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1.INTRODUCAO

Morte celular programada ¢ um termo empregado para situagdes de morte
celular onde existe um programa genético (relogio genético), que especifica o
periodo em que a mesma deve ser desencadeada, ocorrendo na embriogénese, em
processos de metamorfose ¢ regulagiio do desenvolvimento e renovagio celular,
durante a diferenciagdo celular e regressio do utero pds-parto € na mama apés
lactagdo, entre varios processos (Kerr et al., 1974; O’Shea et al., 1978; Walker et
al., 1989).

O mesmo programa genético pode ser induzido e antecipado por agfio de
estimulos fisiolégicos, passando a constituir o fendmeno mais conhecido como
apoptose € que muitos autores até ndo distinguem da prépria morte celular
programada. Embora os estimulos indutores possam variar, as alteracdes
estruturais celulares que passam a acontecer sfo muito semelhantes.

Duas classes principais de genes estariam envolvidos no controle genético
da morte celular programada e apoptose: myc ¢ p53 (Evan et al., 1992; Shi et al.,
1992; Lowe et al., 1993), sendo o processo todo modulado por fons e suscetivel a
varios inibidores e indutores (Moreira et al., 1996).

A morte celular por apoptose foi primeiramente caracterizada
microscopicamente com base na mudanga morfoldgica tipica (Kerr et al., 1972). O
significado de apoptose foi omitido no passado, mas nos Gltimos anos tem havido
grande empenho em seu estudo. Ao desempenhar importante papel na regulacio
do desenvolvimento tecidual, sob a agfio de estimulos fisiolégicos adequados
(Cotter et al., 1990), a apotose realiza um papel oposto ao da mitose no controle

de populagdes celulares (Camby et al., 1995; Umansky, 1996). Age como uma
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resposta fisiologica para remover células danificadas ou tecidos, podendo exercer
importante papel na manutenc¢do da estrutura do 6rgéo e/ou tecidos, impedindo
fung¢des alteradas por fatores externos (Sakaguchi et al., 1995).

Muitas c€lulas mamiferas podem estar sofrendo morte celular por apoptose
na proximidade de outras que se encontrem em processos de proliferacio e
diferenciacdo (Martelli et al., 1997).

E interessante notar que o mecanismo bioquimico fundamental de apoptose
tem sido conservado durante a evolugdo desde os Nematodas até o homem, porque
genes homologos que regulam a morte celular em Nematodas estdo presentes em
organismos mamiferos, embora nestes a apoptose seja um processo mais
complexo.

Morfologicamente, a apoptose ¢ caracterizada pela perda da integridade
celular, havendo condensaglio e segregagdo cromatinica, formacdo de massas
cromatinicas granulares uniformes e delimitadas contra o envelope nuclear
(marginacdo da cromatina) e condensagdo do citoplasma. A progressio da
condensago cromatinica ¢ acompanhada pela invaginacfo das membranas celular
e nucleares, seguindo-se quebra do nucleo (cariorréxis) em fragmentos discretos
que sfo, posteriormente, circundados por porgdes do envelope nuclear, seguindo-
se, fendmeno de estrangulamento celular, Surgem assim os corpos ou vesiculas
apoptoticos, que representam vesiculas contendo parte de citoplasma e do nucleo
ou apenas de citoplasma e que s@io rapidamente fagocitadas por macréfagos ou
outras c€lulas do sistema imune (Wyllie et al., 1984; Gerschenson & Rotello,
1992; Cohen et al., 1992; Kerr & Winterford, 1994; Majno & Joris, 1995).

Bioquimicamente, a apoptose ¢ caracterizada pela fragmentacio do DNA a

nivel inter-nucleossomal, o que pode ser facilmente reconhecido pelo aspecto em



escada do DNA quando desenvolvida eletroforese em gel de agarose (Wyllie et al.,
1984; Gerschenson & Rotello, 1992; Kerr & Winterford, 1994; Majno & Joris,
1995), embora esta caracteristica possa ndo se comportar sempre como marcador
universal de apoptose (Cohen et al., 1992; Collins et al., 1992; Gerschenson &
Rotello, 1992; Kerr & Winterford, 1994; Majno & Joris, 1995).

Tanto a morte celular programada como a apoptose diferem da necrose que é
a morte celular induzida por injuria (Williams, 1990; Gerschenson & Rotello,
1992; Smith & Fornace, 1996). A necrose representa uma falha catastréfica no
metabolismo. Segundo Kerr et al. (1972), na necrose ocorre um aumento no
volume total da c€lula e das organelas subcelulares, seguindo-se uma autélise com
danos 4 membrana, ¢ ocorrendo alteragdes nucleares devidas a ativagdo de
enzimas hidroliticas que clivam o DNA (Durvall & Wyllie, 1986). Este tipo de
morte celular envolve um grupo de células contiguas, com queda de ATP,
dissolugdo das membranas, ruptura da célula com liberagdo de um exudato
inflamatdrio (Samali & Cotter, 1996). A necrose pode resultar de uma exposic¢do a
hipertermia severa, hipdxia ou altas concentra¢des de substincias toxicas (Mosser
& Martin, 1992). J4 se observou que os nucleos degenerados por necrose
apresentam desorganizagdc do material cromatinico, bem como a presenca de
estruturas vacuolizadas. Este fenotipo difere da morte celular por apoptose.

A apoptose pode ser induzida por diferentes agentes estressores, como por
exemplo, radiagdo, agentes quimioterdpicos, hiper- ou hipotermia (choque
térmico), metais toxicos, alcoois, inibidores metabdlicos, privago de O,, jejum,
horménios esteréides, prostaglandinas, analogos de aminoacidos, metais pesados,
agentes oxidantes, infeccdes virdticas, inflamacfo e hipertrofia, entre outros

(Kelley & Schlesinger, 1978; Ashburner & Bonner, 1979; Johnston et al., 1980;



Hightower & White, 1981; Nevins, 1981; Burdon et al., 1982; Li & Shrieve,
1982; Sciandra & Subjeck, 1983; Thomas & Mathews, 1984; Ananthan et al.,
1986; Lindquist, 1986; Amaral et al., 1988; Welch, 1993).

As células ou tecidos, apresentam uma resposta protetora a estes agentes
estressores, denominada resposta ao choque térmico ou resposta ao estresse,
havendo o aumento na produ¢fo de certas proteinas denominadas proteinas de
choque térmico, hsp (heat shock proteins) (Atkinson & Walden, 1985; Ananthan
et al.,1986; Welch, 1993). Estas proteinas desempenham um papel essencial na
defesa da c€lula contra o estresse (Berger & Woodward, 1983), sendo também
normalmente sintetizadas em simuitaneidade com a produgdo de ecdisona que
antecede a muda em insetos (Cheney & Shearn, 1983; Atkinson & Walden, 1983).
Casos de aumento de sobrevivéncia pds-choque sdo sugeridos como tendo sido
favorecidos por agdo de hsp (Rodrigues et al., 1991).

A hipertermia também ativa o processo de morte celular em tumores (Dyson,
1986; Barry et al., 1990; Harmon et al., 1990; Takano et al., 1991), agindo em
resposta a estimulos terap€uticos semelhantes a drogas citotoxicas e radiagio
(Dyson, 1986; Stephens et al.,, 1991). O modo de morte celular resuitante de
hipertermia, se apoptose ou necrose, ¢ dependente da severidade do estresse
térmico (Harmon ¢t al., 1990; Lennon et al., 1990; Alison & Saffaf, 1992;
Sakaguchi et al., 1995).

Em vetores da doenga de Chagas, como Triatoma infestans e Panstrongylus
megistus tem sido demonstrado que os choques de temperatura bem como outros
agentes estressantes ndo somente afetam a sobrevivéncia dos espécimes, mas
também os fenotipos nucleares, especialmente em células epiteliais de seus tiibulos
de Malpighi (Mello, 1983a, 1989; Andrade & Mello, 1987; Alvares—GaIcia, 1988;



Rodrigues et al., 1991; Dantas & Mello, 1992; Mello et al., 1995; Garcia, 1997;
Garcia et al., 1998).

Os fendtipos nucleares normais usuais em tabulos de Malpighi de T
infestans revelam um ou mais corpos de heterocromatina constitutiva em meio a
uma estrutura mais finamente granulosa de eucromatina (Mello, 1971, 1975,
1978a; Mello & Raymundo, 1980; Mello & Recco-Pimentel, 1987). J4 em P.
megistus 0s nucleos normalmente exibem um pequeno corpo heterocromatico
apenas em machos, visto representar o cromossomo Y (Mello et al., 1986; Garcia,
1997).

No entanto, sob condi¢des de estresse incluindo-se jejum, radiagdo gama,
choques de temperatura e tratamento com metais pesados, surgem em 7. infestans
fenotipos nucleares que indicam necrose, bem como outros que salientam
descompactacdo de heterocromatina e gigantes (fusdio nuclear ¢ celular) (Mello,
1983a, 1989; Andrade & Mello, 1987; Alvares-Garcia, 1988; Dantas & Mello,
1992; Mello et al., 1995). Sob a agdo de choques de temperatura estes mesmos
fendtipos ocorrem igualmente em P. megistus (Garcia, 1997).

Agentes estressores como temperatura t€m sido apontados como
influenciando o desenvolvimento de 7. infestans. Segundo Silva & Silva (1988), o
efeito da temperatura acelera as fases embriondarias, também observado por Juarez
(1970); causa uma redugdo no periodo de desenvolvimento ninfal, bem como
diferencas significativas na fecundidade, fertilidade e sobrevivéncia do T.
infestans quando submetido ao jejum absoluto (Neiva, 1913; Pessoa & Barros,
1939; Pessoa 1959; Bursell, 1964; Perlowagora-Szumlewicz, 1969; Juarez, 1970;
Zeledon et al., 1970; Wigglesworth, 1972; Juarez & Silva, 1982).



Segundo Rodrigues et al. (1991) choques hipertérmicos e hipotérmicos
afetam a sobrevivéncia ¢ a incidéncia de mudas em 7. infestans, podendo afetar o
equilibrio hormonal que controla as mudas. Casos de aumento em sobrevivéncia
p6s-choque puderam ser constatados ¢ admitidos como tendo sido fornecidos por
acdo das proteinas hsp.

Quando da analise de fendtipos nucleares apds choques de temperatura em
T. infestans foi constatado, apenas em ninfas submetidas a choque hipertérmico
por 1 hora, um fenétipo nuclear representado por intensa e generalizada
condensagdo cromatinica, de cujo corpo central brotavam multiplas estruturas
Feulgen positivas, fendmeno este nfo esclarecido na época (Dantas, 1990).

A luz de intmeras observagdes atuais publicadas para outros materiais,
suspeita-se¢ que os nucleos de 7. infestans com tais caracteristicas se tratariam de
nicleos apoptoticos, fendmeno esse possivelmente induzido pelo choque

hipertérmico de curta duragfio (Sakaguchi et al., 1995).



2.0BJETIVOS

Tendo em vista os fatos abordados no tdpico anterior, no presente estudo
visou-se a investigagdo da inducdo de apoptose, bem como, de outros fenotipos
nucleares, ocorridos simultaneamente com o choque hipertérmico moderado em
células epiteliais de tabulos de Malpighi de 7. infestans, em diferentes fases do
desenvolvimento e diferentes estados de nutri¢dio, buscando-se conhecimento
sobre o proprio fenémeno de apoptose nesse inseto e sua participagdo na
integridade do 6rgdo e na sobrevivéncia do inseto.

Sendo o 7. infestans um dos mais efetivos vetores na transmissio do
Trypanosoma cruzi no Brasil e em outros paises da América do Sul, dados sobre
sua biologia justificam o presente empreendimento, nio apenas voltado para
aspectos académicos de Biologia Celular ¢ Parasitologia, mas também para a
instrumentagdo de planejamentos de controle e criagio desses insetos em
laboratério (Silva & Silva, 1993).



3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas ninfas de 4° estadio ¢ adultos machos de Triatoma
infestans, criados no insetario da SUCEN (Superintendéncia de Controle de
Endemias) em Mogi Guagu-SP, em condigdes padrio de temperatura (30°) e
umidade (80%) (Rodrigues et al., 1991). Foram considerados insetos bem
alimentados (sangue de frango, 1 vez por semana) e insetos sob jejum moderado.

Foi seguido o planejamento experimental abaixo relatado:

- Ninfas de 4° estadio foram submetidas ao choque térmico de 40°C por 1
hora e retornadas as condi¢des controle. Estes insetos foram alimentados 7 dias
antes de se Iniciar o experimento ¢ permaneceram sem se alimentar até 30 dias
pos-choque (jejum moderado). Espécimes ndio submetidos ao choque foram
considerados controles.

- Ninfas de 4° estadio foram submetidas ao choque de 40°C por 1 hora e
retornadas as condi¢des controle, mantendo-se a alimentagdo semanal. Os
respectivos controles ndo foram submetidos ao choque térmico.

- Adultos foram submetidos ao choque de 40°C por 1 hora e retornados as
condi¢des controle. Estes insetos foram alimentados 7 dias antes de se iniciar o
experimento ¢ permaneceram sem se alimentar até 30 dias pés-choque (jejum
moderado). Especimes néo submetidos ao choque foram também considerados.

- Adultos foram submetidos ao choque de 40°C por 1 hora ¢ retornados as
condigdes controle, mantida a alimentagio semanal. Da mesma forma que nos
casos anteriores, foram considerados insetos ndo submetidos ao choque como

controles.



Os insetos foram dissecados 7, 14 ¢ 30 dias pds-choque, acompanhados
pelos respectivos controles.

Com o auxilio de uma lupa estereoscopica Zeiss realizou-se a dissecagéio dos
espécimes para a retirada dos tibulos de Malpighi, os quais foram estendidos
sobre 1dminas histoldgicas. Para cada situagiio experimental foram dissecados 3
insetos.

Os tabulos de Malpighi foram fixados em etanol absoluto-acido acético
glacial 3:1 (v/v) por 1 minuto, seguindo-se um banho de etanol a 70% por 5
minutos, ¢ secando-se os preparados ao ar.

Tabulos destinados a reagdo imunocitoquimica para apoptose foram fixados
em paraformaldeido (1,75%) por 15 minutos, sendo lavados a seguir por 24 horas
em 4gua corrente € secados ao ar.

Os preparados foram submetidos aos seguintes testes:

3.1. Reacfo de Feulgen

A reagdo de Feulgen ¢ o procedimento citoquimico mais conhecido e
utilizado para determinagdes qualitativas e quantitativas convencionais do DNA
(Mello & Vidal, 1978; Mello, 1997). Foi utilizada para a observagio dos fenétipos
nucleares e determinago de sua respectiva frequéncia para ser comparavel a dados
de identificagdo de fenétipos nucleares da literatura (Mello, 1971, 1983a, 1989:;
Dantas & Mello, 1992; Mello et al., 1995). Tem se mostrado também vantajosa
para o estudo de apoptose (Camby et al., 1995; Maria et al., 1998).

Os tibulos de Malpighi obtidos de acordo com as condigdes experimentais
mencionadas foram submetidos a hidrélise com HCI 4N por 1 hora e 5 minutos a
temperatura de 25°C (Mello, 1976) e em seguida imersos rapidamente em HCI

0,IN gelado para paralisar o processo hidrolitico mais drastico. Esse tempo de
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hidrélise foi escolhido por ser considerado como o 6timo para este material, ou
seja, que permite a depurinagdo méaxima do DNA (Mello & Vidal, 1978; Mello,
1997).

A seguir os preparados foram tratados com reativo de Schiff & temperatura
ambiente por 40 minutos, seguindo-se 3 banhos de 4dgua sulfurosa (metabissulfito
de s6dio 10%, HCI IN e agua destilada 1:1:18) por 5 minutos cada.

Os preparados foram entdo lavados em 4gua destilada durante 2 minutos;
desidratados em série etandlica a partir do etanol 70% por 1,5 minutos cada e
diafanizados em xilol durante 10 minutos ¢ posteriormente montados em Balsamo
do Canada (np= 1,54) (Mello & Vidal, 1980).

3.2. Método de concentracio critica de eletrdlitos (CEC)

O método de CEC para 4cidos nucléicos, baseia-se no principio de que tais
componentes, conhecidos por exibirem basofilia metacromatica apds tratamento
com solugdo de azul de toluidina a pH 3,6 - 4,0, ndo mais a exibirem em situagéo
de competi¢do azul de toluidina- fons inorganicos tipo Mg®* (Vidal & Mello,
1989). CEC & o valor da molaridade de Mg®" na qual um determinado complexo
nucleoprotéico tem abolida a metacromasia devida a seu 4cido nucléico (Vidal &
Mello, 1989). Constatou-se que no ponto de CEC para o DNA, enquanto a
metacromasia deste € abolida (cor verde), a metacromasia do RNA permanece (cor
violeta) porque a CEC de RNA ¢ maior do que a do DNA (Mello et al., 1993;
Mello, 1997).

Dado o nivel de condensagdo cromatinica em nucleos apoptéticos, quando
estes nucleos sdo submetidos ao método de CEC, segundo Mello et al. (1993)

apresentam colorabilidade em verde muito intensa, a0 mesmo tempo em que a
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que a disposi¢do, a localiza¢do ¢ o destino do RNA podem ser revelados conforme
o tipo celular analisado (Vidal et al., 1996).

Neste trabalho, visando-se a identificacdo dos nucleos apoptoticos, os
tubulos de Malpighi montados em l4minas histologicas foram submetidos a
coloragdo com azul de toluidina durante 15 minutos ¢ em seguida tratados por
igual tempo em cloreto de magnésio 0,05M, seguindo-se banhos de dgua destilada,
secagem do material ao ar, diafanizacfo em xilol por 10 minutos ¢ montagem em
Eukitte (Mello et al., 1993; Vidal et al., 1996).

3.3. Teste imunocitoquimico para deteccio de apoptoses

Os tiibulos de Malpighi fixados em paraformaldeido foram submetidos &
reacdo imunocitoquimica com ApopTagTM (Oncor, Gaithersburg, MD) para
detecgdo de apoptose. As ldminas contendo os tibulos de Malpighi foram
banhadas com tampdo PBS pH 7.4 durante 5 minutos (3 banhos). Posteriormente
foram incubadas com proteinase K (20ug/ml), por um periodo de 15 minutos a
temperatura ambiente. Para bloqueio da peroxidase enddgena as ldminas foram
incubadas com peroxido de hidrogénio (H,O;) a 3% em PBS pH 7.4 por 3
minutos. Foram feitos banhos com PBS pH 7,4 por 5 minutos cada (3 banhos).
Pingaram-se duas gotas de tamp#io de equilibrio (Equilibration Buffer) sobre o
material. Imediatamente apos este passo, colocou-se uma laminula plastica sobre o
material o qual foi deixado incubando por 20 minutos. Removeu-se entdo a
laminula plastica ¢ o excesso de tampfo de equilibrio do material. Apds este
passo, pingaram-se duas gotas (54ul) de uma mistura da enzima TdT (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase) e de nucleotideos marcados com digoxigenina (1:2,

v/v) sobre o material. Colocou-se uma laminula pléstica sobre o material o qual foi
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deixado incubando por um periodo de 1 hora a 37°C, em cAmara Omida.
Removeu-se a laminula plastica ¢ o excesso de enzima ¢ incubaram-se as laminas
com o tampdo de bloqueio da TdT (Stop/Wash Buffer), por um periodo de 10
minutos. Novamente seguiram-se 3 banhos de 5 minutos cada com PBS pH 7,4.

Pingaram-se entdo duas gotas de anticorpo anti-digoxigenina conjugado com
peroxidase sobre o material. Imediatamente ap6s este passo, colocou-se uma
laminula plastica sobre o material e incubou-se por um periodo de duas horas a
temperatura ambiente. Removeu-se a laminula e o excesso de anticorpo e deram-se
3 banhos de PBS pH 7.4 por 5 minutos cada. Incubaram-se as ldminas com
solugdo de DAB (3-3)-tetrahidrocloreto de diaminabenzidina na concentragdo de
lpug/ml em soluglo tampéo TRIS a 0,05 em pH 7,4 e solugdo de peréxido de
hidrogénio (H02), & 0,01% por 5 minutos. As ldminas foram lavadas com 4gua
destilada, 3 banhos de 5 minutos cada, ¢ posteriormente contra coradas com verde
metila a 0,25% (methyl green 0,1M e tampéo acetato de sédio pH 4,0, v/v), por
um periodo de 10 minutos com posterior desidratacio em banhos de 4lcool etilico
a 95% (1 banho), a 100% (2 banhos) e xilol (3 banhos) e, posteriormente,
montagem em Permount ou Bélsamo do Canada.

Como controle positivo desta reagfo foram utilizados simultaneamente aos
preparados de 1. infestans cortes de timo de rato ¢ células V79 em cultura, que
invariavelmente marcam bem (Vidal et al., 1996).

Como acima mencionado, as observagdes dos fenotipos nucleares das
células epiteliais dos tibulos de Malpighi e determinac¢des de suas respectivas
frequéncias, foram realizadas nos preparados submetidos 4 reagio de Feulgen,
sendo que as contagens foram efetuadas em microscdpio binocular Zeiss, usando-

se objetiva de aumento 40X e ocular de 10X.
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As outras duas metodologias foram utilizadas para se testar sua adequacio
no estudo de apoptose desse material.

Os nucleos observados foram classificados segundo os seus fendtipos em
nucleos normais, suspeitos de apoptose, apoptoticos, degenerados, com aparente
descompactagdo da heterocromatina, nicleos gigantes, gigantes suspeitos de
apoptose ¢ gigantes com aparente descompactagéio da heterocromatina. Os ntcleos
cuja frequéncia foi estabelecida, correspondem aos das células epiteliais dos
tibulos de Malpighi, polipl6ides e bem caracterizados (Mello, 1971, 1978a) e néo
confundidos com nucleos de outros tecidos (corpo gorduroso, células sanguineas,
musculos, €tc.) que costumeiramente sdo visualizados como contaminagdo nos
mesmos preparados.

Foram obtidas fotomicrografias dos diferentes fenétipos em fotomicroscépio

Zeiss, utilizando-se filme Kodacolor Gold 100.

3.4. Andlise estatistica dos dados

Foram buscadas evidéncias que indicassem haver diferengas reais no nimero
de fenétipos nucleares entre as situa¢des de choque térmico e controles, bem
como, os dias pds-choque para dissecacdo e a condigfio alimentar. A hipétese nula
¢ a de que ndo existiria influéncia dos fatores envolvidos no experimento. Para
cada fonte de variacdo calculou-se uma estatistica do teste com o valor de
significincia para cada fonte de variagio e determinaram-se quais fatores

influenciariam o nimero de fenétipos encontrados.

A analise estatistica foi feita para cada fenétipo, tendo como fonte de
variagdo os fatores temperatura (2 niveis), dias para dissecagdo (3 niveis) e

condigdo alimentar (2 niveis), bem como interagfo entre condigdo alimentar para
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temperatura e dias. Utilizou-se o teste de analise de varidncia, através do programa
MINITAB. Com isto, foi possivel obter-se o valor de significancia (p < 0,05) para

cada fonte de variaclo e determinar-se quais fatores influenciariam o ntimero de

fendtipos nucleares
3.5, Sobrevivéncia dos insetos

Foi acompanhada a sobrevivéncia de um grupo de insetos (ninfas de 4°
estadio e adultos machos) por 30 dias apds o choque hipertérmico, nas mesmas

condi¢des de nutricdo em que se procedeu a analise celular.
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4. RESULTADOS

4.1. Apoptose e fenétipos nucleares: aspectos descritivos qualitativos

A analise dos preparados submetidos a reagiio de Feulgen indicou a presenca
de nucleos apoptoticos em tubulos de Malpighi de espécimes controle e naqueles
submetidos ao choque, tanto em ninfas de 4° estadio como nos adultos, embora
com varia¢des individuais.

Os nucleos apoptéticos apresentam morfologia tipica, identificivel com a
reagdo de Feulgen, salientando intensa compactagdo cromatinica que gera um
tinico corpo nuclear fortemente corado (Figs. 2-4) e, a partir deste, brotamento de
vesiculas de tamanho varidvel (corpos apoptéticos) (Fig. 5) e/ou fragmentaciio
nuclear. Observou-se que os corpos apoptdticos mais pulverizados ndo somente
sdo Feulgen positivos, mas também respondem positivamente ao ApopTag™
(Figs. 6,7,9,20,21). Ja os nicleos densamente compactados e corpos apoptdticos
maiores ndo foram vistos marcados pelo teste imunocitoquimico (Figs. 8,20,21).
Células apoptéticas de timo de rato e células V79, utilizadas como controle
positivo da reagdo com o ApopTagTM exibiram a resposta esperada (Vidal et al.,
1996).

Os nicleos apoptoticos dos tibulos de Malpighi de T. infestans apresentam,
portanto, fenétipos bem distintos dos usuais normais, que se caracterizam pela
presenga de um ou mais corpos heterocromaticos conspicuos (cromocentros) em
meio & cromatina finamente granular e de distribuigdo homogénea (Mello,
1971,1978a ) (Figs.1-3). Nestes ndo se detectou marcagdo com o teste pelo
ApopTagTM (Figs. 6-9).

15



Figs 1-5. Fendtipos nucleares ¢ apoptose em células epiteliais de tibulos de
Malpighi de 7. infestans. Reaglio de Feulgen. A: apoptose, As: suspeito de
apoptose, E: eucromatina, H: heterocromatina, N: fendtipo usual, v: vesiculas
apoptoticas. X 560.

16



Figs 6-9. Apoptose em células epiteliais de tabulos de Malpighi de T. infestans.
ApopTag™. 6 e 7 (X 896), mesmo campo, com diferentes profundidades de foco.
A: apoptose, N; fendtipo usual, v: vesiculas apoptéticas. 8 ¢ 9 (X 560).
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Foram também observados nucleos nos quais se distinguiam um ou mais
cromocentros, aparentemente mais expandidos, enquanto a eucromatina,
fortemente corada, cobria 4rea ligeiramente menor do que nos nucleos usuais
(Figs.10-12). Esses ntcleos foram considerados suspeitos de inicio de apoptose.
De fato, em preparados submetidos a0 ApopTag™ , niicleos desse tipo, embora
nem todos, foram vistos exibindo marcagdo positiva apenas na sua éarea
eucromatica (Figs.13,14), que representa uma cromatina naturalmente mais frouxa
(Mello, 1983a). Nucleos apoptdticos ou suspeitos foram muitas vezes vistos
posicionados juntos a por¢do celular mais basal (Figs. 13,15,16).

Foi comum a observagéo de nucleos apoptdticos ou suspeitos de apoptose
aos pares, o que significa que os dois nucleos de uma mesma célula sofrem o
processo de apoptose simultaneamente (Figs. 2,3,6,10-12,15). A binucleagfio em
células de triatomineos € usual (Mello, i978b; Mello & Vidal, 1980).

Porém tamb€m ocorrem nicleos apoptéticos isolados num campo (Figs.
5,8,15) e que podem bem representar nucleos previamente fundidos (Mello,
1978b, 1989; Andrade & Mello, 1987).

Nucleos apoptoticos acumulados em um mesmo campo dos tibulos de
Malpighi foram frequentes nos insetos dissecados 7 dias apos o choque (Fig. 17).

Foram também observados nos insetos submetidos ao choque nicleos com
aspectos degenerativos tipicos de necrose (Figs. 18-21). Nestes ntcleos, quando a
necrose era um processo avangado, foi constatada resposta positiva ao ApopTag™
(Figs. 20-21). Além de terem sido vistos nicleos com eucromatina e
heterocromatina totalmente descompactadas, aspectos tipicos de necrose (Fig. 22),
foram também encontrados nucleos com parcial descompactagio da

heterocromatina (Figs. 23 e 24).
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Figs 15-18. Fenotipos nucleares e apoptose em células epiteliais de tiibulos de
Malpighi de T. infestans. 15,17,18, Reacdio de Feulgen (X 560). 16 ApopTag™ (X
896) A. apoptose, As: suspeito de apoptose, D: degeneragdes necréticas, N:
fenotipo usual.
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Figs 19-21. Apoptose ¢ necrose em células epiteliais de tubulos de Malpighi de T.
infestans. 19, Reagdo de Feulgen (X 560). 20,21, ApopTag™ (X 896)- mesmo
campo com diferentes profundidades de foco. E salientado um nuc&:o em estado
avangado de degeneragdes respondendo positivamente ao ApopTag™, enquanto
nucleos apoptéticos muito condensados aparecem apenas corados com o verde de
metila. A:apoptose, D:degenerac¢des necréticas, H: heterocromatina.
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Figs 22-27. Fenotipos nucleares em células de tubulos de Malpighi de T
infestans. 22-26, Reagfio de Feulgen; 27 (X 896), ApopTagm, salientando
resposta positiva em niicleos em processo de fusdo. As: suspeito de apoptose, D:
degeneragdo, G: gigante, H: heterocromatina, N: fen6tipo usual. setas:ireas
heterocromaticas em descompactagiio. 22-25(X 560), 26 (X 357).
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Nucleos gigantes, originados por fusfio nuclear, foram também frequentes
nos insetos submetidos ao choque (Figs. 25-27). Parte destes exibiu sinais
suspeitos de apoptose (Fig. 26), o que aparece confirmado em dois nicleos
completando a fusdo (Fig.27). Nuacleos gigantes podem também sofrer
degeneragdes necroticas.

Quanto a identificagdo de niicleos apoptdticos em tibulos de Malpighi de T.
infestans com o método de CEC mostrou-se tarefa possivel porém extremamente
dificultosa, dado o tipo de material e os preparados em estudo.

Foram encontrados poucos nicleos com a cromatina altamente compactada,
bem corada em verde, lembrando a resposta de nficleos apopt6ticos de outros
materiais, como c€lulas V79 (Vidal et al., 1996) (Fig. 28a). No entanto em 7,
infestans os nucleos das células epiteliais dos tubulos de Malpighi apresentam
grandes corpos heterocromaticos (Mello, 1971, 1983a, 1997) cuja cor de basofilia,
apos método de CEC ¢ também verde (Fig.28b). Embora o0s corpos
heterocromaticos s¢jam menores que os niicleos apoptoticos apontados na Fig.28a.
¢ sua intensidade de coloragdo mais fraca do que a destes, a procura pelos nicleos
apoptdticos simplesmente com base em tipo e intensidade de cor é dificultada
neste material.

Por outro lado, a metacromasia devida a RNA nos tibulos de Malpighi de 7.
infestans néo podde ser correlacionada a relocagdes desse componente com a
apoptose. O RNA identificado com o método de CEC mostrou distribuigfo
variada, desde aquela fina ¢ homogeneamente localizada (Fig. 28b) até aquela sob
a forma de glébulos de tamanho variado, facilmente discriminados como
citoplasmaticos em algumas c€lulas, (Fig. 29a-c) porém de mais dificil diagndstico

em outras (Fig. 29d).
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Fig 29 (a-d). Metacromasia devida a RNA em células de tabulos de Malpighi

submetidas ao método de CEC. H, heterocromatina. X 560.
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4.2. Frequéncia de apoptose e de outros fendtipos nucleares

As frequéncias absolutas ¢ relativas de apoptose e dos outros fenétipos
nucleares observados em células epiteliais dos tubulos de Malpighi de ninfas de 4°
estadio ¢ adultos de T infestans submetidos a condigdes controle de temperatura
e ao choque térmico, bem como & variagfio na condigfo alimentar, sio mostradas
nas Tabelas 1 a 4.

Optou-se pelo relato de dados por espécime visto serem comuns nesses
insetos variacOes individuais frente a agentes estressantes (Andrade & Mello,
1987; Mello, 1989; Dantas & Mello, 1992; Mello et al, 1995).

Em ninfas de 4% estadio bem alimentadas os nucleos usuais normais
apareceram com uma frequéncia absoluta sensivelmente maior nos espécimes
controle, quando comparados aos submetidos ao choque (Tabela 1)

Células apoptoticas foram detectadas tanto nos espécimes controle como nos
submetidos ao choque. No entanto, houve um achado de altos niveis de apoptose
em um dos exemplares controle que apresentou também alta frequéncia de nicleos
com heterocromatina descompactada, o que fala em favor de que essas
caracteristicas possam ter sido induzidas por agentes outros que temperatura,
mesmo em condi¢Ges de insetdrio, onde presume-se uma homogeneidade de
condi¢des ambientais.

Outros fenotipos alterados, como nucleos gigantes (G), originados por fusdo
nuclear, apareceram apenas em alguns poucos insetos, enquanto nicleos gigantes
com degeneracOes necroticas (GD) ndo foram detectados em nenhum dos
exemplares analisados ¢ niicleos gigantes suspeitos de apoptose (GAs) em apenas

um exemplar. Nacleos com heterocromatina descompactada (HD) apareceram em
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todos os exemplares, mas com baixa frequéncia, & exce¢lio do caso particular
descrito acima (Tabela 1).

Com relagdo as ninfas de 4° estadio submetidas a um jejum moderado,
embora tenham sido detectadas apoptoses nas células dos espécimes controle, a
frequéncia absoluta destas nos espécimes submetidos ao choque térmico foi
sensivelmente maior. Dentre os insetos submetidos ao choque, a incidéncia de
apoptose foi muito maior nas ninfas dissecadas 7 dias ap6s o choque térmico. Em
termos de frequéncia relativa, a incidéncia de apoptose 7 dias apés o choque
chegou a aumentar quase 10X, um valor t3o alto provavelmente porque houve
reducio na frequéncia nuclear geral (Tabela 2).

Quanto & suspeita de apoptose em ntcleos de tamanho proximo ao usual
(As), apenas em termos de frequéncia relativa houve um ligeiro aumento nos
espécimes 7 dias pos-choque, em relagfio ao controle, possivelmente pelo mesmo
motivo citado acima.

O fendtipo usual normal (N), apareceu com uma frequéncia absoluta
sensivelmente maior nos espécimes controle quando comparado aos submetidos
ao choque hipertérmico, como nos espécimes submetidos ao padrio normal de
alimentagio (Tabelas 1 € 2).

Com relagdo aos outros fendtipos alterados, como nucleos gigantes (G),
nicleos gigantes em degeneragdo (GD), nicleos gigantes suspeitos de apoptose
(GAs) e ntcleos com heterocromatina descompactada (HD), ja descritos sob o
efeito do choque térmico em 7. infestans (Dantas & Mello, 1992), foram eles
também detectados nos controles, embora nestes aparentemente ocorram com

frequéncia mais baixa (Tabela 2).
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Em espécimes adultos bem alimentados detectaram-se apoptoses tanto nos
espécimes controle, como nos submetidos ao choque, mas em ambos a frequéncia foi
muito baixa (Tabela 3).

Quanto & suspeita de apoptose em niicleos de tamanho préximo ao usual (As),
aparentemente ndo houve diferengas em relagdo a frequéncia absoluta, induzidas pelo
choque.

Os fenétipos alterados, como nicleos gigantes (G), bem como nicleos suspeitos
de apoptose (GAs) apareceram com frequéncia muito baixa. Quanto ao fenétipo
gigante com degeneragdes necroticas (GD), foram detectados alguns poucos niicleos
em apenas um exemplar, enquanto nicleos com heterocromatina descompactada (HD)
apareceram também com baixa frequéncia, porém em todos os exemplares (Tabela 3).

Com relag8o a adultos sob condi¢@io de jejum moderado, detectou-se apoptose
tanto nos espécimes controle como nos submetidos ao choque térmico, em frequéncia
tdo baixa como nos insetos bem alimentados e sem diferir com o choque (Tabela 4).

O mesmo pareceu ocorrer com 0s nucleos de tamanho semelhante ao usual e
suspeitos de apoptose (As).

Como nas condiges precedentes, o fendtipo usual normal (N), apresentou-se
com maior frequéncia tanto nos insetos controle, como nos submetidos ao choque
térmico (Tabela 4).

Os fenotipos alterados, como ntcleos gigantes (G), nficleos gigantes com
degeneragbes necroticas (GD) bem como nicleos gigantes suspeitos de apoptose
(GAs) foram raramente detectados ¢ niicleos com heterocromatina descompactada
(HD) foram observados em baixa frequéncia, porém em todos os exemplares, da

mesma maneira do que para os espécimes adultos bem alimentados (Tabela 3 ¢ 4).
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4.3. Andlise estatistica dos fenétipos nucleares

4.3.1. Anilise estatistica para os fenétipos de ninfas sob condicdo de jejum

moderado e bem alimentadas.

-Ntcleos normais (Grafico 1): Houve um aparente aumento em frequéncia
de nacleos normais nos insetos em jejum quando comparados aos alimentados,
mas esta diferenca ndo foi significante. Com relagfio a4 temperatura, os insetos
submetidos ao choque apresentaram uma menor frequéncia de ntcleos normais
quando comparados aos controles. Observou-se também que a incidéncia de
niicleos normais aumentou nos insetos sacrificados 14 dias pos-choque quando
comparados aos sacrificados 7 ¢ 30 dias pds-choque. Nos insetos controles
sacrificados 14 dias pos-choque houve uma interagfo significante (valor p< 0,03)
com relagio ao namero de nucleos normais quando comparados com os insetos

submetidos ao choque ¢ sacrificados 7 e 30 dias pos-choque.

-Nicleos apoptoticos (Grafico 2): Os nuacleos apoptéticos foram visualizados
com maior frequéncia nos insetos em jejum sob condigdio de choque ¢ dissecados
7 dias pos-choque, sendo esta diferenca estatisticamente significante (valor
p<0,05). Observou-se que houve interagfio entre os vérios fatores analisados, ou
seja, as diferengas devidas a condi¢gdes alimentares, ao choque térmico e ao dia de
dissecagiio foram estatisticamente significantes (valor p<0,05) e diferentes para as

diversas combinagdes de fatores.
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-Nucleos suspeitos de apoptose (Gréfico 3): Nucleos suspeitos de apoptose
em insetos submetidos ao choque apresentaram uma frequéncia menor do que nos
controles. Nucleos suspeitos de apoptose aparentemente aumentaram ligeiramente
nos insetos em jejum quando comparados aos alimentados, mas essa diferenga néio
foi significante. Com relacfio aos dias de sacrificio, os insetos sacrificados 7 dias
pos-choque apresentaram maior incidéncia de nicleos suspeitos de apoptose
quando comparados aos de 14 e 30 dias pos-choque. Houve uma interagio
significante (valor p<0,05) entre a condic¢fo alimentar e os dias de sacrificio dos
insetos, sendo que com 7 dias pés-choque foram encontrados mais niicleos

suspeitos de apoptose.

-Nucleos com degeneragbes necréticas (Grafico 4): Nucleos em degeneragio
apareceram com maior frequéncia nos insetos alimentados quando comparados aos
insetos em jejum, sendo esta diferenga significante (valor p<0,05). Com relagfio a
temperatura houve uma ligeira diferenca entre a incidéncia de nfcleos em
degeneragdo nos insetos controle e submetidos ao choque. Houve uma interagéio
em relagdo a condigdo alimentar e os dias de dissecagdo sendo esta,

estatisticamente significante (valor p<0,035).

-Nucleos com heterocromatina descompactada (Grafico 5): Estes foram
visualizados aparentemente com maior frequéncia nos insetos controle quando
comparados acs submetidos ao choque, mas esta diferenca néo foi significante. Os
insetos em jejum e sacrificados 14 dias pos-choque apresentaram maior incidéncia
de nfcleos com heterocromatina descompactada, sendo esta estatisticamente

significante (valor p<0,05). Houve uma interagéo significante (valor p<0,05) com
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relagdo 4 condigdo alimentar e 3 situac@io de choque, e entre a condigdo alimentar e

os dias de dissecacéo.

-Nicleos gigantes (Gréfico 6): Nuicleos gigantes apareceram com frequéncia
mais elevada nos insetos em jejum do que nos alimentados (valor p<0,03),
havendo uma intera¢do desta condi¢do alimentar com a situagdo de choque. Nos
insetos sacrificados 7 dias pds-choque houve um maior numero de nicleos

gigantes quando comparados aos sacrificados 14 e 30 dias p6s-choque.

-Nucleos gigantes suspeitos de apoptose (Gréfico 7): A frequéncia absoluta
observada deste fenétipo torna inviavel uma analise estatistica. Através dos
graficos pode-se sugerir que tenha havido um decréscimo acentuado na frequéncia
de nicleos suspeitos de apoptose nos insetos alimentados quando comparados aos
insetos em jejum e sacrificados 30 dias pés-choque. Nos insetos submetidos ao
choque observa-s¢ uma maior incidéncia de nticleos gigantes suspeitos de

apoptose quando comparados aos controles.

-Nucleos gigantes em degenerac@io (Grafico 8): A frequéncia absoluta deste
fenétipo torna invidvel uma analise estatistica. Através dos graficos pode-se
sugerir um decréscimo acentuado na frequéncia de ndcleos gigantes em
degeneragfo nos insetos alimentados quando comparados aos insetos em jejum.
Observou-se também um maior nimero de nicleos gigantes em degeneracio nos

insetos submetidos ao choque ¢ sacrificados 7 dias pos-choque.
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Graficos 1-8. Efeitos principais dos fatores choque, alimentagfio e dias para dissecagdo,
na frequencia absoluta dos fendtipos nucleares de ninfas. A: Nicleos apoptoticos, As:
Nucleos suspeitos de apoptose, D: Nucleos com degeneragfo necrotica, G: Nucleos
gigantes, GAs: Nucleos gigantes suspeitos de apoptose, GD: Nucleos gigantes em
degeneracdo, HD: Nucleos com heterocromatina descompactada.
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4.3.2 Andlise estatistica para os fenétipos de aduitos sob condicio de jejum

moderado e bem alimentados.

-Nucleos normais (Grafico 9): Com relacdio ao niimero de nicleos normais
nos insetos adultos, houve uma ligeira diferenca entre os insetos em jejum quando
comparados aos alimentados, sendo que esta diferenca ndo foi significante.
Quando os insetos submetidos ao choque foram comparados aos controles,
observa-s¢ que os controles apresentaram maior frequéncia de ndcleos normais,
sendo esta diferenga estatisticamente significante (valor p<0,05). Observou-se
também que a incidéncia de niicleos normais era aparentemente menor nos insetos
sacrificados 14 dias p6s-choque quando comparados aos sacrificados 7 e 30 dias

pos-choque, mas esta diferenca néo foi estatisticamente significante.

-Nucleos apoptoticos (Grafico 10): Os nucleos apoptoticos foram
visualizados aparentemente com maior frequéncia nos insetos em jejum sob
condic@o de choque ¢ dissecados 7 dias pés-choque, porém esta diferenga ndo foi
estatisticamente significante. Houve interagfo entre os fatores choque e dias,

sendo esta estatisticamente significante (valor p<0,05) .

-Nucleos suspeitos de apoptose (Grafico 11): Nucleos suspeitos de apoptose
aparentemente aumentaram ligeiramente nos insetos alimentados quando
comparados aos submetidos ao jejum, mas essa diferenga nfio foi significante.
Nucleos suspeitos de apoptose em insetos submetidos ao choque apresentaram
uma frequéncia menor do que nos controles. Com relagio aos dias de sacrificio, os

insetos sacrificados 14 dias pds choque apresentaram maior incidéncia de ntcleos
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suspeitos de apoptose quando comparados aos de 7 e 30 dias pos-choque, sendo

esta diferenca estatisticamente significante (valor p<0,05).

-Ntcleos com degeneragdes necréticas (Grafico 12): Nucleos em
degeneragdo aparentemente mostraram maior frequéncia nos insetos alimentados
quando comparados aos insetos em jejum, mas esta diferenca nio foi
estatisticamente significante. Nicleos em degenerago apareceram com maior
frequéncia nos insetos controle quando comparados aos submetidos ao choque.
Com relagdo aos dias de dissecagdo, os insetos sacrificados 30 dias pés-choque
apresentaram maior incidéncia de nicleos em degeneragio quando comparados

aos de 7 ¢ 14 dias pos-choque.

-Nucleos com heterocromatina descompactada (Grafico 13): Estes foram
visualizados com maior frequéncia aparente nos insetos alimentados, quando
comparados aos submetidos ao jejum, mas esta diferenga néo foi significante. Os
insetos controle € sacrificados 30 dias pés-choque também aparentaram mostrar
maior incidéncia de ntcleos com heterocromatina descompactada, que também

nio foi estatisticamente significante

-Nucleos gigantes (Grafico 14): Nucleos gigantes apareceram com
frequéncia aparente maior nos insetos em jejum do que nos alimentados e sob
condig@o controle de temperatura, mas estas diferencas ndo foram estatisticamente
significantes. Com relag@o aos dias para dissecacfio, os insetos sacrificados 7 dias

p6s-choque apresentaram maior incidéncia aparente de nicleos
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gigantes quando comparados aos sacrificados 14 e¢ 30 dias p6s-choque, o que

também ndo foi estatisticamente significante.

-Nucleos gigantes suspeitos de apoptose (Grafico 15): A frequéncia absoluta
observada deste fenotipo torna invidvel uma andlise estatistica. Através dos
graficos pode-se sugerir que houve um aumento na frequéncia de nucleos
suspeitos de apoptose nos insetos alimentados quando comparados aos insetos em
jejum. Nos insetos controle, bem como, nos sacrificados 30 dias poés-choque

houve maior frequéncia aparente de nicleos gigantes suspeitos de apoptose.

~-Nucleos gigantes em degeneragdo (Grafico 16): A frequéncia absoluta deste
fendtipo torna inviavel uma analise estatistica. Através dos graficos pode-se
sugerir um aumento na frequéncia de ntcleos gigantes em degeneracio nos insetos
alimentados quando comparados aos insetos em jejum. Observou-se também que
nos insetos controle houve maior incidéncia aparente de niicleos gigantes em

degeneracdo, bem como, nos insetos sacrificados 14 dias p6s-choque.

4.4 Sobrevivéncia dos insetos

Os indices de sobrevivéncia de ninfas de 4° estadio e adultos submetidos as
condi¢des experimentais deste estudo acham-se descritos na Tabela 5, sendo
evidentes niveis relativamente altos de sobrevivéncia pelo menos até 2 semanas

pés-choque.
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gigantes, GAs: Nucleos gigantes suspeitos de apoptose, GD: Nucleos gigantes em
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5. DISCUSSAQ

5.1. Apoptose ¢ fenotipos nucleares: aspectos descritivos qualitativos

Os dados do presente trabalho salientam a ocorréncia de apoptose nos
tibulos de Malpighi de ninfas e adultos de 7' infestans em condigdes controle e
apos choque de 40°C por I hora, ao lado de outros fendtipos ja descritos por
Dantas & Mello (1992).

Segundo Dantas & Mello (1992), em tais condi¢Bes de choque ocorre
reducdo na frequéncia nuclear e, embora os fendtipos usuais normais exibindo um
ou mais corpos heterocrométicos continuem sendo os mais frequentes, ocorre uma
certa frequéncia de degeneragdes nucleares; descompactacio de Aareas
heterocromaticas ¢ aumento em frequéncia de nicleos gigantes, que surgem por
fusdo nuclear/celular. Alguns poucos nucleos muito condensados, picnéticos, dos
quais brotavam pequenos corpos Feulgen positivos foram também observados 10 a
30 dias ap6s tal choque moderado (Dantas, 1990), porém na época ndo mereceram
maiores consideracdes.

No presente estudo as figuras apoptoéticas foram demonstradas como tipicas
em termos de morfologia ap6s reagdo de Feulgen e reagdo ao ApopTag™ .

Nos niicleos suspeitos de apoptose, a marcagdo com o ApopTag™ apenas
nas dreas eucromaticas encontra uma possivel explicagfo nos seguintes fatos: 1. A
cromatina de distribuigdo periférica nos nucleos, em células dos tibulos de
Malpighi de 7. infestans € justamente a eucromatina, demonstravel por anélise de
imagem (Mello, 1978a); 2. Uma das primeiras evidéncias morfolégicas da

apoptose caracteriza-se por um posicionamento do DNA fragmentado, no interior
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de massas cromatinicas, que se tornam densas. junto & margem nuclear
{Gerschenson & Rotello, 1992).

Por outro lado. foi aparentemente inesperado o achado de positividade ao
teste para apoptose em nucleos cuja morfologia indicava degeneragdes tipicas de
necrose. No entanto, ¢ bem possivel que estes estejam numa fase do processo em
que haja uma fragmentagdo do DNA internucleossomal tal que possibilite a
marcag¢do com o ApopTagTM tanto quanto na maioria dos nucleos apoptéticos. Por
outro lado, a falta de resposta positiva ao ApopTag™ em certos nicleos ou
fragmentos apoptoticos densamente compactados faz-nos supor inacessibilidade
dos fragmentos de DNA destes a reagdo imunocitoquimica.

O teste com o ApopTag™ pode, pois, ndo ser totalmente preciso na
identificacdo de apoptoses em T. infestans, o que encontra apoio em consideragdes
de outros autores (Wijsman et al., 1993). Assim, ¢ aconselhdvel a associagdo de
metodologias para o melhor estudo do fendmeno. Nesse sentido o uso da reagfio
de Feulgen € muito confidvel para a identificagdo de condensacdes cromatinicas
tipicas de apoptose. No entanto, quanto a nucleos suspeitos de estarem em fases
iniciais de apoptose, o uso do z—'&;:)opTagTM pode trazer informagdes importantes.

Quanto ao uso do método de CEC para discriminagdo de apoptoses em
tibulos de Malpighi de 7. infestans este se revelou possivel, porém nfio tdo
satisfatorio quanto a reagdo de Feulgen, ndo sendo mesmo utilizivel para o
estabelecimento de contagens de fenétipos nucleares nesse material.

'O método de CEC pode ser usado para vérios sistemas celulares para
deteccdo de apoptose, por ser um método simples, rapido ¢ eficiente, produzindo
contrastes de imagens e evidenciando mudangas na distribuicio de RNA durante a

apoptose, 0 que o torna de grande interesse para estudos de problemas em biologia
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celular (Vidal et al.. 1996: Mello, 1997). No presente caso, porém. a pesquisa de
nucleos apoptoticos com base em tipo e intensidade de cor se tornou dificultada
pela propria distribui¢do de nucleos no 6rgdo, presenca de grandes corpos de
cromatina condensada (heterocromatina) nos nicleos normais que se confundem
com o0s proprios nucleos apoptSticos ¢ mascaramento  por organelas
citoplasmaticas que exibem intensa mmetacromasia (cor violeta), por conterem
RNA. A ocorréncia de RNA, seja fina e homogeneamente distribuida no
citoplasma, seja no interior de concregdes laminares altamente abundantes em
tabulos de Malpighi de triatomineos ja havia sido descrita através de observagdes
citoquimicas ao microscopio de luz e eletrénico (Mello & Dolder, 1977: Mello &
Viana, 1977, Dolder & Mello, 1978). Além disso, grandes glébulos
citoplasmaticos ricos em RNA podem estar presentes por serem formados as
custas de agregados de virus de RINA reportados como muito comuns para
triatomineos sem sintomas de doencas e provenientes de diferentes insetarios do
Estado de Sdo Paulo (Dolder & Mello, 1978).

O fato de ter sido diagnosticada apoptose se manifestando simultaneamente
em ambos os nucleos de uma mesma célula binucleada em tibulos de Malpighi de
T. infestans foi um fato interessante, dado que estudos de propriedades
citoquimicas dos nicleos dessas células tém revelado nos mesmos ndo identidade
de graus de complexacdo DNA-proteina e, portanto, de fungdes de expressdo
(Mello & Recco-Pimentel, 1987; Mello & Vidal, 1989).

Por outro lado, o achado de células necréticas nas condigdes de choque
hipertérmico em que se pesquisava apoptose em 7. infestans era esperado, com

base em dados de Dantas (1990) e Dantas & Mello (1992), para tibulos de
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Maipighi dessa espécie, bem como em dados de Sakaguchi et al. (1995) para
outros sistemas celulares.

Admite-se que 0s nucleos com parcial descompactacio da heterocromatina.
jé reportados para o mesmo material em outras condigdes de estresse, representem
uma tentativa de expressdo de genes usualmente repressos (Mello, 1983a, 1989,
Dantas & Mello, 1992; Mello et al., 1995).

3.2. Frequéncia de apoptose e de outros fenotipos nucleares:

Com relagcdo ao numero total de nicleos e niicleos usuais normais nos
tabulos de Malpighi sob condi¢do controle e apds o choque térmico, os dados
deste trabalho estdo de acordo com os relatos de Dantas & Mello (1992).

Com relacdo aos fendtipos nucleares alterados, foram exibidas caracteristicas
ja descritas para esta espécie sob condigdes estressantes, inclusive choques
térmicos (Mello, 1983a, 1989; Kubrusly, 1984; Andrade & Mello, 1987; Alvares-
Garcia, 1988; Dantas & Mello, 1992; Mello et al., 1995).

A maior frequeéncia nuclear observada, tanto para as ninfas de 42 estadio
quanto para os adultos controle e submetidos ao choque, foi de nucleos normais,
que se caracterizam pela presenca de um ou mais corpos heterocromaticos
conspicuos (cromocentros) em meio a cromatina finamente granular e de
distribuicdo homogénea (Mello, 1971, 1978a). No entanto a frequéncia nuclear
seja total seja de fen6tipos normais sofre uma queda nos espécimes submetidos ao
choque. colaborandb para esta queda os fendmenos de apoptose, degeneragdes por
necrose ¢ fusdo de nucleos. Com relacdo & condicdo alimentar, em algumas
situagdes as ninfas sob jejum moderado apresentaram uma maior frequéncia de

nucleos normais quando comparadas as bem alimentadas. o que pode ter sido

49



ocasionado por diferencas individuais, frequentes nesses insetos ( Dantas & Mello,
1992; Mello et al., 1995)

Com relagdo aos fendtipos alterados, eles ocorreram tanto nas ninfas quanto
nos adultos dos grupos controle ¢ submetidos ao choque térmico, embora com
diferentes frequéncias. Nas ninfas, a condi¢do nutricional baixa influenciou a
frequéncia dos fenotipos alterados, especialmente apoptose, visto ser o jejum um
outro fator estressante em hemipteros da familia Reduviidae, e que ocasiona
nestes fusdo nuclear ¢ celular e algumas degeneragdes (Mello,1983a, 1989;
Andrade and Mello, 1987). Esta situagdo se intensificou nos espécimes
submetidos aos dois tipos de estresse (jejum e choque térmico), o que era de se
esperar. Porém, no que se refere especificamente a degeneragbes necrdticas em
ninfas, foram elas constatadas com maior frequéncia em espécimes bem
alimentados, mesmo ndo submetidos ao choque térmico, o que foi comprovado
estatisticamente e serd discutido mais para a frente.

A hipertermia associada ao jejum moderado revelou altos indices de
apoptose em ninfas submetidas ao choque quando comparadas aos controles,
mostrando que ndo so a temperatura mas também a condi¢do alimentar colaboram
para a indu¢do de apoptose nesta fase do desenvolvimento. Houve um aumento
significativo em apoptoses em insetos dissecados 7 dias apos o choque e mantidos
sob jejum moderado, sendo esta diferenca estatisticamente significante com
relagdo aos demais tempos. Ja com relagéo as necroses, seu aumento foi posterior
ao do aparecimento da maior frequéncia de apoptoses, como uma resposta mais
retardada.

Nos adultos a frequéncia de apoptoses com o choque hipertérmico e/ou

jejum néo foi acentuada, embora estatisticamente fosse demonstrado aumento de
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incidéncia de apoptose com o tempo paés-choque. Também em adultos os outros
fenotipos alterados. incluindo-se necrose, ndo tiveram frequéncia elevada como
nas ninfas nem pareceram ser influenciadas pelo jejum moderado. Porém o choque
hipertérmico provocou alguma resposta que se expressou com o tempo em termos
de aumento de necroses (30 dias pés-choque).

Nos nucleos suspeitos de apoptose o0s cromocentros mostravam-se
aparentemente mais expandidos, enquanto a eucromatina fortemente corada,
cobria drea ligeiramente menor do que nos nucleos usuais, mas ainda assim nio
apresentavam todas as caracteristicas para serem considerados em fases adiantadas
da apoptose. No entanto, ndo apenas a morfologia, identificdvel com a reagdo de
Feulgen, fala em favor de que representem etapas mais precoces de apoptose. Foi
identificado um tipo semelhante de morfologia em que se encontrava resposta
positiva com o teste ApOpTagTM, salientando reacdo nas porg¢des eucromaticas
mais periféricas dos nucleos.

Nas ninfas os nicleos suspeitos de apoptose apareceram em maior
frequéncia 7 dias apos o choque ¢ nos respectivos controles. Nos adultos, a maior
frequéncia ocorreu nos insetos sacrificados 14 dias apds o choque, o que parece
acompanhar o sucedido com respeito aos nucleos apoptéticos.

Nucleos com aparente descompactacdo de heterocromatina foram
observados em todos os grupos dos insetos analisados. Porém, nas ninfas bem
alimentadas, excluida uma excecdio ja mencionada anteriormente, foram tais
nicleos predominantes apds o choque térmico €, em especial, 14 dias apos o
mesmo. Ha, pois, indicacdo de que o fendmeno associado a este fenotipo seja
elicitado pelo choque de temperatura, e que se desenvolva mais tardiamente,

cessado o choque.
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Isto ja ndo sucedeu nas ninfas sob jejum moderado, embora justamente este
tipo de estresse traga um aumento generalizado de niicleos com tal fenétipo. H4.
pois sugestdo de que, clicitada a descompactagdo da heterocromatina com o
estresse do jejum. ndo haja intensificag@o desse fendmeno com o choque térmico.

Nos adultos, nem o choque térmico nem o jejum parecem induzir a
expressdo de tal fendtipo, o que salienta diferenga de resposta a fatores de estresse
com o desenvolvimento.

Admite-se que nesses nicleos, conforme ja reportado para o mesmo material
em diferentes condigbes de estresse, ocorra uma tentativa de expressdo de genes
usualmente repressos (Mello, 1983a, 1989; Mello & Dantas, 1992; Mello et al.,
1995). Embora os cromocentros sejam dreas constituidas principalmente por
heterocromatina constitutiva (Mello, 1971, 1975, 1978a, 1979, 1983a, 1987), sua
propriedade de ndo codificagdo ndoc parece ser tdo rigida, pois sob certas
condi¢Oes de estresse fisiolégico, dreas dessa cromatina chegam a se descondensar
e possivelmente sofram transcricio (Mello, 19832, 1989; Andrade & Mello, 1987:;
Dantas, 1990). Ainda ndo se sabe se estas dreas contém genes codificadores de
proteinas de choque térmico (hsp) (Mello, 1989). Embora, possivelmente
envolvida na expressdo de alguns genes dormentes, a descompactagio da
heterocromatina n@o pode ser considerada uma resposta especifica rdpida nem
eficaz a ponto de inibir completamente o efeito do estresse (Mello, 1989).

Quanto aos nicleos gigantes, caracterizados pela fusdo nuclear e/ou celular,
e descritos para triatomineos como um possivel mecanismo de sobrevivéncia
celular ou do orgdo sob condicGes desfavordveis, especialmente jejum
(Wigglesworth, 1967: Mello & Raymundo, 1980; Mello, 1989; Dantas & Mello,

1992), foram detectados em todas as ninfas sob jejum, porém mais
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acentuadamente apos o choque térmico e, nesta situacdo, predominaram em
periodos relativamente curtos apds o . estresse. como 7 dias. Em ninfas e adultos
bem alimentados foram raros, mesmo apos o choque térmico. Em adultos sob
jejum a frequéncia desses nucleos foi baixa em comparacéo as ninfas, mas houve
também um certo aumento em frequéncia com o choque, revelado especialmente
para o periodo de 7 dias cessado o estresse.

Confirma-se, portanto, que o fenotipo nuclear representado pelos nucleos
gigantes seja elicitado mais por fatores de baixa nutrigio do que por outros agentes
estressantes (Mello, 1989; Dantas & Mello, 1992; Mello et al., 1995). No entanto,
esta resposta pode ser aumentada. se a baixa nutricdo tiver sido mantida desde a
época do choque até uma semana apds o mesmo.

Portanto, se o fendmeno de fus&o nuclear participa de um mecanismo de
tentativa de sobrevivéncia celular ativado com a baixa nutrigdo, a semelhanca da
descompactag@o da heterocromatina, uma vez ativado, podera se propagar a outros
nucleos, de outras células, com o efeito de um fator estressante adicional, como
um choque de temperatura. Essa capacidade, no entanto, seria mais favorecida na
fase ninfal.

Sendo mais frequentes em ninfas sob jejum. submetidas ao choque térmico,
os nucleos gigantes foram também nessa situagdo susceptiveis de sofrerem
degeneracdes e/ou mecanismos de apoptose. Com um aumento excessivo de
tamanho nuclear pode haver um desbalanco entre vantagens por economia
metabdlica e desvantagens por maiores dificuldades de comunicacdo quimica entre
nucleo e citoplasma (Mello, 1987). Ndo se pode afirmar que a morte celular desses
nicleos ocorra mais em ninfas do que em adultos porque nestes tltimos sua

frequéncia foi muito baixa para comparacdes.
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Sabe-se que células em cultura respondem a alteracdes em seu ambiente
normal de crescimento de modo gradual. Em resposta a inducdo de estresse, &
iniciada a sintese de hsp. Quando se remove o elemento de estresse, essas células
continuam a funcionar normalmente e os niveis de hsp voltam ao seu nivel normal
(Craig, 1975; Lindquist, 1986, Lindquist & Craig, 1988). Uma vez aumentado o
nivel de estresse ¢ 0 seu limiar ultrapassado, a sobrevivéncia da célula torna-se
impossivel, a presenga de hsp poderia ser incapaz de proteger as células, a sintese
pararia e 0 estdgio para o programa de apoptose seria ativado. Quando o nivel de
estresse ¢ aumentado ainda mais, a morte por necrose torna-se o modo
proeminente de morte celular (Samali & Cotter, 1996). Segundo Cotter & Al-
Rubeai (1995), as cclulas sofrem necrose em altos niveis de estresse porque ndo
tem tempo para responderem aos estimulos, enquanto em niveis intermediarios, a
célula ¢ injuriada mas ndo morre imediatamente, ¢ como resultado, pode ser
ativado seu programa de apoptose.

Os genes envolvidos na sintese de proteinas de choque térmico sdo
altamente conservados em termos de evolugdo, tanto a nivel de codificagdo quanto
de elementos regulatdrios. (Lindquist, 1986). Dentre as proteinas de choque
encontramos as hsp 70 € 90, que foram constatadas em diferentes organismos.
Segundo Welch (1993) as hsp sdo subdivididas em constitutivas ¢ induzidas
somente em condicdes de estresse.

Alguns membros da familia hsp 70 ¢ hsp 90 funcionam como “chaperonas
moleculares” (Ellis, 1991). Sao proteinas sintetizadas sob condicdes de estresse ou
ndo, que se ligam as cadeias nascentes de polipeptideos, participando no arranjo
conformacional da cadeia protéica, permanecendo associadas até o dobramento

correto das proteinas (Welch, 1993). Na hora do estresse ocorre aumento na
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expressdo de algumas proteinas, pois. com a hipertermia ocorre aumento de
proteinas denaturadas, ativando assim. o sistema de degradacéo da célula.

Com a descoberta da importincia das proteinas de choque térmico, veio a ser
admitido que a resposta ao choque térmico fosse um mecanismo homeostatico
geral que protegeria os componentes essenciais celulares, ajudando a minimizar os
danos causados pela temperatura ou outros estresses, além de exercer importante
papel no crescimento normal ¢ desenvolvimento dos organismos (Cheney &
Shearn, 1983; Burdon, 1986). Tem sido sugerido, também, que proteinas de
choque térmico poderiam estar envolvidas no desenvolvimento de
termotolerancia, que € uma resisténcia transitéria a temperaturas mais altas apos
um condicionamento prévio a temperaturas moderadas ou tratamentos amenos
com outros estressores (Lindquist & Craig, 1988; Sanchez & Lindquist, 1990;
Komatsu et al., 1996).

O achado de espécimes “controle” com alta frequéncia de apoptoses,
necroses e de nucleos com parcial descompactagdo de heterocromatina, sugere que
outros fatores estressantes. despercebidos do operador, possam estar ocorrendo
nas condi¢des de criagdo dos insetos da SUCEN em Mogi Guagu. Sabe-se que
infec¢es viricas sdo detectdveis em maior ou menor grau em hemipteros
reduviideos criados em diversos laboratodrios deste Estado (Dolder & Mello, 1978:
Mello et al., 1980; Mello, 1983b). Isto poderia por sua vez ocasionar altera¢des de
comportamento, tais como ndo procura de alimento ¢ consequente inducdo de
jejum, embora o alimento fosse ofertado (Rodrigues, V.L.C.C.-informacdo
pessoal).

Por outro lado, a variabilidade individual quanto 3 resposta nuclear frente ao

choque de temperatura e/ou jejum encontrada neste estudo esta de acordo com
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descrigbes ja efetuadas para T. infestans e P. megistus, quando se sugeriu a
existéncia de espécimes com diferentes niveis de resisténcia a agdo deletéria por
diferentes estressores (Kubrusly, 1984; Mello, 1989; Dantas & Mello, 1992;
Mello et al., 1995; Garcia, 1997).

Dados os valores de sobrevivéncia dos espécimes as condigdes
experimentais, pode-se concluir que os fenémenos de morte celular ndo afetaram
significantemente a sobrevivéncia dos insetos, seja ninfas ou adultos.
Particularmente no caso dos tibulos de Malpighi a morte de uma certa fragdo de
células pode ser talvez compensada pelos fendmenos de sobrevivéncia celular e
pelo numero ¢ tamanho elevado de células que poderiam executar as funcées

tipicas do érgdo sem grandes prejuizos.
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6. CONCLUSOES

1. A apoptose € identificivel em tabulos de Malpighi de ninfas de 4° estadio
¢ adultos machos de Triatoma infestans, além de outros fenétipos
nucleares ndo usuais, como necrose, nlcleos com descompactacdo de

heterocromatina e nicleos gigantes.

2. A apoptose nesse material € identificivel com a reagdo de Feulgen, com o
teste ApopTagTM ¢ com 0 meétodo de concentragdo critica de eletrélitos
(CEC). O primeiro método provou ser recomenddvel para quantificacdo
da frequéncia de nicleos apoptéticos, o segundo pdde documentar fases
iniciais do processo apoptdtico e o terceiro ndo ¢ recomendavel para este
material, por ter sua resposta mascarada por RNA citoplasmatico e

disposi¢do da heterocromatina em nticleos ndo apoptéticos.

3. Como j4 reportado para alguns outros materiais, o método de ApopTag™
nem sempre ¢ preciso para a identificagdio de apoptose, podendo marcar

nucleos em necrose ¢ ndo identificar grandes corpos apoptdticos.

4. Com o choque hipertérmico por 1 hora, ha redugfio na frequéncia nuclear
total e de nucleos normais usuais, colaborando para tal os fendmenos de

apoptose, necrose e fusdo nuclear.

5.0 choque térmico em ninfas intensifica o aumento na frequéncia de

apoptose ¢ de niicleos suspeitos de estarem em fases mais precoces desse
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processo, induzido pelo jejum, o que se verifica especialmente 7 dias

cessado o choque.

6. O aumento na frequéncia de necroses nas ninfas, com o choque térmico, é

posterior (14 dias) ao das apoptoses.

7. Nos adultos, com o choque hipertérmico e/ou jejum, tanto apoptose como
necrose ndo tém incidéncia tdo clevada como nas ninfas. Nacleos
apoptoticos e suspeitos de apoptose ocorrem em maior frequéncia 14 dias
pos-choque. Quanto & necrose, esta se expressa mais tardiamente pOs-

choque (30 dias).

.Em ninfas bem alimentadas o fendmeno de descompactacdo de
heterocromatina ¢ elicitado com o choque de temperatura e se desenvolve
mais tardiamente que a apoptose, 14 dias pos-choque. Em ninfas em que o
fendmeno ja havia sido elicitado pelo jejum, ele ndo ¢ alterado pelo

choque de temperatura.

.O choque térmico intensifica o fendmeno de fusdo nuclear (ntcleos
gigantes), desde que induzido pelo jejum, o que ocorre com

predomindncia em ninfas, 7 dias cessado o choque.

10. Como em adultos nem o jejum nem o choque térmico induzem a
expressdo do fendmeno de descompactagfio da heterocromatina e a fusio

nuclear € bem menos frequente, admite-se diferente resposta a fatores de
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estresse com o desenvolvimento, com adultos sendo aparentemente mais

resistentes.

11. Ha variabilidade individual quanto & inducdo de diferentes fenétipos

nucleares pelo choque hipert€érmico em associacdo ou ndo ao jejum.

12. A morte celular com o choque hipertérmico nfo parece afetar a
sobrevivéncia dos espécimes, pois ao menos até 14 dias pés-choque esta
se mantém muito elevada. Em termos de eficiéncia funcional dos tbulos
de Malpighi, possivelmente nas ninfas a morte celular seja compensada
por fendémenos de sobrevivéncia celular, incluindo-se fusfio nuclear,
expressdo de algum gene da drea heterocromatica e eficiéncia de hsp,
enquanto nos adultos somente este tltimo fator poderia ser sugerido como

efetivo.
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7. RESUMO

A incidéncia de morte celular por apoptose bem como de outros fendmenos
de resposta celular ao choque hipertérmico de 40°C, por 1 hora, foi pesquisada em
tibulos de Malpighi de ninfas de 4° estadio e adultos machos de Triatoma
infestans (Klug). Foram analisados espécimes bem alimentados e espécimes
submetidos a jejum moderado 7, 14 e 30 dias pds-choque, bem como respectivos
controles. Foram analisadas montagens totais dos 6rgios apds reacio de Feulgen,
teste com ApopTagTM (Oncor) € método de concentraciio critica de eletrdlitos
(CEC), usado para evidenciar nicieos apoptéticos. Com a reagio de Feulgen
foram bem discriminados ¢ quantificados nucleos com diferentes fendtipos nos
tabulos de Malpighi. O teste com ApopTag™ se prestou 2 descricdo de fases
precoces do fendmeno de apoptose. O método de CEC foi descartado para estudo
de frequéncias de apoptose por particularidades do material.

Ao lado de apoptose, com o choque hipertérmico foi detectada morte celular
por necrose ¢ fendmenos admitidos como de sobrevivéncia celular, como fusdo
nuclear (nicleos gigantes) e descompactagio de heterocromatina, além da maior
frequéncia de nucleos apresentar fendtipo normal (eficiéncia de hsp?). Os
fendbmenos de apoptose, necrose e fusdo nuclear colaboram para uma redugio na
frequéncia nuclear total ¢ dos fenétipos normais usuais com o choque térmico.

Nas ninfas o choque térmico intensifica o processo de apoptose induzido
pelo jejum, especialmente 7 dias ap6s o choque. J4 o aumento significativo de
necroses ¢ posterior ao das apoptoses (14 dias pés-choque). A descompactacio de
heterocromatina também ¢ elicitada mais tardiamente apés o choque (14 dias) em

ninfas bem alimentadas, porém quando este fenotipo € elicitado pelo jejum, sua
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incidéncia ndo se altera com o choque de temperatura. A fusdo nuclear é elicitada
mais por baixa nutrigdo do que pelo choque de temperatura, podendo se
intensificar quando os dois fatores estressantes sio associados.

Nos adultos ndo so a incidéncia de morte celular ¢ mais baixa como mais
tardia, além do que a descompactacdo de heterocromatina e a fusdo de nicleos ser
bem pouco frequente, o que nos leva a supor que os mecanismos de sobrevivéncia
celular envolvendo as hsp sejam possivelmente mais eficientes.

Com relagdo aos fenémenos de morte celular descritos, estes nfo afetaram a
sobrevivéncia dos insetos. No caso dos tiibulos de Malpighi a morte de uma certa
fracdo de células pode ser talvez compensada pelos fendmenos de sobrevivéncia
celular, ¢ pelo nimero ¢ tamanho elevado de células que poderiam executar as
fun¢des tipicas do drgdo sem grandes prejuizos.

Quanto & variabilidade nuclear individual frente ao choque hipertérmico
e/ou jejum, esta de acordo com descrigbes ji efetuadas para T. infestans ¢
Panstrongylus megistus, quando se sugeriu a existéncia de espécimes com

diferentes niveis de resisténcia a acdo deletéria de diferentes estressores.
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8. ABSTRACT

The incidence of cell death by apoptosis as well as by other cellular response
phenomena to hyperthermal shock at 40°C for 1 hour, was studied in the Malpighian
tubules of 4™ stage nymphs and adults male of 7riatoma infestans Klug. Both well fed
specimens and specimens submitted to a moderate fasting 7, 14 and 30 days post-shock,
were analysed, as well as their respective controls. Whole mounts of the organs were
analyzed after the Feulgen reaction, ApopTag™ (Oncor) test and critical electrolyte
concentration method (CEC), used to show up apoptotic nuclei. Using the Feulgen
reaction, nuclei in the Malpighian tubules with different phenotypes were well
discriminated and quantified. The ApopTag™ test was used to describe early phases of
the apoptosis phenomenon. Due to characteristics of the material, the CEC method was
discarded for use in the study of the frequency of apoptosis.

Besides apoptosis, other resuits of the hyperthermal shock were detected, such as
cellular death by necrosis and phenomena admitted as being results of cellular survival,
such as nuclear fusion (giant nuclei) and decompactation of the heterochromatin, as well
as a greater frequency of nuclei presenting the normal phenotype (hsp efficiency?). The
phenomena of apoptosis, necrosis and nuclear fusion contributed to a reduction in the
total nuclear frequency and of the normal phenotypes usually appearing as a result of
thermal shock.

In the nymphs, the thermal shock intensified the process of apoptosis induced by
the fasting, especiaily 7 days after the shock. However the significant increase in necrosis
came later than the apoptosis (14 days post-shock). In well fed nymphs, decompactation
of the heterochromatin also occured later (14 days), although when this phenotype was
induced by fasting, the incidence was not altered by the temperature shock. Nuclear
fusion was induced more by inadequate nutrition than by temperature shock, although it
could intensify as a result of the association of the two stress factors.

In the adults, the incidence of cellular death is both lower and later; and both
decompactation of the heterochromatin and nuclear fusion are observed very
infrequently, frorn which one can suppose that the cellular survival mechanisms involving
hsp are more efficient.

The cellular death phenomena described here do not affect insect survival. In the
case of the Malpighian tubules, the death of a certain fraction of the cells maybe be
compensated by the cellular survival phenomena and by the increase number and size of
cells which could carry out the typical functions of this organ with no problems.

With respect to the individual nuclear variability as a result of hyperthermal shock
and/ or fasting; this is in agreement with the existing descriptions for 7riatoma infestans
and Panstrongylus megistus, where the existence of specimens with different levels of
resistance to the deleterious action of different stress factors was suggested.
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