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1. INTRODUGAO

A poluicac por metais pesados constitui um dos gran-
des problemas com que se¢ deparam os estudiosos do meio ambi-
ente em todo o munde. O uso indiscriminado destes metais, em
virios processos agricolas, industriais e mesmo domésticos,ig
troduzidos pelo homem, tem gerado niveis alarmantes destes
contaminantes metalicos no meioc ambiente.

Num exemplo, LACERDA (1982) reclata que este tipo de
poluigao altera drasticamente comunidades naturais de plantas
que crescem em areas industrializadas, conduzindo a um sele-
cionamento de espécies que acabam por tornar-sc boas indica-
doras desta poluicao.

E entao extremamente importante que se procure ava-
liar a importancia toxicoldgica e ecotoxicologica dessas subs
tdncias que ameacam 0S recursos naturais e a sobrevivéncia dos
organismos, através de estudos com o5 mais variados enfoques
dentro desta problematica.

Assim, TOMMASI (1982) descreve a ocorrencia de teo-
res elevados de cadmio, cobre, chumbo, merclirio e zinco nas
visceras e outros érgﬁos de organismos marinhos, tipiceos da
dieta alimentar humana (peixes,ostras, mariscos, siris}, pro-
venientes de diferentes localidades brasileiras. Estudos em
peixes, do mar de Andamau, na India, demonstram que o0s me-
tais pesados se concentram mais no figado destes organismnos
(KUREISHY et alii,1981). Para o peixe marinho Fundulus  he-

teroclitus observou-se resposta teratogenica na forma de trés

tipos de malformacdes quando seus ovos eclodiram em areas

altamente poluidas por metilmercdrio (WEIS et alii,  1981).
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Iste mesmo organismo e outras espécies de peixes marinhos
tém seu transporte de aminoacidos comprometido na presenca
deste poluente (SOCCI et alii, 1982). Para o peixe marinho

Boleophtalmus dussumieri, foram detectadas aberrucdes cromos-

somicas apos exposicdo 4 mitomicina C e aos metais pesados
(KRISHNAJA & REGE,1982).

Os metais pesados (cadmio, cobre, mercirio e =zinco)
perturbam a estrutura, funcao e desempenho das hemocianinas

dos artropodos Limulus polyphemus e Callinectes sapidus e do

molusco Busycon carica (BROUWER et alii, 1982). Qualquer um

desses metais pode induzir uma auto-associacao indefinida com
as proteinas transportadoras de oxigénio, ocasionando decrés-
cimo na capacidade de ligacdo do pigmento respiratdrio ao
oxigénio. Também a exposigdo a concentracgdes toxicas de ions

cobre no molusco Biomphalaria glabrata causa uma baixa signi-

ficativa na taxa de consumo de oxigénio, chegando a letalida
de. Neste exemplo, o cobre, na forma de sulfato de cobre,vem
sendo usado ha mais de cinquenta anos nas tentativas de con-

trole das espécies da Biomphalaria, hospedeiras intermedia -

rias do Schistosoma mansoni (SULLIVAN § CHENG, 1975).

Em aves marinhas, o acimulo de metais pesados e se-
lenio eété relacionado com o comportamento alimentar e exten
sdo da contaminacdo do habitat (HUTTON, 1981).

Os efeitos dos metais pesados, principalmente na for
ma de metilmercirio, nos mamiferos podem ser neurotoxicos
(ABDELFATTAH § SHAMOO, 1981; MAGCS et alii, 1981; MURTHY et
alii, 1981), embriotoxicos (MATSUMOTO § SPINDLE, 1982) ou
teratogenicos (BURBACHER et alii, 1980; HIRATA et alii,1980;

JACQUET § LEONARD,1980) dependendo sobretudo da concentracgdo
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do metal, das diferentes espécies consideradas e do modo de
exposigao ao composto. Descrevem-se também, nesse contexto,
efeitos nefrotoxicos relacionados com a reabsorgao dos aming
dcidos (FOULKES & BLANCK, 1982}, além de sérios prejuizos no
sistema endocrino (KAWADA et alii, 1981).

Neste sentido, outros estudos mostram que provavel
mente a maior parte dos efeitos toxicos dos metais pesados,
destacados para os mamiferos, comprometendo principalmente o

funcionamento dos sistemas nervesos, renal, hepatico e endo-

crino, estejam relacionados com o fate destes metais altera-
rem drasticamente a atividade enzimatica nos varios tecidos
animais {(MITCHELL et alii, 1980; CARLSSON & ERNSTER, 1981;
KAWADA et alii, 1981; KUMAKAWA et alii, 1981; MACARTNEY &
TSCHESCHE, 1981; SAUVE § NICHOOLLS, 1981; TSUZUKI, 1981; CE-
SAR et alii, 1982 ;MINAMI et alii, 1982).

Além disso, nos mamiferos, tem sido demonstrado que
os metais pesados (Cu, Zn, Hg, Cd, Pb, Ag) sao excretados na
bile, formando compostos estaveis com a glutationa (presen-
te na bile), tendo este complexo uma importante fungao na de-
toxicacdo dos metais (ALEXANDER et alii, 1980; BALLATORI &
CLARKSON; 1982a,b). Também como provaveis agentes detoxifi -
cantes, para os metais pesados,acham-se descritas, as metalo
tioneinas, proteinas de baixo peso molecular, ricas em cis~
teina e isoladas de diferentes espécies animais a partir do

rim ¢ do figado. Sdo induzidas nos tecidos e em células cul-

?

y 2 2+ 2+ +
u y

tivadas in vitro pelos cations zn?* . cd C Hg e Ag

¥

{ODOM & BRADY, 1980; HAYASHI & MIKAMI, 1981; WINGE et alii,

1981; GELLER § WINGE, 1982Z; PLONKA & METODIEWA, 1982},
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A satde humana afetada pela poluicao por metals pesa
dos & questao de prioridade desde o envenenamento em massa no
Japdo nos anos 50, quando descreveu-se a Doenca de Minamata,
entre a populacdo que se alimentava de produtos marinhos, pro-
venientes dessa bafa {(TAKEUCHI, 1957; TAKEUCHI et alii, 1957).
Nao sendo um problema estritamente local, posteriormente fo-
ram descritos em escala epidemioldgica, os envenenamentos o~
corridos no Iraque, Paquistao, Guatemala ¢ no distrito de Nii

gata, Japdo (YIP § CHANG, 1980). Um estudo epidemiologico re-

cente no Canadi evidencia uma forma endémica de envenenamento
por metilmerclirio numa tribo indigena que consome peixe ' com
elevado teor de mercirio (MEHRA & CHOI, 1981). Os sintomas de
envenenamento por metilmercirio sao diversos, tais como, ce-
gueira, surdez, perda da coordenacido motora, loucura e morte.
Hi variacdes na sensibilidade dos individuos & exposigao ao
metilmercirio (GRAS § MONDAIN, 1981). Pelo fato da salde huma
na ser questio de prioridade, os inumeros estudos que perml
tam a extrapolacgdo dos dados para o ser humano ficam, portan
to, plenamente justificados.

Embora a aclo toxica dos metais pesados venha sendo
bastante.estudada nos animais e no homem, pouco se conhece a
respeito da agdo destes ao nivel celular. Algumas alteragoes
celulares, por acgdo destes, ja relatadas, foram as descritas
por NAKAZAWA et alii (1975) para uma linhagem celular de ca-
nundongo. No caso, foram detectados: retardamento da  multi
plicacdo celular, morte celular, inibig¢ao da incorporacdo das
bases nitrogenadas e cisoes numa das fitas do DNA. Tambem ¢~
feitos toxicos no processo da divisiao celular foram observa-

dos em células de Elodea densa (CZUBA § MORTIMER, 1981) e em
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células de mamiferos (KHERA, 1979). Ja,YIP § CHANG (1@81)des~
creveram a vulnerabilidade dos neuronios e fibras nervesas aos
metais pesados. Mesmo a ovulacdo pode ser inibida por eles
(WATANABE et alii, 1982). 0O efeito de alguns metais pesados,
principalmente o cobre, como agentes espermicidas, fol descri
to por HOLLAND § WHITL {(1982) como alterando irreversivelmente
a motilidade dos espermatozdides. O efeito do metilmercario
nos blastocistos & bem mais severo do que no estidgio de  moru
la (MATSUMOTO § SPINDLE, 1982). O cobre ocasiona uma rapida
hemdlise dos eritrocitos pela acdo deletéria na morfologia e
nas funcdes do plasmalema (LOVSTAD, 1982). KIRSCHBAUM (1982)
descreve a aglutinacio das membranas do bordo estriado de célu
las renais pelos metais pesados, semelﬂante a ohservada com o
uso de lectinas. Em células do tdbulo renal proximal, . sob
acao do metilmercﬁrid, o aumento do volume celular, acompanha
do de ruptura da membrana plasmatica e de alteragao mitocon=-
drial sao caracteristicas tardias na necrose celular (GANOTE
et alii, 1979 - Apud CESAR et alii, 1982).

Menos frequentes ainda sdo os trabalhos referentes a
acdo de metais pesados a nivel do nicleo celular. Entre estes
HAYASHI & MIKAMI (1981) descrevem a inibicdo da sintese de RNA
pelos metais pesados bem como a supressdo desse fenomeno en
nicleos de c¢élulas de rato. A partir de nacleos isolados  do
timo de bezerro, GRUENWEDEL (1982) demonstrou mudangas nas in-
teracoes histona-histona no "core'" nucleossomico pela agao
do metilmercirio. Além disso, RAMANUJAM & PRASAD (1979) ob-
servaram alteracoes na cxpressdo génica apds tratamento croni-
co (40 dias) com metilmercirio em niicleos de células de glio-
ma de rato. Com relacdao a nicleos metafdasicos, € sabido se-

rem os metails pesados capazes da inducao de aberracoes
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cromossomicas, como ja mencionado para o peixe Boleophtalmus

dussumieri (KRISHNAJA § RECGE, 1982) como também em células de

mamiferos (WATANABE et alii, 1982) incluindo células humanas
de individuos expostos ocupacionalmente aos metais (POPESCU et
alii, 1979).

Em insetos, estudos preliminares demonstraram acumu
lo de metais pesados principalmente nos tecidos dos adultos
seguidos pelos das pupas e das larvas, para o himendptero, So-

lenopsis invicta, Buren (LEVY et alii, 1974). Outros estudos

mostraram que os metais pesados podem ser estocados ao nivel
de lisossomos em orgdos envolvidos no processo de regulagao mi
neral nos himendpteros e dictiopteros (JEANTET et alii, 1977,
1980 : BALLAN-DUFRANCAIS et alii, 1980).

A bioacumulacdo mineral €& um mecanismo da regulacdoio
nica bem conhecido nos insetos. Logo, se estes animais conse
guem estocar inclusive metais pesados tidos como toxicos, pes-
quisar a resposta celular a poluigao mineral nos mesmos, tor-
na-se extremamente interessante, ainda mais por serem cles
considerados providveis "biocconcentradores” destes metais (JEAN
TET et alii, 1977).

Assim, no presente trabalho, a acao de cobre e merc§
rio foi investigada em Orgiaos excretores (tGbulos de Malpighi)

de ninfas de 5° estadio do inseto Triatoma infestans Klug, nos

quais objetivou-se detectar providveis altera¢oes a nivel de es
trutura nuclear e de atividade de alguns sistemas enzimaticos
induzidas por csses metais. Deve-se ressaltar que os tlbulos
de Malpighi nos insetos filtram a hemolinfa (WIGGLESWORTH
1965) e como tal tém a oportunidade de entrar em contato dire-

to com os metais poluentes que possam vir a cair na mesma,
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Considerando-~se que, conforme mencionado mais acima, alte-
racgoes cromatinicas a nivel nucleossomico (GRUENWEDEL, 1982)e
génico (RAMANUJAM & PRASAD, 1979) podem ser induzidas por me-
tais pesados, € de se esperar que se expressem na compacta-
¢do cromatinica e em sua distribuicdo no nicleo, gerando fe-
notipos nucleares alterados. Estes espelhariam modificacgdes

na propria fisiologia cromatinica e/ou refletiriam etapas de

um processo de necrose celular. Em T. infestans, em  parti-

cular, os fenotipos nucleares normais de alguns Orgaos, como

0os tubulos de Malpighi, ja se acham amplamente descritos (MEL
LO, 1971, 1975, 1978, 1983). Alteracdes nos mesmos, por ou-
tro lado, ja foram encontradas sob "stress' fisioldgico (MEL-
LO, 1983; ANDRADE, 1984). Além disso, nos tubulos de Mal-
pighi de T. infestans o padrao de distribuicdo de algumas en-

. . . C e 2+
zimas, tais como Adenosina trifosfatases dependentes de Mg

ey 2+ . . _ 4 .
(ATPases~Mg”™ ), fosfatases acidas e alcalinas, e desidroge-
nases succinicas, ja foi descrito para condicgoes fisioldgi

cas normais (AZEREDO-OLIVEIRA, 1982).



2. MATERIAL

Foram utilizadas ninfas nao infectadas de 59 estadio
de T. infestans KLUG (Hemiptera, Reduviidae), provenientes do
insetario da SUCEN de Moji-Guacu (Sdo Paulo). Os insetos usa-
dos eram recém-alimentados com sangue de galo.

A acao de Ions cobre e mercGric a nivel celular foi

investigada nos tlbulos de Malpighi desses insetos.
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3. METODOS

3.1. Fornecimento dos ions metalicos

Para o fornecimento dos ions metalicos, dois procedi
mentos basicos foram utilizados: no primeiro, os tubulos de
Malpighi, recém-removidos de insetos, dissecados empregando-se
lupa estereoscoOpica Zeiss, foram incubados em solucao de 0,7%
de NaCl em dgua destilada, acrescida de 20% de soro fetal bo-

vino (PIMPINELLI et alii, 1975) durante 30 segundes, 1 minu-

to e 20 minutos, sendo estes, os contreoles. Para os tratamen
tos experimentais, o procedimento fol o mesmo, porém a solu-

-0 )
cao acima descrita continha 10 °M (2.5 ppm} (DUSTIN, 1978} ou

5

2x107° M (5 ppm) de CuSO, ou 20 ppm (7,8x18m5 M) de CH;HgCl

4
(JEANTET ct atii, 1980). Os tempos de incubacgao dos tibulos

de Malpighi nas solucoes contendo CuSO4 foram de 30 segundos

1 minuto e 5 minutos e de 20 minutos nas solugoes conten-
do CHSHgCI. 0 segundo procedimento consistiu em se injetar
solugdes aquosas de CuSO, nas concentracoes de 10—5 M (2,5

ppm)ou de ZXIOMS

M (5 ppm), ou ainda solugocs aquosas de
CH,HgC1 na concentracao de 40 ppm (1,56x10"4 M) na porcao ven
tral dos espécimes, passando esse liquido para a hemolinfa.As
seringas descartaveis utilizadas foram de marca Plastipak de
1 ml. A dose administrada foi 0,05 ml. Os espécimes  inje-
tados foram sacrificados apodos 1 hora, 2 horas e 24 horas,quan
do entido os tibulos de Malpighi eram removidos. Foram utili-
zados nos experimentos apenas os insetos que nao sofreram in-
jiria mecanica aparente apds a injegao, apresentando-se ile-
sos. Neste procedimento, como controles para a pesquisa de

fenotipos nucleares, foram utilizados espécimes injetados
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apenas com igua destilada ¢ para a pesquisa da acdo enzimati-
ca, os nao injetados. Ap0Os os dois procedimentos, os tubu
los de Malpighi foram distribulIdos em laminas para micros-
copia e preparados de acordo com o objetivo a que se desti-

nava.

3.2. Determinacgdo de fenotipos nucleares

Com relacdo ao material incubado nas solugoes conten
do fons metdlicos foram utilizados segmentos de orgaos de pe-

lo menos 5 insetos para o estudo de fendtipos nucleares em
cada condig¢do experimental. No caso dos insetos injetados, 4
a 5 insetos tiveram seus tabulos de Malpighi integralmente re
movidos e distribuidos sobre vdrias laminas, dado ao fato dos
dregdos nio caberem totalmente sobre uma unica lamina.

Esses fendtipos nucleares foram determinados nos ti-
bulos de Malpighi tratados com os fons metalicos segundo  os
dois diferentes procedimentos descritos no item 3.1. A fre-
quéncia de cada tipo nuclear, foi determinada apenas para oS
insetos injetados, dos quais houve possibilidade de remocao
integral dos frgaos excretores, pois no caso do material incu
bado, o manuscio dos Orgdos ocasionou perda de muitos segmen-
tos dos mesmos. O cdlculo da frequencia fol feito a partir
da contagem, ao microscoépio binocular Zeiss com objetiva de
40x e ocular 8x, do nimero total de cada fendotipo nuclear ob-
servado em relacdo ao numero total de nlicleos presentes nos
tubulos de Malpighi de cada inseto.

0s fenotipos nucleares foram estudados em prepara
dos submetidos a técnica de Banda C, segundo a metodologia de

SUMNER (1972), e a reacho de Feulgen, em condic¢des de hidrélise,



que propiciam maxima depurinacao (MELLO, 1983). Tais prepara
dos haviam sido obtidos a partir dos tUbulos de Malpighi fixa-
dos em uma gota de etanol-dcido acético na proporcdo de 3:1,nor

cerca de 2 minutos e a seguir expostas ao ar para secagen.

3.2.1. Banda C

A denaturacao dos preparados foi feita em uma solu
- 0 -
cao saturada de Ba(OHZ), 5%, a 50 € por 90 segundos. Apos is-

to, os preparados foram lavados delicadamente em agua destila
da e submetidos a tratamento em solucao 2SSC (cloreto de  so-
die 0,3 M e citrato de sodio 1,03 M) por 4 horas e 30 minutos,
i temperatura de 65°C, quando foram novamente lavados, seca-
dos ao ar, corados com uma solucao de Giemsa (Merck) a pH 6,8~
7,0, durante 10 minutos; diafanizados em xilol por 15 minutos

montados em balsamo do Canada (nd = 1,54) e analisados ao mi-

croscopio de luz.

3.2.2, Reacao de Feulgen

-

A hidrolise dos preparados fol feita em HC1 4N a
temperatura ambiente (24OC) durante 1 hora e 10 minutoes. Apos
a hidrolise, estes foram lavados em agua destilada varias ve-

zes, corados com o Reativo de Schiff durante 40 minuteos a mes-

ma temperatura e submetidos a 3 banhos de 5 minutos cada, em
agua sulfurosa (metabissulfito de sodio 10%, HCI 1 N e agua
destilada 1:1:18). O0s preparados foram montados em balsa-
mo do Canada, depois de terem sido lavados em dgua destila-

da por 2 minutos, desidratadeos em série etandlica e diafaniza

dos em xilol. A analise foi feita ao microscopio de luz.
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3.2.3. Microscopia eletronica

Os tdbulos de Malpighi apés terem sido incubados por
5 minutos na solucao contendo CuS0, nas concentracoes de
10“5 M (2,5 ppm} onde ZXIOWS M {5 ppm) ou 20 minutos na solu
cao contendo CM3HgC1 na concentracao de_ZO ppm (7,8x10"5 M)fo
ram rapidamente lavados na solugac controle (PIMPINELLI et
alii, 1975), fixados em glutaraldeido a 3% (Merck) em tampio

fosfato 0,1 M pH 7,4 por 1 hora e pds-fixados em tetrdxide de

osmio a 1% em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 1 hora. De-

pois de um banho em tampao fosfato 0,2 M pH 7,4 por cerca de
30 minutos, os preparados foram desidratados em série etand
lica e 0xido de propilenc e incluidos em Epon 812. 0Os  cor-
tes ultrafinos de aproximadamente 60 a 80 nm de espessura fo-
ram obtidos em ultramicrotomo LKB, coletados em telas de co-
bre, 200 mesh, contrastades com acetato de uranila e citra-
to de chumbo e examinados ao ME Zeiss 95 operado a 60 KV, TFo-
ram utilizados segmentos de 6rgdos de 5 espécimes. Foram pro
cessados da mesma maneira os tibulos incubados por 5 minutos

e 20 minutos na solucao controle.

3.3. Pesquisa de algumas enzimas a nivel citoquimico

3.3.1. Adenosina trisfosfatases dependentes de Mg2+(ATPases~

E‘ﬂiff )

As ATPases dependentes de Mg2+ a nivel de microsco-

Je

pia de luz, foram pesquisadas empregando~se o método
SLATER (1958), modificado scgundo WECGMANN § BANKOWSKI (1860,
apud AZEREDO-OLIVEIRA, 1982). Nesta técnica, as ATPases de-
pendentes de Mg2+ hidrolisam o substrato (ATP) ao redor do

pH 9,4. Os Tons fosfatos liberados, sao precipitados na
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forma de fosfato de cdlcio nos sitios de atividade enzimatica.
Este ultimo & convertido primeiro em fosfato de cobalto € num
segundo passo, no sulteto de ceobalto. No meio de incuba~
cao, fol utilizado como agente "capturante", o cloreto de
cdlcio, ¢ a seguir, como agentes de "'conversdo simultanea', o
nitrato de cobalto e sulfeto de amonia, sendo o produto fi-
nal da reacado completamente insolivel e de cor negra. Foram
usados fragmentos de tiibulos de Malpighi de 5 ninfas de 59 es-
tadio, nao fixados, porém previamente incubados por 5 minu-
tos e 20 minutos nas solucoes controle {PIMPINELLT et alii,

"5 M (2,5 ppm), Cuso, 2x107°M

o o
(5 ppm) e 20 ppm (7,8x10 7 M) CHBHgC1) e rapidamente lavados em

1975) e experimentais (CuSOd 10

solucao de Ringer (0,75 g de NaCl, 0,035 g de KC1, 0,021 g de calcio, para
100 ml de HZO destilada) para insetos antes de serem submeti
dos ao método para ATPases propriamente dito.

Neste estudo foi utilizada uma solucgao estoque compos-

ta de:

Cloreto de Potdssio (REagen) ...uue i in e ieeannncernnas 885 mg
Tris (hidroximetilaminometano) (Merck) .....ivveen... 980 mg
Sacarose {Reagen, ACS) it irnorsertrnnoeanensnonns 225 mg
Cloreto de Magnésio (Reagen) ....ueveevonnnninueernes 30 mg
Cloreto de CAlcio (BaKer) .o ewuwe oo ieseneneennnnonnss 3,96 mg
Agua destilada vttt iin i neneainnaaaneees 150 c¢c

15 5 N 9,4

Para cada ml dessa solugao estoque foram acrescenta -
dos 4 mg de ATP (Sigma), o pH ajustado para 7.4 com HC1 0,1 N,
e a seguir homogeneizada e filtrada.

Os tubulos sobre laminas foram incubados com e sem 0

substrato (ATP) durante 30 minutos a 37°C (PAUTRAT § BENKOEL ,

BIBLIOTECA CEMTRA
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1977). A seguir, foram lavados em agua destilada por 10 mi-
nutos e submetidos ao tratamento com nitrato de cobalto a 2%
durante 5 minutos. Novamente o material foi lavado por 10 mi
nutos em agua destilada e mergulhado em solucido de sulfeto de
amonia a 2% por 2 minutos. Apds a lavagem final dos prepa-
rados com dgua destilada, estes foram secos e montados em ge-

latina-glicerinada (BEHMER et alii, 1976).

3.3.2. Fosfatases acidas

A técnica utilizada para a microsceopia fotonica foi
uma modificacao da de G5M6RI, apud AZEREDO-OLIVEIRA {1982).
Nesta técnica, a fosfatase dcida hidrolisa o glicerofosfato
{substrato) ao redor do pH 5,0. O0Os ions fosfatos libera -
dos sdo precipitados, nos sitios da atividade enzimdtica, na
forma de fosfato de chumbo, uma vez que foi usado no meio de
incubac¢do junto com o substrato, o agente "capturante', nitra
to de chumbo. O produto primario da reacdo (fosfato de chum-
bo) € entao convertido em sulfeto de chumbo {marrom-enegreci-
do) ,altamente insollGvel em agua e lipides, pelo sulfeto de
amonia {amarelo). Tlbulos de Malpighi ndo fixados, removidos
apos 2 horas de iﬁjegﬁo com as solugoes de CuS0O, 2x107° M {5

4 M) foram

ppm) e CHSHgCI na concentracao de 40 ppm (1,56x10
incubados em laminas com substrato abaixo descrito durante 30

minutos a 37°C:

Tampao acetato 0,05 M {py 5,0)

Beta-glicerofosfate de s6dio (Merck).... 0,306 g em 5 ml de
HZO destilada
Nitrato de chumbo (Merck) ........oue... 0,264 g em 200 ml de

tampao acetato
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No preparo de substrato acima foi dada atencgao espe-
cial a precipitaczo antecipada do nitrato de chumbo. Dai, a
solugao de Beta-glicerofosfato de s6dio ter sido gotejada sob
agitacao constante, em um Erlenmeyer contendo a solugdo de ni
trato de chumbo e tampao acetato. O substrato permaneceu em
estufa a 37°C durante 12 horas, havendo entio precipitacao do
nitratoc de chumbo sendo filtrado antes do uso.

Apos os 30 minutos de incubacdo nesse substrato, 0
material sobre laminas foi lavado com dgua destilada e entdo
mergulhado em sulfeto de amonia a 1%, recém-preparado, duran-
te 1 minuto. Novamente os preparados foram lavados, secos e
montados em gelatina-glicerina. Como controle da reacdao foi
utilizado o meio incubador sem f-glicerofosfato, além do meio
incubador completo acrescido de um inibidor, fluoreto de so-
dio 0,1 M.

Nesta pesquisa foram utilizados 9 espécimes, sendo 3

deles nao injetados (controles).

3.3.3. Desidrogenases succinicas

A técnicg utilizada foil introduzida por NACHLAS et
alii (1957) e modificada por WEGMANN & TORDET-CARIDROIT(1960,
apud AZEREDO-OLIVEIRA, 1982). Nesta técnica, na presenca do
substrato (succinato de potassio), a SDH reduz o NBT {um sal
de ditetrazolium incolor) em cristais de formazanas, alta-
mente insollveis ¢ coloridos(azul-profundo), gue precipitam-
se nos sitios de atividade enzimdtica. LHste € o lnico siste-
ma desidrogenasico demonstravel histoquimicamente que nao ne-
cessita de nenhuma coenzima. O produto (fumarato) nac inibe
a reagdao ¢ portanto nenhum agente "aprisionador" precisa ser

empregado (PEARSE, 1961).
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Tibulos de Malpighi nao fixados, removidos dos inse-

tos, apos 2 horas de tratamento por injegio com as solugoes
de Cus0, 107° M (2.5 ppm), CusO, 2x107° M (5 ppm) e  CH.HgCl
na concentracao de 40 ppm (1,56x10“4 M) foram incubados em

N . . O . .
laminas durante 30 minutos em estufa a 37°C, num meio consti

tuido de:

Succinato de Potassio 0.2 Muuwueweeirinvnenenenens 3 ml
NBT (nitroblue tetrazolium, Sigma) 0,5 mg/ml..... 2 ml
Tampdo fosfato 0,1 M pH 7,4 .. uininiiinnnnnenns 3 ml

Os preparados foram entiao lavados em agua destilada,
passados por formol neutro a 10% (pH 7,0) por 5 minutos, rela-
vados em agua destilada e finalmente montados em gelatina-gli-
cerina. Como controle da reacao, utilizou-se incubagdo do
material em meio sem substrato (succinato de potassio).

Nesta pesquisa foram utilizados 8 espécimes, sendo 2

deles nao injetados.
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O Esquema 1 mostra aspectos de anatomia (A) e morfo-

logia microscopica (B) dos tGbulos de Malpighi de T. infes-

tans observados em lupa estereoscopica (A} e microscopio de

luz convencional (B).

Os fenotipos nucleares normais encon-

trados estao representados no Esquema I1I.

Esquema I

Esquema II

Esquema I - A - Sistema
excretor de triatomineo.
Somente 1 tlbulo esta
sendo representado. B
Detalhe dos segmentos pro
ximal (p) e distal (d)
(Segundo WIGGLESWORTH ,
1965). T = Regido de
transicao {juncéao dos
segmentos distal e proxi
mal dos tiabulos); IM =
Intestino medio; Gr =
Glandula retal; TM = T{~-
bulo de Malpighi; R = Re
to; am = Ampola.

Esquema 11 - {Segundo MEL-
LO e DOLDER, 1977). H = He
terocromating.
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4.1. Fenotipos nucleares

4.1.1. Caracterizacao morfologica

As Figuras 1 a 12 representam os fendtipos  nuclea-
res encontrados nos preparados ao nivel da microscopia de

luz, obtidos a partir dos dois procedimentos experimentais bi

sicos (incubacgao e injecao), durante o estudo da acao dos
fons cobre nas concentracoes de fLOmS M (2,5 ppm), ZXIOMS M (5
ppm) e ions merclrio nas de 20 ppm (7,8x10”5 M) e 40  ppm

(1,56}(10"4

M). As Figuras 13 a 16 mostram aspectos ultraes -
truturais de alguns desses tipos.

Os varios fenotipos nucleares encontrados nos prepa-
rados ao nivel da microscopia de luz apareceram apds os proce
dimentos experimentais basicos. Foram observados oito tipos
nucleares morfologicamente distintos. De imediato, descre-
veu-se apenas as caracteristicas morfoldgicas de cada  tipo,
sem relaciond-las com as condicgdes experimentais e/ou expo-
si¢do aos Ions, bem como, com suas frequéncias relativas.

Mor{fologicamente, o fenotipo tipo 1, € um niicleo ar-
redondado ou elipsoidal, com apenas um cromocentro, também or
rendondado bem destacavel, ¢ com a eucromatina pulverizada e
clara. Algumas vezes, os granulos de eucromatina tornan-se
grosseiros, contudo a delimitacao entre os dois aspectos da
cromatina € sempre muito bem visivel. O corpo heterocromiti-
co neste tipo, tem uma aparente regularidade de tamanho e dis
posicao centrica (Fig. 1).

0 fenotipo tipe 2, apresenta-se como um nicleo seme

lhante em tamanho e forma ao tipo 1, apenas tendo dois cromo-

centros nitidos, geralmente hem proximos um do outro, sendo
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que os dois corpos heterocromiticos podem diferir um do outro
com relagdo ao tamanho. A eucromatina também apresenta gra
nulacdo fina, clara, podendo no entanto tornar-se grosseira.

0 fenotipe tipo 3, apresenta uma forma elipsoidal,o-
valada ou mesmo irregular, com trés, quatro ou mais corpiscu
los heterocromaticos (Fig. 2). O tamanho & semelhante ao dos
outros dols tipos.

0 tipo 4, tem como caracteristica principal o grande

tamanho, tendo sido denominado neste trabalho de 'gigante'. Com

relacdo a presenca de corpos heterocromaticos pode se apresen
tar semelhante tanto ao tipo 2 quante ao tipo 3 (Fig. 3).

0 fendtipo nuclear tipo 5 foi denominado ”descom;ac~
tado”. Estes nficleos apresentam forma arredondada, tamanho
semelhante ao dos tipos 1, 2 e 3, caracteriza-se por apresen-
tar o cromocentro unico sensivelmente dilatado e a eucromati-
na mais difusa (Fig. 4).

Ja o tipo 6, mantém o tamanho dos fendtipos 1, 2, 3
e 5, porém,como o tipo 3, € geralmente ovalade. Foi denomina
do de "homogéneo', por nao possibilitar distingao muito evi-
dente entre hetero- e eucromatina, pela distribuigao do ma-
terial corado de forma homogénea e difusa apos as duas téc-
nicas citoquimicas utilizadas ({Figs. 5 a 7).

A razoavel descompactagao da heterocromatina dos nu-
cleos deste tipo pode ser confirmada ao nivel da microscopia
eletronica (Figs. 13 a 16). Im alguns casos o aspecto geral
da cromatina apareceu bastante frouxo, com alguns poucos gru-
mos de material eletrondenso, restos de heterocromatina com-~
pactada (Fig. 13). [Iste aspecto fol frequentemente encon-

trado no material tratado com a solugdo 10"5 M (2,5 ppm) de
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cobre. Em outros casos, embora eletronliicida, a cromatina
apareceu no geral mais homogencamente distribuida,exibindo ni-
tidas estruturas filamentosas e¢ com poucos restos de heterocro
matina compactada ao lado de granulacao cletondensa que lembra
pericromatina (MELLO et alii, 1981) (Figs. 14 a 16). O contor
no destes niicleos apareceu nesse nivel bastante irregular(Figs
14 e 15). Estes nacleos foram notados em todos os preparados
experimentais examinados.

0 fenotipo nuclear, tipo 7, foi denominado de '"vacuo-
lizado". Neste tipo, a desorganizacao do material cromatinico
gera alteracoes evidentes de forma e tamanho nucleares. A eu-
cromatina pode apresentar-se fibrosa, com vacilolos e irregular
mente distribulida;ja a heterocromatina, quando evidente, pode
estar dilatada, fragmentada ou com aspectos diversos (por exem
plo, estrelada). E um tipo nuclear com "perfil" variado, de
diffcil caracterizacdo, ao mesmo tempo em que € facilmente i-
dentificivel. As Figuras 8 a 11 mostram per{is diferentes des
te fenotipo nuclear onde se observam niveis gradativos de de-
sorganizacao nuclear.

Finailmente, o fenétipo nuclear tipo 8, foil denomin&
do "picnotico"; nele o material cromatinico contraiu-se, oca-
sionando diminuicao do tamanho nuclear associado ao aparecimen
to de seu formato irregular. Apresenta-se lntensamente cora-
do (Fig. 12).

Apenas os fenétipos 1 a 3 sido encontrados em mate-
rial normal, ndo tratado por ccbhre e mercirio. Eventualmente,
os fendtipos 4 e 5 podem aparecer, com frequencia muito baixa,
em insetos controle. Estes fendtipos, no entanto, ja foram

constatados em T. infestans nao tratados por esses ions, porém
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submetidos a "stress' fisiologico, como o jejum (MELLO, 1983:

ANDRADE , 1984),

4.1.2. Frequéncia de fenotipos nucleares ap0s exposicio aos

Jons de cobre e mercirio

A Tabela 1 apresenta a frequencia de fendtipos nuclea
res apods 1, 2 e 24 horas dos diferentes tratamentos com 0s
Tons de cobre e mercirio.

A analise mais imediata da mesma, evidencia claramen-
te variacdes das frequencias por individuos nos diferentes ex-
perimentos considerados, além das proprias alteracdes nas fre-
quencias devidas a acgdo desses ions.

Demonstrou~se que o tratamento com cobre e mercario
altera a compactagao e distribuicao cromatinica nao so pelo
aparecimento, nos insetos tratados, de fenotipos nucleares nao
descritos para insetos sadios controles, mas também pelo sensi
vel decréscimo na frequencia total dos tipos 1, 2 e 3, que
atingiu 27,3 a 84,0% contra 99,35% noes trés insetos controle,
injetados com agua destilada. De modo geral, seja para trata-
mento com cobre (nas duas concentracdes) ou mercirio, e res-
peitadas as variagoes individuais, ha diminuicdo na frequen
cia dos fenotipos normais, com aumento do tempo de tratamento.
Dos fendtipos introduzidos pelos tratamentos o mais representa
tivo em termos de frequéncia percentual foi o tipo niicleos "va
cuolizados™. Também a frequencia deste tipo, embora alta  ja
apos 1 hora de tratamento, aumentou com o passar do tempo. 0
fendtipo ''descompactado' também apareccu com frequéncia alta.

Ha um ligeiro aumento da frequéncia deste fendtipo apenas  no

material tratado com mercirio apds duas horas de tratamento.
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4.2, Resultados aos testes citoquimicos para algumas enzimas

4.2.,1. ATPases dependentes de Mgz+

As Figuras 17 a 32 mostram resultados dos testes ci
toquimicos para ATPases dependentes de Mg2+ em tGbulos de
Malpighi de T. infestans. A atividade ATPasica positiva re-
velou-se segundo precipitado pardo escuro.

As respostas ao teste citoquimico nas regiodes dis-
tal e proximal dos tubulos de material controle foram  dis-
tintas entre si. A reacao para ATPases, mesmo em condigdes
de ausencia de ATP no meio, para tlbulos de Malpighi incuba-
dos por 5 minutos ou 20 minutos, na solucao controle, evi-
denciou no citoplasma da regiao distal, uma reagao entre for
te e intensa em globulos e grumos (Figs. 17 e 19). No cito
plasma da regiao proximal, observou-se granulacac fina com
intensidade de resposta de médio (na presecnga de ATP) (Fig.
17) a fraco {ausencia de ATP) (Figs. 18 ¢ 19). Estes dados
estao de acordo com os de AZEREDO-OLIVEIRA (1982) para os ta

bulos de Malpighi imediatamente removidos de espécimes de

T. infestans. A localizacao de resposta no citoplasma de ma
terial tratado com CHBHgCI ou Ccom Cu504 foi semelhante a dos
controles. No entanto, para o caso do tratamento com solu-
gao de Cus0, mais concentrada (Fig. 24) a intensidade de
resposta 4 reaclio fol maior do que a do controle (Fig. 17)ou
do material tratado com a solucgao de CuSO4 merncs concentra
da (Fig. 20}. Na ausencia de ATP no meio de incubagldo para
a atividade enzimatica, a reatividade ao método foi ligeira

mente mais fraca (Figs.25 e 27), porém mesmo assim mais for-

te do que a correspondente a do material tratado com a
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Solugﬁowmcnos concentrada (10‘5 M) de cobre e incubado na pre
senzz %%OATP (Figs. 20 e 21}. No material tratado com merci-
rio, as intensidades de resposta ao método citoenzimologico fo
ram muito semelhantes as do material nao tratado, como jd an-
teriormente mencionado (Figs. 30 a 32).

Quanto aos nucleos da porgao proximal, em material
controle, observou-se nitida resposta positiva na regiio eu-
cromatica e/ou nucléolos, enquanto que, os nicleos das cé&lu-
las distails apresentaram imagem negativa ou reatividade ape-
nas no nucléolo. A regiao heterocromatica dessas duas  por-
¢oes dos tubulos foi sempre negativa ao método. Estes dados
estdo também de acordo com os de AZEREDO-OLIVEIRA (1982) para
tibulos recém-removidos dos insetos. Também no material tra-
tado com cobre 1077 M a regiao nucleolar de células Proxi-
mais e com menos intensidade, a eucromatina, apareceram reati
vas ao método (Figs. 22,28 e 29). O mesmo foi detectado no
material tratado com mercirio (Figs. 30 e 32).

Muitas vezes no lUmen da porc¢do proximal dos tabu-
los foram observados cristais de urato com reacgao positiva ao
método, como ji descrito por AZEREDO-OLIVEIRA (1982). Estes
foram melhor evidenciados no material incubado com a solu-
¢do de CuSO, 2x107° M.

A Tabela Il mostra um resumo da intensidade ¢ locali

zagdo de respostas ao teste citoquimico para ATPases.

4,2.2, Fosfatases acidas

As Figuras 33 a 42 mostram os resultados referentes

a atividade fosfatdsica dcida em tibulos de Malpipghi de T.
infestans, submetidos ou ndao a agdo de ions cobre e merci-

Tio.
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Tabela If - Respogtas acs testes citoquimicos pera AlPase em tibulos de Malpighi de T, infestans tratados, ou nfo, com 1075 e
2x10™°M de cobre e com 7.8x10”°M de mercirio (Microscopia de luz)

C.ond%gﬁa dos - Regides dos RESPOSTA ADS METODOS
testes citoquimicos ;I:_?;ig}su de Glabulos/grumos Citoplasma Nicleo h{htgrmi ne
granulagao fina Heterocro Eucromatina umen
matina e/ou nucléeolo (cristais de urato)
; Jan a i
1.Controle(5 min) distal oot - N -
Com ATP proximaf - ¥ = T N,
© 2.Controle{5 min) distal b - - - -
Sem ATP proximal - + - e N.O.
3. CuS0, 107 distal rots - - N N
Com: ATP proximal - W . ; IT W
4. Cus0, 107°M distal e - - R .
Sem ATP proximal - + - ey b
5. CuS0, 2x107°M distal rrrrs - - - -
Com ATP . proximal - e - . U,
6. CuSD, 2x107° distal . - - - -
Sﬁ‘ﬁ ATP proxmal - b - Py N
7. Controle (20 min) distal o - - - - -
Com ATP pmxnﬂal - 2] - e P
8. Controle(20 min) distal L s - - - -
Sem ATP proximal - * - ey N.O.
9. GighgCl 7,8x10_5M distal peadt - - - -
Com ATP proximal - s = i e Py
10. CHHGCL 7,8x107°M  distal v - . " —
Sem ATP proximal - » - . N.0.
+++++ muito intensa ++  media
++++ intensa + fraca
+++ - forte - negativa

N.0. Nio Chservads
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A atividade fosfatasica acida se revelou segundo um
precipitado pardo escuro.

Nos individuos controle (nao injetados com cobre e
merclirio) que tiveram seus tubulos de Malpighi incubados no
meio ComBri completo, a atividade fosfatasica acida  manifes
tou~-se em granulos ou gldébulos citoplasmiticos. A concen-
tracao destes foil bem intensa na regiao distal. Algumas ve-
zes a atividade nesta regido, visualizada através da precipi-
tacao de sulfeto de chumbo, foi de tal modo intensa que im-
possibilitou a distingao de globulos individualizados. Na
regido proximal, os granulos foram melhor individualizados e
a reacdo foi também detectada nos nicleos de suas células
(Fig. 34). Os nucleos desta regiao apresentaram atividade fos
fatdasica acida tanto na eucromatina como na regido nucleo-
lar. Algumas vezes detectou-se atividade fosfatasica acida
na heterocromatina, sendo que nesta, a atividade esta locali-
zada mais em sua periferia, possivelmente associada também ao
nucléolo.

Nos tubules controle incubados no meio de GYmHri sem
o substrato B-glicerofosfate foram encontradas respostas se-
melhantes em termos de localizacdo dqueles do material incu-
bado no meio completo com o substrato, porém, houve uma dimi-
nuicao de precipitagao, em regioes sabidas de intensa precipi
tagdo. Nestas condicgdes, nos nicleos das células proximais,
tanto eucromatina, regido nucleolar quanto heterocromatina mos
traram pouca ou nenhuma precipitacao. As respostas nos ti-
bulos de Malpighi controles, incubados nesse meio completo, a
crescido do inibidor NaF foram intermediarias as obtidas com

os meios com ou sem B-glicerofosfato {Fig. 33). A Figura 34
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mostra parte da regiaoc proximal, em que sob acao do inibidor,
a atividade fosfatasica acida ficou reduzida na eucromatina
e aparentemente negativa na heterocromatina; além de nenhu-
ma precipitacao ter sido detectada no citoplasma.

Os tubulos de Malpighi submetidos ao tratamento com
ZXIOWS M de CuSO4 e incubados no meio de GBmBri completo, a-
presentaram dois tipos de respostas citoplasmaticas, com rela
cdo as porgodes proximal e distal dos tabules, como as detecta

das em oOrgaos controles (Fig. 35). Isto &, as células dis-

tais aparecem com precipitade na forma de muitos granulos

(Figs. 35 e 36), ao lado das células proximals com menor quan
tidade de granulagao (Fig. 35) ou as vezes até com ausén-
cia desta {Fig. 37); na regiao proximal, parte da eucroma-
tina mostrou reacao positiva, da mesma forma que a regiao nu-
cleolar (Fig. 37). A incubagao do material em meio sem B-gli
cerofos{ato nao modificou sensivelmente os padrdes, a seme-
lhanca dos anteriormente observados para os controles nes-
tas condigoes. Por outro lado, em meio completo e acresci-
do do inibidor NaF houve um sensivel decréscimo na  reativi-

dade (Fig. 38).

Com relacgdao aos tubulos de Malpighi submetidos a0
tratamento com o CH;HgCl na concentracao de 40 ppm, incuba
dos no meio GUmbri completo, foram observadas células com

forte precipitacao (distais) e outras com menos (proximais).

Neste caso os precipitados sao mais fortes e homogéneos do
que o observado com CUSO4 (Fig. 39). Na regiao proximal foi
observado inclusive nucleo do tipo "descompactado'™, no qual
0 precipitado sobre a cucromatina era bastante evidente (Fig.

40). Também em nucleos normais, a atividade fosfatdsica dcida
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foi detectada nessa regiao nuclear (Fig. 41). As regloes he-

terocromaticas nao apresentaran precipitagao, entretanto, a
regifo nucleolar em alguns Casos mostrou reacao positiva.

Na ausencia do substrato, observou-se gradagao na
precipitagdo de sulfeto de chumbo, com sensivel diminuigdo em
algumas regioes dos tibulos, inclusive no citoplasma da re-~-
gido distal (¥Fig. 42). Na presenga de Nal, observou-se que
os precipitados nos nicleos continuaram presentes ¢ & dimi

nuicao do precipitado no citoplasma de ambas as porcoes nac

foi significante.

4.2.%. Desidrogenases succinicas (SDIf)

A atividade SDH foi detectada no citoplasma das cé-
lulas dos tiibulos de Malpighi do T. infestans, pela observa-
¢do de depdsitos microcristalinos de formazana azul-violeta.

Neste teste citoquimico, os controles, aqueles que
nio foram injetados com ceobre ¢ mercirio, apresentaram uma
maior atividade dessa enzima, nas porgoes apicais das célu
las distais e nas porcoes basais das celulas proximais, se-
guindo a disposicao preferencial das mitocondrias nessas re-
gides (MELLO § DOLDER, 1977). Os granulos de formazana con-
centram-se na parte central da regifio distal dos tabulos,for
mando as vezes massa compacta. Nas células proximais dos tu
bulos, a reacao positiva aparece concentrada nos bordos dos
tubulos. Alem disso, fol observado, eventualmente, tanto na
regifo proximal quanto na distal pequenos glébulos citoplas-
maticos corados, bem como, grumos espalhados no citoplasma tal
vez até representando locais com goticulas de gordura {HU-

MASON, 1979).
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Nos individuos injetados com ZXIOMS M de CuSO4 e in-
cubados em meio com o substrato succinato de potéssio, em
muitas regides dos tibulos de Malpighi, foi observado compor-
tamento semelhante ao do controle (Figs. 45 e 46). Porém, em
algumas regioes encontra-se reagdoc esparsa ¢ sob forma de den
sos e irregulares aglomerados (Figs. 4% e 44). Este ultimo ti
po de reagao persistiu mesmo na ausencia do substrato, embo-
ra menos corada (Figs. 47 e 48) e possivelmente, se relacio-
ne a irregularidades da forma celular associada a localiza-
cao de mitocondrias nesse material tratado. A regido nu-
clear respondeu negativamente ao teste. A Figura 49 mostra
regido de tubulo tratada com 10'5 M de cobre e incubada na au
séncia de substrato. Mesmo nessas condigoes, sao encontra
dos pequenos ¢ esparsos globulos citoplasmidticos corados.

E necessario relatar que onde se descreveu reacao es
parsa e fraca, a simples observacido fotografica pode condu-
ziTt a uma interpretacao erronea dos resultados com relacidoc a
positividade da reacao. Nos preparados encontram-se entre ou
tros constituintes, os uratos (lumen) e produtos de decomposi
cao da hemoglobina que por apresentarem-se pardos € escuros,
seriam responsaveis, muitas vezes, por regides cinza-escuro,
que nas fotografias podem ser interpretadas como reacgao de
grande intensidade.

dee

0s tlGbulos submetidos ao tratamento com 1,56x10°
CHngCl apresentaram forte atividade SDH principalmente na
regiao proximal (Fig. 50). Na regiao distal, observou-se for
te precipitacao em algumas células, obedecendo a distribui
cdo ja descrita para esta regiao. Todavia, observou-se dis-

tribuicao irregular do produto corado sugerindo alteracdao na

distribuigao mitocondrial.
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FIGURAS 47 a.sﬂ - Atividade desidrogenasica succinica em célu
las dos tibulos de Malpighi de T. infestans,
expostos a lﬂmSM de cobre e 1,56x10_4M de
mercuric. Fig. 47 Reacao esparsa e fraca
no material tratado com IGMSM de cobre e au
séncia do substrato. Presenca de formas ce
lulares irregulares (=) x350. Fig. 48 Re-
giao proximal tratada com 10_5M de cobre e
ausencia do substrato: reacao muito fraca.
Presenca de formas celulares irregulares.Lo
cais aparentemente de intensa reagao (ima-
gens escuras)} sao na realidade devidos a
presenca de uratos (cor marrom) x470. Fig.
49 No material tratado com lD_SM de cobre
e ausencia de substrato, reacao positiva em
globulos citoplasmaticos individualizados e
em pequenos grumos (») x445. Fig. 50 Rea-
cao de muita intensidade na porgao  basal
celular (») das células proximais expostas

a 1,56X10_4M de mercurio x350.
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5. DISCUSSAC

0s dados do presente trabalho indicam a ocorrencia de
alteragdes na estrutura nuclear, bem como de provaveis altera
¢bes no funcionamento de alguns sistemas enzimdticos nas célu
las dos tGbulos de Malpighi, de ninfas de 5% estadio do T.

infestans KLUG, apos exposicado das mesmas aos metais pesa -

dos, cobre e merciirio.

Neste trabalho ficou demonstrado que nas  concentra-

5

coes de 107° M de CuSO, e 7,8x107° M de CH HgCl ha toxicidade

4 3

para as c€lulas dos tUbulos de Malpighi. Tal toxicidade foil
observada nos preparados citolbgicos e revelada ja aos 5 minu
tos de incubagao no meio contendo cobre e aos 20 minutos de in
cubagao no meio contendo mercurio, como também a partir de uma
hora, apds injecao de solucdes aquosas destes metals nos indi-
viduos. Foi constatado também que numa populacido de ninfas bem
alimentadas de 5% estadio, em que os individuos apresentavam um
peso médio de 100 mg, a injecao de ZXIU“S M de cobre ou de

1,56x10“4

M de mercurio foram letais a 50% da populacao decorri
das 36 horas para CuSO4 e 506 horas para CHBHgC1; enquanto que
60% dos insetos controle, injetados com agua destilada pura
permaneceram vivos apos 240 horas de injegdo (Tabela TTI). Foi
também observado, que os insetos em jejum parecem mais resis -

tentes aos tratamentos (7Tabela 1{1). Em triatomineos, bem

alimentados e infectados por Metarhizium anisopliae tem  sido

observada uma maior sensibilidade destes ac fungo do que a en-
contrada nos espécimes em jejum (MESSIAS, 1984 - comunicacao
pessoal).

"MESSTAS, C. Informacao pessoal, 1984",
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As concentracoes utilizadas foram escolhidas com ba-
se no trabalho de CHENG § SULLIVAN 1974, apud SULLIVAN G
CHENG (1975), os quais relataram o actmulo do Cu2+ em 4 areas

do corpo do molusco Biomphalaria glabrata, inclusive no epite

lio de intestino posterior, apo6s periodos de 1/2, 2, 4, 6, &8
~e 10 horas de exposicao ao Cu2+ ndo radioativo, na concentra-
¢ao de 1 ppm. Esta concentracio ¢ equivalente a concentracgdo

de 4x107° M, portanto inferior a concentracao de 1077 M utili

zada no presente trabalho e também citada por DUSTIN (1978)
como capaz de desestabilizar microtubulos de certos organis-
mos. SULLIVAN & CHENG (1975) relatam também que o cobre, na
forma de CuSG4, numa concentracgao de 0,06 ppm, causa a morta-

lidade de 50% de uma populagao de Biomphalaria glabrata, apos

60 horas de exposicao. Sabendo-se da maior resisténcia dos
insetos a poluigdo mineral (JEANTET et alii, 1977) optou-se,
portanto, por concentragoes mais toxicas de CUSGﬁ, da ordem
de 19”5 M ou de 2)‘110_5 M tendo sido estas comprovadamente no-
civas aos individuos estudados.

Com relacao ao CHBHgC13 JEANTET et alii (1980) utili
zaram a concentragao de 20 ppm deste metal em seus experimen
tos com insetos do genero Blatella. Lxpuseram os individuos
a0 contaminante durante 42 horas, nio observando durante tal
periodo nenhuma mortalidade anormal; contudo a intoxicacao foi
suficiente para ocasionar um aumento nitido do ndmero de 1li-
sossomos e de vaclolos endocitoplasmiaticos. Dai ter sido usa
da, com base nos dados destes autores, a concentracao de

20 ppm de CHSHg61 na incubagao ¢ duas vezes mais concentra

da (40 ppm) quando da injecido nos individuos.
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Seria interessante também mencionar a menor artifi-
cialidade do processo de injetar solucbes aquosas contendo
Tons metalicos nos individuos, tanto do ponto de vista exis-
tencial quanto do artefatual de técnica, quando comparado com
a incubacao dos tGbulos em solucdes contendo os metais. Mes

mo assim, conforme mencionado nos Resultados, os fenﬁtipos

nucleares observados foram os mesmos para os dois procedimen
tos experimentails, embora uma analise percentual valida 50
foi realizada no material proveniente de insetos injetados.

Além disso, foi constatado, num teste @ parte, que a  inje-
cao de agua destilada pura nos individuos, misturando-se a
hemolinfa, nao causou a eles danos significantes quando da
andlise dos preparados citoldgicos; houve mesmo constata -
¢ao de uma baixa letalidade numa populacio submetida a esse
tratamento (ao redor de 30 a 40% apos 240 horas da injecao
com dgua destilada pura) comparada a uma letalidade de 1009
apos 96 horas de injecgdo de ZXIU”SM de Cus0, e de 90% apos
144 horas de injecio de 1,56x10° % M de CH HgCl (Tabela IIT)
em insetos em iguais condig¢Oes de alimentagio, ou seja bem
alimentados. UHKstas observacgoes estdo de acordo com a impor-
tante fungac da hemolinfa nos insetos que é a de servir de
reserva de agua para evitar dessecamento dos tecidos por ela
banhados e que existindo hemolinfa suficiente, o metabolis-
mo nao é afetado por grandes alteracoes no conteiido de 4gua
(WIGGLESWORTH, 1965). © mesmo, nao foi observado para tabu-
los incubados na solugdo controle de PIMPINELLI et alii

(1975), livre de ions metalicos e tida como preservativa do

material cromatinico, peis, a incubacao dos tdbulos em  tal

solugao, por 20 minutos, foi suficiente para a introdugio de
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fenotipos nucleares alterados (especialmente picnose nuclear).
Constatou~-se, portanto, que neste tipo de procedimento experi-
mental, a existencia de fatores intrinsecos a0 meio de incuba
¢ao podem exercer influéncia no funcionamento celular, inclu-
sive a nivel nuclear, confundindo-se com uma providvel acaoc dos
fons cobre e merciirio.

Todavia, independente do procedimento experimental em
pregado ser o mals adequado ou ndc, para o estudo da acdo dos
metais pesados a nivel nuclear, foram observados, nas condi-
¢oes experimentais, fenotipos nucleares distintos dos ja des-
critos para animais sadios (MELLO, 1971, 1975, 1978, 1983), e
que por serem alterados foram atribuidos como tendo sido indu-
zidos pelos metais. Além disso, o acentuado decréscimo da fre
quencia percentual dos fendtipos nucleares tidos como nor-
mais em favor do aumento des novos fendtipos, particularmente
a partir da segunda hora de tratamento vem corroborar esta
hipotese.

Fendtipos nucleares alterados sio também encontrados
nas células dos tubulos de Malpighi de triatomineos, quando
estes insetos sdo submetidos a situagles de "stress" fisiolégi
co, como o jejum prolongado (MELLO, 1983; ANDRADE, 1984} como
também em células de suas glandulas salivares infectadas por
particulas virais (MELLO § DIAS, 1981). EIm condicoes de je-
jum foi descrito o fenotipo nuclear "gigante', cujo nivel al-
to de ploidia estaria relacionado com o fenomeno de fusdao nu-
clear (MELLO § RAYMUNDO, 1980; MELLO, 1983).

Com relacao aos demals fendtipos nucleares, estes se-
riam decorrentes de modificagdes na préopria fisiologia cromati

nica e/ou correponderiam a etapas de um processo necrotico
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celular associados aos efeitos toxicos dos metais. Assim a
razoavel descompactacdo da heterocromatina do fendtipo nu-
clear "descompactado” ou impossibilidade de distincao entre
hetero~ e eucromatina no fenotipo nuclear "homogéneo', obser-
vada também ao nivel da microscopia eletronica, poderiam suge
rir a acao dos metais pesados no grau de empacotamento da cro
matina, que ¢ fator de diferenciacio dos dois tipos cromati-
nicos (MELLC, 1983). Por outro lado, a descompactacao da

heterocromatina observada nesses tipos nucleares poderia su-
gerir uma tentativa de colocar em acao um genoma silente, co-
mo ja aventado para o propric T. infestans, sob condigdes de
jejum (MELLO, 1983), e em outros sistemas, cCOmo em CTromosso

mos politenicos de larvas de Rhynchosciara americana submeti

dos a choque de temperatura ou infectados com microscoporideos
ou ainda sob certas condicoes de cultura das glandulas saliva
res (DIAS et alii, 1969; SIMOES et alii, 1975; SIMOES § CESTA
RI, 1982) e em células tumorais de mama (SANDRITTER et alii,
1974).

A possibilidade de alteracdo na expressdo geéenica por
acao de cloreto de metil mercario foi ja detectada por RAMANU
JAM § PRASAD (1979), embora estes autores ndo tenham observa
do nenhuma alteragao morfologica nuclear nas células de glio-
ma de rato estudadas. Também em células epiteliais de bara
ta, nenhuma alteracdo morfoldgica nuclear, foi narrada apos
intoxicagdo dos insetos com mercirio e observacao ao nivel da
microscopia eletronica (JEANTET et alii, 1980).

Com relacao aos fendtipos nucleares ''vacuolizado" e
"picnotico™ seriam eles uma consequéncia da acio toxica dos

metais poluentes, possivelmente mais deletéria e a curto
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prazo, levando a4 necrose nuclear simultanea ou causadera  de
morte celular. Este seria um padrao de toxicidade semelhan

te ao descrito para a planta aquatica Elodea densa (CZUBA &

MORTIMER, 1981). Neste Oltimo caso & descrita uma diversida-
de de padroes de toxicidade num mesmo organismo, sendo a toxi
cidade um efeito interativo e nao aditivo da concentracao dos
metals nos tecidos e do tempo de exposicdo a toxina. 0O tipo
"vacuolizado" detectado nos tilbulos de Malpighi de T. infes~-
tans, refletiria etapas da desintegracido nuclear, tendo sido
este, dos padroes alterados, o mais frequentemente observado
independente da concentrac#o e do metal testado, mas tendo
sua frequéncia percentual aumentada com o aumento do tempo
de expesigac aos Ions metdlicos.

E extremamente importante ressaltar a variacao indi-
vidual nas respostas aos tratamentos, onde por vezes, um indi
viduo aparentemente mais resistente a acgdo toxica poderia vir
a comprometer uma andlise quantitativa dos fendtipos nuclea-
res, se os resultados fossem apresentados sob a forma de um
valor médio. Variagdes individuais em fendtipos nucleares
e fusao nuclear também existem nestes insetos, quando subme-
tidos a jejum (ANDRADE, 1984). Sabe-se ainda, que numa mes-
ma ceélula binucleada dos tlUbulos de Malpighi desses inse-
tos, a afinidade da cromatina (especialmente da heterocromati
na} por drogas do tipo do "hycanthone" pode variar por niicleo

(SIMONI, 1984). O mesmo & valido com relacgio i afinidade de

ions Mg2+ (MELLO & VIDAL, 1983) ou do composto ne 33258
Hoechst (MELLO, 1984 - comunicacdo pessoal) por tais tipos
cromatinicos.

"MELLO, M.L.S. Informacdo pessoal, 1984"



A agdo do cobre e mercirio, com base nos resultados
deste trabalho e em dados da literatura parece se estender
também ao funcionamento de alguns sistemas enzimiticos en-
volvendo ATPases dependentes de Mg2+, fosfatases édcidas e
desidrogenases succinicas. Estas enzimas sio citoquimicamen
te detectaveis nas células dos tibulos de Malpighi de T.
infestans em condigoes metabllicas normais (AZEREDO-OLIVEIRA
1982). Decréscimos em algumas atividades enzimidticas por
agao de metais pesados jid foram descritos na literatura (IVER
SON et alii, 1974; SULLIVAN § CHENG, 1975; TAYLOR § DISTEFA-
NO, 1976, TSUZUKIL, 1981; LOVSTAD, 1982), sendo apontados co-
mo inibidores enzimidticos do tipo ndo-competitivo (WHITE et
alii, 1973). Neste tipo de inibicdo ndo existiria  relacido
entre o grau de inibigao e a concentracdo do substrato. A
inibigao dependeria somente da concentracido do inibidor, o-
correndo combinagao irreversivel deste com uma enzima, e ori
ginando derivados quimicos sem atividade catalitica. Donde
a toxicidade destes metais poderia ser compreendida em ter-
mos da inibicao especifica de algumas enzimas vitais a0s
OTganismos.

A existéncia de um sistema ATPasico nos insetos foi
previamente descrita em preparacdes microssomicas a partir

de tibulos de Malpighi do inseto Locusta migratoria (ANSTEE

& BELL, 1975). Este sistema ATPasico consta de dois compo-
nentes, um que € ativado sd pelo Mg2+ (ATPases dependentes de
Mg2+, estudadas neste trabalho) e outro ativado pelo Na' e
K+g além do Mg2+ (ATPases totais). As ATPases totais dife-

rem das primeiras por serem inibidas pelo glicosideo cardia-

co, pela ouabaina e serem sinergisticamente estimuladas pelo
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Na+ e K+, A atividade das ATPases totais dos tubulos de Mal-

pighi em Locusta esta relacionada com o transporte de cations
) - , . 2F "
¢ fluidos. Ja as ATPases dependentes de Mg"™ , também demons

traveis nos tubulos de Malpighi de Locusta migratoria, apre-

sentam funcao duvidosa e complicada, devido a incerteza de
sua localizacdo intracelular (ANSTEE § FATHPOUR, 1978). En~
tretanto, uma ATPase dependente de Mg2+ esteve presente nas
membranas plasmiticas de células Hela durante todo o ciclo

5
celular, mantendo provavelmente o nivel de Ions Mg“+(VORBRODT

& BOUN, 1979}, os quais sdo necessarios para algumas fun-

¢Oes metabolicas, entre elas, sintese de DNA e proliferagao ce

lular (RUBIN § CHU, 1978, apud AZEREDO-OLIVEIRA, 1982). Ao
nivel da membrana plasmidtica dos tiUbulos de Malpighi do T.

infestans, a atividade ATPasica dependente de Mg2+ parece es-
tar relacionada com o transporte ativo de moléculas provenien
tes da hemolinfa, enquanto que o significado fisioldgico da
atividade ATPasica nuclear e¢ especialmente nucleolar nestes
tibulos, estaria provavelmente relacionada com os fenomenos
de transcricao (AZEREDO-OLIVEIRA, 1982).

Neste trabalho, as respostas aos testes citoquimicos
para ATPases dependentes de Mgz+ em individuos nio exXpostos
aos ions cobre e merciric foram semelhantes as obtidas por
AZEREDO-OLIVEIRA (1982}. Tal semelhanca se relaciona com a
localizacao da atividade enzimatica nas porcoes morfo-fisiold
gicas distintas dos tubules de Malpighi, tanto no ambito cito
plasmatico quanto no nuclear. Entretanto, uma maior intensi-
dade de reacgao, quer nas células da porgdo distal do tubu~
lo ou nas da porgdo proximal, foi detectada no material trata

| . . -5
do com o cobre, especialmente na concentracdo de 2x10 ° M em



SHUL|RC

-50-

presenca ou nao do ATP. O mesmo ni#o foi observado para as cé
Julas tratadas com 7,8x10*5 M de mercurio, que nesta concen -
tracdo nao exerceu efeito detectdvel sobre a reacio. O mer-
clirio como um inibidor enzimdtico ndo-competitivo, dependeria
da sua concentragao para inibicdo do sitio ativo ou alostéri-
co, provavelmente grupos sulfidrilicos (~8H), destas enzimas
para manifestacao de sua toxicidade. Na concentracdo usada

de 7,8X19_5 M isto nao foi observado, cmbora tal manifesta-~

¢ao toxica possa acontecer para outras enzimas em concentra

¢oes inferiores as usadas neste trabalho. Isto evidenciaria,
segundo IVERSON et alii {1974), caracteristicas graduais de
seletividade entre enzimas.

Actmulos de cobre, segundo DONALDSON et alii (1974,
apud MURTHY et alii, 1981), em celulas de rato, COMpTOome -
te seriamente a atividade de transporte das ATPases, por ser
um inibidor nao-competitivo destas enzimas, alterando 5eus
sitios cataliticos. Entretanto, neste trabalho, o cobre na
concentragao de 2x10_5 M parece ter intensificado a reacao ao
invés de inibi-la, mesmo na auséncia do substrato, discordan
do daqueles autores. Dal ser interessante considerar a susce
tibilidade destas enzimas frente aos inibidores nao-competiti
vos. Ou ainda, por ser o cobre um cofator enzimitico de um
dos constituintes da cadeia respiratoria (LENHINGER, 1972],@3
deria ter sido incorporado por ela, auxiliando na liberacao
do substrato para a reacgdo, estimulando-a embora, tal prova-
vel influencia positiva possa ser questionada pela complexi-
dade dos fatores envolvidos nos processos de fosforilagao oxi

dativa.
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Quanto a atividade fosfatidsica dcida, esta aparece

nos titbulos de Malpighi do T. infestans em granulos ou  gld-

bulos citoplasmaticos, especialmente na regifo distal do &r-
gao {(relacionada com a eliminacgao de K" e agua) ¢ menos in-
tensa na proximal (reabsorcao de K+), evidenciando nesta,glo
bulos bem individualizados. Na regidao proximal, os ndcleos
apresentam atividade fosfatdsica dcids tanto na eucromatina co
mo na regiao nucleolar, provavelmente, relacionada ao mecanis

mo da transcricao (AZEREDO-OLIVEIRA, 1982). No presente tra-

balho, resultados semelhantes aos de tibulos de Malpighi  em
condicOes metabdlicas normais foram encontrados nos o0rgios
tratados com cobre. Ja nos tibulos de Malpighi expostos a0
merclrio, a precipitacdo de sulfeto de chumbo, revelada atra
ves da téecnica de GUmBri, foi mais intensa e homogéneca do
que a observada nos tibulos controles e submefidos a0 trata
mento com o cobre, mesmc nas células proximais. Foi verifica
da uma redugao pouco significante desta precipitacdo em pre-
senca de um inibidor da reacao, o NaF. Por outre lade, a rea
cao mostrou-se sensivel a auséncia do)B~g}icerof05fatG, inde
pendente do tratamento experimental usado.

Logo, apenas o mercirio teria exercido influéncia na
atividade fosfatasica acida das células dos tubulos de  Mal-

pighi de T. infestans apo0s, aparentemente, ter induzido U

aumento no ndmero ou tamanho dos lisossomos mesmo na regiio
proximal do tubulo, significando alteracdes em scu teor e
disponibilidade. O aumento do numero de lisossomos apos into
xicagao por mercirio ja havia sido relatado por JHANTET et
alii (1980) em células epiteliais do intestino dos insetos do

genero Rlatella. Estes autores através de  microanalise
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relatam a existencia de inclusoes contendo cobre, zinco e en-
xofre nos lisossomos dos individuos controles, os guais apﬁs
exposicao ao mercurio, passam a exibi-lo ao lado dos OUtros
clementos, sob a forma de depositos densos nestas crganelas.

Assim, poder-se~-ia aventar a hipOtese de que o cobre
por ser um elemento ja naturalmente "aprisionado" pelos lisos-
somos, quando em excesso, nao teria sido capaz, no tibulos de
Malpighi de T. infestans de estimular a produgao destes cor-
pusculos, como observado para o mercurio. Este Ultimo, por
ser apenas metal poluente, nao participante de qualquer meta
bolismo celular, teria sido capaz de desencadear, ou melhor de
"provocar' os mecanismos autofdgicos de defesa celular.

YIP & CHANG (1981) também relatam um aumento na quan-
tidade e ocorréncia de lisossomos no citoplasma de muitos neu-
ronios de ratos tratados com metil-mercGrio, entretanto nenhu
ma alteragao mitocondrial significante fol constatada. Nao
foi observada também nenhuma alteracido mitocondrial em célu
las epiteliais do intestino da barata exposta ao merciirio(JEAN
TET et alii, 1980). ZALME et alii, 1976, apud CESAR et alii
(1982) concluiram em suas experiencias,que as primeiras mudan-
¢as encontradas na intoxicacido pelo mercurio em células de
mamiferos, ocorrem a nivel de membrana plasmitica e as alte-
racoes mitocondriais seriam secundarias.

No entanto € sabido que os mercuriais combinam-se com
grupamentos ~5H e inibem varios sistemas enzimaticos, parti-
cularmente os mitocondriais, onde os efeitos sugerem inibi-
cao das etapas oxidativas. O aumento do volume mitocondrial,

vacuolizacao e necrose de células do tubulo renal proximal em

ratos foram observados apos tratamento com altas doses de
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metais, incluindo-se o merciirio (HOOK et alii, 1979, apud CE-
SAR et alii, 1982). O sulfato de cobre inibe 2 oxidacao do
succinato exodgeno e do glutamato em moluscos, evidenciando en
tre outras caracteristicas patolégicas, mitocondrias degene
radas (SULLIVAN & CHENG, 1975). Neste particular, foram bus-
cadas nas células dos tibulos de Malpighi do T. infestans sub
metidos aocs metais pesados, possiveis alteragoes no comporta-

mento enzimatico das desidrogenases succinicas, um siste-

ma que tem demonstrado situar-se quase que exclusivamente na

fracao mitocondrial dos homogenados celulares (PEARSE & SCAR-
PELLI, 1958).

Os resultados obtidos para os controles, concordam
com os obtidos por AZEREDO-OLIVEIRA (1982) para insetos em
condigoes metabdlicas normais e mostram maior intensidade de
reacao nas porgbes apicais das células distais e nas por-
¢oes basais das c€lulas proximais, seguindo a disposicdo pre~
ferencial das mitocondrias nessas regioes (MELLO § DOLDER,
1977; 1980; AZEREDO-OLIVEIRA, 1982). Em muitas porgoes dos
tubulos de Malpighi de individuos tratados com os metais co-
bre e mercurio, foi observado comportamento semelhante ao des
Ccrito para os controles. No entanto, em algumas regices dos
tGbulos tratados conm 0s metais, constatou-se que o produto da
reagao se distribuia sob a forma de aglomerados densos e irre
gulares. TIistes possivelmente refletem irregularidades da for
ma celular gerando alteragdes no padrio de distribuicdo mito-
condrial, por acdo dos metais. No entanto, pelo menos nas
concentracoes utilizadas para os dois metals, nao houve ini-
bigao das desidrogenases succinicas. Portanto, sugere-se QUe

cobre ¢ mercirio atuem como inibidores enzimiticos do tipo
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nao-competitivo e que existam graus de suscetibilidade distin-

tos para os diferentes sistemas enzimatices, sendo também im-
portante a propria resistencia do organismo como um todo, ou

de alguns de seus orgaos ou até tecidos, frente a intoxicacio

pelos metals poluentes.



6. CONCLUSOES

1. Alteracdes fenotipicas nucleares foram encontra -
das nas células dos tubulos de Malpighi de T. infestans apos
tratamento com cobre ¢ merclirio, descrescendo, a frequencia
dos tipos nucleares, considerados normais.

2. A constatagdo dos fenotipos nucleares denomina

dos "descompactado’, "homogeéneo', "vacuolizado" e "picndotico"

parcce estar associada @ acdo dos metais ao nivel cromatinico.

Os tipos "homogeneo" e "descompactado" mostram alteracoes na
estrutura cromatinica, especialmente no grau de empacotamen
to desta (carvacteristica de diferenciacao dos dois tipos cro-
matinicos). A razodvel descompactacac das areas heterocroma
ticas nestes tipos nucleares estaria possivelmente envolvi
da com tentativa de expressdo genica de drecas cromatinicas u-
sualmente inativas.

3. 0s tipos nucleares "vacuolizado" e "picnotico" re
presentariam ctapas degenerativas graves no processo de ne-
crose nuclear, por desorganizacdo da estrutura cromatinica e
nuclear. O tipo 'vacuolizado" foi o fenotipo nuclear altera-
do mais frequente observado neste trabalho.

4. O fenotipo nuclear "gigante' ndo seria induzi~
do exclusivamente por acgao dos metails, uma vez que tem sido

também observade em Orgdos de T. infestans submetidos a

ty

"stress' fisioldgico como o jejum, sendo nesta situacdo atri-
buidos ao mecanismo de fusdo nuclear.

5., As variagles das frequenciaspercentuais dos ti=-
pos nucleares evidenciaram a existencia de discrepancias indi

viduais nitidas entre os individuos na populag@o, inclusive pa

ra um mesmo .tratamento. Isto ressalta a  presenca de
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individuos com maior ou menor sensibilidade aos metais testa-
dos.

6. Nao se observou inibicac das ATPases, por cobre e
mercGrio, nas concentracoes utilizadas, demonstrando o com-
portamento destes como inibidores enzimiticos do tipo nao-com
petitivo. Aparentemente apenas o cobre exerceu influéncia na
reacao, estimulando-a, possivelmente por ser um cofator en-
zimatico.

7. A atividade enzimatica das fosfatases acidas nido
foi inibida pelos metais cobre e mercirio. FEntretanto,  ob-
servou-se¢ aumento no nlmero ou tamanho dos lisossomos nos in-
dividuos tratados pelo merclirio, sugerindo a capacidade des-
te na estimulacao dos mecanismos autofidgicos de defesa celu
lar, por ser apenas um contaminante ambiental nao partici -

pante do metabolismo vital.

8. Nao foi constatada nas desidrogenases succini-
cas inibigao de sua agdo enzimatica, embora fosse espera-

da principalmente por parte do mercirio, devido sua afinida
de pelos grupos ~SH. Novamente o fato do cobre e do merci-
rio serem inibidores enzimaticos ndo competitivos parece ter
sido o fator limitante. Entretanto, pela acdo desses metais
pesados, houve alteracdo no formato ceiular, o que por sua

vez modificou o padrao prefervencial de distribuigdo mitocon



7. SUMARIO

Alteracdes fenotipicas nucleares, encontradas nas cé-
lulas dos tGbulos de Malpighi de T. infestans, apds tratamento
com metais poluentes, cobre e mercurio, foram detectadas cm
preparados citologicos, obtidos a partir de dois procedimen
tos experimentais bédsicos: incubagao dos Grgdos em solugdescon
tendo os ions metalicos ou injecdo de solucgdes aquosas destes
ions nos individuos, com posterior remocdo dos tubulos., A and-
lise destes preparados, revelou oito tipos nucleares  distin-
tos. Destes, principalmente 4 fenotipos ("descompactado, "ho
mogeneo', "vacuolizado" e "picnotico') parecem estar relaciona
dos com a a¢do toxica dos metals pesados, enquanto que os de-
mais sdo também encontrados em tubulos de Malpighi de insetos
sadios ou submetidos ao jejum prolongado ("stress' fisioldgi -
co). Ao mesmo tempo, a frequencia percentual dos tipos nuclea
res considerados normais, decresce sensivelmente nos insetos
tratados com os metais. OUs fenotipos nucleares ocasionados pe
la acao de cobre e mercirio, representariam alteracdes na fi-
siologia cromatinica e/ou refletiriam etapas de um processo de
necrose celular. Neste trabalho, o tipo "vacuolizado" foi 0
padrao alterado mais frequente.

Também buscou-se detectar alteragoes no funcionamen
to de alguns sistemas cnzimaticos nomesmo material exposto aos
metais, com procedimentos citoguimicos. Ndo foi observada a
inibigdo enzimatica esperada, nas ATPases por influéncia dos
metals pesados, comprovando o comportamento destes como inibi-
dores enzimaticos do tipo ndo-competitivo. Apenas o cobre apa
rentemente exerceu influencia na reacdo, estimulando-a, possi-

velmente por ser cofator enzimatico. A atividade enzimitica
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das fosfatasecs acidas também nido foi inibida pelos metais po-
luentes, observando~se até, um aumento no teor ¢/ou disponibi
lidade delas ne material tratado com o merctGrio. Nas SDH, a
esperada inibigdo de sua acdo enzimatica, especialmente pelo
merclUrio também nao foi constatada; novamente tendo sido de-
monstrado o comportamento destes metais como inibidores enzi-
miaticos do tipo ndo-competitivo. No entanto, houve altera
¢ao na forma celular, evidenciada pela modificacdo do padrio

preferencial da distribuigao das mitocondrias, por acdo do co

bre e do mercurio,
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SUMMARY

Changes in nuclear phenotypes were found in the

Malpighian tubule cells of T. infestans after treatment with

pollutant metals, (copper and mercury}. They were detected
in cytological preparations, obtained from incubation of the
tubules in solutions containing the metallic ions or from
injection of aqueous solutions of the metallic icns in the
specimens, with further removal of the tubules. The
morphological analysis of the cytological preparations,
revealed eight distinct nuclear phenotypes. Specially four
of them ("unpacked", "homogeneous', "vacuolated" and
"pyknotic" types)} appear to be related to the toxic action of
the heavy metals. On the other hand, the other types were
also found in Malpighian tubules of normally healthy insects
and in Malpighian tubules of insects under starvation (a
physiolegical stress). Furthermore, the relative frequency
of the mormal nuclear phenotypes decreases remarkably in the
treated insccts. The nuclear phenotypes promoted by the
action of copper and mercury would represent physiological
chromatinic changes and/eor they would reflect steps in the
process of cellular necrosis. The nuclear phenotype
"vacuolated" was the most frequent changed patter found in
this work.

Also changes in functioning of some enzymic systems
were studied with cytochemical procedures in the same material
exposed to the heavy metals. The enzymic inhibition expected
for the ATPases by action of heavy metals was not demonstrated.
This supports the hypothesis of copper and mercury ions

functioning as non-competitive enzymic inhibitors. Only copper
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apparently stimulated the enzymic reaction, possibly because
it is an enzymic cofactor. The enzymic activity of the acid
phosphatases was not either inhibited by the pollutant
metals. An increase in content and/or availability of these
enzymes was even found in the mercury-treated material. The
expected inhibition promoted by metals in the SDH system,
specially mercury, was not either demonstrated. Again, the
non-competitive enzymic inhibiting behavior was suggested
for copper and mercury. However, some changes in the cell
shapes as demonstrated by modified patterns of mitochondria
distribution was promoted by the heavy metals in the

Malpighian tubules of T. infestans.
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