncubados no meio para a reacao.

Outra maneira mais simples e rapida de se fixar

0 Orgao também foi utilizada (TAPER, 1979). 0 +im foi conge-
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lado imediatamente apds a sua remocao ¢ cortes variando de 8
a 10 pm foram obtidos em criostato, colhidos em limina e dei
xados a temperatura ambiente, por 5 minutos. Apos as laminas
estarem secas, o material foi fixado no formol cialecio de Ba-
ker durante 15 minutos e entao lavado por 5 minutos em 2 ba-
nhos de agua destilada. A incubacao foi realizada simultanea
mente com a dos tubulos de Malpighi de Triatoma infestans.

A atividade fosfatasica alcalina positiva se re
vela segundo um precipitado marrom escuro.

4, PFosfatases acidas

A técnica utilizada para a microscopia fotdnica
foli uma modificacao da de GOMORT {(1950).,

Tubulos de Malpighi nao fixados de ninfas de 39
e 52 estadios recém-alimentadas foram incubados durante 30

minutes a 379 C em uma solucao constituida de:

Tampao acetato 0,05 M (pH 5.0)
Beta-glicerofosfato de sodio... 0,36 g/5 ml Hy0

Nitrato de chumbo (Merck)...... 0,264 g/200 ml

tampEo acetato

No preparo do substrato acima (substrato de G&-
m8ri) foi dada especial atengao 3 precipitagide antecipada do
nitrato de chumbo. Por isso, a solugao de Beta-glicerofosfa-
to de sodio foi gotejada sob agitaciao em um Erlenmeyer conten
de a solugao de nitrato de chumbo e tampao acetato,. Esse
substrato permaneceu em estufa a 37° ¢ durante 12 horas, ha-
vendo entao a total precipitacao do nitrato de chumbo. A so-

lugao foi filtrada antes do uso.
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Apds o periodo de incubag@o, o material foi lava
do com agua destilada e entao mergulhado em sulfeto de amonia
a 1%, recém preparado, durante 1 minuto. Novamente as laminas
foram lavadas, secas e montadas em gelatina-glicerina.

Como controle da reagao foi utilizado o meio in-
cubador sem substraro (Betar~glicerofosfato de sodio). O orgao
controle usado para verificagao da atividade fosfatasica aci-
da foi rim de camundongo, fixado em formol calecio de Baker
(como descrito para fosfatases alcalinas) e entao mergulhado
na mistura goma 17 mais sacarcse 0,88 M onde permaneceu 24 ho
ras no minimo e no maximo até 7 dias, sendo entac retirado e
lavado durante 5 minutos em agua destilada. Rssa metodologia
é empregada rotineiramente no laboratdrio de histoquimica
(USP) de acordo com o trabalho de HOLT (1959). Também neste
caso o material foi cortado em congelacao.

A atividade fosfatasica acida positiva se revela
segundo um precipitado pardo escuro.

Para a utilizagazo da técnica a nivel ultrzestru-
tural, os tGbulos de Malpighi de ninfas de 59 estadio foram
removidos e transferidos diretamente para a solugao de gluta-
raldeido a 1,5% em tampao cacodilato de sadio 50 mM, pH 7,4,
e fixados por 30 minutos a temperatura de 4° ¢. A reducao do
tempo de fixagao para a deteccao de fosfatases & necessaria
para que héja uma maior preservacao das enzimas, pois o gluta
raldeido mesmo a baixas concentracoes & um potente inibidor
de fosfatases (ESSNER, 1973a). Apos terem sido lavados varias
vezes em tampao cacodilato de sbdio 96 mM, os tibulos foram
colocados no meio de incubagao para fosfatase acida (GbMéRlﬁ

1952).

Beta-glicerofosfato de sodio (Merck)..... 30 mg
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Tampac acetato 3,05 M {pH 5.0). .. cvnuns 11 ml
Nitrato de chumbo 12% (Merck) (concen-

tracao £imal 3,3 mM) . .uvunoeonnnonnnonee 0,1 mi

Neste caso, deve~se tambeém filtrar o substrato

antes do uso pois ocorre precipitagao do nitrato de chumbo.

Para observagoes ao microscdpio eletronico nao
foi necessario a imersao em sulfeto de amdnia diluido, pois o
produto inicial da reagao, fosfato de chumbo, € suficiantemeﬁ
te opaco aos elétrons (ESSNER,1973a).Entretanto, a imersio em
sulfeto de amdonia pode ser Gtil nas observagdes de cortes se-
mi-finos sob microscdpio de contraste de fase a fim de se re-
conhecer sitios reativos para subsequente cortes ultra-finos
(SERRANCG et alit, 1976). Neste caso, o produtoc final da rea-
¢ao & o sulfeto de chumbo,

0 periodo de incubagido variou de 1 a 1 hora e 30
minutos e foi realizado tantoe em temperatura ambiente como a

379 €. Apo0s a incubacao, o material foi novamente lavado em

tampao cacodilato de s&dio 50 mM, e pds-fixado em tetroxido
de osmio a 2% em cacodilato de sodio 40 2M, pH 7,4 por 30 mi~
nutos, pois uma prolongada exposigao ao oOsmio pode dissolver
o fosfato de chumbo (REALE & LUCILANO, 1964). O material fol
entao lavado em tampao,desidratado em sé&rie etandlica e incu~
bade em Epon 812, como descrito para peroxidases. Neste caso,
o material foi observado sem coloragao pois ja & conmhecido o
fato de que a exposicao dos cortes ultra-finos as solucoes de
coloragao e em especial ao acetato de uranila deve ser evita~
da, desde que isso pode resultar em uma consideravel perda ao
produto da reagao (PRIESTER, 1972).

Para controle da reagao utilizaram-se dois meios

controles:
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1. Mecio completo sem substrato (Beta-glicerofos

fato de sodio).

2, Meio completo com substrato (Beta-glicerofos

fato de sodio) e presencga de fluoreto de s5dio 0,01 M.

, e+
5. ATPases dépendentes de Mp +

Para a pesqpisa a nivel de microscopia fotonica,
o método usado foi o de SLATER (1958), modificado segundo WEG
MANN & BANKOWSXY (1960). Foram usados orgacs nao fixados de
ninfas de 39, inicio de 49 ¢ 59 estadios e de adultos recém—
alimentados., Alguns poucos preparados foram fixados em etanol
acético ou formol calcio de Baker a 107%.

Para o estudo da atividade ATPasica foi utiliza-

da uma solucao estoque composta de:

Cloreto de potéssic.)‘(Baker).,,”“..“.o 885 mg
Tris (hidroximetilamino metano)

(Merchk) .o s ot o snvancoansansccencocsassnsoa 980 mg
Sacarose (Reagent, ACS)..suvevescenssoes 225 mg
Cloreto de magnésio (ReageénN)ecoocaanasso 30 mg
Cloreto de calcio (Baker)..ecocosescesasns 3,96 g

Agua destilada.....cvossvvaconssosssvees 150 cc

0 pH dessa solugao ¢ 9,4 sendo que a mesma tem
duracao de até 3 meses na geladeira. Para cada ml dessa solu-
cao estoque foram acrescentados 4 mg de ATP (Sigma), o pH a-
justado para 7,4 com HCL 0,1 N e a solucao agitada e filtra-
da.

0s tiubulos foram incubados durante 30 minutos a
379 ¢, Logo apos foram lavados em agua destilada por 10 minu-

tos e submetidos ao tratamento com nitrato de cobalte a 27 dg
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rante 5 minutos. Novamente, o material foi lavado por 10 minu
tos em agua destilada e mergulhado em solugao de sulfeto de
amonia a 2% por 2 minutos, Apds a lavagem final das laminas,

estas foram secas ¢ montadas em gelatina-glicerina.

Aléw dessa incubacgdo em meio completo, foram ain
da testadas incubagoes em meios com as seguintes modifica-

coes:

L. Sclugao estoque sem ATP (PAUTRAT & BENKGEL,
1577).

2. Solugao estoque com ATP (4 mg/ml) (PAUTRAT &
BENKOEL, 1977) e senm MgCl,.

3. Solugao estoque sem ATP (PAUTRAT & BENKOEL,

1977) e sem MgClz.

4. Solugao estoque com ATP (PAUTRAT & BENKOEL ,

1977) e com NaF 0,1 M.

5. Solugao estoque sem ATP (PAUTRAT & BENKOEL,

1977) e com NaF (Fisher $.C.) 0,1 M.
6. Solucao estoque com oligomicina (0,04%) e

sem ATP (RACKER, 1976).

7. 5Bolugao estoque com oligomicina e com ATP

(RACKER, 1976).

0 S6rgac utilizado como controle da atividade
ATPasica positiva foi rim de camundongo. Este orgao foi fixa-
do em formol calcio de Baker e cortado em congelacao, COomo
descrito anteriormente.

A atividade ATPasica positiva revelou-se segundo

precipitado pardo escuro,

Todas as observagoes deste trabalho a nivel fot§
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nico, incluindo-se as fotomicrografias, foram realizadas em
fotomicroscopio Zeiss.
Para localizacao de ATPases a nivel de microsco-

pia eletronica foi empregado o meio de ATP/chumbo de WACHS -

TEIN & MEISEL (1957):

ATP (Na) (51gma) .. ccoeenncnsevvncensonsee 25 mg
Agua destilada...vveveeeesneoeenoononeoaes 22 ml
Tampao tris maleato 0,2 Muv'eoereoeoneeas 20 ml

Sulfato de magnésio anidroso

(Fab. 5. Caetano do Sul)....voeovecnconss 5 ml
Nitrato de chumbo a 27 (concentragao)

final 3,6 mM, PH 7,2) ¢t veresnnrscencenas 3 ml

A ~ » -
As 1ncubagoes controles constituiram-se de:

L. Auséncia de ATP no meio completo.

2. Auséncia de MgSO4 no meio completo.

3. Presenca de oligomicina (0,04%) no meio com-
pleto,

4. Presencga de NaF (0,1 M) no meic completo.

As técnicas utilizadas para fixacao, desidrata-
gao, inclusao, ultramicrotomia e observagao foram as  mesmas
relatadas para a deteccao de fosfatases acidas. Novamente,

nao se utilizou coloragac dos cortes ultra-finos.

Para a pesquisa deste grupo enzimatico a nivel

ultraestrutural foram utilizadas ninfas de 59 estadio.
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LTI - RESULTADGS

1. Peroxidases

A nivel fotonico foi observada reacao positiva a
benzidina no citoplasma da maioria das células da regiao dis-
tal dos tibulos de Malpighi (Figuras 1 e 2). FEssa atividade
apresentou-se tantolem ninfas de 59 estadio, como em adultos,
na porgao periférica de glébulos de tamanhos variados (Figu-
ra 2). Em algumas preparagoes de ninfas de 59 estadio, os glé
bulos apareceram bastante individualizados. Nos exemplares
adultos, os globulos apresentaram—se as vezes, formando den~-
sos acumulos. Neste caso pode-se mesmo observar a imagem nega
tiva dos niicleos. No lumen &é regiao distal dos tiUbulos de
Malpighi nao foi observada nenhuma resposta positiva,

Nas celulas da regiao proximal nzao se observou
atividade peroxidasica, porém no liimen dessa regiao consta-
tou~se que granulagoes esféricas cristalinas com tamanho va-
riado e estriagoes radiais internas, apresentaram sua porgao

externa (esférulas maiores) ou interna (esferulas menores)
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Reatividade a benzidina em células de tabulos
de Malpighi de Priatoma infestans. Figuras 1
e 2. Células distais. n = imagem negativa nu-
clear. t = traquéia. Figura 1,X 430; Figura?2,
X 107¢. Figura 3 - Reacao positiva em cris-
tais de urato (setas) no limen da regizo pro-

ximal. X 1070.

Tobulo de Malpighi de Triatoma infestans sub-
metido a tratamento controle (ausencia do
substrato) para deteccao de reatividade & ben

zidina. Contracoloragao com fucsina basica.

n = nucteo. X 200,

Atividade peroxidasica em neutrofilos (ne) de

medula humana. X 800,
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FIGURAS 6 a 8 - Reatividade 3 benzidina na regiao proximal de

tubulos de Malpighi de 7riatoma infestans.
Observar coloragaoc pela benzidina num mate-
rial localizado na periferia de cristais de
urato (setas). u = cristal de urato., mc = mi~-
crovilosidades. bm = lamina basal. i = invagi
nacao do plasmalema. m = mitocondrias. Figura

6,X 7800; Figura 7, X 8200; Figura 8,X 8000,
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densamente coradas pela benzidina (Figura 3). Sabe-se atraves
da literatura que esses esferulitos representam cristais de
urato (WIGGLESWORTH, 1965; MELLO & DOLDER, 1979: MELLO & VI~

DAL, 1980).

0 controle da reagao foi realizado na ausencia

do substrato (benzidina), sendo a atividade peroxidasica to-

talmente abolida ao longo das celulas dos tubulos. A visivel
coloragao dos nucleos dessas células foli proporcionada pelo
uso da fucsina basica como corante de fundo {(Figura 4).

As celulas utilizadas como controle (leucdcitos
da medula humana), comoe esperado, apresentaram resposta peroxi
dasica positiva nos granulos citoplasmiaticos dos neutrofilos
(Figura 5).

A nivel da microscopia eletronica foram observa-
dos resultados semelhantes em ninfas de 59 estadio. Reativida
de positiva a benzidina, quando o meio incubador apresentava
pH 7,6, foi confirmada num material circundando os cristais
de urato (Figuras 6, 7 e 8). Esse mesmo material apareceu tam
béem fragmentado no limen da propria regiaoc proximal, sob uma
forma filamentosa {(Figuras 7 e 8).

Na regiao distal dos tiibulos reatividade 3 benzi
dina foi encontrada em algumas estruturas citoplasmaticas que
devem tratar-se de microcorpos (peroxissomos). Estes provavel
mente sac os mesmos globulos citoplasmaticos que responderam
ao método quando da pesquisa a nivel fotonice (Figuyvas 9, 10
e 11).

As "concrecgoes™ laminares, caracteristicas do ci
toplasma da regiao distal, nao apresentaram o produte da rea-

cao, isto &, composto insoliivel, corado e elétron-densc, re-

sultante da redugao da diaminobenzidina em presenga de peroxi
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FIGURAS 9 a 14 - Reatividade a benzidina na regiao distal do

tubulo de Malpighi de Trigtoma infestans. Fi

guras 9 a 11 - Atividade em microcorpos (pe-
roxissomos). p = microcorpo. m = mitocon-
drias. bm = lamina basal. i = invaginagoes

do plasmalema., Figura 9, X 9700; Figura 10, X
19500 Figura 11, X 27000. Figura 12-"Concre-

¢ces™ laminares sem resposta positiva ao mé-

todo da benzidina. ¢ = "concregoes". b = bor
do celular apical. m = mitocondrias. X
17776, Figuras 13 e 14 - Mitocondrias com

cristas coradas pela benzidina (setas), m =
mitocondrias. ct = cristas. Figura 13, X

20700; Figura 14, X 20200,
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FIGURAS 15 a 17 - Auseéncia de reatividade i benzidina em tubu

FIGURAS 18 e 19

los de Malpighi de Triatoma iInfestans subme
tidos a incubagao sem substrato (DAB). Figu
ras 15 e 16, Regiao proximal. u = cristal
de urato, m = mitocondrias. Figura 15, X
16000, Figura 16, X 14500. Figura 17. Regiao

distal, ¢ = "concregoes"., X 23200,

Auséncia de reatividade em "concregoes" la-
minares da regiao distal dos tubulos de Mal
pighi submetidos a incubacao em meio a pH
9,0. m = mitocondrias. ¢ = "concregoes”, Fi

gura 18,X 10000; Figura 19, X 15300.
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do de hidrogeénio (DAB oxidado) (Figura 12). O mesmo pode ser
observado no material submetido ao meioc de incubagao a pH 9,0
(Figuras 18 e 19). Uma resposta positiva ao método da benzidi
na a pH 7,6 foi também observada entre as cristas

mitocon=-

driais, sendo ausente na matriz_e no espac¢o entre a membrana
interna e externa (Figuras 13 e 14),

Nos dois tipos de controles utilizados para essa
reagao, auséncia do substrato (DAB) e presenca do substrato e
auséncia de perdxido de hidrogeénio, nao se observou reagac po
sitiva nas cristas mitocondriais, assim como nos cristais de
urato ou nas "concregoes' laminares (Figuras 15, 16 e 17).

No material submetido ao meio de incubagaoc a pH
9,0, pode-se observar na regiao distal dos tabulos uma colora
¢ao mais acentuada nas mitocGndrias, nao se podendo diferen~
ciar as cristas da matriz mitocondrial. No bordo apical da re
giao distal & notavel a reatividade dessas organelas junto as
microvilosidades (Figura 20). Neste caso, os microcorpos apre
sentaram-se¢ tenuemente reativos (Figura 21). Na regiaoc proxi-
mal dos tubulos observaram=-sec corados fragmentcs do material
que aparece circundando os cristais de urato e mitocondrias
com forte resposta ao método (Figuras 22 e 23). Foi 1interes-
sante notar a presencga de formagoes vesiculares junto as mi-
crovilosidades da regiao distal (Figuras 20, 24 e 25),

Nos ceontroles utilizados para o meio de incuba-
¢ao a pH 9,0, observou-se uma atividade menor nas mitoctn-
drias, podendo-se até@ mesmo se diferenciar as cristas da ma-
triz mitocondrial quando na auséncia de peroxido de hidrogé-
nio e presenca de DAB. Neste casc, o peroxido de hidrogenio
apenas 1intensificou a reacao (Figura 26) (NOVIKOFF & GOLD~

FISCHER, 1968; STELLY @t gi<, 1975; HAND, 1976). No material



FIGURAS 20 a 25 - Reatividade & benzidina em tGbulos de Mal-
pighi de Triatoma infestans submetidos a in
cubagéo:éﬁ meio a pH 9,0. Figuras 20 e 21 -

- Regiao distal, m = mitocondrias. ¢ = "con-
cregoes", p = microcorpos, v = vesiculas.
b = bordo celular apical., Figura 20,X 4000,
Figura 21,X 10000. Figuras 22 e 23 - Regiao

proximal. m = mitocbndrias. u

i

cristal de

f

urato. X 3800; X 10200. Figuras 24 e 25
Regiao distal (detalhes). m = mitocdndrias.
v = vesiculas. b = bordo celular apical. Fi

gura 24,X 9800; Figura 25 X 17600.
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FIGURAS 26 a 28 =~ Tdbulos de Malpighi de 7riatomq infestans
submetidos a diversos controles para ativi-
dade peroxidasica. Figura 26 - Ausdncia ape
nas de perdxido de hidrogénio no meio incu-
bador, podendo-se diferenciar cristas mito-
condriais (setas). X 9800. Figura 27 -~ Au-
sencia apenas de diaminobenzidina (DAB) . Re
giao distal. X 9000, Figura 28 - Auséncia
de DAB e peroxido de hidrogénio. Regido pro
ximal. m = mitocdndrias. n = niicleo. X

2000,
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Tabela 1. Boupostay av ootods de benszding em tobulos
de Malpighi do T e s
Regida dos Resposta  avs  wdtodes
tubulos de ]
Testus itogquimicos Malpight Citoplasma Rucleo Material do lugen
A, Metodo de SATO (1928), digtal +++ (glabulos) - -
3 do L1SON {1960 . . h R
= ( ) proximal - - ++b (periferia de cris-
tals de urato)
B A sem fornecimento de istal - - -
benzidina o
_______ prosimal - - -
Cooaowew fornecimenta  de dinral - - -
" . prosimal - - -
BN & EARNOVSEY divtal ++b {parnglssomos) - -
++  {mitocondrias)
pronimal o - +++ (periferia de eris-
+ tais de urata)
00 A . . _
FooD osen HaO, - - -
proximal - - -
G. D osem BAB ¢ sem 1!..@)? distal - - -
prosimal - - -
Ho NOVIKOFF & GULUFISCHER diutal 4 (prros] syonos) - -
. +++ (mitocondrias
(1969) t endrias)
proximal +++ {mitochndrias) - L2
I. H sem DAB distal - - -
proximal - - -
J. H osem H,0, distal s+ (mitoctndrias? - -
proximal ++  {nitocdndrias) - -
E, # scm DAR e sem ’ri,)(}z dintal - - -
prowimal - - -

Resposta altamonle poesiti

Loy acd amen

AR R

Rewpoita pewal iva
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incubado na aus@ncia de DAB e presenca de perdxido de hidroge

nio, assim como na ausencia desses dois componentes do meio,

130 se observou atividade positiva 3 benzidina em qualquer

das organelas de ambas as regioes dos tubulos de Malpighi (Fi
guras 27 e 28). 0Os dados relativos a reagcao a benzidina a-

cham~se resumidos na Tabela I.

2. Desidrogenases succinicas

A atividade desidrogenasica succinica foi obser-
vada no citoplasma das c@lulas dos tibulos de Malpighi de nin
fas recém-alimentadas de 39 e 59 estadios. Foi detectada pela
observagao a nivel fotOnico de depbsitos microcristalinos a-
zul=violeta de formazana. Tem sido demonstrado que as desidro
genases succinicas situam-se nas mitocondrias (HQGEBOOM at
alii, 19463 PALADE, 1952; SIOSTRAND & RHODIN, 1953; PEARSE &
SCARPELLL, 1958; Hrss et alif, 1958 a, b; SCARPELLI et alii,
1958; WEBER, 1980; MARINOQS e BILLETT, 1981). 0s dados obtidos
neste trabalho, portanto, acham~se intimamente relacionados
COm a presenga dessas.orgéﬁelaé.

Nas célul;s,distais dos tubulos de Malpighi de
ninfas de 39 estadio, observou-se uma maior atividade dessa
enzima nas porcoes celulares apicais; Os granulos de formaza-
na concentraram-se na pafte central dos tibulos, formando as
vezes, densa massa compacta (Figuras 29 e 30), Essa observa-
¢ao encontra apoio em dados de microscopia eletronica que sa-
lientam uma maior concentragao das mitocdndrias nessa regiao
das ceélulas distais de ninfas jovens e de 59 estadio de Trig-
toma infestans (MELLO & DOLDER, 1977 e 1979).

Observou~se também reagao positiva em afguns glo
bulos citoplasmaticos pequenos, onde o material corado apare~

ceu apenas em sua superficie ou em sua totalidade (Figura
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FIGURAS 29 a 33 - Atividade desidrogehésica succinica em célu

FIGURAS 34 a 36

FICURA 37

FIGURA 38

las distais de tubulos de Malpighi de
Triatoma infestans. Figura 29 - Ninfa de 39
estadio., Reagao intensamente positiva na re
giao celular apical. X 300. Figura 30 -~ De-
talhe. X 4060, Figura 31 - Reacao positiva
em globulos ;itﬂplasméticos (setas). ¢t =
traquéia. X 1500. Figura 32 -~ Globulos cito
plasmaticos com resposta negativa ao método
citoquimico (setas). X 1300. Figura 33 - A-
tividade desidrogenasica succinica na regiao

celular apical. Ninfa de 59 estadio. X 300.

Atividade desidrogenasica succinica em célu
las proximais dos tﬁbulos de Malpighi de
Triatoma infestans. Figura 34 - Ninfa de 39
estadio. Reagao mais intensa na porcao ba-
sal celular (setas). X 240. Figura 35 = Gru
mos (setas) intensamente corados. X 500, Fi

gura 36 - Detalhe. X 79C.

-~ . » - 3 . - . -
Ausencla da atividade desidrogenasica succil
nica nos tubulos de Malpighi submetidos a
controle sem substrato (succinato de 0~

dio). t = traquéia. X 200,

. " - - ° - 3 Ll
Atividade desidrogenasica succinica em mus-

cule cardiaco de camundongo. X 1300,
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31). Outros globulos, por&m, maiores, nac se apresentaram co-
rados (Figura 32).

Nas células distais de ninfas de 59 estadio nao
foram encontradas diferengas basicas em relacao as do 39 esta
dio (Figura 33).

Nas células proximais dos tibulos de Malpighi de
ninfas de 39 estadio, fol observada reacadac positiva com maior
intensidade na regiao basal celular (Figura 34). Este achado
esta também de acordo com o fato de que, nessas células, as
mitocondrias estao mais concentradas na porgao basal (MELLO &
DOLDER, 1977 e 1979). O mesmo tipo de achado foil constatado
em ninfas de 59 estadio. Tamb&m nas células proximais de nin-
fas de 39 estadio [Foil observada, eventualmente, a ocorrencia
de grumos corados, espalhados no citoplasma (Figuras 35 e
36).

0 controle da reacao foi realizado na ausencia
do substrato (succinato de sodio), sendo a atividade desidro-
genasica succinica abolida tanto na regido proximal como dis-
tal dos tubulos, regioes essas onde a localizacao mitocon—
drial € mais acentuada. Apenas poucos granulos dispersos apre
sentaram coloragao (Figura 37).

0 o6rgao utilizado como controle, musculo cardia-
co de camundongo, apresentou resposta desidrogenasica succini
ca positiva, Neste caso, foram tamb&m observades granulos de

formazana sobre as mitocondrias caracteristicas desse orgao

(Figura 38),

3. Fosfatases alcalinas

Em ninfas de 39 estadio foi observada distribui-

gao da atividade fosfatdsica alcalina no citoplasma das célu-
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FIGURAS 39 a 44 - Atividade fosfatasica alcalina em tubulos

FIGURAS 45 e 46

de Malpighi de Triatoma infestans. Figuras
39 a 41 - Ninfas de 39 estadio. Figuras 42
a 44 - Individuos adultos. Figura 39 - Re-
giao distal (d) e proximal (p)}. Notar fina
granulagao no citoplasma da regiao proxi-
mal. X 570. Figuras 40 e 41 - C&lulas dis-
tais com reacao positiva em gldbulos cito~
plasmaticos (g). n = ndcleo. t = traquéia.
Figura 40;X 740; Figura 41, X 740. Figura 42
~ Regido distal com parte dos glébulos nao
reativos (g). t = traquéia. X 370. Figura
43 - Regiao proximal com reagao citoplasma-
tica negativa. Observar uma ligeira ativida
de fosfatasica alcalina nos niicleos (se-
tas). X 370. Figura 44 - Regiao distal (d)

e proximal (p). t = traquéia. X 370.

Tibulos de Malpighi de 7Triatoma infestans
de ninfas de 59 estadio submetidos a contro
les para a reacao fosfatasica alcalina (re-
giao distal). Figura 45 - Ausoncia de res-
posta positiva quando os preparados foram
incubados na auséncia de sulfato de magne-
sio. X 920.. Figura 46 - Auséncia de respos-
ta positiva (exceto na regiao limite entre
alguns globulos) quando os preparados foram
incubados na auséncia de Beta-glicerofosfa-
to de sodio. n = imagem negativa do nicleo.

t = traquéia. X 920,
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las distais, fazendo parte de gldbulos (Figuras 39, 40 e 41),
Alguns destes apareceram totalmente positivos 4 reacao, Qu~
tros mostraram reatividade na sua periferia ou ausencia de
reacac. Na sua maioria, os gldbulos citoplasmaticos nao reagi
ram totalmente de modo positivo ao método. As regioes extrema
mente escuras que apatfecem nas Figuras 39 e 40 se devem & so-
breposicao de material nao s& citoplasmatico, mas também, nu-
clear. O0s nlicleos apresentaran geralmente, atividade fosfatfa-
sica alcalina positiva, tanto na heterocromatina, como na eu-
cromatina (Figuras 40 e 41),

A regiao proximal dos tGbulos apresentou como
resposta uma fina granulagao no citoplasma (Figura 39). Nao
foram observadas imagens nucleares altamente positivas ao me-

todo.,

Quanto aos tubulos de Malpighi de ninfas de 5¢
estadio e de adultes, os resultados foram semelhantes aos de
3¢ estadio, no que se refere a presenga de globulos citoplas-
maticos com diferente reagao ao método na regiao distal (Figu
ra 42). Algumas areas dos tubulos (regiao proximal) apresenta
ram um citoplasma homogeneamente nio reativo zo méetodo (Figu-
ras 43 e 44). Algumas vezes houve uma fraca sugestao de reati
vidade nos ntucleos das células dessas areas (Figura 43).

Quandoc os tubulos de Malpighi de ninfas de 59 es
tadio foram submetidos ao meio incubador na auséncia do subs-
trato (Beta-glicerofosfato de s5dio) a atividade fosfatisica
alcalina presente em parte dos globulos citoplasmaticos da re
giao distal do Srpzo, praticamente foi abolida, se comparada
ao controle incubado na presenca do substrato. Apenas uma rea
¢ao levemente positiva apareceu no limite de alguns gldbulos

contiguos, sendo nitida a imagem negativa dos nicleos (Figura
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FIGURAS 47 e 48 — Atividade fosfatasica alcalina na regiao ce
lular apical dos tibulos contornados proxi=-
mais (p) de rim de camundongo, bem como nos
nucléolos (setas), das células dessa re-
¢ido, Observa-se também a auséncia de tal a
tividade enzimidtica nas células dos tubulos
contornados distais (d). Figura 47, X 300;

Figura 48, X 740.
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46). 0 mesmo resultado foi obtido quando na presenca do subs-
trato, mas auséncia do sulfato de magnésio (Figura 45).

0 orgao utilizado como controle da reagao, rim
de camundongo, visto em cortes transversais {zona cortical),
apresentou reagao positiva de aspecto denso e uniforme ao ni-

vel do bordo apical das celulas epiteliais dos tubulos contor
nados proximais (regiao prdxima a luz dos tibulos) (Figuras
47 e 48). Esta localizagao se supode estar vinculada aos inten
508 processos de absorgao que ocorrem na superficie das micrg
vilosidades existentes em grande quantidades nessas células
(DT FICRE et aldi, 1973). Os dados relativos a reacao para

fosfatases alcalinas acham-se resumidos na Tabela I1.

4, TFosfatases acidas

0Os tibulos de Malpighi, tanto de ninfas de 39 co
mo de 39 estadio mostraram, a nivel de microscopia fotonica,
atividade fosfatasica acida contida em gldbulos ou granulos
citoplasmaticos (Figuras 49, 50 e 51). A concentragao dos glé
bulos foi sempre maior na regiao distal dos tibulos, onde in-
clusive o seu tamanho muitas vezes, mostrou Ser variavel (Fi-
gura 51). Na regiao proximal dos tibulos observou-se distri-
buicao homogénea de granulos finos (Figura 50) a qual se esg-
tendia atraves da superficie de todo o tdbulo (abrangendo tam
bém a sua regiao distal) ou entao total auséncia dos mMeSmos
(Figuras 52, 53, 56 e 58). Algumas vezes, a precipitacao de
sulfeto de chumbo na regiao distal foi muito intensa pratica-
mente mascarando a individualidade dos globulos (Figura 52).

0Os nucleos da regiao proximal sempre apresenta-
ram alguma atividade fosfat@sica acida. Esta foi observada:

1. Predominantemente na regiav heterocromatica



FIGURAS 49 a 52

FIGURAS 53 a 56

51

- Atividade fosfatasica acida em tubulos de

Malpighi de Triatoma infestans. Figuras 49
e 51 - Regiao distal de 39 e 59 estadio,
respectivamente. Observar granulos ou globu
los citoplasmaticos com resposta positiva
(setas). n = imagem negativa nuclear. t =
traquéia., Figura 49,X 340; Figura 51, X 92Q.
Figura 50 - Regiao proximal. Fina granula-

cao positiva ac método. 59 estadio. t =

traquéeia, X 580. Figura 52 - Regioces distal
(d)
e proximal (p). Na regiao proximal os na-

cleos aparecem intensamente reativos. 59 es

tadio. X 90,

Atividade fosfatasica acida em nucleos de
celulas proximais. Figura 53 - Reacao posi-
tiva ﬁredominantemente na regiaoc heterocro-
matica (h). 59 estadio. e = eucromatina,
t = traquéia. X 580, Figuras 54, 55 e 56 -

Reacao positiva predominantemente na regiao

eucromatica (setas menores). h = heteroecro-
matina. e = eucromatina. ms' = musculatura.
t = traquéia. Figuras 54 e 55 - 59 estadio.

Figura 56 = 39 estadio. Figura 54, X 920. Fi

gura 55,X 920, Figura 56,X 1050,
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2. Predominantemente na regido eucromatica (Fi-
guras 54, 535 e 56),

3. Tanto na eucromatica como na heterocromatica
(Figuras 57 e 58), Neste caso, as vezes, parece que a reativi
dade mna zona heterocromatica estd localizada mais em sua peri
feria.

As observagoes referentes aos nacleos nao se de-
vem a difusao de enzimas citoplasmiticas pois, sao também constata-
das em nucleos isolados ou em zonas da regiao proximal em que

nac se verifica presenga de granulos citoplasmiticos (Figuras

L
P

y 93 e 57).

Proximo d zoma de transigao distal-proximal, al-~
guns nucleos con morfologia correspondente a da regiso proximal
ndao se mostraram intensamente reativos (Figura 62},

Quanto aos ntcleos da regiao distal das ninfas
de 59 estadio, obsevvou~se reacao positiva predominantemente
na eucromatinag, as vezes soh forma de grumos (Figuras 59, 60
e 61). Em alguns casos nao se observou reacao positiva nos ng
cleos da regiao distal (Figura 51).

Os tubulos de Malpighirquando tratados com solu-
¢ao incubadora na auséncia de substrato {Beta-glicerofosfato
de s6dio), nac apresentaram resposta positiva para a maioria
dos globulos e/ou granulos citoplasmaticos (Figura 63). Ape-
nas alguns poucos globulos exibiram uma fraca precipitacao de
sulfeto de chumbo na sua superficie. Nenhuma precipitacao foi
encontrada nos nucleos.

O drgac controle, rim de camundongo, visto em
corte tramsversal (zona cortical) apresentou,; como para o ca
so das fosfatases alcalinas, resposta positiva nos tubulos

centornados proximais e ausencia de atividade enzimatica nos



FIGURAS 5

FIGURA 63
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a 62 - Atividade fosfatasica acida em nucleos de

tubulo de Malpighi de Triatoma <infestans.
Figuras 57 e 58 - Nicleos de células proxi-
mais de ninfa de 59 estadio. A reatividade
nestes casos se apresenta na eucromatina
(e) e porgao periférica da heterccromatina
(h). TFTigura 57, X 420; Figura 58, X 920. Figu
ras 59, 60 e 61 - Nucleos de celulas dis-
tais de ninfa de 59 estadio. Reatividade
predominante na regiao eucromatica (setas).

h = heterocromatina. e¢ = eucromatina. Figu-

i

ra 59, X 920; Figura 60, X 920; Figura 61, X

920, Figura 62 - Nacleos na regiao de tran-
sicao distal-proximal. 59 estadio. h = hete
rocromatina. e = eucromatina., X 580.

Regiao citoplasmAtica de células de tubulo
de Malpighi de ninfa de 59 estadio de
Triatoma infestans, incubado na ausencia de
Beta-glicerofosfato de sodio (controle da
reacao para fosfatase acida)., Observar au-
séneia de reatividade na maioria dos globu-
los (seta).n = imagem negativa do nacleo.

X 920,
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tubulos contornados distais e glomérulos (Figuras 64 e 65).
No caso das fosfatases acidas, porém, ha uma distribuigao se-~

letiva nos tdbulos contornados, mas com uma localizacao intra-

celular., Sua presenca, relacionada com a existéncia de lisosso
mos, considera-se vinculada a degradagao dos materiais reabsor
vidos como em outros Grgaos (GOMORT, 1941; DI FIORE et alii,
1973).

Os achados para a atividade fosfatAsica acida a
nivel de microscopia eletrdnica confirmaram os dados da microi
copia fotonica.

Na regiao distal, as "concregoes" laminares apre-
sentaram nitida resposta ao método (Figuras 66, 67 e 79) va-
riando apenas quanto ao grau de intensidade. Lisossomos foram
também detectados nessa regiao (Figuras 68 e 69). Na maioria
das vezes a lamina basal da regiao distal bem como as invagina
goes do plasmalema apresentaram também nitida atividade enzima
tica (Figuras 70, 71 e 72). Algumas areas dessa regiao, no en-
tanto, nao mostraram atividade na laAmina basal e invaginagoes
do plasmalema (Figuras 66 e 79), Células de traquéias em conta
te com os tubulos também mostraram atividade enzimatica (Pigu-
ras 70 e 71), confirmando as observacoes a nivel fotonico (Fi-
guras 4% e 50).

Foi tambem demonstrada atividade fosfatasica aci-
da nos nucleos das células da regiao proximal dos tabulos, Es-~
ta foi observada predominantemente em toda a regiao heterocro-
matica, no nucléolo e em parte da eucromatina (Figuras 73, 74
¢ 75). No nucléolo o precipitado foi muito fino, nem sempre
presente em toda sua extensao (Figuras 74 e 75). Foi observada

uma menor atividade na cromatina compacta proxima ao envolucro

nuclear principalmente quando esses nucleos aparecem cortados
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FIGURAS 64 e 65 - Atividade fosfatasica dcida positiva em ti-
bulos contornados proximails (p) e mnegativa
em tubules contornados distais (d) e glomé~
rulos (gl) de rim de camundongo. Figura 64,

X 300; Figura 65,X%X 740.
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FIGURAS 66 e 67 -~ Reacao fortemente positiva . - para

osfa acida em "coner aminar
fosfatase da em " ecoeg" laminares

da regiao distal de tibulo de Malpighi de

Triatoma infestans. ¢ = "concregoes”. bm =
lawina basal. i = invaginagoes do plasmale-
ma. m = mitocondrias. cg = globulos cito-

plasmatico com virus descritos por DOLDER &

MELLG, 1978a, b, Figura 66, X 17200; Figura

67, X 29600,
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FIGURAS 68 e 69 - Atividade fosfatasica acida em lisossomos
da regiao distal de t{bulo de Malpighi de
Trigtoma infestans. ¢ = "concregao", 1 = 1i

sossomo. seta = membrana lisossomal . Figu-

ra 68,X 18200, Figura 69, X 60200.
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FIGURAS 70 a 72 - Atividade fosfatasica acida na lamina basal

¢ invaginagoes do plasmalema da regiao dis-

tal de tibulo de Malpighi de Triatoma
tnfestans., 1 = invaginacao do plasmalema.
bm = l3mina basal. ¢ = "concregoes”. t = cé&

lula da traqueia. Figura 70, X 11700; Figura

71, X 6800. Figura 72, X 53700,
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em nivel mais superficial. Esse & o caso da Figura 76 que & o
mesmo nucleo localizado 4 direita da Figura 73, num diferente
plano de corte. Em todos os nicleos encontrados nessa regiao
sempre fol observada atividade enzimatica na regiao citoplas~-
matica que envolve a carioteca (Figuras 73 a 76).

Nos nucleos das células da regido distal, a rea~-
gao positiva predominante foi constatada na regiao eucromati-
ca (Figura 77) e algumas vezes também na heterocromatica (Fi-
gura 78). Nucleos de células da traquéia também mostraram ati
vidade predominante na regiao eucromatica (Figura 79). Nova-
mente constatou-se atividade enzimatica proxima aoc envolucro
nuclear e regiao citoplasmatica, porém, nao tao intensa como
nas células proximais (Figuras 77, 78 e 79).

Quando os tﬁbuloé de Malpighi foram submetidos
ao meio incubador na auséncia de substrato (Beta-glicerofosfa
to de sodio) a reatividade desse grupo enzimitico ou foi to-

talmente abolida ou sensivelmente diminuida. As "concrecoes"

laminares bem como os lisossomos da regiao distal nao apresen

taram a forte marcacao caracteristica da fase experimental
dessa reacao (Figuras 80 e 81), A lamina basal das células
distais nao apresentou resposta positiva (Figuras 82, 83 e

84). Ja as invaginagoes do plasmalema dessa regiao mestraram
apenas uma leve marcagao (Figuras 82, 83 e 84), com excecgao

de uma unica area onde pode~se observar uma maior reativida-

de (Figura 82).

Quanto a marcagao nuclear, essa mostrou-se total

mente abolida, na heterocromatina, eucromatina, nucléolo, pro

ximidade do envdlucro nuclear tanto de nucleos da regiao dis-

tal (Figura 85) como nos da regifo proximal (Figura 86),

O uso do inibidor fluoreto de sddio no melioc incu



FIGURAS 73 a 76
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~ Atividade fosfatasica acida em nitcleos de

celulas da regiao proximal de tubulo de Mal
pighi de Triatoma infestans. Figuras 74 2
75 = Detalhe da Figura 73, mostrando ativi-
dade losfatasica acida na heterocromatina e
fino precipitado no nucléolo (setas). Figu-
ra 76 - Mesmo nucleo da direita da Figura
73(ﬁ), mostrando menor atividade nas areas

de cromatina condensada junto ao envolucro

nuciear (setas). n = nucleo, nc = nucleéolo.
en = envolucro nuclear. h = heterocromati-
na. e = eucromatina. Seta larga = atividade

enzimatica na regiao citoplasmitica que en-
volve a carioteca. Figura 73, X 8700. Figura

74, X 17200; Figura 75, X 45400; Figura 76, X

10800,
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FIGURAS 77 e 78 - Atividade fosfatasica acida em nucleos da

FIGURA 79

regiao distal de tibulo de Malpighi de
Triaqtoma infestans. n = nucleo. en = envolu
cro nuclear. e = eucromatina. h = heterocrg
matina. Setas = Atividade enzimatica na re-
giao citoplasmatica que envolve a cariote-

ca. Figura 77, X 16700; Figura 78, X 14800,

Atividade fosfatasica acida em nucleo de ce
lula de traqueia (t) contigua ao tdbulo de
Malpighi. Forte resposta ao metodo & tambéem
vista nas "concregoes™ laminares (¢) da re-

-~

giao distal do tdbulo. n = nicleo. bm = Lla-

mina basal. i = invaginacoes do plasmalema.

X 8500,
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FIGURAS 80 a 86 - Tubulos de Malpighi de Triatoma infestans
incubados na ausencia do substrato (Beta-
glicerofoéfato de s0dio) mostrando reativi-
dade totalmente abolida ou diminuida, Figu=-
ra 80 - "Concregoes'" laminares caracteristi
cas do citoplasma celular da regiao distal
nao apresentando depositos de fosfato de
chumbo., Figura 81 - Lisossomos da regiao
distal com reatividade praticamente aboli-
da. Figuras 82, 83 e 84 - Lamina basal sem
reatividade e invaginacoes do plasmalema da

regiao distal com leve marcacao, excetuan-

do~se¢ uma area de maior reatividade (se-
tas). Pigura 85 = Nicleo da regiao dintal
sem reatividade., Figura 86 =~ Nicleo da  re=
pino proximal sem reatividade., ¢ = "concre-
¢oes. 1 = Tisossomo., bw = lamina basal.
i = invaginagoes do plasmalema, m = mitocdn
drias. h = heterecromatina., e = eucromati=-
na. en = envolucro nueclear. me = microvilo-
sidades. Figura 80, X 20400; Figura 81, X

13500; Figura 82,X10000; Figura 83, X 25000
Figura 84, X10000 ; Figura 85, X 9700; Figura

86, X 7600.
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FIGURAS 87 a 90 -~ Tibulos de Malpighi de 7Triatoma infestans
incubados na presenca de fluoreto de sodio
(NaF}., TFiguras 87 e 88 - “Concregaesh (c)
laminares da regiao distal com menor reati-

vidade se comparada aos achados experimen-—

tals. Plasmalema com nitida marcacgao (se-
tas). Figura 89 - Invaginacoes do plasmale-
na e membrana basal da regiao distal mos=

trando ainda uma certa reatividade. Figura
90 - Nicleo da regiao proximal sem deposi-
gao de fosfato de chumbo., pl = plasmalema.

i = invaginacoes. bm = lamina basal. t

fi

traquéia., e = eucromatina. h = heterocroma-

il

tina. nc nucleolo. en = envolucro nu-

clear., m mitocondrias. me = microvilosida

des. Figura 87, X 18000; Figura 88 X 26200;

Figura 89, X 11300; Figura 90, X 7300.
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bador completo nao aboliu totalmente a atividade enzimatica
do plasmalema (Figura 87), "concrecgoes" (Figuras 87 e 88), in
vaginagoes do plasmalema e ldamina basal (Figura 89) das célu-
las distais dos tubulos. No entanto, ocorreu uma menor deposi
¢ao do produto da reacao (fosfato de chumbo) quando comparado
com os resultados experimentals. A atividade nuclear, das
duas regioes, no entaﬁto, pode ser considerada totalmente nu-
la quando na presenga desse inibidor (Figura 90)., Os dados re
lativos a regiao para fosfatases Acidas acham-se resumidos na

Tabela TIT.

5. ATPases dependentes dea Mg

Os tubulos de Malpighi tanto de ninfas de 59 es~-
tadio, como de 39 e inicio de 49 estadios apresentaram respos
ta positiva ao metodo citoquimico para ATPases a nivel fotoni
co.

Nas ninfas de 39 e inicio de 49 estadios a res-—
posta ao método no cltoplasma das células dos tubulos de Mal-
pighi foi geralmente fraca e relativamente homogénea (Figura
91). Quanto aos seus nucleos, observou-se nitida resposta po-
sitiva na regiao eucromdtica e negativa na regiao heterocroma
tica dos mesmos {(Figuras 91 a 93).

Na regiao distal dos tubulos observou-se que gru
pos de celulas apresentavam resposta positiva alternados por
grupos celulares com resposta negativa. Neste caso, apenas a
regiao citoplasmatica das células & que se apresentava forte-
mente destacada, sendo que seus nlUcleos mostraram uma imagem
negativa (Figuras 94 a 98). Neste citoplasma foram observados
globulos e granulos com diferente intensidade e localizagao
de resposta, ou seja, na totalidade do globulo ou em sua re-
giao periférica (¥iguras 97, 99 e 100). A densidade da popula

¢ao de globulos e a sua localizacao foram variadas, Celulas
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FIGURAS 91 a 93 - Atividade ATPasica em cilulas da regiao pro
ximal de tdbulos de Malpighi de Triatoma
infestans de 39 estadio. A atividade ATPasi
ca mostrou~se fraca e razoavelmente homoge-
nea no citoplasma (c) e intemsa, na regiao
eucromatica (e) de seus nucleos. A hetero—
cromatina (h) nao apresentou atividade ATPa
sica. Figura 91, X 320; Figura 92, X 800; Fi-

gura 93, X 800,

FIGURAS 94 a 98 -~ Atividade ATPasica no citoplasma de cé&lulas
distais dos tubulos de Malpighi de Triatoma
infestans de 39 estadio. Observar a imagem
negativa dos nicleos (n). Figura 98 - Va=-
riagao na demnsidade de gldbulos citoplasma-
ticos com atividade ATPasica (setas). Figu-
ra 94, X 50; Figura 95, X 120; Figura 96, X

3003 Figura 97,X 1200; Figura 98, X 350,
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FIGURAS 99 a 105 - Variacao na densidade da populacao de

globulos (g) citoplasmaticos das celu

las distais dos tubulos de Malpighi de

39 estadio, com atividade ATPasica.
Na Figura 101 observa-se uma celula
densamente povoada com esses globu-

los. Figuras 102 e 103 - Ceélula cujo
citoplasma apresenta uma distribuicgao
de globulos com atividade ATPasica.
Figura 104 - Globulos com atividade
ATPAsica localizados na porgao basal
de uma das células (seta). Intensa res
posta positiva ao método no bordo api
cal (b) de uma celula distal. t = tra
quéia. Figura 99, X 860; Figura 100,
X 6705 Figura 100, X 670; Figura 100,
X 670 Figora 100, X 1060, Figura

P4, K 2703 Flgura 105, X 440,

17
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densamente povoadas bem como células com poucos globulos fo-
ran obdaervadas (iparas BHEL 99, 101 a 163Y. Coralmente 0y gglér
bules se distribuem por tode citoplasma, porém, em alguns ca-
sos foi observada concentracao dos mesmos na porcao basal ce-
lular (Figura 104),

Uma intensa resposta positiva ao método foi ob-
servada ne bordo apical de algumas poucas células (Figura
105),

Na regiao de transicao distal-proximal dos tibu-
los de Malpighi de ninfas de inicio de 49 estadio, em celulas
cujo citoplasma praticamente nio apresentava precipitado de
sulfeto de cobalto, observou-se alguma resposta positiva nos
nucleos, numa estreita zona em contato com as heterocromati-
nas (Figuras 106 a 108).

Quante as células proximais e distais dos tubu-
los de Malpighi de ninfas de 50 estadio, estas apresentaram
respostas semelhantes em relacao aquelas de 130 estadio. A ati
vidade enzimitica detectavel pelo método mostrou-se sempre au
sente nas areas heterocromaticas de c&lulas proximais e dis-
tais (Figuras 109 a 111} e presente com diversos graus de in-
tensidade na eucromatina mesmo de células distais. Neste ﬁlti
mo caso, parecia estar quase que exclusivamente ligada a res-
tritas regioes em torno de alguns cromocentros (Figura 109).

Em algumas regioes da porcao proximal foram ob-
servados cristais de urato com reagao intensamente positiva,
principalmente na sua reriferia (Figuras 113 e 114).

A fim de se demonstrar que a resposta positiva
ao método citoquimico utilizado era devida a atividade ATPasi
ca, uma série de controles foram utilizados, conforme deseri-

to em Material e Métodos. Os resultados acham-se sumarizados



FIGURAS 106 a 108 - Atividade ATPasica em niicleos de

FIGURAS 109

FIGURAS 113

a 112

e 114
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células

da regiao de transicao distal-proximal de

tubulos de Malpighi de ninfas de inicio
de 49 estadio de Triatoma tnfestans. Esta

atividade parcce se restringir exclusiva-
mente o ouma estreita regiao (sobasg) cm
conrtabo com o heterecromatina, h = hetero
cromatina, ¢ = cucromatina. t = traquéia.
Figura LO6, X 1100 Pigura 107, X 690 ; Figu

ra 108, X 670,

Avividado ATPasien nuclear ew tibulos de
Malpighi de ninfas de 59 estadio, sempre
ausente nas repiocs heterocrominticasn @
presente com intensidade variada nas a-~
Faal owu e ramat ioea 5 {wetas), Filporas OO @
PG = Replao distal, Figuras 111 ¢ 112 =
Nucleos da repioo de transicao distal ~pro
ximal. I = heterocronatina, ¢ = cucromati
na. t = traquéia. Figura 109, X 740;.Figu—
ra L10,X 740; Figura 111,X 920; Figura

112, % 920.

Cristais de urato presentes no lumen da
regiao proximal de um tibulo de Malpighi
de 59 estadio com resposta positiva ao mg
todo citoquimico para ATlPase (setas) u =
cristal de urato. t = traquéila, Figura

113, X 300; ¥Figura 114, X 740.
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cox para ATPase em tibulos

{microscopla fotonica)

clioguinleos

Regides dos
tshulas  de

Resposta acs métodaos

Malpighi
Citaplaana Hioleo G
Grauulagao Gliabulos Bordoe Hetero~ Fugronatiog Haterial
fina celular crometina wfou nucifela ne 10man
AL Método de WE & distal ~ g vt - et ” - A e -
RATKTUSEY (1960 {eventuul)
prozimal - - n- R ++ (periferia de
esfirulas de
uracod
¥. A Bem fornecimento dint il sntual) +{eventual) - - - -
(3133 i’l.T P ' ‘Vkm"‘:« ' ”
Proximoel - - - - -
LA fornecimento distal o - - - -
fo ATE @ MpCl ) -
R proximal - - - - - Nao chservado
Lonael Jorneoinmento distal - - - - - -
duw Mo, N i o~
SR proximal - - - - Nao ochservade
At tat - - - -
misl - - - - -
+ distal - - - - - -
prasimal - - - =
oA cligemicina distal -~ - - - - -
proximsl - - - - - Nao chservado
He B oligomicina distal - - - - +{eventual) -
proximal - - - - Mac observado
vdido de {1~ distal G A SRR - - R -
m formel  a eroximal . - - - .t Xzo chservado
d. 1 osem fornevimento distal - - - - - -
dar ATT w Mol _ - :
de ATE e Mplly proximal - - - - Hao observado
¥, fi- distal - - - - -
11 ol srowing = w - - %ao observado
Eh‘m- vice
it Hesposta sltausnte posiliva
+++ {oventusl) Kesposta altanente posiiiva
b Resposta moderadamonte positiva
- feventuald Fosposta moderads

R Suspasta

sabiva 2

Susprsta

Sosposta nepativa
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na Tabela IV.

Encontrou-se que mesmo em preparados tratados
com meio incubador sem ATP havia alguns globulos
citoplasmaticos com resposta positiva na sua periferia

(celulas distais) (Figura 115). As respostas nucleares, no en
tanto, foram completamente abolidas. 0 mesmo parece ter acon=-
tecido com a granulagao citoplasmitica mais fina. Na auséncia
de ATP e de cloreto de magnésio, as respostas foram totalménw
te abolidas, inclusive aquela verificada na parte periferica
de corpos de urato (Figura 116). Nos preparados tratados com
oligomicina (inibidor), na presenga ou ausencia de ATP, foi
abolida a reagao, inclusive dos gl&bulos citoplasmaticos de
células distais (Figuras 117 a 121). Apenas, numa das prepara
Goes tratadas com oligomicina, na auséncia de ATP, algumas
poucas granulagoes apareceram levemente positivas em nucleos
de células distais préximo as massas heterocromaticas (Figura
119). Em tibulos de Malpighi tratados com fluoreto de sodio
(inibidor) e na presencga ou auséncia de ATP toda e qualquer
resposta foi abolida (Figuras 122 e 123).

A fixacgao dos tidbulos em formol a 10Z, por outro

lado, parece nao interferir na resposta esperada para as suas

celulas distais, desde que se fornega ATP e cloreto de

magnésio no meio incubador (Figuras 124 e 125). Tubulos de
Malpighi fixados em etanol acético 3:1 nao apresentaram res-
posta positiva para ATPases (Figura 126).

0 orgaoc utilizado como controle, rim de camundon
go, visto em corte transversal (zona cortical), apresentou
resposta fortemente positiva nos glomérulos (Figura 127). Al-
guns tubulos contornados proximais apresentaram densa respos=

ta em oposicao aos tdbulos contornados distais que naoc apre-



FIGURA 115 -

FIGURA 116 -

FIGURAS 117 a 119 ~

FIGURAS 120 e 121 -

FIGURAS 122 e 123 -

84
Alguns globulos citoplasmaticos (g) de uma celu-
la distal de tibulo de Malpighi de Triatoma
tnfestans mostrando precipitacao de sulfato de
cobalto (setas). Neste preparado a incubacao se
processou sem o fornecimento de ATP e sem clore-

to de magneésio. X 920.

Cristal de urato (u) presente no limen da regiao
proximal de um tibulo de Malpighi. Neste prepara
do a reagao se processou sem o fornecimento de

ATP e sem cloreto de magnesio. X 1200.

Celulas distais dos tibulos submetidos ao método
para ATPase, més simultaneamente tratados com o~
ligomicina na auséncia do substrato (ATP). A rea
¢ao foi abolida totalmente, exceto em alguns mi~
nusculos granulos circundando as areas heterocro
maticas (setas) da Figura 119. g = globules., t =
traquéia. Figura 117, X 740; Figura 118, X 740:

Figura 119, X 740,

Células distais dos tdbulos de Malpighi de
Triatoma infestans submetidos ao método para ATP
ase, mas simultaneamente tratados com oligomici~-
na na presenca do substrato (ATP). ¢ = traquéia.

Figura 120, X 920; Figura 121, X 740,

Resposta negativa ao método para ATPase simulta-
neo ao tratamento com fluoreto de sodio na re-
giao distal (d) (Figura 122) e proximal (p) (Fi-
gura 123) dos tubulos. t = traquéia. Figura 122,

X 740; Figura 123, X 740.
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FIGURA 124

FIGURA 125

FIGURA 126

FIGURAS 127 a 129

86

Arividade ATPasica nos globulos citoplasma
ticos de células distais (d) de tibulos de

Malpighi de Triatoma infestans fixados em

fermel a 10%Z e incubados na presenca de
ATP e cloreto de magnésio, p = regiao pro-
ximal. t = traqueia, X 370.

A atividade ATPasica nos globulos citoplas
maticos de células distais de tdbulos de
Malpighi fixados em formol a 10%Z & abolida
quando o preparado & incubado na auséncia

de ATP e cloreto de magnésio. X 740.

Atividade ATPasica negativa na regiao dis-
tal de um tdbulo de Malpighi fixado em eta

nol acético 3:1. X 300.

Atividade ATPasica em rim de camundongo.
Esta atividade & intensa nos glomérulos
(gl). Aparece também no citoplasma das cé&-
lulas dos tubulos contornados proximais
{(p) em contraposicao ao dos tubulos contor
nados distais (d). Observar a resposta po-
sitiva ao método nos nicleos de células de
ambas regioes (setas). O corte de uma ar-
téria renal (TFigura 129) mostra atividade
ATPasica intensamente positiva no endoté-
lio da intima (seta longa) e negativa na
lamina elastica interna (seta curta). Figu
ra 127, X 320; Figuvra 128, X 320; Figura 129,

X 320,
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sentaram essa resposta, os nucleos de ambos, no entanto, apre
sentaram resposta positiva (Figuras 127 e 128). Numa arteria,
resposta intensamente positiva foi observada no endotélio
da intima e negativa na lamina elastica interna (Figura 129),

A pesquisa de ATPases a nivel de microscopia ele
tronica confirmou algumas observacgoes fotSnicas além de tra-
zer outras informagoes com respeito A localizagao da ativida~
de desse grupo de enzimas.

Na regiao proximal, precipitados de fosfato de
chumbo foram abundantemente observados na lamina basal (Figu-
ras 130 e 132) e invaginagoes do plasmalema (Figuras 130 a
134 e 150). Muitas vezes esses depositos eram localizados ni-
tidamente entre o espago interno das invaginagoes do plasmale
ma (Figura 132), Porém, nem sempre a lamina basal mostrou rea
tividade (Figuras 131, 133 e 134), Precipitagoes inespecifi-
tas ocorreram em algumas areas, nao invalidando, no entanto,
a clareza da resposta ao longo das invaginacgoes proximas a la
mina basal e no plasmalema entre células vizinhas (Figuras 133
e 134). Nao foram observados cristals de urato nas prepara-
goes para a citoquimica ultraestrutural .

Com relagao a regiao distal, a reatividade nas
invaginagoes do plasmalema foi forte em algumas regioces, sen-
do alternada por dreas sem ou com muito pouca resposta aoc me-
todo. Neste caso, a membrana basal nao apresentou deposicao
dos fons fosfato de chumbo. 0O plasmalema entre células conti-
guas mostrou forte reatividade enzimatica (Figuras 135 e
136).,

As "concrecoes" laminares caracteristicamenteprg
sentes nesta regiac apresentaram resposta positiva a reacao,

variando apenas quanto ao grau de intensidade entre uma e ou-
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FIGURAS 130 a 132 - Atividade ATPasica na lamina basal (bm)

e invaginagoes (i) do plasmalema da re-
giao proximal de tiubulo de Malpighi de
Triatoma infestans (59 estadio). TFigura
130 - Forte reatividade na lamina basal

(setas maiores) e moderada nas invagina-

goes (setas menores)., Figura 131 - Ausén
cia da reatividade na lamina basal e

presenga nas invaginagoes (setas). Figu-
ra 132 =~ Depositos localizados entre Q
espaco interno das invaginacoes do plas-
malema (setas). t = traquéia. m = mito-
condrias. Figura 130, X 10000; Figura 131,

X 12200; Figura 132, X 28200.
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FIGURAS 133 e 134 ~ Atividade ATPdsica na lamina basal (bm) e

FIGURAS 135 e 136

invaginagbes (i) do plasmalema da regiao

proximal de tdbulo de Malpighi de
Triatoma infestans (59 estadio). Figura
133 - Observar precipitado inespecifico

(setas menores) e marcagao nas invagina-
coes (setas maiores); Figura 134 - Reati-
vidade presente no plasmalema (pl) entre
células contfguas. m = mitocondrias. Figu

ra 133,X 11300; ¥iguvra 134,X 4300,

Atividade ATPasica em invaginacoes (i) do
plasmalema de célula distal. Figura 135 -
Regioes de invaginagoes do plasmalema com
forte reatividade (setas maiores) alterna
das por areas sem resposta (setas meno-
res). Figura 136 - Detalhe da Figura 135.
bm = l3mina basal. ¢ = "concregoes". m =
mitocoOndrias., pl = plasmalema. t = tra-
queéia. Figura 135,X 17200; Figura 136, X

23000,
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-FIGURAS 137 a 140

93

"Concrecoes”" laminares (c) da regiao dis
tal de tubulo de Malpighi de Triatoma
infestans com resposta positiva ao méeto-
do para ATPases. Tigura 137, X 19000; Figu
ra 138, X 27000; TFigura 139, X 46700; Figu

ra 140, % 21200.
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tra ou mesmo com relacao a parte periférica ou interna de ca
da uma (Figuras 135 a 140).

Os ntcleos tanto da regido distal {(Figura 145)
quanto da proximal (Figuras 141 a 144 e 146 a 151) tiveram
resposta semelhante. Nos nuecleos examinados a heterocromati~-
na, eucromatina e envolucro nuclear geralmente nao apresenta
ram marcacao. Quando esta se achava presente na cromatina, e
ra sob a forma de um fino precipitade de fosfato de chumbo
tanto sobre a hetero como sobre a eucromatina (Figuras 150 e
151). Em todos os niicleos observados sem exce¢ao, o nucléolo
sempre apresentou veatividade ao método para ATPases, varian
do apenas quanto 3 intensidade. Foi detectada nesses, desde
uma suave marcacao (Figuras 141 a 149) 3 forte intensidade
de resposta (Figuras 150 e 151)., As Areas mais condensadas
do nucléolo apresentaram mais depositos do que as fibrilares
(Figuras 144, 145, 147 e 148),

Os tubulos de Malpighi de Triatomg infestans
quando submetidos ao meio incubador, na auséncia de sulfato
de magnésio, apresentaram tanto as "concrecoes"” laminares da
regiao distal como as invaginagoes do plasmalema e a lamina
basal das duas regides ainda respondendo positivamente ao
método (Figuras 152 a 155). Nos nilcleos de ambas as regioes
nao foi observado qualquer tipo de marcagao. Os tdbulos de
Malpighi incubados na aus@ncia de ATP nao apresentaram res-—
posta na lamina basal e invaginagoes do plasmalema das calu-
las da regiao proximal (Figura 156). Nas células da regiao
distal, porém, foi detectada reatividade na lamina basal, in
vaginagoes do plasmalema (Figura 137) e "concregoes”. No en-
tanto, essa reatividade foi muito meneor do que a detectada

nos tubulos submetidos a reagao na presenca do substrato (Fi
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FIGURAS 141 a 145 ~ Nicleos de c@lulas de tibulo de Malpighi

de Triatoma infestans com forte atividade

nucleolar. Notar maior reatividade nas
por¢oes mais compactas (setas largas) e
menor nas fibrilares (setas finas) dos
nucléolos, n = nicleo. nc = nucléolo. h =
heterocromatina. e = eucromatina, mec = mi

crovilosidades, Figura 141, X 6000; Figura
142, X 12600; ¥Figura 143, X 3800; Figura

144, X 20000; Figura 145, X 17600,
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FIGURAS 146 a 151

98

- Atividade ATPasica em nucleos de células

proximais de tubulo de Malpighi de
Triatoma infestans, Figuras 146 a 149 -
Maior atividade nas porgoes nucleolares
compactas (setas largas) e menor nas por-
coes fibrilares (setas finas). Figuras
150 ¢ 151 - Forte e homogénea reatividade

nucleolar (seta larga) e fino precipitado

nas Adreas hetero e eucromaticas. n = na-
cleo. nc = nuclé@olo. h = heteroccromatina.
@ = gucromatina. bm = lamina basal. i =

invaginacoes do plasmalema. Figura 146, X
22600 TFigura 147, X 10000; Figura 148, X
19400 Figura 149, X 19600; Figura 150, X

4300; Figura 151, X 10000.
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FIGURAS 152 a 155 - Tibulo de Malpighi de Triagtoma infestans
incubado na auséncia de sulfato de magné-
sio mostrando ainda reatividade nas "con-
cregaes” (¢), lamina basal (bm) e invagi-
nagoes (i). Figura 152, X 16000, | Figura
153, X 9000; Figura 154, X 26500; Figura

155, X 19500,

FEGURAS 156 e 157 - Tubulo de Malpighi incubado na ausencia
do substrato (ATP). Figura 156 - Lamina .
basal (bm) e invaginagaes (i) do plasmale
ma sem resposta enzimatica na regiaoc pro=
ximal. Figura 157 - Lamina basal {(bm) e
invaginacoes (i) com tenue reatividade na
regiao distal. ¢ = "concregoes". cg = glé
bulo citoplasmatico contendo virus descri
tos por DOLDER & MELLO (1978a, b). ¢t =
traqueia. Figura 156, X 9500; Figura 157, X

3
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FIGURA 158

FIGURAS 159 e 160

FIGURAS 161 a 163

102

Nicleo (n) da regiao proximal de tibulo
de Malpighi de Trigtoma infestans incuba-
do na ausencia de ATP. Resposta negativa,
ne = nucléole. h = heterocromatina. e =
eucromatina. t = traquéia. seta = envolu-

cro nuelear. X 7800.

Célula distal de tibulo de Malpighi incu-
bado na presenca de fluocreto de sodio
(NaF). Notar fraca reatividade na 1lamina
basal (bm), invaginacgoes (i) e "concre-

coes" (c¢). Figura 159,X 6000; Figura 160,

X 9500,
Tubulo de Malpighi incubado na presenca
de oligomicina. Figura 161 - Invaginagoes

(i) do plasmalema basal com resposta ATP%
sica. Figura 162 - Célula da regiao dis-
tal mostrando reatividade em concregoes
(¢), invaginacoes (i) e teénue marcagao nu
cleolar (setas). Figura 163 = Nacleo (n)
da regiao proximal com resposta mnegativa.

h = heterocromatina. ¢ = gucromatina. se-+

ta = envblucro nuclear. Figura 161, X

22000; Figura 162, X 5000; Figura 163, X
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guras 135 e 136) e auseéncia de sulfato de magnésio (Figura
155). 0s nucleos das duas regioes nao mostraram resposta posi
tiva (Figura 158),

0 uso de fluoreto de sddio no meio incubador ape
nas atenuou a reatividade na lamina basal, invaginagoes do
plasmalema e "concregoes" (Figuras 159 e 160). Ndicleos da re-
giao distal e proximal nao apresentaram reatividade,

Os tibulos de Malpighi incubados na presenga de
oligomicina mostraram reatividade apenas pouco inibida:nas in
vaginacoes do plasmalema, membrana basal e "concregoes"” (Figu
ras 161 e 162). Alguns ndclecs nao aﬁresentaram deposicoes
(Figura 163), embora outros tenham mostrado leve marcagao nu~-
cleolar (Figura 162),

A nivel ultraestrutural todos os dados obtidos
se veferem a tubulos de Malpighi de 7riatoma infestans de 59

estadio.
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IV - DISCUSSAO

0s dados do presente trabalho demonstram ocorréncia

de peroxidases, desidrogenases succinicas, fosfatases acidas
e alcalinas e ATPasecs sensiveis a Mg++ nos tubulos de
Malpighi de ninfas jovens e de 59 estadio e também de adultos
de Triatoma infestans. Essa conclusao se apoia na especifici-
dade dos métodos citoquimicos utilizados, principalmente
quando acompanhados dos respectivos controles, e de resulta-
dos paralelos obtidos em outros materiais para os quais se co
nhece de longa data o tipo de resposta citoquimica esperada

para as diversas enzlimas pesquisadas tanto a nivel fotonico

como a nivel ultraestrutural.

1. Peroxidases

Atividade peroxidasica foi observada nas celulas
da regiao distal dos tibulos de Malpighi confinada principal-
mente a corpos scmelhantes a peroxissomos. Estes,

observados

a microscopia eletvonica, foram muiteo mais reativos & diamino
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benzidina quando submetidos ao meio de incubagao a pH 7,6 do
que a pH 9,0. Deve-se salientar que o método para evidencia-
gao de peroxidases a pH 7,6 (GRAHAM & KARNOVSKY, 1966) foi mo
dificado por NOVIKOFF & GOLDFISCHER (1969) (pH 8-9) para me-
lhor visualizagao dos peroxissomos em rim e figado. No entan-
to, a semelhanca do que se observou nos tabulos de Malpighi
de Triatoma <nfestans, GREEN (1979c¢) nao conseguiu também,
com o método de NOVIKOFF & GOLDFISCHER (1969), melhor eviden-
ciagao de catalase em peroxissomos dos tubulos de Malpighi de
Arachnocampa luminosa. 0 mesmo ocorreu com HIRAT (1974) e
STELLY et aliZ (1975) que nao conseguitam uma apreciivel colo
ragao pela DAB em peroxissomos do protozoario ciliadeo
Tetrahymena pyriformis. DANNEN & BEARD (1977) também nao en-
contraram reagao positiva em peroxissomos de rim do gastrdpo-
do terrestre Ariolimax columbianus, apesar de terem efetuado
um grande numero de variacgoes da metodologia de NOVIKOFF &
GOLDFISCHER (1969), variacoes essas que envolveram principal-
mente pH (7 a 10), tempo de incubacgao, concentracao de DAB e
peroxido de hidrogénio. Simultaneamente, pesquisando essa ati
vidade em peroxissomos de rim de outro gastropodo, Arion
ater, DANNEN & BEARD (1977) encontraram neste resposta positi
va. Atribuiram, entao, a auséncia de coloragéo nos peroxisso-
mos de Ariolimaxr a nao penetragao dos reagentes até a enzima,
por esse tecido ter sido préwincﬁbado em meio com DAB sem pe~
roxido de hidrogénio antes de ser transferido ao meio comple-
to recém=preparado,

No presente trabalbo foi utilizada tal pré-incu-
bagao, seguindo a sugestao de ESSNER (1273b), de que esse com

(DAR)

postoVtem lenta penectracao nos tecidos e dessa forma haveria

mais uniformidade na coloracio. Possivelmente, no caso dos ti
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bules de Malpighi de TPriatoma infestans os peroxissomos re-
queilram tempo de incubagao e concentracao de DABR e peroxido
de hidrogenio difercntes dos normalmente utilizados para ou-
tros tecidos para serem melhor evidenciados.

Também deve ser mencionado que fixacao com aldei
dos causa uma inibigao marcante da atividade catalitica da ca
talase, enquanto aumenta sua atividade peroxidisica {HERZ(0G &
FAHIME, 1974). No presente trabalho foi utilizada uma fixagao
com glutaraldeido a 2,5% durante 2 horas, o que pode ter sido
motivo para inibigao da atividade catalitica da catalase.

Além das classicas fungoes admitidas para os pe-
roxissomos (DE DUVE & BAUDHUIN, 1966; TOLBERT, 1981), espe-
cialmente de Orgaos excretoves (PITTS, 1973 e 1974), & possi-
vel que tais organelas nos tibulos de Malpighi de Triatoma
infestans, como em ocutros insetos, estejam relacionadas com
metabolismo de nitrogeénio (SHNITKA, 1966; WALL et aqlii, 1975,
GREEN, 1979c¢).

E interessante observar que na proximidade dos

cristais de urato, no limen da regiao proximal dos tibulos de

Malpighi de Triatoma infestans, foram frequentemente observa-
das estruturas filamentosas reativas a DAB. Talvez sejam elas
remanescentes de peroxissomos, onde ao lado de catalases enzi

mas envolvidas no metabolismo de acido Urico estejam tambem

presentes.

R. WEGMANN (informagao pessoal, 1981) sugere que
se coloquem sais de urato no meio de incubacao, sendo que se
for constatado um aumento da coloragéo, essa resposta  prova-
velmente sera devida a presenca de urato-oxidase nessas estru
turas e nao a uma atividade peroxidasica.

Embora em tubulos de Malpighi de Arachnocampa
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luminosa, GREEN (1979¢) sugira a participagao de peroxissomos
na formacgao de "esfervitos", em Triatoma infestans tal tipo de
relagao nao pode ser encontrada especialmente porque nestas
"concregoes" laminares 140 ocorreu reagao positiva para
peroxidases nas duas condigoes metodoldogicas utilizadas.
Diferindo do que vem sendo relatado para os tibu
los renais de vertebrados (ESSNER, 1970; GOECKERMANN & VIGIL,
1975), nao se detectou nos tibulos de Malpighi de- Triatoma

infestans variacao na oco;rEncia de corpos com atividade pero
xldasica em fungao do desenvolvimento.

Resposta positiva aos dois metodos utilizados
(mais acentuadamente a pH 9,0}, nas mitocdndrias tanto da re-

glao distal como da proximal dos ttbulcs de Malpighi encontra

apcio em observagoes semelhantes em muitos tipos de células
de plantas e animais (BEARD & NOVIROFY , 1969; NOViKOFF &
GOLDFISCHER, 1969; STELLY et qlii, 1975). Essa oxidacgao da

DAB em mitocondrias tem levantado duvidas: se devida a artefa-
to, presenga de citocromo ¢ ou peroxidase especifica dessa or
ganela. A intensidade da reacao parece variar de um tipo de
célula a outro e mesmo entre mitocondrias da mesma célula. Al
guns autores interpretam seus achados como sendo indicativos
da existencia de uma verdadeira peroxidasge mitocondrial
(ROTHMAN, 1968; THREADGOLD & READ, 1968; HALTON, 1969%9). ¥No en
tanto, LUMSDEN et «alii (1969) consideram essa resposta como
sendo devida a estrutura dos citocromos favoravel em reaglir
com a DAB. Deve-se acrescentar que, por adigao de citocromo ¢
ao meio, ha aumento da reacho das mitocondrias em células do
rim (BEARD & NOVIROFF, 1969). Além disso, a "coloragao" mito
condrial esta caracterizada pelo actimule do produto da reagao

no espago interno ds cristas (intracristas) e no espago entre
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as membranas internas e externas, coincidindo com a localiza-
¢ao do citocromo c. Ainda nio esti claro se o acumulo nas mem
branas das cristas & devide a um simples aumento no comprimen
to do polimero de DAB oxidado (NOVIKOFF et alii, 1972) ou 2
um espalhamento do produto da reagao na superficie das membra
nas (SELIGMAN et ali4, 1973). AL-ALL e ROBINSON (1979), suge-
rem que a oxidagao mitocondrial da DAB localiza citocromo e,
mas como 08 citocromos g e .y estao envolvidos na reacgao
(reoxidam o citocromo ¢), o produto da reacao & a demonstra
¢ao de todos eles. A reagac ao nivel da membrana interna nao
pode ser considerada como devida_é atividade de citocromo oxi
dase, pelo menos em tecidos fixados com glutaraldeido, ja que
tal enzima @ marcantemente inibida por esse fixador {(SABATINTI
et alii, 1963; NOVIKOFF et aifi, 1972). No caso dos tubulos
de Malpighi de Trifatoma infestans, no entanto, a coloragao mi
tocondrial mostrou-se mais forte justamente quando a concen-
tragao do glutaraldeido foi menor. Ainda mais, mesmo na ausen
cia de peroxido de hidrogénio, houve reagao mitocondrial a pH
9,0, embora menos acentuada, a semelhang¢a do que oecorre em
protozoarioes, inclusive em mutantes deficientes em citocromo
oxidase (STELLY et «li<, 1975), Levanta-se, assim, a hipotese
da existencia de uma pe%oxidase mitocondrial, possivelmente,
até, uma citocromo e peroxidase, como sugerido por HIRAT

(1974) .,

2. Desidrogenases succinicas

MELLO & DOLDER (1977 e 1980) estudando aspectos

ultraestruturais dos tubulos de Malpighi de Triatoma

infestans em ninfas jovens e de 59 estadio, encontraram densa

concentragao de mitocondrias proxima 3 parte apical das celu-
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las distais e a ldamina basal das células proximais. Esta foi
a mesma localizagao dos granulos de formazana que identificam
a atividade SDE das mitocOndrias (NACHLAS, et alit, 1957).
Essa localizagao preferencial das mitocondrias
pode ser tentativamente correlacionada com as fungaes especi-
ficas das diferentes regices do 6rgao. As células distais es-
tao relacionadas com eliminacao de potassio e agua enquanto
as células proximais reabsorvem as substancias do lumen

(WIGCLESWORTH, 1931b). WIGGLESWORTH & SALPETER (1962) sugeri-

ram que a distribuicao mitocondrial nos tdbulos de Malpighi
[] 3 1] - r - + + . -

indica "o sitio de maxima necessidade de energla nas celu-
las", e isso torna-se um modelo de gradiente osmdtico para o

transporte de fluido ja que as mitocondrias sao encontradas
em intima associacao com bombas de soluto para dar um caminho
minimo de difusdo para ATP (BERRIDGE & OSCHMAN, 1972),.

As mitocoOndrias dos tdbulos de Malpighi sao en-
contradas em intima associacao com as microvilosidades e inva
ginagoes da membrana plasmatica basal, sugerinde portanto al-
ta atividade metahdlica nesses locais, possivelmente transpor
te de Tons (MATHEW & RAT, 1975).

A associagao mitocondrial com invaginacoes da
membrana basal e com o borde celular apical sao aspectos ca=
racteristicos de epitélio de transporte, nao so de tubulos de
Malpighi, mas tambdm de glandulas salivares de insetos
(BERRTDGE & OSCHMAN, 1969; OSCHMAN & BERRIDGE, 1970) e tabu-
los proximal e distal de rim de mamiferos (TISHER et alii,
1971).

0 achado a nivel fotonico, portanto, confirmou
a localizagao mitocondrial & descrita, revelando topografica

mente a presenga de SDH e dispensando a pesquisa da mesma en
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nivel ultraestrutural.

3. Fosfatases alcalinas

0 método escolhido para detecgao de fosfatases
alcalinas, enzimas com atividade Stima a pH 9,0 - 9,6, nos tu
bulos de Malpighi de Triatoma infestans, foi uma variacao do
método de fosfato de calcio de GOMORI {1952). 0 meio de incu-
bagao no método original inclul Beta-glicerofosfato de sodio,
nitrato de calcio e cloreto de magnésio (ativador). Neste tra
balho utilizou~se cloreto de ciAlcio e sulfato de magnésio (a-
tivador). As fosfatases alcalinas liberam fosfato do Beta“gli
cerofosfato de sodio, o qual se combina com fons calcio, for-
mando fosfato de calcio. 0 precipitado de fosfato de calcio,
tratado com nitrato de cobalto, proeduz fosfato de cobalto. Es
te, na presenca de sulfeto de amonia diluido leva a formacgao
de sulfeto de cobalto, que & visivel ao microscdpio fotonico
como um deposito escuro.

A resposta positiva ao método de GOmBri encontra
da nas celulas distais de tubulos de Malpighi de ninfas (39 e
59 estadio) e adultos foi detectada em parte dos globulos ci-
toplasmaticos que se supoe sejam as "concrecgoes" laminares,
caracteristicas dessa regiao dé orgao. Este achado estaria de
acordo com dados de GOURANTON (1968b) sobre forte atividade
fosfatasica alcalina nos tobulos de Malpighi de homGpteros,
justamente numa regizo onde havia maior quantidade de "conere
goes" ou de "esferitos" minerais. A atividade enzimatica, se-
gundo esse autor, desaparecia nas proximidades da regiao on-
de ocorria degradacao dessas "concregoes". Também, BERKALOFF
(1959) detectou tal atividade enzimatica nos “"esferitos" dos
tibulos de Malpighi de Gryllus domesticus.

A dificuldade em se estabelecer a composicgao qu£

mica das "concregoes" ou “esferitos" & que essas estruturas
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tao frequentes em insetos sae soliiveis em fluidos acidos, im-
pedindo a aplicagan de um nimero relevante &e-métodos citoqui
micos (TURBECK, 1974). Mesmoc assim, alguns pesquisadores ja
determinaram que tais estruturas em varias espécies de inse-

tos sao compostas principalmente de carbonatos e fosfatos ge-

ralmente de calcio ¢ magnésio (BERKALOFF, 1959; GOURANTON,
1968a; HEVERT et alii, 1974; WALL et alii, 1975; MELLO &
VIANA, 1977; GREEN, 1979c). No caso particular de Triatoma

infestans, as "concregoes"cont8m chlcio e RNA (MELLO & VIANA,
1977).

A precipitagao nas "concregdes" apos o método de
G8mdri poderia, pois, ser explicada pelo seu conteiido em fos-
fato ou carbonato de calcio (TURBECK, 1974), o que acarreta-
ria uma falsea resposta positiva com relacao ao grupo enziméti
co pesquisado.,

No entanto, ja foi descrito nos vertebrados, que
fosfomonoesterases (fosfatases alcalinas) estzo relacionadas
com a caleificagao (MOOG, 1946). Altas atividades dessas enzi
mas tem sido constantemente encontradas em varios locais de
calcificagao e suas possiveis fungoes neste processo tém sido
discutidas. LINDE & MAGNUSSON (1975), encontraram duas fosfa-
tases ativas a pH alcalino capazes de degradar ATP, em c&lu-
las formadoras de tecido durc, no caso, odontoblastos de ra-
tos. Uma delas & uma fosfatase alcalina ndo especifica que &
ativa contra pNPP, PPi, AMP, ATP e glicerofosfato entre ou-
tros substratos. A outra fosfatase & uma verdadeira ATPase-
Ca2+ que nao somente & dependente mas também & ativada por es
ses i{ons. Esses autores concluiram que a fosfatase alcalina
nao especifica poderia funcionar na remogao de alguns compos-

tos fosfatados da area de mineralizacao, ja que esses sao ini
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bidores desse processo (por exemplo, PPi) e aumentar a concen
~ - o ~ 2+
tragao do fosfato na area de calcificacao. A ATPase-Ca po
deria primariamente funcionar como uma enzima transportadora
2+ . . . ~
de 1omns Ca para o sitio de mineralizagao, provavelmente pe-
- - L 24+ e .
lo acumulo de Ions (a nas celulas formadoras do tecido du-

ro. GRANSTROM et alifi (1978), encontraram semelhanca na loca~

. ~ i+ .
lizagcao de ATP-Ca e fosfatase alcalina em odontoblastos de

incisivos de ratos, utilizando-se tanto de citoquimica para
essas enzimas a nivel de ultraestrutura como de técnica de
fracionamente celular em combinagao com ensaios bioquimicos

para essas fosfatases,

Além disso, fala em favor de uma atividade fosfa
tasica alcalina nas "concrecoes", o fato da maioria das mes-
mas nao mostrar precipitado quando os preparados foram incuba
dos na auseéncia de substrato.

Atividade fosfatasica alcalina em animais tem si
do também relacionada com deple¢ao de reservas de glicogénio
(GOURANTON et aqlii, 1968a; YADAV & KARYAKARTE , 1980).

TURBECK (1974) sugere uma relacao entre glicogé-
nio e "esferitos" ('concregoes”). Durante a diferenciacao de
células regenerativas do intestino médio de larvas de lepi=
dopteros, a maior parte dos "esferitos" estdo localizados na
regiao apical celular, justamente onde os granulos de glicoge
nio sao encontrados. A deposigao de glicogénio na matriz de

"esferitos", mesmo apds a ruptura da membrana, € sugestivo de

uma interagao entre esses constituintes citoplasmaticos. Na
quebra de glicogenio, ortofosfato & usado e este -a muito
provavelmente um constituinte anionico dos "esferitos"

(TURBECK, 1974). MELLO & DOLDER (1977) observaram nos tubulos

de Malpighi de I'riatoma infestans areas envoltas por glicoge~
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nio que pareciam ter seu conteudo parcialmente removido duran
te a desidratagao dos espécimens, aspecto esse semelhante ao
das células de intestino médio de larva de lepidoptero
(TURBECK, 1974). Considerando-se que nos tubulos de Malpighi
de Trigtoma tnfestans maiores arcas de depdsito de glicogenio
ocorrem justamente nas células que contem "concregoes" (MELLO
& DOLDER, 1977) e que nestas estruturas, ou ao seu redor, se
detectam fosfatases alcalinas, pode~se levantar a hipotese de
que essas enzimas possam al participar no mecanismo de deple~-
¢ao de glicogénio quando seriam utilizados ortofosfatos libe-
rados das "concregoes",

Na regiao proximal dos tdbulos de Malpighi de
Triatoma infestans também foi detectada atividade fosfarsasica
alcalina, embora menos~intensa do que a da regiao distal, de-
vido provavelmente & auséncia de “concrecgdes" na primeira.

JOHUNSON & RIEGEL (1977) observaram a nivel de mi
croscopia eletronica uma combinagaoc de finos depbsitos intra-
celulares, principalmente no reticulo endoplasmatico liso, e
fortes depositos extracelulares nas invaginacoes do plasmale-
ma da regiao proximal de tubulo de Malpighi de Glomeris
marginata quando da pesquisa de fosfatase alcalina; de modo
semelhante a localizagdo de atividade fosfatasica alcalina en
contrada a nivel fotonico também no bordo das células da re-
giao proximal dos tibulos de Malpighi dos homopteros estuda-
dos por GOURANTON (1968b). No caso de Triatoma infestans mnao
foi possivel detectar atividade fosfatisica alcalina junto a
regiao apical celular provavelmente devido ao tipeo de prepara
do utilizado (montagens totais). Tenciona-se no entanto, no

futuro, pesquisar-se esse grupo enzimatico a nivel ultraestru

tural,
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A presenga da fosfatase alcalina nos tibulos de
Malpighi pode também estar relacionada com o transporte de
fosfatos ou de calcio (HAUSSLER et qli7, 1970). Essa hipotese
encontra apoio em dados de NAGODE et alii (1966) que detecta-
ram abundancia dessa enzima em intestino, rim e osso, justa-

mente envolvidos no transporte de calcio. E conhecido, por

exemplo, que animais raquiticos, portanto deficientes em vita

mina D, possuem uma atividade fosfatasica alcalina menor do
que a normal, simultaneamente a pouca absorgao de calcio
(PILEGGI, 1955). Calcificagao metastatica renal muito seme-

lhante as "concregoes™

observadas nos tubulos de Malpighi de
insetos, por outro lado, & induzida em ratos submetidos a die
tas com altas doses de vitamina D (GIACOMELLI et alii, 1964).
Sabe~se que o transporte de calcio & um processo ative nos til
bulos contorcidos de rim (CHEN & NEUMAN, 1955):; no entanto
a participagao estrutural célular nesse processc, nao esta
ainda definida. Alteracoes ultraestruturais sugerem diversos
mecanismos para reabsorcao de calcio pelos tubulos contorci-
dos proximais. Calcio e talvez fosfato possam ser reabsorvi-
dos no lumen dos mesmos e transportados dentro de vaciuolos
por mecanismo pinocitdotico. Como um processo alternado, o céi
cio poderia passar através da superficie da membrana celular
diretamente ao citoplasma e subsequentemente acumular-se den-—
tro de vacuolos intracelulares (GLACOMELLI et alii, 1964).

Atividade fosfatasica alcalina como a observada
nos nucleos das duas regioes dos tibulos de Malpighi de
Triatoma infestans, mals acentuadamente nos da regiao distal,
fol ja observada em alguns outros materiais. Foi sugerido um
possivel papel dessa enzima na transcrigao genica e metabolis
mo celular (HUANG et aqldid, 1976).

GOMORT ja em 1941 havia encontrado atividade fos
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fatasica alcalina em nicleos de diferentes tecidos de varias
espécies animais estudadas. VINCENT (1952) detectou atividade
fosfatasica alcalina em nucléolos de odcitos de estréla-do-
mar. SIEBERT (1966) narra também a presenga dessas enzimas no
nucleolo de células de figado de rato.

Ja foi também demonstrada atividade fosfatasica
alcalina em membranas nuclearcs de leucdticos eosinofilos de

intestina de rato (SANDBORN & MAKITA, 1969) e em complexos

de poro nucleares de tecidos normais e neoplasmicos de glan~
dulas salivares (CUTLER, 1974),

Em células HeLa os trabalhos sobre a localizacao
de fosfatase alcalina em nicleos sao conflitantes. GRIFFIN et
aliz (1967) afirmaram que acima de 757 da atividade enzimati-~-
ca estava localizada no nucleo, sendo confirmado pele traba-
lho de SPENCER & MACRAE (1972). Por outro lado, HUGON et ali<
(1967) obser;aram que, citoquimicamente a membrana celular e-
ra o sitio de intensa atividade da fosfatase alcalina e ne-
nhum precipitado da reagao havia sido observado na membrana
nuclear ou no interior do nucleo.

LIN et alii (1976) examinaram a localizacao da
atividade fosfatasica alcalina através de técnicas de fracio-
namente celular e citoquimica ultraestrutural em celulas
HeLa. Nao encontraram depositos nucleares ao nivel ultraestrg
tural e atribuiram a significante atividade encontrada na fra
cao nuclear a uma provavel contaminagaoc por células nao rompi
das. Uma maior atividade, no entanto, foi detectada na membra
na plasmatica. GRANSTROM et alii (1978) tambem atribuem a ati
vidade fosfatasica alcalina encontrada na fracao nuclear de
odontoblastos de ralos a uma eventual contaminacao ou de res-

tos celulares, celulas inteiras, ou ainda por membranas mito-
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condrias .,

No caso presente nao ée pode concordar com a i-
déia de ser artefatual a atividade nuclear detectada, jg que
nos controles utilizados nac foi observada nenhuma resposta
nuclear. Sabe-se que em Triatoma infestans o nucléolo acha-se
intimamente associado ao corpo heterocromatico, as vezes for-
mando um anel em torno dele (MELLO & DOLDER, 1978). £ possi-
vel que a atividade fosfatasica alcalina aparentemente asso-~
ciada 4 heterocromatina ocorra em realidade no nucléolo e que
as variagoes da atividade enzimatica detectada se liguem a

diferentes etapas das fungoes do mesmo,

4, TFosfatases Zdcidag

A atividade fosfatasica acida (fosfatases com a-
tividade a pH Stimo de 4,5 - 6,0) detectada no citoplasma dos
tubulos de Malpighi de ninfas de 39 e 50 cstadios apresentou
localizagao igual a4 da atividade fosfatasica alcalina, de
Se esperar, portanto, que esteja contida nos lisossomos (célg
las proximais e distais) e "concregoes" laminares (celulas
distais) desse drgao.

Convém ressaltar que pela técnica de GBmdri para
fosfatases acidas o material & incubado em um meio contendo
Beta~pglicerofosfato de sGdic, como substrato e nitrato de
chumbo. As enzimas liberam fosfato do substrato ¢ dessa forma
um precipitado insoluvel de fosfato de chumbo fica no sitio
da atividade enzimatica. Esce precipitado tratado com solugao
diluida de sulfeto de amdnia & convertido em sulfeto de chum-
bo, visivel ao microscdpio como um deposito granular denso e

e3¢urTro.

A atividade fosfatasica acida detectada nas "con
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cregoes"” laminares tanto a nivel fotdmico como eletrdnico e
forte argumento sugestivo de natureza ou origem lisossomal
para essas estruturas. Baseando-se em observacoes ultraestru-
turais, MELLO & DOLDER (1977) sugeriram que as "concregoes™
dos tubulos de Malpighi de Triatoma infestans estariam envol=-
vidas na excregao de substincias e também no mecanismo pelo
qual as células se livrariam de organelas em desuso.. Emiti-
ram opiniao semelhante a de WIGGLESWORTH & SALPETER (1962),
0s quais estudaram tibulos de Malpighi de Rhodnius prolixus,
de que essas "concregoes" poderiam se originar de mitocon-
drias lisadas ou de sua mineralizacao.

SOHAL et alizi (1976) determinaram diferentes ori
gens para 0s tres tipos de "concregoes" detectadas nos tubu-
los de Malpighi de Musca domestica. Essas poderiam aparente-
mente ser formadas pelo seqiliestro de materiais dentro de va
cuolos envoltos por membrana originados da membrana basal (Ti
po A), corpos multivesiculares relacionados com seqiestro de
material denso que eventualmente resultaria em sua transforma
cao em estruturas concrecionadas (Tipo B) e lisossomos secun
darios ou corpos residuais (Tipo C). Concregoes do tipo C mos
traram uma localizacao positiva para o produto da reagﬁo da
atividade Beta-glicerofosfatasica sugerindo também sua nature
za lisossomial. Esse tipo de "concrecao” & acumulado progres-—
sivamente no citoplasma com o avanco da idade do organismo.
Ha ainda fortes supgestoes que essas concrecoes representariam
corpos residuais derivados de corpos multivesiculares assim
como citolisossomos. Ainda segundo Sohal et aqlii (1976) essas
estruturas poderiam corresponder a futuros estagios da evolu-

gao lisossomal.

Também RIECGTL (1971), estudando estruturas esfe-
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ricas denominadas por ele de "corpos formados" em tGbulos de
Malpighi de "bicho pau" sugere serem as mesmas originadas de
vesiculas pinocitdticas contendo enzimas hidroliticas (lisos~
somais) relacionadas com a digestao de material inutil ao or
ganismo.

BEADLE & GAHAN (1969), por outro lado, detegta-
Yam atividade Beta-glicercofosfatasica nos "esferitosg" do in
testino médio de Carausius morosus, semelhante ao- observado
nas "concregoes" de Triatoma infestans.

Uma vez que os fosfatos de calcio sao solivels a
pH acidos (BANCROFT, 1967), nao poderiam ser eles responsabi-
lizados pela resposta positiva ao método utilizado, mesmo na
auseéncia de substrato.

Parece razoavel concluir, poertanto, que a seme-

lhanga com as "concrecoes" do tipo C detectadas por SOHAL et
ali? (1976) que atuariam inclusive como sitio de deposito de
minerais, as "concregoes" dos tubulos de Malpighi de
Triatoma infestans possam se originar do aparelho lisossomal
e estar envolvidas na excregao de substidncias e mecanismo de
depuragao celular, como previamente sugerido por MELLO &
DOLDER (1977). Poderiam também estar envolvidas no movimento
transepitelial de substancias, como ja mencionado por WESSING
& EICHELBERG (1975).

A nivida atividade fosfatdsica acida observada
nas invaginagoes do plasmalema e na lamina basal principalmen
te das cé&lulas distais nho era esperada, ja que essa localiza
¢cao @ tipica de fosfatascs alcalinas e ATPases (HUGON et
alii, 1967; JOHNSON & RTIEGETL, 1977). No entanto, na literatu-
ra, conforme descrito a seguir, ha varios relatos de

ativida-

de fosfatasica acida nesses locais da célula. Observacoes des
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se tipo foram, por exemplo, constatadas em cé&liulas da placen~-
ta humana (HOFFMAN & DI PIETRO, 1972), em levedura
(Paracoccidioides brasiliensis) (CAMPO-AASEN & YARZABAL,
1981), e em Candida albicans (TRONCHIN et aqlii, 1980).

SASAKT & FISHMAN (1973) demonstraram sitios ex-
tralisossomais positivos para fosfatase acida em rim de ra-
to. Esses sitios envolvem lamina basal e invaginacoes do plas
malema basal e apical. A fim de se confirmar se essa reagao
seria devida a fosfatase acida e nao a alcalina ou a ATPase,
MIYAYAMA et ali¢ (1975) utilizaram-se de um nimero de experi-

mentos bioquimicos e citogquimicos com inibidores especificos

e ativadores para fosfatase alcalina (cianeto e cloreto de

- . ' + +
magnesio, respectivamente) e ATPase dependente de Na e K,
especialmente, neste Gltimo caso ouabaina como inibidor.

Ainda assim detectaram sitios de atividade enzimatica. Estes
apareceram procminentes nas microvilosidades dos tubulos pro-
ximais e arecas da lamina basal de ambas regioces dos tubulos
(proximais e distais) a nivel de microscopia fotonica bem co-
mo em organelas citoplasmaticas (a nivel de microscopia ele~
tronica). MIYAYAMA et aliz (1975) acharam notavel o resultado
da localizagao enzimatica no ”borao em escova" e nma membrana
plasmatica das c@lulas epiteliais do tiubulo proximal e distatl
(a nivel ultraestrutural). Como o5 resultados com inibidores
¢ ativadores nao demonstraram ser a fosfatase alcalina ou
ATPase-Na -k responsaveis pela reacao, concluiram que a enzi
ma visualizada era uma fosfatase Acida n2o especifica, poden-
do ser assoclagao de duas ou mais isocenzimas desta.

Deve ser ressaltado que Beta-glicerofosfato de
sodio pode ser hidrolisado por todas as isoenzimas da fosfata

se acida e que até presentemente nao ha substrato para essa



121

enzima totalmente especifico para determinados tecidos. Ainda
ha necessidade de cuidadosa selecgao de substratos para se per
mitir localizagao exclusiva de iscenzimas ' individuails
(MCDONALD et alii, 1980).

Segundo FRANZI ef ali7 (1980), simultaneo a ati-
vagao do sistema lisossomal, durante a transformacao de mond
citos em macrofagos, haveria um aumento significante na taxa
de renovacao da membrana plasmatica pela internalizacao da
mesma como constituinte de pinocitossomos e fagossomos., Estes
autores sugerem que ambos fenOmenos possam ser avaliados pela
medida da atividade de fosfatase acida nos lisossomos e na
membrana plasmatica.

Quante a atividade fosfatdsica acida em nucleos,
como a verificada em Triaqtoma infestans, dados da literatura
indicam ter sido ela detectada em alguns outros sistemas.
STEBERT (1966) encontrou essa atividade em células de figado
de rato, porém a nivel bioquimico. A nivel ultraestrutural fos
fatases acidas tem sido reportadas em nucléolos de células hu
manas (SORIANO & LOVE, 1971) e em nucléolos de All<um cepa
(SANCHES-PINA et aliz, 1978). Neste uGltimo material, a locali
zagao foi obtida preferencialmente no componente fibrilar do
nucléolo e principalmente proximo a regizo do organizador nu-
cleolar.

MIYAYAMA et aliz (1975) detectaram precipitados
de fosfato de chumbo na cromatina nuclear condensada de algu=-
mas ceélulas dos tubulos contorcidos de rim de rato. A quanti-
dade e a densidade do deposito frequentemente variavam de unm
nucleo para outro. ¢ substrato utilizado por esses autores,

contudo, nao foi Beta-glicercfosfato de sddioc e sim p-nitrofe

nilfosfato (pNPP).
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No entanto, a questao de real atividade fosfata-—
sica acida nuclear & muito controvertida, pois enquanto al~
guns pesquisadores nao hesitam sobre a possibilidade de exis-—.
tirem sitios enzimaticos auténticos no nicleo (LOVE et alit,
1969; SORTANO & LOVE, 1971; DELTOUR et aql4i, 1981) outros a-
creditam que haja uma afinidade particular da cromatina pelos
lons chumbo (DEANE, 1963; REMY et alii, 1975) ou difusao  da
fosfatase lisossomal para o nicleo (ANASTASIA-SAWICKI &
MACINTYRE, 1976; WASHITANI & DATO, 1976).,

BARKA & ANDERSON (1962) fazem uma analise sobre
a validade da coloragao nuclear com o método de nitrato de
chumbo de G8mdri e sugerem possiveis modificacoes para o mes-
mo, a fim de diminuir a coloragao nuclear, ja que esses auto-
res consideram artefatual esse dado. Segundo eles, as fontes
mais comuns de erros poderiam estar relacionadas a composicao
impropria do meio de incubagao (que promoveria difusao do pro
duto de hidrolise) e a natureza particulada doproduto final
da reacao (que & associado com precipitados granulares e cris
talinos). Ainda, segundo esses autores, a concentraggo de ni-
trato de chumbo podevia ser reduzida sem afetar a distribui-~
gao e intensidade da reagao, o que minimizaria a coloragao nu
clear e a formagao de precipitados. No entanto, observaram
também, que abaixo de uma certa concentracaoc critica, a inten
sa coloragao nuclear reaparece.

Para outros autores, a presenga dos precipitados
de chumbo no nucleo seria devida ou ao prolengamento da fixa=~
gao em glutaraldeido, o qual provocaria a difusao da enzima,
ou a um desequilibrio chumbo-substrato (REMY et alii, 1975).
PRIESTER (1972), investigando lisossomos no intestino medio

de Calliphora erythrocephala notou que durante incubacio emn
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meio com concentvagio de Ioms chumbo muito baixa, ocorria uma
forte reacao nuclear e drastica redugao da quantidade de pre-
cipitado lisossomal. & interessante notar, no entanto, que
0s precipitados nao estavam presentes no meio sem Beta-glice-
rofosfato de saodio.

Por outroe lado, a validade da resposta enzimati-
ca as fosfatases acidas em nicleos & defendida com Snfase por
DELTOUR et alii (1981), os quais trabalharam com células de
raiz de milho e estudaram a presenga dessas enzimas em nivel
citoquimico, com o microscdpio eletronico, e em nivel bioqui-
mico. Sugerem estes autores uma Correlagﬁo entre a taxa de
transcricgao nuclear, o nivel de atividade fosfatasica acida
e o acumulo de fosfato inorgdnico nuclear. Alta atividade fos

fatasica acida foi justamente encontrada nos nicleos com meta
bolismo elevado.

No caso dos resultados referentes aos niucleos de
Triatoma infestans, parecem também nao serem eleos artefa-
tuais. A presenga de fosfato inorganico nos sitios da reacao
€ descartada, considerando~se que a fixacao do tecido com glu
taraldeido o elimina (TANDLER & SOLART, 1969). A reacao posi-
tiva, por outro lado, @ abolida na auséncia do substrato ou
com o uso de fluoreto de sodio. Nos mesmos preparados nao pa-
rece ter ocorrido difusao do produto da reacao dos lisosso=
mos, "concregoes" e lamina basal. Além disso, muita da ativi-
dade enzimatica se localiza sobre a heterocromatina e nucléo~
lo, supostos como interrelacionados em fenomenos de transcri-
cao nesse material (MELLC & DOLDER, 1978). Essa atividade va-
ria conforme a regiao dos tGbulos assim como também varia a
localizagao, forma e numero dos corpos heterocromaticos

(MELLO, 1971) e a morfologia nucleolar (MELLO, 1980 - informa



124

cao pessoal). Melhor comprovacao da hipotese dessa atividade
enzimatica relacionada ao mecanismo de transcricao podera ser

estudada no futuro, utilizando~se insetos submetidos a jejum

prolongado, com sensivel declinio de transcrigao de RNA
(MELLO et aliZ, 1981) ou a tratamento com Actinomicina D
(AMD) e efetuando-se a reacao para fosfatases acidas em ni-

cleos 1solados,

5. ATPases dependentes de Mg++

As ATPases aqui referidas, dadas as condicoes do
método, sao aquelas dependentes de magnésio (WACHSTEIN &
MEISEL, 1957; WIrGMANN, 1968). A atividade dessas ATPases, ob-
servada a nivel fotdnico foi inibida por fluoreto de sddio e
oligomicina, aus&ncia de Mg+% e geralmente auséncia de ATP. A
nivel ultraestrutural nao se observou inibigdo tao acentuada,
a nao ser na ausencia do substrato.

0 metodo empregado para a pesquisa a nfvel da mi
croscopia fotonica (SLATER, 1958, wmodificado segundo WEGMANN
& BANKOWSKY, 1960) utiliza nitrato de cobalto como ion preci-
pitador no lugar de nitrato de chumbo, usado na metodologia
para microscopia eletronica (WACHSTEIN & MEISEL, 1957). Resul
tados obtidos com ambos os metodos terao maior aceitabilida-
de, uma vez que a reagao que utiliza nitrato de chumbo temn CHY
do criticada por alguns autores como artefatual (MOSES &
ROSENTHAL, 1968; VAN STEVENINCK, 1979). Mesmo assim, os resul
tados ao nivel de microscopia eletrdnica encontram apoio na
literatura.

A nivel fotOnico, a regiao distal dos tdbulos de
Malpighi apresentou larga variacao na resposta ao método cito

quimico para as ATPases, o que & sugestivo de variagoes celu-
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lares metabolicas. Observou-se que a atividade ATP&sica nes-
sas células além de aparecer am granulagoes finas que possi-
velmente representem mitocondrias, & detectavel também nos
globulos correspondentes as '"concregoes' laminares. A nivel de
microscopia eletronica a presenca dessa enzima em "concre-
goes'" & também sugerida, porém nAo o foi detectavel nas mito-
condrias.

Atividade ATPasica junto a cristais de urato, no
limen da regiao proximal dos thbulos de Malpighi, so pode ser

constatada a nivel de microscopia fotbnica. Estes cristails

naoc foram observados a nivel de microscopia eletrdnica, prova
velmente devido a alta solubilidade dos mesmos no fixador te-
troxido de osmio (MELLO & DOLDER, 1977; DOLDER & MELLO,
1979). Uma explicagao para essa atividade no entanto, nao foil
enceontrada,

0 significado dos achados a nivel de membrana
plasmatica e lamina basal por outro lado, pode ser alvo de va
rias interpretacoes. Segundo ESSNER (1973a), essa atividade
tem sido demonstrada na membrana plasmatica de uma variedade
de tipos celulares. Entretanto, em muiteos tecidos, a ativida=-
de enzimatica na membrana plasmatica exibiria especificidade
maior, frequentemente hidrolisande todos nucleosideos trifos-
fatos e, em poucas vezes (isto €, em certos neuronios) nucleo
sidios difosfatos.

A exata relagao entre a ATPase dependente de
Mg++, demonstravel citoquimicamente e a chamada ATPase de

+ .
transporte de membrana (ATPase Na-K )identificada bioquimica-
mente, e que participa no tvansporte ativo de cations (SKOU,
1962), nao esta ainda clara.

Segundoe BONTING et alii (1962) o meio de
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Wachstein-Meisel, baseado na técnica de G&m&ri, nao pode

. - +,
usado para se demonstrar a bomba de sddio (ATPase - NétK). Es

sa conclusao foi obtida através de experimentos em que a adi-
cao de 0,01M PbT" 3 mistura usada para o ensaio biologico da
ATPase Nglflcaugou quase 1007 de inibigao da enzima.

Resta, ainda a possibilidade que a atividade de-
monstrada por esse método de precipitacao seja relacionada a
uma atividade ATPasica dependente de magneésio que nao funcio-
na no transporte ativo mas em alguma atividade desconhecida
(NOVIKOFF, 1967; MARCHEST & PALADE, 1967).

Ainda segundo ESSNER (1973a),a precisa localiza-
¢ao do produto da recacao de ATPase nas membranas plasmaticas
nao pode ser estabelecida conclusivamente. Muitas vezes, 0s
depositos ocorrem sobre a superficie livre das membranas plas
maticas e nao do lado citoplasmatico. Em células isoladas, o
produto também se acumula na superficie livre, e pode se di-
fundir desse sitio para o meio. Em muitos tecidos,; o actumulo
do produto da reagao ocorre no interior do espago entre plas-
malemas de células adjacentes. Em superficies especializadas,
tais como membranas do canaliculo biliar de hepatdcitos, o
produto da reacao & inicialmente depositado sobre a superfi-
cie livre das microvilosidades que se projetam em diregao ao
lumen. ApOs longa incubacao, esse produto se acumula dentro
do lumen,

A presenga de atividade ATPasica na membrana ba-
sal e invaginagoes do plasmalema, na auséncia de magnésio, po
de ser atribuida a presenca de fons calcio, quando da adicao
de cloreto de calcio ao glutaraldeido e tampao cacodilato mna
primeira fixacao. Ja & conhecido o fato de que a presenca de

2+ . , ~ . 24
Ca pode estimular essa ATPase mesmo na ausencia de . Mg
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(ENGEL & TICE, 1966: NAGAHASHI et alii, 1978), induzindo um
marcante aumento na taxa de hidrolise de ATP (PERRET &
VIANA, 1981).

Ainda, ha casos na literatura em que essa ATPase
e ativa mesmo na auséncia de magnesio, como no reticulo sarco
plasmatico de misculo de coelho (TICE & ENGEL, 1966; ENGEL &
TICE, 1966) e na membrana celular de musculo cardfaco de cao
(MALOUF & MEISSNER, 1980). Todos esses autores consideram tal
ATPase, nao especificamente dependente de magnésio, e podendo
ser ativada por cations divalentes, mais efetivamente por céi
cio, uma verdadeira "ATPase basica'.

A resposta enzimatica na membrana plasmatica,
mesmo na auséncia do substrato, talvez possa significar que a
mesma possua niveis fisioldgicos significantes de atividade
ATPasica in wive e que ainda estes niveis permanegam atuantes
no tecido, mesmo apds a fixagao.

Ainda deve ser ressaltado que a atividade ATPﬁsi
ca ao nivel da membrana plasmiatica dos tGbulos de Malpighi de
Triatoma infestans possa estar relacionada com o transporte
ativo de moléculas provenientes da hemolinfa.

Tanto em nucleos da regiao proximal como da re-
giao distal dos tibulos de Malpighi de Triatoma infestans foi
detectada atividade ATPasica. A nivel fotonico e eletronico
as heterocromatinas parecem nao apresentar resposta positi-
va & metodologia empregada, embora os métodos difiram entre
si. Por outro lado, evidente resposta ao método foi encontra-
da na eucromatina (nivel fotdnico) e nucléolo {(nivel fotonico
a eletronico).

A presenga de ATPases em nucleclos de figado de

rato ja foi sugerida bioquimicamente (STIERERT, 1966). Recente
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mente foi detectada atividade ATPasica dependente de magnésio
e independente de calcio em cromossomos plumosos de oocito de
Pleurodeles waltlii<, sugerida como tendo funcao nos fendmenos
de contragao e distensao dos mesmos, atuando sobre proteinas
nucleares contrateis, por ocasiao de fendomenos de tramscrigao
(KARSENTI & GOUNON, 1979). Por outro lado, tem sido também su
gerida a necessidade de atuagao de ATPases nos fenGmenos de
desenrolamento do DNA durante a sua replicagao (ALBERTS &
STERNGLANZ, 1277).

ARAT et alii (1981) reportaram uma ATPase especi
fica, que parece uszr a energia da hidrolise do nucleosideo
trifosfato para a translocacao do "primossomo” no fago ¢$X174,
0 que pode ter importante implicacao na replicacao do DNA.

VORBRODT & BOUN (1979) detectaram a presencga de
uma ATPase {(ATPase -~ Ca%%) no nucleo de células HeLa apenas
na fase de sintese, ac passo que uma ATPase“Mg++ esteve pre-
sente nas membranas plasmaticas durante todo o ciclo celular,
mantendo provavelmente o nivel de Ions Mg++ os quais sao ne-
cessarios para fungoes metabolicas, incluindo a sintese de
DNA e proliferagﬁo celular (RUBIN & CHU, 1978). A presenga do
produto da reagao {ATPase - ca®") no niicleo celular ndo esta
clara mas, parece haver nesse caso uma conexao entre a ativi
dade ATPasica - Ga' e replicacdo cromossomica. Tambdm & pos-
sivel que em células em fase de sintese (S) possa occorrer ati
vagao da ATPase nuclear.

Também ha evidencias de envolvimento da nucleosi
deo trifosfatase presente no envelope nuclear, na transloca-
¢ao nucleocitoplasmatica de ribonucleoproteinas (RNP). Essa
atividade ATPasica em envolucro nuclear foi descrita para £i-

gado de rato e porco, macronucleo de Tetrahymena e fibroblas-
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tos em cultura (AGUTTER et alid, 1976 e 1977).

VORBRODT & MAUL (1980) tentaram estabelecer a lo
calizagao e fungido dessa enzima durante alguns passos do pro=-
cesso de transporte de RNP através do envolucro nuclear. No
entanto, conseguiram apenas demonstrar associacao de ativida-
de NTPase com estruturas intranucleares conhecidas por conter
RNP, e uma reag¢ao positiva para NTPase no envolucro nuclear.

SIEBERT (1960 e 1963) menciona que atividade
ATPasica possa estar conectada com agcao repressora dos genes.

Ja BUCHVALOV & UNGER (1977) acreditam que essa enzima esteja

envolvida na defosforilacao dos produtos finais da degradacao

-

de RNA ou na manutengao do "pool" de ortofosfatos nos nu-
cleos,

Embora o significado fisiologico da atividade
ATPasica nuclear e especialmente nucleolar nao esteja claro e
haja necessidade de futuras investigacoes nesse campo, & alta
mente provavel que essas enzimas sejam também requeridas nos
fendomenos de transcrigao, os quais evidentemente ocorrém nas
eucromatinas e no organizador nucleolar. Em heterocromatinas
constitutivas como as do Triatoma infestans a ocorreéncia de
transcrigao & rara e ligada as fungbes do nucléolo, na regido
de contato heterocromatina-nucléolo (MELLO & DOLDER, 1978;
MELLO, 1980 - informacao pessoal).

As diferengas em detecgao de ATPases na eucroma-
tina, quando se comparam observagaes ao nivel fotonico com as
de nivel ultraestrutural, provavelmente se relacionem aos pré
prios métodos citoguimicos usados, que diferem entre si, e
também a difeventes etapas do fendmeno de transcricao.

A total imibigao pela oligomicina da reatividade

- - . . - -~ .
do nucleolo ao meétodo citoquimico, ao menos em nivel fotdnico
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(e também nesse nivel, da eucromatina), & uma observagao inte
ressante, uma vez que esse antibiotico vem se prestando a es-
tudos de inibicao de atividade ATPasica em mitocondrias
(RACKER, 1976). Com base nesses estudos & de sec supor que as
ATPases nucleolares e cromatinicas também possam existir na
forma de complexos que incluam a presenca de fatores protei-

cos sensiveis a oligomicina (LEENINGER, 1976; RACKER, 1976).
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V - CONCLUSOES

Peroxidases, desidrogenases succinicas, fosfatases acidas
. . . ++

e alcalinas e ATPases ativadas por Mg podem ser detecta

das citoquimicamente em tubulos de Malpighi de ninfas e

adultos de Triatoma infestans.

Oxidagao de benzidina e diaminobenzidina, tipicamente rea
lizada por peroxidases, € evidenciavel respectivamente ao
nivel fotonico e eletrdnico, em peroxissomos e mitocon-
drias, e nos filamentos em intimo comntato com os cristais
de urato presentes no Ilumen da regiao proximal dos tiibu-
los. A oxidagao de DAB em mitocondrias, mesmo na ausencia
de peroxido de hidrogénio, levanta a hipotese da existen-
cia de uma peroxidase mitocondrial, possivelmente até uma
citocromo ¢ peroxidase. Quanto aos filamentos extracelula
res, podemnm ée tratar de remanescentes de peroxissomos,

talvez envolvidos no metabolismo de acido tUrico.
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A localizagao mitocondrial nos tibulos de Malpighi de
Triatoma infestans, ja deserita anivel ultraestrutural
(maior concentragao de mitocondrias proximo 3 parte api-
cal das c@lulas distais e 2 lamina basal das cdlulas pro-
ximais), & confirmada pela atividade SDH nessas regioes

dos tubules.

De modo geral, as fosfatases alcalinas detectadas pelo mé
todo de G8méri poderao e5tar relacionadas com o transpor-
te de fosfatos ou calcio. Supoe-=se que uma atividade fos-
fatasica alcalina ocorra nas "concrecoes” laminares da re-
giao distal dos tdbulos, detectada a nivel fotdnico, o
que estaria de acordo com dados da literatura para estru-
turas semelhantes em outras ordens de insetos. Essa ativi
dade enzimatica pode se ligar ao processo de calcificagao
das "concregoes". Participagao de fosfatases alcalinas na
deplecgao de glicogénio quando seriam utilizados ortofosfa

tos liberados das "concregoes'", & tambem sugerida.

Atividade fosfatasica acida detectada pelo método de
GomBri ocorre nas "concrecoes" laminares (ceélulas dig~
tais), lisossomos tipicos, nidcleos (células distais e pro
ximais), invaginagoes do plasmalema e ldmina basal (prin-

cipalmente células distais).

Usando-se dois metodos para deteccao de atividade peroxi=-
dasica a nivel de microscopia eletrdnica nao se observou
participacao de peroxissomos na formagao das "concregoes"
(ceélulas distais). Por outro lado, a atividade fosfatasi-

- . - -
ca acida detectada nessas estruturas, tanto a nivel foto-
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nico como eletronico, indica que elas possam ter origem

ou natureza lisossomal.

Atividade ATPasica detectavel com método citoquimico para
microscopia fotbnica mostrou-se variavel, de célula para
celula, na regiao distal dos ttbulos de Malpighi, sugerin
do variagoes metabolicas. Essa atividade & atribuida a
presenga de mitocondrias e "concregoes'". J& na regizo pro
ximal deos tibulos, apenas os niucleos exibiram alguma rea-

¢ao. Plasmalema ¢ lamina basal das células distais, ao

microscopio eletronico, por outro lado, exibiram ativida-
. - . + o+ .
de admitida como ATPasica dependente de Mg e relaciona-

da com o transporte ativo de moleéculas procedentes da he-

molinfa.

Atividades relativas a fosfatases alcalinas, acidas e
+ - -

ATPase dependente de Mg , ocorrem no nucleolo das celu-

las proximais e distais dos tubulos. Além disso, ativida-

de fosfatasica acida & demonstravel na heterocromatina e

atividade ATPasica & encontrada na gucromatina, neste
ultimo caso quando se usa o metodo citoquimico para mi-

croscopia fotonica. Ha sugestao de que tais atividades en
zimaticas no anucléolo e eucromatina se relacionem a pro=

cessos de transcricao.
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SUMARIO

Peroxidases, desidrogenases succinicas (5DHY, fosfa-
- . . . ' +

tases acldas e alcalinas e ATPases ativadas por Mg foram de
tectadas citequimicamente nos tubulos de Malpighi de ninfas e
adultos de Triatoma infestans, todas ao nivel de microscopia
fotonica e algumas com microscopia eletronica. As regioes dos
tibulos analisadas (proximal e distal) diferem em caracteris-
ticas ultraestruturais e fisioldgicas. Atividade peroxidasica

avaliada por oxidagao de diaminobenzidina foi evidenciada em

peroxissomos, mitocondrias (citocromo c peroxidase?) e em fi-
lamentos extracelulares intimamente associados a cristais de
urato (lumen da regiao proximal dos tibulos). Atividade SDH,
seguindo a distribuicao preferencial das mitocandrias_no or-
gao, foi detectada na regiac apical das células distais e re-
giao basal das células proximais. Fosfatases alcalinas detec-—
tadas pelo método de GOmdri nas células distais, possivelmen~-
te se relaciomem de¢ um Tado ao processo de caleificagao de
"concregoes" laminares al presentes e, de outro, com a deple-
cao de glicogénio, quando seriam usados ortofosfatos libera-
dos dessas "concregoes". Além disso, também este grupo de en-
zimas participaria no transpvorte de fosfatos ou calcio na re-
giao proximal dos tiibulos. Atividade fosfatasica acida foi
detectada pelo metodo de G&mdri nas "concregoes" laminares
{celulas distais), nos lisossomos e nucleos (ceélulas distais
e proximais) e na lamina basal e invaginagoes do plasmalema
(principalmente c&lulas distais). Nao se observaram peroxisso

mos participando na formagao das "concrecoes". Por outro lado
a atividade fosfatisica adcida destas & fortemente indicativa

da origem lisossomal das mesmas. Atividade ATPasica dependen~—
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++ .- - . “ -
te de Mg mostrou~se variavel nas celulas distais dos tubu-
los {(mitocondrias, "concrecoes'"?), Nas células proximais ape-

nas nucleos exibiram alguma atividade enzimatica desse tipo.

O plasmalema e a lamina basal das células distais exibiram
- .. oy o .

tambem atividade ATPasica dependente de Mg , possivelmente

relacionada com o tvansporte ativo de moléculas procedentes

de hemolinfa. Fosfatases acidas e alcalinas e ATPases depen-
4 - -

dentes de Mg foram demonstradas nos nucleolos das celulas

proximais e distais dos tlbulos de Malpighi., Alguma atividade

ATPasica foi encontrada também na eucromatina de células pro-

ximais de alguns preparados, assim como atividade fosfatasica
acida parece ocorrer na heterocromatina de células proximais
e distais. Sugere-se que as atividades enzimaticas constata-
das no nucléolo e eucromatina estejam relacionadas com o pro-

cesso de transcricao,
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SUMMARY

Peroxidases,; succinic dehydrogenases (SDH), acid
and alkaline phosphatases and Mg++“activated ATPase were
detected cytochemically in Trigtoma tnfestans nymph and adult
Malpighian tubules, at the light microscope level. Some were
also detected at the electron microscope level, The regions
of analyzed tubules (distal and proximal) differ in
ultrastructure and physiological characteristics. Peroxidase

activity estimated by oxidation of DAB was found in peroxissomes,

mitochondria (cytochrome e peroxidase?) and in extracellular
filaments closely associated with urate crystals (lumen of

distal and proximal segments). SDH activity which closely followe
the distribution of the mitochondria in the organ, was detected

in the apical region of distal cells and the basal region of
proximal cells. Alkaline phosphatases detected by G8mdri's

method in distal cells may be associated on the one hand

with the calcification process of laminated "concretions"

present in this region, and on the other with glycogen depletion,
which would involve orthophosphates released from these
"concretions", Moreover, this enzyme group also participates

in phosphate or calcium transport in the proximal segment of
these tubules, Acid phosphatase activity was detected by

Géméri's method in laminated "concretions"” (distal cells),
lysosomes and nucleus (distal and proximal cells) basal

membrane and infoldings of the plasmalemma (mainly distal

cells). While peroxisomes were not observed to take part in
the formation of "concretions", the acid phosphatase activity
of these concretions is strongly indicative of its lysosomal

. ++ . .
origin. Mg -dependent ATPase activity was shown to be variable
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in distal cells of the tubules (mitochondria, "concretions"?).
In proximal cells only the nucleus exhibited some enzymatic
activity of this type. The plasmalemma and basal membrane of
distal cells also showed Mg++~dependent ATPase activify,
possibly associated with active transport of molecules
proceeding from haemolymph. Acid and alkaline phosphatases and
Mg++—depenéent ATPase were demonstrated in the nucleolus of
proximal and distal cells of the Malpighian tubules. Some

ATPase activity was also detected in the euchromatin proximal

cells of some preparations, just as acid phosphatase activity

seems to occur in the heterochromatin of proximal and distal
cells., It is suggested that enzymatic activities found in
the nucleolus and suchromatin have some relationship te the

transcription process,
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ABREVIATURAS USADAS

AMD - Actincmicina D

AMP - Adencsina monofosfato
ATP - Adenosina trifosfato
ATPase - Adenosina trifosfatase
DAB - Diaminobenzina

ME - Microscopia eletronica
MF - Microscopia fotonica
NTPase - Nucleosideo trifosfatase
pNPP - p~Nitrofenilfosfato
PPi - Pirofosfato

RNAT ~ RNA ribossomico

RNP - Ribonucleoproteina

SCN - Sulfocianeto

SDH - Desidrogenase Succinica
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