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1.- INTRODUCAOQO

Ha mais de trinta anos atrés foi verificado que células ou tecidos, quando levados a uma
rapida mudanga para temperaturas elevadas, apresentavam uma reacdo protetora denominada
resposta ao choque térmico, com o aumento na produgdo de certas proteinas (Welch, 1993).
Estudos posteriores mostraram que essas proteinas nio eram induzidas exclusivamente por choque
de temperatura, mas tambem por outros fatores de estresse, como metais téxicos, alcoois, agentes
quimioterapicos, inibidores metabolicos, privagio de O, jejum, hormdnios esterdides,
prostaglandinas, analogos de aminoacidos, metais pesados, agentes oxidantes, infecgdes viroticas,
inflamag@o e hipertrofia, entre outros (Kelley ¢ Schlesinger, 1978; Ashburner e Bonner, 1979;
Johnston et al., 1980; Hightower ¢ White, 1981; Nevins, 1981; Burdon et al., 1982: Li e Shrieve,
1982, Sciandra e Subjeck, 1983; Thomas e Mathews, 1984; Ananthan et al., 1986; Lindquist,
1986, Amaral et al, 1988; Welch, 1993). Essa resposta ¢ de carater universal, tendo sido
observada em varios tipos de organismos, de bactérias a eucariotos superiores, plantas e animais
(Maresca e Carratu, 1992).

Devido ao fato de varios estressores diferentes elicitarem respostas similares, muitos
deles ativando a mesma série de genes, esse fendmeno passou a ser denominado também de
resposta ao estresse, € as proteinas, como proteinas de estresse ou de choque térmico: hsp (do
inglés: heat shock proteins) (Ananthan et al.,1986; Welch, 1993).

As primeiras pesquisas sobre resposta ao estresse se iniciaram na década de 60, em
Drosophila buschii (Ritossa, 1962). Nesses insetos, alteragbes na distribuigio dos puffs nos
cromossomos  politénicos das glandulas salivares ocorrem normalmente, durante o
desenvolvimento, como conseqiiéncia de alteragdes no titulo de ecdisona (Ashburner, 1972).
Entretanto, alteragdes dramaticas nesse modelo de pufagiio foram verificadas apés choque
térmico ou tratamento quimico com dinitrofenol ou salicilato de sédio, sendo que algumas 4reas
aumentaram o tamanho de seus puffs enquanto a maioria dos puffs pré- existentes regrediram
(Ritossa, 1962).

As implicagdes moleculares desse fendmeno s6 foram descritas na década seguinte, por
Tissieres et al. (1974), os quais reportaram nos cromossomos politénicos das gldndulas salivares,
cerebro e tubulos de Malpighi de Drosophila melanogaster, que os puffs eram sitios de vigorosa
sintese de RNA e que, o aparecimento de proteinas recém-sintetizadas seguindo o choque térmico,
estavam correlacionadas com a pufagio dos cromossomos e ativagio génica. Tais alteragdes
refletiam uma diminuigfo da sintese protéica normal e o aumento seletivo de uma pequena série
especifica de proteinas, as proteinas de choque térmico, devido a uma ativagdo transitoria de um
pequeno numero de genes silentes ou ativos em baixos niveis e da supressio da transcrigdo da
maiona dos genes previamente ativos (Ashburner e Bonner, 1979; Fink e Zeuthen, 1980; Ingolia
et al., 1980; Burdon, 1986).

A partir de 1978 foi observado que seguindo um rapido aumento na temperatura ou
outros tipos de estresse, tanto bactérias, leveduras, como células animais e vegetais aumentavam
a expressdo de proteinas similares as proteinas de choque térmico de Drosophila, e que, portanto,
aresposta ao choque térmico era uma propriedade geral de todas as células, tanto procarioticas
quanto eucarioticas (Craig, 1975; Fink e Zeuthen, 1980; Kelley e Schiesinger, 1978; Lemaux et
al., 1978; Yamamori et al., 1978; Ashburner e Bonner, 1979; Guttman e Gorovsky, 1979; Vincent
e Tanguay, 1979; Francis e Lin, 1980; Lindquist, 1980; Loomis ¢ Wheeler, 1980; Atkinson, 1981;
Barnett et al., 1990).

A resposta ao estresse € uma 4rea de pesquisa de grande interesse, visto constituir um
excelente modelo para andlise de processos celulares basicos envolvidos no controle da expressao



génica a nivel de transcrigdo e tradugdo, embora organismos e células diferentes possam
responder com a alteragdo do modelo de sintese protéica de modos diferentes (Burdon, 1986;
Bonato e Juliani, 1987; Amaral et al., 1988).

Os genes envolvidos na sintese de proteinas de choque térmico sio altamente
conservados em termos de evolugdo, tanto a nivel de codificagio quanto de elementos
regulatorios (Lindquist, 1986). O nimero e os tipos de hsp codificados por esses genes variam
com os diferentes organismos e tipos de células, mas predominantemente situam-se nas faixas de
68-110 kDa e 15-30 kDa (Burdon, 1986). Dentre as proteinas de choque térmico, as hsp 70 e 90
(denominagdo que expressa o peso molecular aproximado, respectivamente 70 kDa e 90 kDa),
apresentam uma forte conservacio em estrutura protéica em diferentes organismos como animais,
plantas, leveduras e bactérias, enquanto as proteinas de baixo peso molecular parecem ser espécie
especifica {Schlesinger, 1986).

Todas as proteinas de estresse, com algumas poucas excegdes, ja foram constatadas em
diferentes organismos na auséncia de agressdo, a expressio de alguns genes de choque térmico
estando submetida a influéncia do estagio de desenvolvimento dos organismos, muitas vezes
ocorrendo em insetos concomitantemente a um aumento da concentragio de ecdisona (Richards,
1981; Handler, 1982; Ireland e Berger, 1982; Kelley e Schlesinger, 1978; Sirotkin et al., 1982;
Berger e Woodward, 1983; Cheney e Shearn, 1983; Zimmerman et al., 1983; Mason et al., 1984,
Palter et al,, 1986; Thomas e Lengyel, 1986). Em vista disso, os pesquisadores subdividiram as
hsp em constitutivas e induzidas somente em condigdes de estresse (Welch, 1993).

Alguns membros da familia hsp 70 e hsp 90 funcionam como "chaperonas moleculares”
(Ellis, 1991). S&o proteinas sintetizadas sob condigdes de estresse ou nio, 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). Ocorre aumento
na expressdo de algumas proteinas na hora do estresse pois, com a hipertermia ha um aumento de
proteinas denaturadas, ativando assim, o sistermna de degradagdo das células. Este é dependente da
ubiquitina, pequeno polipeptideo que se liga ao grupo amino terminal das proteinas aberrantes,
transformando-as em substrato para as proteases, que as degradam (Bond e Schlesinger, 1985).
Com a diminuigdo no "pool" de ubiquitina livre na célula, o fator de transcrigdo do choque
térmico, que normalmente esta associado & ubiquitina, seria ativado {Munro ¢ Petham, 1985). Esse
fator, entdo, se ligaria auma seqiiéncia de nucleotideos no gene promotor, altamente conservada
evolutivamente, o elemento de choque térmico, HSE (Pelham, 1985; Bienz e Pelham, 1987). A
ligag@o do fator de transcrigdo do choque térmico (HSTF) ao elemento de choque térmico ( HSE)
lidera a formagdo de um complexo de transcrigdo estavel, que permite que a RNA polimerase e
outros fatores de transcri¢do reconhegam no sitio promotor a seqiiéncia para a transcrigdo do
gene, fabricando assim, a mensagem para a produgio de proteinas de choque térmico (Burdon,
- 1986; Bienz e Pelham, 1987). Uma possibilidade alternativa é que, apos o choque térmico ou
tratamento com oufros estressores, haveria uma alteragio direta na estrutura do fator de
transcri¢do (HSTF), tomando-o capaz de interagir com o elemento de choque térmico (HSE)
(Burdon, 1986). Com o aumento na produgdo de hsp 70, por exemplo, haveria o reconhecimento
e restauragdo correta do dobramento na proteina para um formato biologicamente ativo ou
solubilizagdo de agregados de proteinas, tornando-as mais acessiveis as proteases ¢ diminuindo
assim a carga do sistema dependente de ubiquitina. Esse mecanismo é auto-regulavel, ou seja,
no momento em que a quantidade de ubiquitina voltasse a aumentar, o fator de transcrigdo seria
novamente inativado (Bienz e Pelham, 1987).

Além da atuagfo como chaperonas moleculares, algumas proteinas como as hsp 90
podem se associar transitoriamente com proteinas receptoras de horménios esterdides ¢ com as



pp60, proteinas transformantes de Rous sarcoma virus (Sanchez et al., 1985; Schuh et al., 1985).

Com a descoberta da importéncia das proteinas de choque térmico, veio a ser admitido
que a resposta ao choque térmico fosse umn mecanismo homeostatico geral que protegeria 0s
componentes essenciais celulares, ajudando a minimizar os danos causados pela temperatura ou
outros estresses, além de exercer importante papel no crescimento normal e desenvolvimento dos
organismos (Cheney e Sheam, 1983; Burdon, 1986). Tem sido sugerido, também, que proteinas
de choque térmico poderiam estar envolvidas no desenvolvimento de termotoleréncia, que € uma
resisténcia transitOria a temperaturas mais altas ap6s um condicionamento prévio a temperaturas
moderadas ou tratamentos amenos com outros estressores (Lindquist ¢ Craig, 1988 Sanchez e
Lindquist, 1990; Komatsu et al., 1996).

Choque frio € um outro tipo de choque térmico, o qual é definido como mnjaria celular
observada imediatamente apés répido resfriamento, mas na auséncia de formacio de gelo nos
fluidos extracelulares (Chen et al,, 1991). Tem sido verificado em varios organismos, inclyindo
bactérias, leveduras, algas, fungos, protozoarios, plantas superiores, peixes, espermatozoides e
células somaticas de mamiferos e embrides (Morris € Watson, 1984 apud Chen et al., 1987). Um
dos danos causados pelo choque frio é a indugdo de transicdes de fase nos lipidios de membrana
e subseqliente perda da permeabilidade desta. Agentes crioprotetores como o glicerol (produto
do metabolismo do glicogénio), poderiam estabilizar as relagdes entre lipidios da bicamada e
lipidios ndo formadores de bicamada, evitando assim, a redistribuicdo e segregacio de
componentes de membrana com o resfriamento (Quinn, 1985 apud Chen et al., 1987).

Além do glicerol (crioprotetor de baixo peso molecular), mecanismos como
reorganizagdo da membrana ou produgdo de proteinas especificas comparéaveis aquelas associadas
com a resposta ap6s rapido aumento na temperatura, podem estar envolvidas na resposta ao
chogue frio (Chen et al.,1987; Burton et al., 1988). Entretanto, o rapido desaparecimento do
glicerol em insetos submetidos a temperaturas acima de 20°C, a auséneia de seu aumento em
moscas Sarcophaga crassipalpis submetidas a choque hipertérmico e o fato do resfriamento nio
oferecer protegdo contra injurias ocasionadas por temperaturas elevadas, sugerem que as bases
fisiologicas para choques quente e fiio sejam diferentes (Zachariassen, 1985; Chen et al., 1991),

Quanto aos efeitos decorrentes dos choques térmicos, tem sido observado que
diferentes graus de estresse ocasionam respostas variadas s temperaturas. Em Drosophila, por
exemplo, respostas adaptativas ocorrem apos alteragdes suaves de temperatura, efeitos na
morfologia apos tratamento moderado e morte apds tratamentos severos (Milkman, 1963). Em
Triatoma infestans, hemiptero reduviideo, foram descritas algumas alteragdes a nivel de
sobrevivéncia e ocorréncia de mudas, as quais variam de acordo com o tratamento (temperatura)
e sua duragdo, bem como com a fase de desenvolvimento do inseto (Rodrigues et al., 1991).

Tem sido verificado, principalmente em insetos, que ao se provocar o estresse em

- ocasides especificas do desenvolvimento, podem ocorrer alteragdes morfologicas semelhantes a
mutagGes, como formagdo de bitérax e asas com veias anormais , entre outros (Mitchell e Lipps,
1978). Tais alteragOes, denominadas de fenocopias, devem-se provavelmente & deficiéncia em
ativar determinadas enzimas, por ndo transcrigiio de genes que deveriam ser expressados em
intervalos de tempo especificos para resultar em desenvolvimento normal (Mitchell e Lipps, 1978).
Em Triatoma infestans submetidos a choques, o achado de insetos que apresentaram, mais
freqlientemente que nos controles, incapacidade de completar a muda ou a melanizagio da
cuticula, foi considerado como uma possivel fenocépia (Dantas, 1990).

A nivel celular ultraestrutural, tém sido detectadas vérias alteragdes apos choque
térmico. Fibroblastos de rato, quando submetidos a temperaturas elevadas, mostram fragmentagio
do complexo de Golg, leve inchago mitocondrial e alteragio nos elementos citoesqueléticos que
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passam a se localizar ao redor do niicleo. A nivel nuclear, verifica-se o aparecimento de corpos
compostos de filamentos de actina, alteragdo no estado de condensagdo, no niimero ¢ tamanho
dos compostos ribonucleoprotéicos e reorganizagio do nucléolo (Welch e Suhan, 1985). Em
células HeLa, observagdes com microscopia de interferéncia indicam que choques hipertérmicos
induzem alteragdo a nivel de matriz nuclear e filamentos intermedidrios nucieares (Mello ¢
Miranda, 1992). Dados morfométricos indicam rearranjo de componentes nucleares (Heine et al,,
1971; Miranda et al., 1993).

Collier et al. (1993), ao submeterem fibroblastos de embrifo de galinha ao choque
hipertérmico, constataram que os mitocOndrias passaram a se localizar na regido perinuclear ¢
adquiriram um formato de anel dilatado, em alguns casos, com vesiculas fundidas. Além de
alteragGes mitocondriais, também verificaram perturbagdes nos filamentos intermediarios. Em
células de Stvlomychia mytilus, os mitocdndrias apresentaram uma forma distorcida com cristas
desorganizadas e espag¢os vacuolares, reticulo endoplasmético dilatado e abundéncia de
polissomos. Porém, a alteragiio mais proeminente apds choque térmico, foi no nucléolo, que
mostrou hiperirofia e zona fibrilar delgada segundo uma configuragiio de anel (Kaul e Sapra,
1991).

Altera¢des ultraestruturais apds choque tém sido também observadas na levedura
Saccharomyces cerevisiae como contragdo do nucléolo, formagio de particulas eletrodensas nos
mitocdndrias e granulos no citoplasma. Essas particulas eletrodensas foram similares as reportadas
em células de plantas expostas a altas temperaturas (Webster e Watson, 1993).

Alteragdes citogenéticas tém sido descritas como resultado dos choques térmicos. Em
machos jovens de Apis mellifera, anafases anormais com atraso na migragio cromossdmica,
inclusive com perda cromossGmica, foram observadas apos baixas e altas temperaturas e um
aumento na freqiiéncia de espermatides e espermatozoéides binucleados foi obtido apds baixas
temperaturas (Tarelho, 1981). Outros efeitos nucleares decorrentes de choques térmicos também
tém sido descritos, como alterages no grau de ploidia (Beaumont et al., 1989; Randi, 1990;
Varadaray, 1990; Kavumpurath e Pandian, 1992; Cherfas et al., 1993, 1994; Kim et al., 1993,
Myers et al., 1995; Toro e Sastre, 1995), na organiza¢do dos centrossomos liderando disfungdo
mit6tica e morte celular (Vidair et al., 1993), bem como inicio de transcrigdo telomérica (Botella
et al., 1991).

Na espécie Triatoma infestans, vetor da doenca de Chagas , a maioria dos estudos
sobre efeitos de estressores a nivel celular té€m sido realizados em tubulos de Malpighi, os quais
apresentam células poliploides, com alto grau de ploidia que aumenta com o desenvolvimento
ninfal, atingindo um maximo no 50. estadio ninfal (classes Feulgen-DNA 32C e 64C) (Mello,
1971, 1975, 1978b, 1989, Mello e Raymundo, 1980). Tais células sdo binucleadas, com estruturas
heterocromaticas do tipo constitutiva que se associam formando corpos maiores denominados
© cromocentros, 0s quais, sob certas condi¢Ges de estresse, podem sofrer descondensacgiio e
possivelmente transcricio (Mello, 1983, 1989; Andrade e Mello, 1987, Dantas, 1990).
AlteragBes nucleares na forma e tamanho, bem como no estado de compactagic da
heterocromatina e eucromatina tém sido descritas em Triaioma infestans, apds varios estressores
como radiagdo ionizante gama (Alvares- Garcia, 1988); jejum (Andrade e Mello 1987; Mello,
1983, 1989), choque térmico (Dantas e Mello, 1992) e metais pesados (Kubrusly, 1984; Mello
et al., 1995). Alguns desses novos fendtipos aparecem como uma possivel tentativa de ativagio
de genes silentes (nicleos com aparente descompactagdo da heterocromatina), outros como
degeneragdo celular (nicleos vacuolizados ou picnéticos) ou mesmo tolerancia celular (nicleos
gigantes) ( Mello, 1989; Dantas e Mello, 1992).

O encontro de importantes dados a nivel de sobrevivéncia, ocorréncia de mudas e



alteragdes nucleares em Triafoma infestans quando os espécimes foram submetidos a diversos
estressores, entre eles, choque térmico (Rodrigues et al., 1991; Dantas e Mello, 1992), sugere que
outros triatomineos também possam se revelar modelos interessantes para estudos sobre estresses,
inclusive em termos comparativos, visto que esses insetos exercem papel importante como vetores
biologicos de Trypanosoma cruzi.

Panstrongylus megistus é um dos mais importantes vetores de doenga de Chagas no
Brasil, devido a ampla distribuigdo, altos indices de infec¢do com 7. cruzi e comportamento
variado dependendo da 4rea em que se encontra. E uma espécie nativa do pais, que ocorre em
regides silvaticas e extra- Amazdnia e tornou-se adaptada ao modo de vida domiciliar como
conseqiiéncia das modificagdes antropicas ocorridas na paisagem local, que de coberta (florestas
do dominio tropical atlantico), vem sendo transformada em paisagem aberta (Forattini, 1980;
Silveira et al., 1984). O fendmeno de domiciliagio tem sido interpretado de varias maneiras.
Pessoa (1962) considera que os diferentes graus de comportamento estariam relacionados com
a existéncia de complexos ou variedades especificas dentro do que se considera espécie.
Panstrongylus megistus seria, portanto, uma espécie politipica contendo duas subespécies
ecologicas, formadas principalmente por mutantes da forma silvestre. Para outros, a explicagio
para a existéncia de diferentes comportamentos deve-se ao oportunismo, ou seja, uma vez que sdo
hematofagos obrigatorios, ficam dependentes de locais de abrigo e alimento (longe da andez e
presenga de vertebrados) (Aragdo, 1975). Segundo Forattini (1980), a domiciliagdo deve ser
interpretada como tentativa de sobrevivéncia e dispersdo decorrentes da destrui¢@o florestal
ocorrida no dominio atldntico onde se situam os centros de endemismo de Pernambuco, Bahia,
Rio de Janeiro, juntamente com a adogdo de construgdes precarias representadas principalmente
pelas casas de barro, estimulando a transferéncia dos triatomineos para ecotopos artificiais €
instalando-se o isolamento domicihar que tende cada vez mais & diferenciagiic desse
comportamento. Diferindo de Pessoa (1962), Forattini (1980) sugere que o patrimdnio genético
desses triatomineos seja capaz de promover adaptagio a condigbes diversas.

Forattini (1980) admite também que os componentes de uma populagio especifica
podem apresentar comportamento bastante distinto do revelado pelos individuos da mesma
espécie em outra regido. Assim, enquanto F. megistus é intradomiciliar, adquirindo grande valor
epidemiologico ao longo da zona da mata do Nordeste, em areas da serra do Mar (Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul), apresenta habitos marcantemente silvestres, invadindo apenas
esporadicamente as casas e construindo coldnias no domicilio muito raramente (Sherlock, 1979,
Silveira et al, 1984; Silveira e Rezende, 1994). Ja na regifio Centro-Oeste de Sdo Paulo, essa
espécie € encontrada tanto em biotopos naturais como artificiais e caracteristicamente em
peridomicilios, com frequiente invasdo do domicilio (Barreto, 1979). Ao lado do Triatoma sordida,
tem sido considerada a espécie mais importante do Estado de S3o Paulo, cujos habitats sdo
- freqilentemente invadidos pelo homem (Wanderley, 1991). Na regido de Campinas, foi verificado
que o P. megistus € a espécie predominante (89,28%), cujas formas aladas sdo encontradas com
freqiéncia infectadas com 7. cruzi e apresentam dispersao principalmente no Gltimo trimestre
do ano (Rodrigues et al, 1992).

A maneira mais importante de transmissio da doenga de Chagas no Brasil, até o
momento, ainda € pelo vetor, embora outra forma bastante preocupante seja por transfusdes
sangiiineas. O estudo da biologia dos insetos vetores, inclusive em termos de sua reagdo a
diferentes estressores, € portanto, de grande importancia para planejamentos de controle e criagdo
dos insetos em laboratorio (Silva e Silva, 1993). O interesse pela resposta ao choque térmico,
dentre os diferentes estressores, se reveste, pois, de importancia por ser este um dos mais fortes
indutores de expressdo génica conhecido (Sass, 1995).



2.-OBJETIVOS

Devido a importéncia da espécie Panstrongylus megistus como vetor na transmissio do
Trypanosoma cruzi, a determinagfo de alteragOes nos seus niveis de sobrevivéncia, de ocorréncia
de muda e de fenotipos nucleares apos choque hipertérmico e hipotérmico, sob diferentes fases
de desenvolvimento ¢ em diferentes condigdes de nutricio serio estudadas neste trabalho.
Pretende-se também comparar as respostas as condi¢Bes estressantes nesta espécie com as
relatadas para 7riatoma infestans, contribuindo-se para o estabelecimento de manutengio
adequada desses insetos em laboratério e compreenso de alteragdes em espécimes provindos da
natureza.
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3. - MATERIAIS E METODOS

3.1) Analise de sobrevivéncia e ocorréncia de mudas

Foram utilizados ninfas de 30., 4o0., e 50. estadios e adultos de ambos os sexos de
Panstrongylus megistus descendentes de insetos de habito domiciliar obtidos do continente
(Fazendas Pedra Baldo e Pedra Branca, S3o Jodo da Boa Vista - SP ) e de insetos de habito
silvestre, provenientes do litoral (procedéncia: Apiai, Miracatu e Iguape - SP). Esses insetos foram
criados e reproduzidos, desde 1990, no insetario da SUCEN {Superintendéncia de Controle de
Endemias), em Mogi Guagu - SP.

Parte dos procedimentos experimentais foram realizados no laboratério de Entomologia
da SUCEN (Mogi Guagu - SP) e os demais, nos laboratorios dos Departamentos de Biologia
Celular e de Parasitologia- UNICAMP.

Os espécimes foram submetidos a situagdes de choque hipertérmico (40°C) e
hipotérmico (0°C) por periodos de 1 e 12 horas. O choque hipertérmico foi efetuado em estufa
microbiologica, calibrada para 40°C, enquanto o choque hipotérmico foi realizado em refrigerador,
comprovando-se as temperaturas por meio de termdmetro. A escolha das temperaturas de choque
se baseou em facilidades operacionais com vistas & realizagio de experimentos que contemplassem
extremos opostos de temperatura em relagdo ao controle. No caso da hipertemia foram evitadas
temperaturas mais elevadas do que 40°C, que poderiam levar os insetos & morte quase imediata,
a semelhanga do que acontece com Triatoma infestans (Rodrigues et al., 1991). Por se
desconhecer a existéncia de crioprotetores na hemolinfa de hemipteros reduviideos (Rodrigues et
al., 1991) foram evitadas, por outro lado, temperaturas inferiores a 0°C.

Foram utilizados espécimes pouco alimentados ou seja, que permaneceram em jejum
durante 15 dias antes da realizagio dos testes e bem alimentados, isto ¢, que haviam recebido
alimentagdo 48 horas antes dos experimentos. Em todos os experimentos, a alimentagio apé6s
choque foi mantida semanalmente com sangue de galinha. Para cada situag@o de choque, bem
como na situagdo controle, foram utilizadas 100 ninfas de mesmo estadio colocadas em um
cristalizador de 18x10cm, contendo em seu interior um suporte de papeldo quadriculado, e
externamente coberto com morim. No caso dos adultos, foram colocados 50 especimes (25
machos e 25 fémeas) por cristalizador.

Imediatamente apds o choque de temperatura, os insetos retornavam ao ambiente de
temperatura e umidade controle e foram acompanhados diariamente durante um periodo de 30 a
35 dias para se determinar seus niveis de sobrevivéncia. Condiges consideradas controle sio as
usualmente empregadas no insetario da SUCEN para P. megistus, ou seja, 28°C de temperatura
€ 80% de umidade relativa (informagdo pessoal, Antenor N. Ferraz Filho). O processo de muda
foi também acompanhado durante 0 mesmo periodo em que se observou a sobrevivéncia das
ninfas,



3.2) Analise estatistica das curvas de sobrevivéncia.

Para a analise estatistica das curvas de sobrevivéncia foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Mantel- Hantzel (Kalbfleisch e Prentice, 1980). Nio foi necessario fazer a estimagdo das curvas
de sobrevivéncia visto que todos os insetos entraram no estudo ao mesmo tempo e a (nica censura
foi simples ao final do experimento. Portanto, as curvas de sobrevivéncia usuais ja sdo as
estimativas de Kaplan-Meyer para as curvas de sobrevivéncia verdadeiras (admitidas como
desconhecidas).

Teste de Mantel- Hantzel: Comparaciio de curvas de sobrevivéncia.

Quer-se comparar as curvas de sobrevivéncia de Panstrongylus megistus submetidos a
diversas condi¢des de choque. Como as curvas de sobrevivéncia verdadeiras sdo desconhecidas,
tem-se que se basear as conclusGes nas curvas amostrais (obtidas nos experimentos) que so
sujeitas a erros aleatorios, portanto, precisa-se detectar se as diferencas entre as curvas sio
devidas aos choques ou ao acaso.

Supor que se querra testar a igualdade ou ndo de k curvas de sobrevivéncia S,, S,, ..
Sy. Em linguagem estatistica, quer-se testar as hipéteses

Hy §;=8=.=8;

H,: existe pelo menos uma curva diferente.

*2

Para isso, precisa-se construir uma estatistica do teste W, baseada somente nos dados
que déem evidéncias a favor de H, ou H,. Esta estatistica € uma variavel aleatoria, visto que se
trata de uma fungdo das observagdes e para se poder construir o teste desejado, W precisa ter uma
distribuigio conhecida, se H, for verdadeira. Este teste é baseado em termos probabilisticos de
erros pequenos. Os dois erros possiveis s3o:

Erro tipo I Rejeitar Hy quando H,, é verdadeira.

Erro tipo II: Nio rejeitar H, quando H, é falsa.

Em geral, o erro tipo I € o mais grave, e deseja-se fixar uma probabilidade maxima para
este tipo de erro, chamado nivel de significancia , «.

a= max P(erro tipo I) = max P(rejeitar H, quando H, é verdadeira).

Um dos testes mais utilizados é o teste de Mantel- Hantzel (teste log-rank) , onde a
estatistica de Mantel-Hantzel, W, tem distribuigio qui-quadrado com k-1 graus de liberdade, isto
é, W~x3k-1). sob H,.

Assim, um valor "grande"de W ¢é evidéncia contra Hy, ou seja, uma regra de decisiio
seria: "Rejeita-se H, se W > ¢ e ndo se rejeita Hy, caso contrario”, onde ¢ € tal que:
a= max P(erro tipo I)
= max P(rejeitar H, quando H, € verdadeira)
= max P(W > ¢ | H, ¢ verdadeira)
¢ este valor pode ser encontrado em uma tabela para diversos valores de «.

Notar que ¢ € uma fungio decrescente de o, entdo existe um valor de « tal que a
constante correspondente : c{a)= W observado. Este valor é chamado valor de significincia ("p-
value"), assim: se a > valor de significincia, rejeita-se Hy; se o < valor de significincia aceita-se



H,. Este é o valor que sera obtido quando os dados forem analisados pelo software S- Plus.

Se ap0Os testarmos globalmente as hipoteses:

Hy S;=S8~=.. =8

H,: pelo menos uma curva é diferente.
rejeitar-se H,, temos que identificar quais as curvas diferentes. Um problema quando se fazem
comparagdes multiplas € distinguir se as diferengas significativas entre as curvas sio diferencas
reais ou devidas simplesmente ao grande niimero de comparagdes feitas, 0 que aumenta a chance
de encontrar diferengas que aparentam ser significantes, portanto, tem-se que selecionar um
numero limitado de testes a serem feitos e também utilizar niveis de significincia pequenos, por
exemplo, a/(niimero de testes), o que garante uma taxa geral de erro menor ou igual a .

O procedimento acima (teste de Mantel- Hantzel) € considerado nfio paramétrico, pois
nio se estd supondo nenhuma distribui¢do de probabilidade para os tempos de vida de
Panstrongylus megistus sob as diversas condigdes, assim "deixamos que os dados falem por si".
A maior desvantagem dos métodos ndo paramétricos € que os testes sdo menos poderosos, isto
€, P(erro tipo II) € maior que nos métodos paramétricos. Entretanto, para se utilizar um método
paramétrico, precisar-se-ia postular um modelo de probabilidade para os tempos de vida, por
exemplo, uma expressdo explicita para fungdes de sobrevivéncia as quais sdo conhecidas exceto
por um parametro numérico. Para tal precisar-se-ia conhecer melhor o fendmeno, pois utilizar um
modelo errado inviabiliza toda a andlise. Por exemplo, um modelo muito utilizado é o modelo de
Weibull, onde se postula que

S[O-exp[-(A )"

€ quer-se estimar oS pardmetros i A,,.A, € y 1sY 5T, € testar as hipoteses:
Hy L= A= = ey =Y,= ... =y
H,: existe algum parimetro diferente.

Mas seria preciso estar convencido de que o modelo de Weibull fosse correto, o que ndo
€ o caso do presente experimento.

Toda a teoria ndio paramétrica descrita acima baseia-se na hipotese de homogeneidade
dos dados, isto €, um teste estatistico s6 faz sentido se os dois ou mais grupos de insetos sio
homogeéneos com respeito aos fatores progndsticos. Fatores prognésticos sio aqueles que
influenciam na resposta do tempo de sobrevivéncia, ou seja, s3o os fatores exceto tratamento.



3.3) Analise de fenotipos nucleares

Foram utilizadas ninfas do sexo masculino de 50. estadio de Panstrongylus megistus de
habito domiciliar pouco alimentadas, descendentes de insetos do continente (procedéncia:
Fazendas Pedra Baldo e Pedra Branca, Sdo Jodo da Boa Vista - SP ) criadas e reproduzidas no
insetario da SUCEN (Superintendéncia de Controle de Endemias), em Mogi Guagu - SP. A
distingdo sexual para a selecfio de ninfas de 50. estadio do sexo masculino foi realizada com base
nas diferengas morfologicas propostas por Rosa et al. ( 1992).

Os espécimes foram submetidos as seguintes condiges de choque: 40°C por 12 h;
40°Cpor 1 h e 0°Cpor 1 h. Os controles foram mantidos a 28°C e 80% UR.

As condigdes acima foram selecionadas com base na analise estatistica das curvas de
sobrevivéncia. Como ndo se verificaram diferencas devido a alimentagdo e procedéncia, foram
utilizados insetos pouco alimentados de héabito domiciliar por facilidades operacionais.

As ninfas submetidas a choques de 40°C por 12 h foram dissecadas imediatamente apos
o choque e 30 dias apds. As que foram submetidas a choques hipertérmicos e hipotérmicos por
1 h foram dissecadas imediatamente apos o choque, 10 dias e 30 dias apos o choque. Esses tempos
foram escolhidos com o objetivo de se investigar alteragdes fenotipicas relacionadas a possiveis
periodos de recuperagio a curto e a longo prazo (no caso do choque 40°C por 12 h, como a
mortalidade foi mais alta, foram utilizados os espécimes sobreviventes somente para a analise
imediatamente apos o choque e 30 dias apds o choque).

Com o auxilio de uma lupa estereoscdpica Zeiss realizou-se a dissecagdo dos espécimes
para a retirada dos tubulos de Malpighi, os quais foram estendidos sobre 1dminas histologicas. Para
cada situagdo experimental foram dissecados, pelo menos, 3 insetos.

A fixagio foi realizada imergindo-se as laminas em etanol- acido acético glacial 3:1 por
um minuto ¢ em seguida lavando-as em alcool 70% por 5 minutos. Apos essa etapa, 0s materiais
foram submetidos a reagdo de Feulgen, procedimento citoquimico mais conhecido e utilizado para
as determinagles quantitativas convencionais do DNA (Mello e Vidal, 1978) e que facilita a
evidenciagio de fendtipos nucleares (Mello et al., 1986).

Os materiais estendidos em laminas foram submetidos a hidrolise com HCl 4N por 1h
e Smin a 25°C. Em seguida, receberam um banho rapido com HC1 0,1N gelado para paralisar o
processo hidrolitico mais drastico. Esse tempo de hidrolise foi escolhido por ser considerado
como o 6timo para esse material, ou seja, que permite a depurinacdo maxima do material (Mello
e Vidal, 1978).

As laminas foram, entdo, imersas no reativo de Schiff por 40 minutos, apés o que, foram
submetidas a 3 banhos de agua sulfurosa (metabissulfito de sodio 10%, HCI IN e 4dgua destilada

- 1:1:18) por 5 minutos cada. A seguir, os preparados receberam 3 banhos rapidos em agua
destilada e foram passados por uma bateria de alcoois etilicos (alcool 70%, 80%, 90%, 95% ¢
absoluto) por 1,5 minutos cada. O material foi diafanizado em xilol e montado em balsamo do
Canada (np = 1,54).

Apds essa etapa, fez-se a contagem dos nlicleos das células epiteliais dos tibulos de
Malpighi. As contagens foram efetuadas em microscépio binocular Zeiss, usando-se objetiva de
40x e ocular de 10x. Os nucleos observados foram classificados segundo diferentes fendtipos. Sio
eles: nicleos normais, suspeitos de apoptose, degenerados, apoptéticos, com aparente
descompactacdo da heterocromatina, nicleos gigantes, gigantes suspeitos de apoptose, gigantes
com aparente descompactagio da heterocromatina e gigantes com sinais de degeneracio.

Foram obtidas fotomicrografias dos diferentes fendtipos em fotomicroscopio Zeiss,
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utilizando-se filme Kodacolor Gold 100.

3.4) Comparagdes de frequéncias relativas médias para diferentes tratamentos (Andlise de
varidncia)

Foram procuradas evidéncias que indicassem haver uma diferenca real no nimero de
fenotipos nucleares entre os choques térmicos e controles, bem como duragio do choque e dias
pos-choque para dissecagdo. A hipotese nula é a de que ndo existiria influéncia dos fatores
envolvidos no experimento. Para cada fator, assim como a interagdo entre os fatores dias pos-
choque e temperatura, venficou-se se existiria ou ndo alteragio significativa no numero de
fenotipos nucleares encontrados. Para isto foram utilizadas técnicas graficas (graficos de médias),
matriz de correlagdo (freqiiéncia relativa) e analise de variancia (logit da frequéncia relativa).

Para cada fenodtipo, tem-se como fonte de variagfio os fatores: temperatura (3 niveis),
dias para dissecacdo (3 niveis) e duragdo do choque (2 niveis), bem como interagio entre dias para
dissecagdo e temperatura. Para cada fonte de variagdio, calcula-se uma estatistica do teste com
distribuigio conhecida F e constréi-se a tabela de Analise de Variancia. Com isto é possivel obter-
se o valor de significAncia para cada fonte de variagdo e determinar-se quais os fatores que
influenciam no numero de fendtipos nucleares encontrados.
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4. -RESULTADOS
4.1) Anilise de sobrevivéncia e ocorréncia de muda

Os resultados obtidos da analise de sobrevivéncia dos insetos acham-se resumidos nas
figuras 1 a6 e nas tabelas 1 a 13, que incluem a andlise estatistica das curvas de sobrevivéncia.

4.1.1) Ninfas de hdbito domiciliar, bem alimentadas (choques de temperatura de 40°C e
0°C, duracio de 1h e 12h).

Apos choque hipertérmico de 1 hora, os niveis de sobrevivéncia de ninfas de 30., 40. e
50. estadios ndo foram praticamente afetados (Fig. 1 A, B, D, E, G e H, Tabela 1). Uma ligeira
diminuigdo na frequéncia de mudas foi observada especialmente no 4o. e 5o. estadios (Fig.1 D,
E, G e H). Entretanto, apos um periodo de choque de 12 horas houve mortalidade total dos
espécimes nessas fases logo no primeiro dia apds choque (Fig. 1 A, B, D, E, G ¢ H, Tabela 1).

Quando as ninfas foram submetidas ao choque hipotérmico de curta duragio, um declinio
de sobrevivéncia foi evidente apenas para o 30. estadio (Fig.1 A e C). Esse resultado contrasta
com o observado ap6s choque de 12 horas, em que houve uma drastica queda de sobrevivéncia
imediatamente ap0s o choque, principalmente no 5o. estadio ninfal, seguida por uma estabilizagdo
no valor de sobrevivéncia para os demais dias de observagdo (Fig. 1 A, C, D, F, G e I, Tabela 1).
Quanto a ocorréncia de mudas, foi verificada uma acentuada diminuicio (Fig. 1 A, C,D,F, G e
1) que se tornou mais intensa apds choques de longa duragdo (Fig. 1 A, C, Ge]).

De modo geral, choques de curta duracfo nio influiram marcantemente na sobrevivéncia
das ninfas em todos os estadios testados, enquanto choques hipertérmicos de longa duracdo
provocaram morte total e choques hipotérmicos de longa duragfio afetaram drasticamente a
sobrevivéncia das ninfas, especialmente as de 50. estadio.

A analise estatistica das curvas de sobrevivéncia confirma as observagdes visuais (Tabela
2).

4.1.2) Ninfas de habito domiciliar, pouco alimentadas (choques de temperaturas de 40°C
e 0°C, duraciio de 1h e 12h).

Apos choque hipertérmico de lhora, ndo se verificaram grandes diferencas nos niveis de
sobrevivéncia em ninfas de 30., 40. e So. estadios em relagio ao controle (Fig. 2 A, B, D, E, G
e H, Tabela 3). Mortalidade total foi observada apés choques hipertérmicos de 12 horas para
ninfas de 30. e 40. estadios (Fig. 2 B e E, Tabela 3). Apesar da mortalidade acentuada para
ninfas de 50. estadio, 18 ninfas foram resistentes ao choque apés um periodo de 34 dias (Fig. 2
H, Tab. 3). N&o houve alteragdes significantes na ocorréncia de mudas ap6s choque hipertérmico
~ de 1 hora. Entretanto, no caso do choque de 12 horas, as ninfas sobreviventes de So. estadio ndo
sofreram mudas (Fig. 2 H).

Ap6s choque hipotérmico de curta duragio houve um declinio na sobrevivéncia somente
em ninfas de 30. estadio (Fig. 2 A, C, D, F, G e 1), enquanto choques hipotérmicos de 12 horas
causaram mortalidade total das ninfas de 30. € 5So0. estadio e 17% de sobrevida em ninfas de 4o.
estadio, 34 dias ap6s choque (Fig. 2 A, C,D, F, G e, Tabela 3). A ocorréncia de mudas sofreu
uma queda acentuada com o choque hipotérmico, principalmente em ninfas de 50. estadio , onde
nZo se verificou a sua presenca (Fig. 2 A, C, D, F, Gel).

A analise estatistica das curvas de sobrevivéncia confirma a analise visual (Tabela 4).
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Tabela 1: Sobrevivéncia ao final de 33 dias pés-choque de ninfas bem alimentadas de Panstrongylus megistus, habito
domiciliar.

Fase do desenvolvimento
Condig¢des experimentais 30. Estadio 40. Estadio 50. Estadio
de temperatura
n Sobrevida | n Sobrevida | n Sobrevida

(o) (%) (%)
Controle, 28°C 100 96 100 96 160 95
Cheque hipertérmico 100 100 100
40°C, 1h 91 91 93
40°C, 12h 00 00 00
Choque hipotérmico 100 100 100
0°C, th 83 87 92
0°C, 12h 24 23 03
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Tabela 2: Comparagio das cervas de sobrevivéncia para ninfas bem alimentadas de P. megistus, habito domiciliar,

segundo o teste de Mantel-Hantzel.

Fase de W gl valor de
desenvolvimento significincia
30. estadio Controle 9,6 2 0,0083 (*)

40°C 1h

0°C 1h

Controle vs. 40°C 1h 2,1 1 0,1472

Controle vs. 0°C 1h 9,0 1 0,0026 (*)

Controle 2143 2 0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs, 40°C 12h 1951 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 109,5 1 0,0000 (*)
40. estadio Controle 5,2 2 0,0741

40°C 1h

0°C 1h

Controle 359,9 2 0,0000 (*})

40°C 1zh

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 1148 1 0,0000 (*)
50. estadio Controle 0,5 2 0,7827

40°C 1h

0°C 1h

Controle 397,0 2 0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 184,1 1 0,0000 (*)

* = diferengas significativas
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Tabela 3: Sobrevivéncia ao final de 33 dias pés-choque de ninfas pouco alimentadas de Panstrongylus megistus, habito
domiciliar.

Fase do desenvolvimento
Condig¢des experimentais 30. Estadio 4o0. Estadio 5o. Estadio
de temperatura
n Sobrevida | n Sobrevida | n Sobrevida

(%) (%) (%)
Controle, 28°C 100 95 100 84 100 86
Choque hipertérmico 100 100 100
40°C, 1h 98 92 89
40°C, 12h 00 00 18
Choque hipotérmico 100 100 100
0°C, 1h 48 76 86
0°C, 12h 00 17 00

17



Tabela 4: Comparagdo das curvas de sobrevivéncia para ninfas pouco alimentadas de P. megistus, habito domiciliar,

segundo o teste de Mantel-Hantzel.

Fases de " gl valor de
desenvolvimento significincia
30. estadio Controle 112,0 2 0,0000 (*)
40°C 1h
0°C 1h
Controle vs. 40°C 1h 1,3 i 0,2484
Controle vs. 0°C 1h 55,6 1 0,0000 (*)
Controle 299,0 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
40. estadio Controle 9,3 2 0,0095 (*)
40°C 1h
0°C 1h
Controle vs. 40°C 1h 2.5 1 0,1130
Controle vs. 0°C 1h 2,2 1 0,1421
Controle 2111 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 100,2 1 0,0000 (*)
S0. estadio Controle 0,3 2 0,8724
40°C 1h
0°C 1h
Controle 2702 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 120,1 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 191,1 1 0,0000 (*)

* = diferencas significativas
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4.1.3) Ninfas de h:bito silvestre, bem alimentadas (choques em temperatura de 40°C e 0°C,
duraciio de 1h e 12h).

Ap6s choque hipertérmico de 1 hora, ndo houve diferengas relevantes na taxa de
sobrevivéneia das ninfas de 3o. e So. estadios (Fig. 3 A, B, G e H), enquanto um aumento foi
verificado para ninfas de 4o. estadio (Fig. 3 D e E, Tabela 5). Nao foi observada uma alteracio
significativa na ocorréncia de mudas de ninfas de 3o. estadio (Fig. 3 A e B), enquanto uma
mudanca na distribuigio foi verificada em ninfas de 4o. estadio, principalmente no periodo
compreendido de 13 a 21 dias apds choque, tendendo a se reestabilizar no periodo seguinte do
experimento (Fig. 3 D e E). Uma queda na taxa de mudas foi verificada em ninfas de 5o. estadio
(Fig. 3 G e H). Apés choque de 12 horas, a mortalidade foi imediata em todos os estadios (Fig.
3 B, E e H), (Tabela 5).

Choques hipotérmicos de 1 hora praticamente ndo causaram diferencas na taxa de
sobrevivéncia das ninfas de 30. estadio (Fig. 3 A e C), porém um aumento foi verificado em
ninfas de 4o. estadio enquanto um declinio foi verificado quanto s ninfas de 5o. estadio (Fig. 3
A C,D,F, Gel). Diminui¢Zo na ocorréncia de mudas apos choque de 1 hora foi verificada em
todos os estadios, principalmente em ninfas de 50. estadio onde n&o se verificaram mudas (Fig.
3A C,D,F, G e I) Entretanto, apos choque por 12 horas, alguns sobreviventes de 5o. estadio
sofreram mudas, ainda que em baixa proporgdo (Fig. 3 Ge1).

A analise estatistica das curvas de sobrevivéncia confirma a anélise visual (Tabela 6).

4.1.4) Ninfas de habito silvestre, pouco alimentadas (choques em temperatura de 40°Ce
0°C, duracio de 1h e 12h).

Ap6s choque hipertérmico de 1 hora, os niveis de sobrevivéncia das ninfas de 30. e So.
estadio aparentemente ndo se mostraram afetados (Fig. 4 A, B, G e H, Tabela 7). A anilise
estatistica porém mostrou que existe diferenga para as ninfas de 30. estadio em rela¢@o ao controle
(Tabela 9, valor de significancia: 0,0053). Uma queda na taxa de sobrevivéncia foi verificada em
ninfas de 4o. estadio (Fig. 4 D e E). Entretanto, apos um periodo de choque de 12 horas,
verificou-se mortalidade total dos espécimes em todos os estadios testados (Fig. 4 B, E e H,
Tabela 7). Quanto & ocorréncia de mudas, uma queda foi observada nas ninfas de 30. e 4o.
estadios (Fig. 4 A, B,DeE).

O choque hipotérmico de 1 hora causou diminuigo na taxa de sobrevivéncia das ninfas
de 30., 40. e 50. estadios (Fig. 4 A, C,D, F, G e 1}). Apos choque de 12 horas, houve queda total
de sobrevivéncia das minfas de 4o. estadio, enquanto as de 30. € 50. estadios mostraram 10% e
4% de individuos resistentes, respectivamente, no periodo de 30 dias pos-choque (Fig. 4 C,Fe
* 1, Tabela 7). Um drastico decréscimo na ocorréncia de mudas foi detectado apds choque de 1
hora, ndo sendo observadas mudas nos espécimes sobreviventes ao choque de 12 horas (Fig. 4
A, C,D F Gel).

A analise estatistica das curvas de sobrevivéncia no geral, confirma a analise visual,
excetuando-se o caso de minfas de 30. estddio, em que apesar de visualmente o nivel de
sobrevivéncia ndo se mostrar afetado pelo choque hipertérmico de 1hora, vé-se pela Tabela 8 que
existe diferenca significante (valor de significancia = 0,0053) entre as curvas de sobrevivéncia.
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Tabela 5: Sobrevivéncia ao final de 33 dias pés-choque de ninfas bem alimentadas de Panstrongyius megistus, hibito
silvestre.

Fase do desenvoivimento
Condigles experimentais 3o. Estadio 4o0. Estadio 5o0. Estadio
de temperatura
n Sobrevida | n Sobrevida | n Sobrevida

(%) (%) (%)
Controle, 28°C 100 97 100 80 100 94
Choque hipertérmico 100 100 100
40°C, 1h 98 99 94
40°C, 12h 00 00 00
Choque hipotérmico 100 100 100
0°C, 1h 92 160 77
0°C, 12h 00 G0 20
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Tabela 6: Comparagfo das curvas de sobrevivéneia para ninfas bem alimentadas de P. megistus, hdbito silvesire,

segundo o teste de Mantel-Hanizel,

Fases de W gl valor de
desenvolvimento significdncia
3o0. estadio Controle 3,5 2 0,1695
40°C 1h
0°C 1h
Controle 299 0 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 199.0 1 0,0000 (*)
40. estadio Controle 40,3 2 [0,0000 (%)
40°C 1h
0°C ih
Controle vs. 40°C 1h 19,1 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0C 1h 222 1 0,0000 (*)
Controle 4023 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,00600 (*)
Controle vs. 6C 12h 1951 1 0,0000 (*)
50. estadio Controle 17,3 2 0,0002 (*)
40°C 1h
0°C ih
Controle vs. 40°C 1h 0,1 1 0,7475
Controle vs. 0°C 1h 11,4 1 0,0007 (*)
Controle 368,0 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs, 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 126,1 1 0,0000 (*)

* = diferencas significativas
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Tabela 7: Sobrevivéncia ao final de 33 dias pds-choque de ninfas pouco alimentadas de Panstrongyius megistus, habito
silvestre.

Fase do desenvolvimento
CondigBes experimentais 3o. Estadio 4o0. Estadio 50. Estadio
de temperatura
n Sobrevida | n Sobrevida | n Sobrevida

(%) (7o) (%)
Controle, 28°C 100 58 100 88 100 81
Choque hipertérmico 100 100 100
40°C, 1h 88 80 85
40°C, 12h 00 00 00
Choque hipotérmico 100 100 100
0°C, 1h 60 65 62
0°C, 12h 10 00 04
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Tabela 8: Comparagio de curvas de sobrevivéncia para ninfas pouco alimentadas de P. megistus, hdbito silvestre,

segundo o teste de Mantel-Hantzel.

Fases de w gl valor de
desenvolvimento significdncia
30. estadio Controle 55,7 2 0,0000 (*)
40°C 1h
0°C th
Controle vs. 40°C 1h 7.8 1 0,0053 (*)
Controle vs. 0°C 1h 443 1 0,0000 (*)
Controle 279,2 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 177,9 1 0,0000 (*)
4o. estadio Controle 31,9 2 0,0000 (*)
40°C1h
0°C 1h
Controle vs. 40°C 1h 9.3 1 0,0024 (*)
Controle vs. 0°C 1h 302 i 0,0000 (*)
Controle 404 4 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 199,0 1 0,0000 (*)
50. estadio Controle 20,6 2 0,0001 (*)
40°C1h
0°C 1h
Controle vs. 40°C 1h 0,7 1 0,3954
Controle vs. 0°C 1h 10,6 1 0,0011 (*)
Controle 391,0 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 1990 1 0,0000 (*})
Controle vs. 0°C 12h 167,1 1 0,0000 (*)

* = diferencas significativas
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4.1.5) Alados de habito domiciliar (choques de temperatura de 0°C e 40°C, duracio de 1h
e 12h).

Com relag@o & sobrevivéncia dos adultos bem alimentados, choques hipertérmicos de
curta duragdo causaram um declinio mais acentuado nos machos. Quando os insetos foram
submetidos ao choque hipotérmico de curta duraciio a taxa de sobrevivéncia foi ainda mais afetada
em ambos os sexos, sendo que nos machos foi atingida mortalidade quase que total ao redor de
24 dias pos-choque. Mortalidade total foi verificada ap6s choques de longa duragio (Fig. 5 A,
B e C, Tabela 9).

Para os adultos pouco alimentados, choques hipertérmicos de curta duragdo causaram
um declinio moderado na sobrevivéncia dos machos, enquanto nas fémeas nio houve
praticamente modificagdo (Fig. 5 D e E). Apds choque hipotérmico de curta duragdo houve um
declinio acentuado na taxa de sobrevivéncia dos adultos (Fig.5 D e F). Em choques de longa
duragdo, hipertérmico e hipotérmico, a taxa de sobrevivéncia foi nula (Fig. 5 E e F), de modo
semelhante ao que aconteceu para os insetos bem alimentados (F ig. 5B e C, Tabela 9).

A analise estatistica das curvas de sobrevivéncia confirma a analise visual (Tabelas 10
e 11), excetuando-se o caso de alados machos de habito domiciliar, pouco alimentados, quando
apesar de visualmente choque hipertérmico de 1hora parecer visualmente causar um leve declinio
na sobrevivéncia dos machos, a analise estatistica demonstra que ndo houve diferenca significante
em relagdo ao controle (Tabela 11, valor de significincia = 0,0312).

4.1.6) Alados de hibito silvestre (choques de temperatura de 0°C e 40°C, duracio de 1h e
12h).

Em espécimes bem alimentados, choques hipertérmicos de curta duracio causaram leve
declinio na taxa de sobrevivéncia (adultos machos), ou praticamente niio os afetaram (adultos
fémeas (Fig. 6 A e B), enquanto choques hipotérmicos de 1 hora, causaram uma queda acentuada
na taxa de sobrevivéncia de ambos os sexos (Fig. 6 A e C). Apés um periodo prolongado de
choque, hiper- ou hipotérmico, houve mortalidade total dos insetos (Fig. 6 B e C, Tabela 9).

Para alados pouco alimentados, choques hipertérmicos de curta duragio causaram
diminui¢do moderada na taxa de sobrevida das fémeas; enquanto nos machos foram observados
valores até ligeiramente mais elevados do que no controle (Fig. 6 D e E, Tabela 9). Choques
hipotérmicos de 1 hora causaram queda acentuada na sobrevida dos espécimes machos (Fig. D
e F). Mortalidade total dos insetos foi verificada ap6s choques de longa duragio (Fig. 6EeF),
de modo igual ao verificado para insetos bem alimentados (Fig. 6 B e C, Tabela 9.

A analise estatistica das curvas de sobrevivéncia confirma 2 analise visual (Tabelas 12

e 13).
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Tabela 9: Sobrevivéncia (%) ao final 31 dias pés-choque em adultos de Panstrongylus megistus.

Habito
Condigdes Domiciliar Silvestre
experimentais
de temperatura
Poﬁco Bem Pouco Bem
alimentados alimentados alimentados alimentados
n Sobrevida | n | Sobrevida | n | Sobrevida | n | Sobrevida
(%) (%e) (%) (%o
d 2 d 2 d 2 d ?

Controle, 28°C 25 80 80 |25 96 88 [251] 64 | 92 125 92 88
Choque hipertérmico | 25 25 25 25
40°C, 1h 56 88 72 88 76 64 64 88
40°C, 12h 00 00 00 00 00 | 00 00 | 00
Choque hipotérmico 25 25 25 25
0°C, th 20 36 08 52 32 | 64 36 | 36
0°C, 12h 00 00 00 00 00 | 00 00 | 00
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Tabela 10: Comparagiio de curvas de sobrevivéneia para adultos bem alimentadas de P. megistus, habito domiciliar,

segundo o teste de Mantel-Hanizel.

W gl valor de
significancia

Machos Controle 59,2 2 0,0000 (*)

40°C 1h

0°C 1h

Controle vs. 40°C 1h 6,6 1 0,0103 (*)

Controle vs, 0°C 1h 440| 1 |0,0000*

Controle 74,0 2 0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 490 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 490 1 0,0000 (*)
Fémeas Controle 16,8 2 0,0002 (*)

40°C1h

0°C 1h

Controle vs. 40°C 1h 0,0 1 0,9994

Controle vs. 0°C 1h 9,9 1 0,0016 (*)

Controle 742 | 2 |0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 48,0 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 49,0 1 0,0000 (*)
Machos vs. Fémeas | Controle 1,0 1 0,3197

40°C 1h 3,0 1 0,0819

40°C 12h 0,0 1 1,0000

0°C 1h 13,8 1 0,0002 (*)

0°C i2h 0,0 1 1,0000

* = diferencas significativas




Tabela 11: Comparaglo de curvas de sobrevivéncia para adultos pouco alimentadas de P. megistus, hibito domiciliar,

segundo o teste de Mantel-Hantzel.

W gl valor de
significancia

Machos Controle 18,2 2 0,0001(*)

40°C 1h

0°C 1h

Controle vs. 40°C 1h 4.6 1 0,0312

Controle vs. 0°C 1h 19,5 1 0,0000 (*)

Controle 74,0 2 0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 490 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 490 1 0,0000 (*)
Fémeas Controle 19,7 2 0,0001 (*}

40°C 1h

0°C 1h

Controle vs. 40°C 1h 1,0 1 0,3191

Controle vs. 0°C 1h 9,4 1 0,0021 (*)

Controle 74,0 2 0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 49,0 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 49,0 1 0,0000 (*)
Machos vs. Fémeas | Controle 0,1 1 0,7605

40°C 1h 7,5 1 0,0660 (*)

40°C 12h 0,0 1 1,0000

0°C 1h 1,2 1 0,2695

0°C 12h 0,0 1 1,0000

* = diferengas significativas




Tabela 12: Comparagio de curvas de sobrevivéncia para adultos bem alimentadas de P. megistus, hibito silvestre,

segundo o tesie de Mantel-Hantzel.

W gl valor de
significancia

Machos Controle 18,9 2 0,0001 (*)

40°C 1h

0°C 1h

Controle vs. 40°C 1h 6,2 1 0,0126 (*)

Controle vs. 0°C 1h 18,1 1 0,0000 (*)

Controle 74,0 2 0,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 490 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 49,0 1 0,0000 (*)
Fémeas Controle 28,6 2 0,0000 (*)

40°C 1h

0°C 1h

Controle vs, 40°C 1h 0,0 1 0,9585

Controle vs. 0°C 1h 17,01 1 ]0,0000(*)

Controle 74,0 1 2 10,0000 (*)

40°C 12h

0°C 12h

Controle vs. 40°C 12h 49.0 1 0,0000 (*)

Controle vs. 0°C 12h 490 1 0,0000 (*)
Machos vs. Fémeas | Controle 0,2 I 0,6467

40°C 1h 411 1 10,0427 (%)

40°C 12h 001 1 |]1,0000

0°C 1h 0,0 1 0,9899

0°C 12h 0,0 1 1,0000

* = diferencas significativas




Tabela 13: Comparagdo de curvas de sobrevivéncia para adultos pouco alimentadas de P. megistus, habito silvestre,

segundo o teste de Mantel-Hantzel.

w gl valor de
significAncia
Machos Controle 14,5 2 0,0007 (*)
140°C 1h
0°C 1h
Controle vs. 40°C 1h 0,7 1 0,4106
Controle vs. 0°C 1 h 7.4 1 0,0064 (*)
Controle 7401 2 [0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 49,0 I 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 490 1 0,0000 (*)
Fémeas Controle 6,1 2 0,0484 (*)
40°C 1h
0°C 1h
Controle vs. 40°C 1h 5,8 1 0,0161 (*)
Controle vs. 0°C 1h 44 1 0,0356
Controle 74,0 2 0,0000 (*)
40°C 12h
0°C 12h
Controle vs. 40°C 12h 490 1 0,0000 (*)
Controle vs. 0°C 12h 49,01 1 }0,0000(*)
Machos vs. Fémeas | Controle 4,3 1 0,0373 (*)
40°C 1h 1,5 1 0,2251
40°C12h 0,0 I 1,0000
0°C 1h 7,111 10,0077 (*)
0°C 12h 0,0 1 1,0000

* = diferencas significativas

33




4.1.7) Ninfas de habito domiciliar bem alimentadas x pouco alimentadas

Comparando-se os dados de ninfas de Panstrongylus megistus de habito domiciliar (Figs.
1 €2, Tabelas 1 a 4), verfica-se que choques hipertérmicos de curta duragio praticamente nfo
afetam a taxa de mortalidade em todos os estadios, independente de suas condigdes alimentares.
J4 para o choque hipertérmico de 12 horas, embora a mortalidade total tenha sido induzida em
ninfas bem alimentadas, ninfas pouco alimentadas de 5o0. estadio mostraram uma taxa de
sobrevivéncia de 18% ao final do experimento.

Choques hipotérmicos de curta duragio causaram declinio comprovado como
estatisticamente significante na taxa de sobrevivéncia de ninfas de 30. estadio em ambas as
condi¢Ges nutricionais, porém ndo alteraram a sobrevivéncia de ninfas de 40. e 50. estadios bem
e pouco alimentadas. Queda acentuada na taxa de sobrevivéncia foi constatada apds choques
hipotérmicos de longa duragio.

Com rela¢do as mudas, choques hipertérmicos de 1hora nio afetaram sua ocorréncia em
ninfas pouco alimentadas, contrastando com uma ligeira diminui¢do em ninfas de 30. e 4o0. estadios
bem alimentadas. As ninfas de 5o. estadio sobreviventes ao choque de 12 horas ndo sofreram
mudas. Choques hipotérmicos de curta duragio assim como choques de longa duragio
(hipertérmicos e hipotérmicos) induziram queda na incidéncia de mudas, independente das
condigdes alimentares.

4.1.8) Ninfas de habito silvestre bem alimentadas x pouco alimentadas

Com relagdo as ninfas de Panstrongylus megistus de hébito silvestre (Figs. 3 e 4, Tabelas
5 a 8), o fator pouca alimentagio esteve implicado na sobrevivéncia ao choque hipertérmico de
1 hora apenas de ninfas de 30. estadio. Uma leve diminui¢fo na incidéncia de mudas foi verificada
em todos os estadios, exceto em ninfas de 3o. estadio bem alimentadas, onde nfio houve alteracio.
Choque hipertérmico de 12 horas causou mortalidade total dos insetos.

O choque hipotérmico de 1 hora causou pequena queda significante de sobrevivéncia,
independente das condigGes nutricionais, sendo verificada uma diminuigio acentuada quanto a
ocorréncia de mudas. Apés choque hipotérmico de 12 horas, ninfas de 30. e 5o. estadio pouco
alimentadas e de 50. estidio bem alimentadas mostraram-se mais resistentes, porém nio sofreram
mudas.

- 4.1.9) Ninfas de habito domiciliar x silvestre

- Bem alimentadas:

Comparando-se os dados de ninfas bem alimentadas, mas de habito diferente (Figs. le
3, Tabelas 1, 2, 5, 6), venficou-se que de modo geral, choques hipertérmicos de curta duragio
ndo afetaram a sobrevivéncia, enquanto os de longa duragdo causaram mortalidade total para
espécimes de ambos os habitos. O choque hipotérmico de curta duragdo causou leve diminuigdo
na sobrevivéncia de ninfas bem alimentadas de habito domiciliar e silvestre, exceto as de 4o.
estadio de habito silvestre onde até se verificou um aumento na taxa de sobrevivéncia. Ja apods o
choque de 12 horas, houve queda total ou acentuada da sobrevivéncia para todas as ninfas, sendo
esta um pouco menos drastica em ninfas de 50. estadio de habito silvestre e ninfas de 30. e 4o.



estadio de habito domiciliar. Diminuigdo na ocorréncia de mudas foi observada para todos 0s
casos, exceto nas ninfas de 30. estadio submetidas a choque hipertérmico de curta duragio.

- Pouco alimentadas:

Comparando-se ninfas pouco alimentadas de habito domiciliar vs. silvestre (Figs. 2 ¢ 4,
Tabelas 3, 4, 7 e 8) pdde-se verificar que o choque hipertérmico de curta duragdo causou pequena
diminuicdo tanto na sobrevivéncia quanto na ocorréncia de mudas somente nas ninfas de 30. e 4o.
estadios de habito silvestre. O choque hipotérmico de curta duragio afetou significantemente as
ninfas de 30. estadio em ambos os casos, bem como as de 40. e 5o0. estadios de habito silvestre.
Quanto aos choques de longa duragio, o hipertérmico causou mortalidade total (exceto para
ninfas de So. estadio de habito domiciliar), enquanto o hipotérmico induziu pequena porcentagem
de sobreviventes no 30. € 50. estadio de habito silvestre e no 4o. estadio de habito domiciliar.

4.1.10) Alados domiciliares x silvestres

Com relagdo aos alados domiciliares e silvestres de Panstrongylus megistus, notou-se
que choques de longa duragdo, tanto o hipotérmico quanto o hipertérmico, causaram mortalidade
total dos espécimes, logo no primeiro dia apds choque (Figs. 5 e 6, Tabelas 9 a 13).

Quanto a choques de curta duragdo, na quase totalidade dos casos (exceto adultos pouco
alimentados de habito silvestre), as fémeas tiveram uma sobrevida maior quando submetidas aos
choques. Dentre estes, os hipotérmicos foram os que, em geral, afetaram mais a sobrevivéncia,
especialmente com relagio aos machos (Figs. 5 € 6, Tabelas 9 a 13).
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4.2) Analise de fendtipos nucleares

O fenotipo nuclear usual observado em tibulos de Malpighi de individuos machos de
Panstrongylus megistus ¢ aquele que exibe pequenos granulos cromatinicos de distribuigdo
homogénea e um pequeno e conspicuo corpo heterocromatico contribuido pelo cromossomo Y
(Mello et al, 1986) (Figs. 7a, 8c). Este fendtipo foi detectado como o mais frequente nos insetos dos
grupos controles, bem como naqueles submetidos as situagdes de choque (Tabelas 14 ¢ 15). Além
deste, outros fenoétipos nucleares foram observados em todas as condigBes experimentais, , porém
geralmente com maior frequéncia apds o choque, embora com variagdes individuais (Tabelas 14 e 15).
Esses fendtipos s30: niicleos com aparente descompactacio da heterocromatina (HD) (Fig. 7b);
nicleos gigantes, obtidos por fusdo nuclear e celular (G) (Figs. 7 e,f, 8¢,d); nicleos apoptéticos (A)
(Figs. 7f, g; 8a-d; 9b,¢c) ou suspeitos de processo apoptotico (A,) (Fig. 7d) (A apoptose foi
considerada aqui em termos morfologicos classicos), nuacleos com vacuolizagdes degenerativas,
tipicas de necrose (D) (Figs. 9a-c).

Os proprios nicleos gigantes podem se apresentar com sinais de degeneragio (GD) ou
suspeita de apoptose (G,), ou ainda com aparente descompactagio da heterocromatina (GHD) (Fig.
7¢, e 8).

O nimero total de nicleos das células epiteliais de tibulos de Malpighi, bem como, a
frequéncia relativa dos diversos fendtipos nucleares sio mostrados nas Tabelas 14 ¢ 15, onde se pode
verificar conforme mencionado acima, que o fendtipo mais comum foi aquele considerado normal,
seguido pelos nucleos com suspeita de apoptose, em degenera¢do e nlcleos com aparente
descompactagio da heterocromatina. Nota-se também, uma certa variagio de fenotipos mesmo dentro
da mesma condig¢@o expenimental.

Nicleos em degeneragdo foram encontrados em todas as condigBes, sendo que em alguns
poucos espécimes, apresentaram maior percentual entre os alterados. Nucleos apoptéticos foram
encontrados em maior nimero em insetos submetidos a choque hipertérmico, principalmente 10 dias
apds choque. Quanto aos nucleos gigantes, estes foram observados em baixo percentual, sendo um
pouco mais frequentes 10 ¢ 30 dias ap6ds choques hipertérmicos de curta e longa duragio,
respectivamente, € em insetos submetidos a choques hipotérmicos, dissecados logo apés o chogue
(Tabela 14),

Foi utilizada para se verificar a relagfio entre as condigBes estressantes e 0s diversos
fenoétipos nucleares, correlagdo linear (Tabela 16), a qual mede a relagiio linear entre as variaveis.



Figura 7: Fendtipos nucleares de células epiteliais de tibulos de Malpighi de Panstrongylus megistus. Reagio de Feulgen.
N = normal com pequenos grinulos cromatinicos de distribuicio homogénea (E = eucromatina) € conspicuo corpo
heterocromético (H), A =apoptose, A, = suspeito de apoptose, G = gigante, G, = gigante com suspeita de apoptose, HD
= aparente descompactagio da heterorocromatina, G = gigante em degeneracdo, GHD= gigaute com heterocromatina
aparentemente descompactada. Barra = 14,5 pm.



Figura & Fendtipos nucleares de oélulas epiteliais de tibulos de Malpighi de Pansrrongyiis megistus. Reaglic de
Feunlgen. A =apopiose, A, = suspeito de apoplose, va = vesiculas apoptdticas; ¢ e d = mesmo campo com diferentss
profundidzdes de foco; seta {~) nitcleos em processo de fusZo. Barra= 14,5 pm.



Figura 9: Fendtipos mucleares de cflulas epiteliais de tibulos de Malpighi de Panstrongyius megistus. Reaglio de Fenlgen.
D = piicleos em degeneracio. A =apoptose. Barra = 14,5 um.



Sitnagio | Inseto Fenotipos Nucleares
Exper. D GD GHD |G, HD N Total
Controle | I 10 1324 | 1255 25 4 3 0 147 5302 8070
ty L 0 1345 192 1 1 0 0 54 8786 10378
I, 6 2347 1037 0 0 0 0 35 | 10499 13951
40°, 1h 1 54 2405 2292 12 i 2 15 143 9934 14858
t, i, 77 1295 655 11 2 0 0 284 7914 10238
L i8 1447 984 3 0 0 0 340 | 13714 16306
0°, 1h I, 49 1982 791 15 1 1 4 80 9083 12006
t, I I 994 472 54 2 12 i 135 6956 8627
1L 51 3036 946 42 2 4 17 396 | 12349 16823
40°, 12k | 1, 16 2661 1462 1 0 0 4 119 | 13354 17557
t, I, 3 2244 676 13 7 2 4 224 1 15389 18562
I, 5 2954 1655 12 4 3 51 1048 | 11678 17410
Controle | I, 7 1729 325 6 0 0 0 98 9039 11204
110 dias L. 9 2482 116 0 0 0 0 76 6479 9162
| 16 3252 728 0 0 0 0 268 | 11428 15692
40°, th 1 1 371 2783 1477 14 0 3 17 667 9904 15236
£10 dins I, 25 1383 1272 68 20 17 22 275 3978 7062
1 35 2703 1696 229 87 33 20 525 | 10834 16162
0%, Ih Lo 32 2313 1298 7 1 0 0 110 | 13792 17570
tio das Ly 33 2004 668 11 0 0 2 75 | 10699 13492
1, 19 3587 1032 i 0 0 0 446 | 10495 15580

TFabela 14 : Frequéncia absoluta dos fendtipos nucleares em células epiteliais de tibulos de Malpight de ninfas de So. estadio
de P. megistus apés choque hipotérmico de 1h {logo apés choque, 10 dias apds choque), hipertérmico de 1k (logo apds
choque, 10 dias ap6s choque) e hipertérmico de 12 hs (logo apos choque). Fendtipos nucleares: A =apoptotico, A, =
suspeito de apoptose, D = em degeneragio, G = gigante, GD = gigante em degeneragio, GHD = gigante com
heterocromatina aparentemente descompactada, G, = gigante com suspeita de apoptose, HD = heterorocromatina em
descompactagio, N = normal (usual com um corpo de heterocromatina).
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Situagio | Inseto Fenotipos Nucleares
Exper. A A, D G GD GHD G, HD N Total
Controle | I, 25 2387 | 1476 3 0 0 0 173 | 10242 | 14506
t10 s I [ 1351 |1 1882 10 0 0 8 295 8169 | 11726
I, 23 2704 { 1962 5 0 0 0 424 | 10673 | 15791
L 8 1408 | 1522 5 0 1 0 164 7271 | 10379
40°,1h | I, 29 3960 | 1164 1 0 0 0 864 | 11206 | 17224
110 dies L, 13 3973 | 1576 0 0 0 0 335 | 10386 | 16283
Ly 8 2754 866 3 0 0 0 696 | 10877 | 15204
L, 19 2218 743 5 0 0 0 130 { 7122 { 10239
0°, 1h I 3 2529 [ 1057 0 0 0 0 68 1 6653 | 10312
T L, 7 2850 482 0 0 0 0 309 9830 | 13478
L, 3 2910 | 4903 4 0 4 3 101 8733 | 16668
40°, 12k { I, 93 2329 | 2993 43 75 13 165 148 | 11894 | 17755
30 e L, 96 4787 840 19 15 0 12 124 | 12446 | 18339
Ls 47 3046 | 2455 14 3 3 17 204 7766 | 13555

Tabela 14(cont.) : Frequéncia absoluta dos fendtipos nucleares em células epiteliais de tabulos de Malpighi de ninfas de
S0. estidio de P. megistus apos choque hipotérmico de Th (logo apés choque, 10 dias apds choque), hipertérmico de 1h (logo
apds choque, 10 dias apos choque) e hipertérmico de 12 hs (logo apés choque). Fendtipos nucleares: A =apoptolico, A, =
suspeito de apoptose, 2 = em degeneragdo, G = gigante, GD = gigante em degeneragio, GHD = gigante com
heterocromatina aparentemente descompactada, G, = gigante com suspeita de apoptose, HD = heterorocromatina em
descompactagdo, N = normal (usual com um corpo de heterocromatina).
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Situagdo Inseto Fenotipos Nucleares
Exper. A A, D G GD GHD |G, HD N
Conirole | I, 0,12 | 1641 | 13,55 0,31 0,03 0,04 0,00 1,82 | 65,70
t, 1, 0,00 ] 1296 1,85 0,01 0,01 0,00 0,00 0,52 | 84,65
L 0,04 | 1686 745 0,00 0,00 0,00 0,00 025 | 7540
40°, 1h I, 0,36 | 16,19 ] 1543 0,08 0,01 0,01 0,10 096 | 66,86
t I 0,75 | 12,65 6,40 0,11 0,02 0,00 0,00 277+ 77,30
I, 0,11 8,77 5,96 0,02 0,00 0,00 0,00 206 { 83,08
0°, 1h I, 0,41 | 16,51 6,59 0,12 0,01 0,01 0,03 0,67 § 7565
t, 1, 0,01} 11,32 5,47 0,63 0,02 0,14 0,01 1,56 | 80,63
1, 0,30 1 18,03 5,62 0,25 0,01 0,02 0,10 2,35 | 73,32
40°,12h | 1, 0,16 | 15,16 7,99 0,01 0,00 0,00 0,02 0,68 | 76,06
t i, 0,02 | 12,09 3,64 0,07 0,04 0,01 0,02 1,21 | 82,91
L. 0,03 ¢ 16,97 9,51 0,07 0,02 0,02 029 6,02 1 67,08
Controle | I,; 0,06 { 1543 2,90 0,05 0.00 0,00 0,60 0,87 | 80,68
1,6 dins I, 0,10 | 27,09 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 083 | 70,72
1, 0,10 | 20,72 4,64 0,00 0,00 0,00 0,00 1,71 | 72,83
40°, 1h 1, 244 | 1827 9,69 0,09 0,00 0,02 0.11 438 | 6500
[ L, 0,35 | 1961 | 18,01 0,96 0,28 0,24 0,31 389 | 5633
Lg 0,22 | 16,72 | 10,49 1,42 0,54 0,20 0,12 3,25} 67,03
0°, 1h I, 0,30 | 13,16 7.39 0,04 0,01 0,00 0,00 0,63 ] 7848
110 s T 0,24 1 14,85 4,95 0,08 0,00 0,00 0,01 0,56 | 79,30
i, 0,12 | 23,02 6,62 0,01 0,00 0,00 0,00 286 1 6736

Tabela 15: Frequéncia relativa (%) dos fenotipos nucleares em células epiteliais de tibulos de Malpighi de ninfas de 50.
estadio de P. megistus apos choque hipotérmico de 1h (logo apés choque, 10 dias ap6s choque), hipertérmico de 1h (fogo
apos choque, 10 dias apds choque) e hipertérmico de 12 hs (logo apés choque). Fen6tipos nucleares: A =apoptético, A, =

- com suspeita de apoptose, D = em degeneragiio, G = gigante, GD = gigante em degeneragio, GHD = gigante com
heterocromatina aparentemente descompactada, G, = gigante com suspeita de apoptose, HDD = heterorocromatina em
descompactagio, N = normal (usual com um corpo de heterocromatina).
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Sitnagdo | Imscto Fenotipos Nucleares
Exper. A A, D G GD GHD | G, HD N
Controle | L, 0,17 17,83 | 10,18 | 0,02 0,00 0,00 0,00 1,19 70,61
0 dies L, 0,09 11,52 1 16,05 10,09 0,00 0,00 0,07 2,52 69.67
I, 0,15 17,12 } 1243 10,03 0,00 0,00 0,00 2,69 67,39
I 0,08 13,57 | 14,66 | 0,05 0,00 0,01 0,00 158 70,05
40°, 1h L 0,17 22,99 | 6,75 0,01 0,00 0,00 0,00 5,02 65,06
| S I 0,08 243% | 968 {000 0,00 0,00 0,00 2,06 63,78
Is 0,05 18,11 5,69 0,02 0,00 0,00 0,00 4,58 71,54
Lo 0,19 21,66 | 728 | 0,05 0,00 0,00 0,00 1,27 69,36
0°, 1h I, 0,05 2452 110,25 10,00 0,00 0,00 0,00 0,66 64,52
o I, 005 [21,14 | 357 000 joo0o o000 Jooo |229 [7293
L, 0,05 17,46 | 29,43 | 0,02 0,00 0,02 0,02 0,60 52,39
40°, 120 | L;; 0,52 13,12 | 16,87 | 0,24 0,42 0,07 0,93 0,83 66,99
30 s I, 0,52 26,10 | 4,58 10,10 0,08 0,00 0,06 0,67 67,87
1 0,35 22,47 118,11 ] 0,10 0,02 0,02 0,12 1,50 57,29

Tabela 15 (cont.): Frequéncia relativa (%) dos fendtipos nucleares em células epiteliais de tibulos de Maipighi de ninfas
de So. estadio de P. megistus ap6s choque hipotérmico de 1h (logo apés choque, 10 dias apés choque), hipertérmico de 1h
(logo apés choque, 10 dias apos choque) e hipertérmico de 12 hs (logo apés choque). Fenétipos nucleares: A =apoptético,
A, = com suspeita de apoptose, D = em degeneragio, G = gigante, GD = gigante em degeneragdo, GHD = gigante com
heterocromatina aparentemente descompactada, G, = gigante com suspeita de apoptose, HD = heterorocromatina em

descompactacio, N = normal (usual com um corpo de heterocromatina).
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Dias °C h N D A HD G GD | GHD A,

,m,>%@m%>uz

=13

Correlacio moderada { entre 20% e 30%)

Correlacio alta (maior que 50%)

Tabela 16: Correlacdo linear entre os fatores de estresse (Dias = dias apds choque, °C = temperatura do choque e h =
duragiio do choque em horas) e freqiiéncia relativa dos fendtipos encontrados ( A =apoptdtico, A, = com suspeita de
apoptose, D = em degeneraglo, G = gigante, GD = gigante em degeneragiio, GHD = gigante com heterocromatina
aparentemente descompactada, G, = giganie com suspeita de apoptose, HD = heterorocromatina em descompactagiio, N =
normal (usual com um corpo de heterocromatina).

Constatou-se haver uma correla¢@o negativa entre o nimero de nicleos normais e niicleos
alterados, isto €, quanto maior o niimero de nicleos alterados menor a frequéncia de micleos normais.
Verifica-se também uma correlagdo positiva moderada entre aumento da temperatura e percentual de
nicleos com aparente descompacta¢do da heterocromatina, nicleos apoptoticos, niicleos gigantes em
degeneragdio e com suspeita de apoptose. Com o aumento da duragio do estresse (em horas), uma
correlagdo moderada positiva pode ser observada com os nicleos gigantes suspeitos. Nicleos
gigantes apresentaram alta correlagio com os demais niicteos gigantes portadores de caracteristicas
adicionais (GD, GHD, G;,).

Resultados estatisticos para fenétipos nucleares

Nas figuras 10 e 11, podemos observar as tendéncias da freqiéncia relativa dos diversos
fenétipos, no decorrer dos dias apos choque, aumento de temperatura e com relagio & duracio do
choque (em horas).

Nucleos normais (figura 10A) diminuiram significantemente com o passar dos dias (valor
p = 0,005) mesmo quando os insetos da situa¢do controle foram considerados. Quanto aos demais
fatores (temperatura e duragdio do choque), a anélise estatistica mostrou ndo haver diferengas.

A figura 10B indica que os niicleos apoptoticos aparecem com mais frequéncia nas
condi¢Bes de choque que nas condigbes controle, sendo esta diferenga, estatisticamente significante
(valor p = 0.034). Visualmente, um aumento na frequéncia de niicleos apoptéticos para insetos
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examinados 10 dias apos choque pdde ser observado, bem como uma pequena queda com o aumento
do estresse (em horas). Porém, tais altera¢cGes nfo foram confirmadas estatisticamente (valor de
significincia, respectivamente p = 0,203 e p = 0,719).

Na figura 10C, pode-se observar um aumento na frequéncia de nucleos suspeitos de
apoptose conforme aumentam os dias pos choque para a dissecagdo dos insetos (valor p = 0,023). Se
investigarmos somente insetos submetidos a choque, o aumento ¢ ainda mais significativo (valor p
= (,002). Os outros fatores (temperatura e duragio do choque ndo ocasionaram diferengas
estatisticamente significantes).

Quando se consideram todos os insetos, nicleos em degeneracéo (figura 10D) apresentaram
um aumento significativo na frequéncia entre 10 e 30 dias pos choque (valor p = 0,052). Entretanto,
quando se analisa somente 0s insetos submetidos aos choques, essa diferenga néo ¢ significante (valor
p = 0,420). Os demais fatores (temperatura e duragiio do choque) ndo mostraram alteragGes a nivel
estatistico.

Nitcleos com heterocromatina aparentemente descompactada (figura 10E) sofreram um
aumento significante somente quando os insetos foram submetidos a choques hipertérmicos (valor
p = 0,021). Quanto aos demais fatores, embora visualmente tenham sido observadas diferengas com
relagio a dias pos-choque e duragdo do estresse (em horas), estas ndo foram estatisticamente
significantes.

Niucleos gigantes (figura 10F) mostraram uma diminuigo estatisticamente significante em
insetos dissecados apds 30 dias (espécimes do grupo controle juntamente com os submetidos a
choques) (valor p = 0,038). AlteracSes decorrentes da temperatura também foram significantes (valor
p = 0.015) em termos estatisticos, principalmente por se modificarem com o passar dos dias para
dissecagio, isto €, existe uma interagdo entre efeitos da temperatura (choque hipotérmico, controle
e choque hipertérmico) € os dias para analise (valor p = 0,001} (figura 11).

Nucleos gigantes com sinais de degeneragio (figura 10G) foram encontrados com
frequéncia significantemente maior em insetos submetidos a choque hipertérmico (p = 0,018), e em
menor percentual apos choques hipotérmicos.

Na figura 10H observa-se uma tendéncia dos nicleos gigantes com heterocromatina
aparentemente descompactada sofrerem queda na frequéncia aos 30 dias pds- choque. Entretanto,
a baixa frequéncia relativa observada deste fendtipo tornou inviavel uma analise estatistica.

Nucleos gigantes com suspeita de apoptose (figura 10I) representaram o unico fendtipo
onde houve influéncia da duracdo do choque (valor p = 0,053). A anélise estatistica demonstrou ndo
haver diferencas quanto a temperatura e dias para dissecacio.
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Figura 10: Efeitos dos fatores dias para dissecgdo, temperatura do choque (em °C) e duragiio do
choque (em horas) na freqiiéncia relativa dos fenétipos nucleares.
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Figura 10 (cont.): Efeitos dos fatores dias para dissecgdo, temperatura do choque (em °C) e
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duragdo do choque (em horas) na freqiiéncia relativa de fendtipos nucleares.
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Figura 10 (cont.): Efeitos dos fatores dias para dissecgdo, temperatura do choque (em °C) e
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Figura 11: Efeito da interagdo dos fatores dias e temperatura do choque na freqiiéncia relativa
de nicleos gigantes.
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5.- DISCUSSAO

5.1) Analise de sobrevivéncia e ocorréncia de mudas

Os resultados descritos acima indicam vanabilidade de resposta aos choques de
temperatura quando se consideram a sobrevivéncia dos espécimes e a ocorréncia de mudas em
Panstrongylus megistus. Essa variabilidade depende da temperatura a que os insetos s&0 expostos,
duracio do tratamento, fase do desenvolvimento e sexo dos espécimes. Choques hipertérmicos
de curta duragdo pouco afetaram a sobrevivéncia dos insetos, principalmente das ninfas, enquanto
os de longa dura¢do foram letais na maioria dos casos. Quanto a ocorréncia de mudas, pouca ou
nenhuma alteragdo foi induzida. Embora choques hipotérmicos de longa duragio tenham
promovido um efeito drastico na taxa de sobrevivéncia dos insetos, os de curta dura¢do também
apresentaram efeitos deletérios em ninfas de 3o. estadio. Choques frios foram mais eficazes em
promover uma diminui¢io na ocorréncia de mudas em todos os estadios ninfais. De modo geral,
as fémeas mostraram-se mais resistentes aos choques de temperatura se comparadas aos machos.
Os efeitos da alimentagfo e procedéncia ndo pareceram exercer grandes alteragdes na resposta
ao choque térmico.

Comparando-se os dados de ninfas bem alimentadas de Panstrongylus megistus
determinados neste estudo, com os de Triatoma infestans em mesma condigdo, previamente
publicados (Rodrigues et al, 1991), sdo salientadas semelhangas e diferengas. Em geral, o
comportamento das ninfas de 4o. e 50. estadios em termos de sobrevida, quando submetidas aos
choques de curta duragdo, é o mesmo para as duas espécies, porém, as ninfas de 3o. estadio de
T. infestans parecem ser mais resistentes. Choques hipertérmicos de longa duragfo, cujo maior
efeito sobre a sobrevida de 7. infestans foi afetar ndo mais que 30% das ninfas de 30. estadio
(Rodrigues et al., 1991), provocaram a morte de todas as ninfas de 30., 40. € 50. estadios de P.
megistus aqui analisadas. Com rela¢do as mudas, choques hipertérmicos de curta duragido
induziram ligeira diminuigio em P. megistus, diferindo do comportamento de 7. infestans em que
houve um aumento na ocorréncia no 3o. estadio e um declinio no 4o. e 50. estadios sob a mesma
condi¢io experimental (Rodrigues et al., 1991). Choques hipotérmicos de longa duragio
induziram queda na taxa de sobrevivéncia em ambas as espécies, porém com maior intensidade
em P. megistus. Independente da sua duracio, o choque hipotérmico causou uma diminuigio na
ocorréncia de mudas tanto em 7. infestans quanto em P. megistus, com excegdo das minfas de 3o.
estadio de T. infestans as quais em sua totalidade (100%) sofreram muda apos choque de 1 hora
(Rodrigues et al., 1991).

Comparando-se também os alados de P. megistus bem alimentados e procedentes do
continente com os alados de 7. infestans, nas mesmas condigdes nutricionais, verificou-se que
choques de longa duragio afetaram de modo significativo a taxa de sobrevivéncia de ambas as
espécies, porém o efeito na espécie P. megistus foi mais drastico, acarretando mortalidade total
dos espécimes. Com relacdo ao choque hipertérmico de curta duragdo, enquanto os adultos da
espécie 1. infesfans apresentaram um aumento na sobrevida (ambos os sexos) (Rodrigues et al.,
1991), os alados de P. megistus apresentaram um leve declinio na sobrevida, sendo este um pouco
mais acentuado nos machos. Um aumento na taxa de sobrevivéncia também foi verificado em
alados de 7. infestans submetidos a choques hipotérmicos de curta duragfo, diferindo dos
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espécimes de P. megistus, onde foi verificada uma queda acentuada. Nesta espécie, 0s machos
mostraram-se menos resistentes aos choques de curta duragiio, enquanto em 7. infestans os
machos parecem ser mais sensiveis ao frio e mais resistentes ao calor (choques de longa duragio).

E conhecido que o estresse ocasionado pelo rapido aumento na temperatura € outros
agentes induzem, em todas as células, a sintese aumentada de proteinas de choque térmico, as
quais parecem agir cOmo um mecanismo homeostatico de protegio celular em periodos criticos,
além de exercerem importante papel no crescimento normal e desenvolvimento dos organismos
(Burdon, 1986). A aglio dessas proteinas poderia pois explicar a resisténcia das ninfas de
Panstrongylus megistus aos choques hipertérmicos de curta duragfio. Entretanto, a alta
mortalidade observada em todos os casos apds choques hipertémicos de 12 horas pode ser devida
a insuficiéncia ou ineficicia das hsp constitutivas e/ou induzidas em proteger a maioria desses
insetos de choques de longa durago. Sabe-se que embora a inducio de hsp em diferentes
organismos seja rapida, a temperatura o6tima para indugfio de hsp varia com os organismos,
diferentes tipos celulares de um mesmo organismo ¢ entre hsp individuais dentro de um mesmo
tipo celular (Lindquist, 1986). Além disso, a resposta parece ser transitoria em temperaturas
moderadas e sustentada em altas temperaturas até um nivel, acima do qual as células comegam a
morrer. Essa amplitude de temperatura para a manutengo da sintese de hsp varia de Organismo
para organismo, podendo ser estreita para alguns e mais ampla para outros (Lindquist, 1986).
Tal fato poderia ser uma das razdes porque Panstrongylus megistus mostrou-se mais suscetivel
se comparado ao Triatoma infestans nas mesmas condigdes experimentais,

Diferindo de ninfas de 40. e So. estadio bem como de adultos de Triatoma infestans,
que apresentaram maior resisténcia aos choques hipertérmicos de longa duragio, o que foi
relacionada, & presenga de nicleos gigantes, bem como a uma sintese maior de hsp por ocasido
do choque, ou constitutivamente & producio de ecdisona (Rodrigues et al., 1991), em P.
megistus, a mortalidade em todos os estadios foi acentuada ou total,

A queda na frequéncia de mudas ocorrida em insetos submetidos a choques
hipertérmicos de curta duragdo e, em alguns casos, na velocidade de avango, poderia ser
explicada pela interferéncia no balango hormonal do inseto. Wigglesworth (1984), por exemplo,
verificou que o processo de muda em Rhodnius € retardado em temperaturas altas devido ao
favorecimento do hormdnio juvenil,

Os adultos de P. megistus, principalmente os machos, se mostraram mais afetados pelos
choques hipertérmicos de curta dura¢dio que as ninfas. O tamanho dos insetos ndo foi um dos
mecanismos de defesa ao choque por rapido aumento de temperatura. Tem sido descrito gue com
a hipertermia acentuada, os insetos morrem pelo efeito da temperatura em si, ou dessecagio por
evaporagdo e que insetos de maior tamanho poderiam diminuir a temperatura corporal, reduzindo
com isso o nivel fatal por curtos periodos. Manter-se-iam frios, por evaporagio da dgua do
corpo, exercendo assim, um grau limitado de controle de temperatura (Wigglesworth, 1984).

J& os choques hipotérmicos de curta duragiio (1h) causaram um efeito mais significativo
para as ninfas de 30. estadio de P. megistus (principalmente pouco alimentadas). Neste caso, ¢
possivel que tenha ocorrido uma maior suscetibilidade ao choque, relacionada ao menor tamanho
desses espécimes. Em geral, insetos maiores sdo também mais eficientes em promover alteragcOes
quimicas visando uma protecdo contra o frio (Wigglesworth, 1984). A interferéncia no processo
de muda (queda) devido ao choque hipotérmico, pode ser devida também 3 alteracio hormonal,
como ja relatado em 7. infestans (Rodrigues et al., 1991).

O encontro de um pequeno nimero de ninfas de P. megistus, que nio foram capazes
de completar o processo de muda pode ser devido ao fendmeno de fenocopia, como também ja
sugerido em 7. infestans, por Dantas (1990). Defeitos de desenvolvimento induzidos por choque
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térmico tém sido descrito por varios autores. Welte et al. (1995), verificaram que tratamentos
térmicos produzem diversas anomalias que frequentemente mimificam efeitos de mutacdes, sendo,
portanto, referidas como fenocépias. Diversos efeitos teratogénicos, entre eles, grandes alteragdes
na oviposi¢do e viabilidade dos ovos, bem como anomalias morfogenéticas tém sido descritos
quando fémeas de Drosophila foram transferidas de 26° C para 31°C (Lage e Rocha, 1993).
Varias alteragdes na organizagdo do citoplasma, entre eles, agregacio de filamentos
intermediarios do citoesqueleto ao redor do nicleo, tém sido verificadas quando embrides de
Drosophila séo submetidos a choques térmicos severos e parecem estar envolvidos na indugfio
de fenocopia. (Walter et al,, 1990). Mitchell e Petersen (1985) também observaram que o
choque térmico age impedindo a expressdo de genes selvagens o que poderia atuar na indugdo
desse fendmeno.

O efeito deletério acentuado, ocasionado pelo choque frio, foi considerado por Dantas
(1990), em estudos a nivel de sobrevivéncia em 7. infestans , como devido a provavel ineficiéncia
de crioprotetores em tempos longos de exposigéo ao frio desde que existissem crioprotetores
nesses insetos. O mesmo pode ser aplicado para explicar a alta mortalidade observada entre os
espécimes de P. megistus submetidos a essa condigdo experimental. Além do glicerol, tem sido
sugerido que as proteinas de choque térmico (hsp), possam também atuar como crioprotetores,
de acordo com a observagdo de que estes sdo macromoléculas estabilizadoras (Komatsu et al.,
1996). Outra sugestdo € de que o estresse produzido pelo frio possa induzir a presenca de
proteinas denaturadas ou de proteinas anormais biossinteticamente, as quais sio capazes de induzir
sintese de hsp (Flightower e White, 1981). Entretanto, da mesma forma que em Triatoma infestans
(Rodrigues et al., 1991), se aindugdo dessas proteinas ocorreu em espécimes de P. megistus, ndo
foi suficientemente capaz de protegé-los do choque hipotérmico de 12 horas.

Sob condiges favoraveis de laboratorio, tem sido observado que espécimes machos de
P. megistus apresentam um ciclo de vida mais curto se comparado as fémeas (Heitzmann-
Fontenelle, 1976 apud Lima et al., 1987). Essa maior resisténcia das fémeas parece se aplicar,
também, frente as condigdes desfavoraveis, ja que apds choques térmicos de curta duragio, os
espécimes machos de P. megistus mostraram-se menos resistentes que as fémeas, sugerindo
algum fator para protegdo relacionado ao sexo. Tal observaciio esta de acordo com os estudos de
Lima et al. (1987) e Vercosa et al. (1993), os quais verificaram que os machos sio menos
resistentes a condigGes adversas, como jejum e irradiagio gama, respectivamente. Os resultados
encontrados em F. megistus contrastam, em parte, com o observado em 7. infestans, onde os
machos apresentaram menor resisténcia ao frio € maior resisténcia ao calor que as fémeas
(Rodrigues et al., 1991).

A no discriminagdo da resposta ao choque térmico entre os espécimes de habito
domiciliar e silvestre esta em concordéncia com resultados obtidos a nivel celular por Mello et
al (1986), onde também néo foram constatadas diferengas drésticas para outros pardmetros, como
numero de cromossomos, conteddo de DNA, frequéncia nuclear e cromocéntrica, embora
diferen¢as de comportamento entre espécimes de habito domiciliar e silvestre sejam bem
documentadas em condigdes naturais (Forattini, 1980). Segundo dados obtidos da SUCEN
(informagdo pessoal: Antenor N. Ferraz Filho), os insetos utilizados neste estudo eram
descendentes de espécimes domiciliares e silvestres, criados e reproduzidos no insetario desde
1990. Por néo terem ultrapassado a 10a. geragdo, deveriam ser semelhantes aqueles provenientes
da geracfo inicial. Entretanto, o fato desses espécimes terem sido mantidos em condigdes de
laboratério, pode ter atenuado possiveis caracteristicas comportamentais frente aos choques.

O efeito das condigdes nutricionais também nfio exerceu grandes alteragdes na resposta
ao choque térmico, a nivel de sobrevivéncia e ocorréncia de mudas, embora tenha sido
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demonstrado que espécimes de Triatoma infestans mantidos em jejurn s3o mais resistentes aos
efeitos de estressores como metais pesados e a infecgdes com fungos Metarhizium anisopliae
(Mello et al., 1995). Deve ser salientado, entretanto, que a baixa condigdo nutricional (15 dias de
jejum) a que os espécimes de P. megistus foram submetidos ndo pode ser considerada uma
situaco de jejum extremo, ja que os triatomineos s&o capazes de suportar a falta de alimento por
periodo prolongado (meses) (Sherlock, 1979; informagdo pessoal de Antenor N. Ferraz Filho -
SUCEN). Este fato, talvez, possa explicar a pouca diferenga observada entre espécimes bem e
pouco alimentados em termos de sobrevivéncia e ocorréncia de mudas.

5.2) Analise de fenétipos nucleares

O nimero méaximo de nucleos, detectado nos tibulos de Malpighi de Panstrongylus
megistus, acha-se de acordo com os relatos de Mello et al. (1986), onde as frequéncias nucleares
foram em torno de 18.000 a 19.000, embora esses dados sejam referentes 2 alados, diferindo
deste trabalho onde foram utilizadas ninfas de So. estddio. Tem sido demonstrado que nesses
orgdos, o nimero total de nicleos permanece constante ao longo do desenvolvimento do inseto,
sendo esse achado, referente somente a espécimes bem nutridos (Mello, 1978c¢).

A maioria dos fenotipos nucleares alterados observados em Panstrongylus megistus tém
sido também encontrados em Triatoma infestans submetidos a choques térmicos e outras
condigbes estressantes (Mello, 1983, 1989; Kubrusly, 1984; Andrade e Mello, 1987; Alvares-
Garcia, 1988; Dantas e Mello, 1992; Mello et al., 1995), embora os niveis de sobrevivéncia dessas
espécies difira (Rodrigues et al., 1991; item 1 da discussdo). Esses fenotipos sdo ou de carater
degenerativo, ou s@o uma forma de protegio ou tentativa de ativagdo de genes silentes (Dantas,
1990).

Como também verificado em 7. infestans (Dantas, 1990), os nicleos mais frequentes
observados em P. megistus, foram os normais, os quais apresentam um formato elipsoidal ¢ a
cromatina granular. Entretanto, enquanto na primeira espécie os niicleos exibem grandes corpos
heterocromaticos, representados principalmente pelos cromossomos autossdmicos A, B, C
(Schreiber € Pellegrino, 1950; Mello e Recco-Pimentel, 1987), em espécimes machos de P.
megistus, sdo detectados nas c€lulas dos tibulos de Malpighi, nicleos com um pequeno e
conspicuo corpo heterocromatico ou entio auséncia do mesmo (Mello, 1978a; Mello et. al,
1986). Ha sugestGes de que na espécie P. megistus, o cromocentro presente apenas em machos,
seja representado pelo cromossomo Y heterocromatico (Mello et al., 1986).

O fato de fendtipos alterados ocorrerem mesmo nos grupos controles (Tabelas 14 e 15),
embora geralmente em menor frequéncia, pode ser devido &s condigdes de baixa nutrigio (15 dias
de jejum) nas quais os espécimes foram mantidos antes da realizagio dos experimentos, mesmo
tendo sido oferecida alimentagio semanal apos o inicio dos experimentos. Essa situagdo de baixa
condigdo nutricional foi escolhida, por aparentemente ndo interferir com os resultados de
sobrevivéncia dos insetos e por facilitar as atividades operacionais de dissecagiio. Entretanto, sabe-
se que o jejum € um fator estressante em hemipteros reduviideos ocasionando nestes, a fusdo
nuclear e celular e até mesmo degeneracdo de alguns nicleos ( Mello, 1983, Mello, 1989:
Andrade e Mello, 1987). Além do jejum, outros fatores poderiam estar envolvidos, como infec¢do
viral (Dolder e Mello, 1978; Mello et al., 1980; Mello e Raymundo, 1980).

Dentre os fendtipos alterados, nicleos em degeneracio foram muito comuns. Esse
fenotipo € decorrente de morte celular por necrose e parece representar uma falha catastrofica no
metabolismo, diretamente causador de varios danos moleculares e/ou estruturais. E comumente
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marcado por um aumento no volume total da célula e das organelas subcelulares, seguido por
autolise com danificagfio da membrana (Kerr et al., 1972). Alteracdes nucleares sdo eventos
posteriores resultantes da ativagdo de enzimas hidroliticas as quais clivam o DNA de forma ao
acaso (Kerr et al., 1972; Duvall e Wyllie, 1986). A condensagdo da cromatina ocorre em estagios
precoces de necrose, mas esta nfo € redistribuida radicalmente, tendendo a formar grupos
irregulares e pobremente definidos, embora a configuragio total mostre-se preservada até que seja
removida pelos fagdcitos mononucleares. Esse tipo de morte celular caracteriza-se por envolver
um grupo de células contiguas, queda da produgio de ATP, dissolugiic das membranas, ruptura
da célula com liberagdo de um exudado inflamatério o qual geralmente prové uma evidéncia
confirmatoria de necrose (Samali e Cotter, 1996). Tem sido descrita somente em distarbios
patolégicos e pode resultar da exposiglo 4 hipertermia severa, hipoxia ou altas concentracBes de
substancias toxicas (Mosser e Martin, 1992). Neste trabalho, nicleos degenerados apresentaram
sinais de desorganizagfo do material cromatinico, resultando muitas vezes, em deformacio do
contorno nuclear, bem como presenca de vactiolos. Tais caracteristicas também haviam sido
descritas em 7. infestans, onde a maior frequéncia desse fendtipo foi observada em insetos
submetidos a choques hipotérmicos de 12 horas, dissecados 1 més apos, situagio experimental
com a maior taxa de mortalidade (Dantas, 1990). J4 em P. megistus, quando se analisaram
apenas os dados de insetos submetidos a choques, ndo foi observada diferenga significante na
frequéncia desse fendtipo em relagdo aos dias para dissecagdo. Porém, quando esses insetos
foram analisados juntamente com os do grupo controle, um aumento estatisticamente significante
foi constatado, sugerindo que outros fatores de estresse, além do choque térmico, se revelaram
capazes de promover uma intensificagdo na frequéncia de degeneracdes com o decorrer dos dias.
Embora visualmente tenha sido observada uma pequena tendéncia dos choques térmicos,
principalmente hipertérmicos, promoverem um aumento em nucleos degenerados, esta nio foi
confirmada estatisticamente, ou seja, os choques térmicos ndo alteraram a presenca desse
fendtipo em relagdo ao controle. Além da temperatura, a duracéo do tratamento também ndo
interferiu nos resultados. Parece, portanto, que embora choques hipertérmicos de 12 horas,
tenham ocasionado mortalidade quase total, os poucos insetos mais resistentes nio sofreram
degenerag3es adicionais, em frequéncia estatisticamente significante a nivel citologico. Deve ser
salientado que o efeito do choque hipotérmico de longa duragio a nivel nuclear, ndo pade ser
estudado, pois a taxa de sobrevivéncia dos insetos submetidos a essa situacio experimental foi
nula. Entretanto, existe a possibilidade de que haja ocorréncia de alta frequéncia de
degeneragGes nucleares nessa situagéo de estresse, como relatado em 7. infestans, e que por isso
mesmo ndo haja sobrevivéncia dos insetos.

Apoptose, ao contrario da morte celular por necrose, consiste em alteragdes que
requerem gasto de energia, sendo um mecanismo essencial de delegdo celular que ocorre sob
- condigdes fisiologicas e patologicas. Exerce, portanto, papel fundamental na regulacio do
desenvolvimento dos tecidos em todos os organismos, permitindo que as células participem
ativamente de sua propria morte (Wyllie et al., 1980; Samali e Cotter, 1996). Ocorre durante
estagios precoces de embriogénese, na formago de 6rgdos, substituicio de um tecido por outro
e reabsor¢ao de orgdos temporarios, ¢ em organismos adultos, tem um efeito oposto ao da mitose
no controle da populagdo celular (Umansky, 1996). Em tecidos normais, atua na regressio larval
durante a metamorfose (Kerr et al., 1974), fusdo do palato (Farbman, 1968), delegdo de areas
interdigitais (Hammar e Mottet, 1971), na proliferagdo do epitélio do figado, prostata (Kerr,
1971; Kerr e Searle , 1973) e cristas intestinais (Potten, 1977), bem como atresia do foliculo
ovariano (O'Shea et al., 1978), involugdo da lactagio (Walker et al., 1989) e delecdo de certos
clones de linfocitos (Shi et al., 1989), entre outros. Morfologicamente, a apoptose envolve
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redu¢iio do volume celular, formac@o de vesiculas, condensagfio cromatinica e, in vivo, esta
associada com a formacio de corpos {(apoptdticos) contendo organelas bem preservadas, os quais
sdo fagocitados por macréfagos ou células vizinhas (Kerr ¢ Winterford, 1994). Diferindo da
necrose, afeta células isoladas e nfio grupos de células, ndo envolve processos inflamatorios e tem
por caracteristica bioquimica principal a clivagem do DNA nuclear em fragmentos
oligonucleossomais, pela ativagiio da endonuclease endogena, liderando entfo, a condensagio
cromatinica que geralmente precede a perda da integridade da membrana nuclear externa {(Wyllie,
1980; Gerschenson e Rotello, 1992; Kerr e Winterford, 1994; Umansky, 1996). O
reconhecimento por células fagocitarias ou células vizinhas, parece ocorrer através de moléculas
especificas na superficie das células apoptéticas (Savill et al., 1990; Fadok et al., 1992).

A apoptose tem sido descrita em varios organismos, como um processo regulado
geneticamente, modulado por ions e suscetivel a varios inibidores e indutores (Moreira et al.,
1996). Age como uma resposta fisioldgica para remover células danificadas ou tecidos, podendo
exercer importante papel na manutengio da estrutura do 6rgio e/ou impedindo fungdes alteradas
por fatores externos (Sakaguchi et al., 1995). Em células tumorais, a frequéncia de células
apoptOticas aumenta apos vérios estimulos como drogas citotoxicas (Searle et al., 1975; Barry
et al., 1990), radiagdo (Macklis et al., 1992), hormdnio (Miller et al., 1985; Szende et al., 1990),
calor (Barry et al., 1990, Harmon et al., 1990; Takano et al., 1991). Perotti et al (1990) verificou
que também choques frios induzem em células sinoviais humanas, quebras do DNA em
fragmentos tipicos de morte por apoptose.

O efeito do jejum moderado em associagdo  hipertermia, estd sendo pesquisado no
momento em Iriafoma infestans, revelando niveis de apoptose mais elevados do que em
controles (Vidal et al., 1996). Em Panstrongylus megistus, porém, independente do fato de que
choques hipertérmicos eram de 1 ou 12 horas, ndo se verificou diferenca estatisticamente
significante. A analise visual mostrou que com o decorrer dos dias para dissecagfo, houve uma
tendéncia de um aumento de micleos apoptoticos (de 0 a 10 dias), seguido por uma diminuigio
(de 10 a 30 dias), o que sugere que o programa para apoptose se intensificou no inicio do periodo
de choque, ¢ diminuiu posteriormente. Entretanto, a analise estatistica demonstrou que essas
alteragbes ndo foram significantes. Tais achados, sugerem que em P. megistus, o programa para
apoptose se manteve em nivel relativamente constante enquanto o estresse foi mantido € com o
decorrer dos dias, com poucas novas c€lulas sendo estimuladas para ativar o programa de auto-
destruigdo, enquanto 0s corpos apoptéticos foram sendo fagocitados.

Nucleos suspeitos de apoptose foram encontrados em maior frequéncia em insetos
dissecados 10 e 30 dias apds o inicio dos experimentos, independente se submetidos a choques
ou ndo. Sdo nicleos intensamente corados e possivelmente estariam entrando em processo
apoptOtico, mas ainda nfio apresentavam todas as caracteristicas para serem considerados
alterados.

O fato de muitos nuicleos com cromocentros aparentemente descompactados terem sido
detectados com frequéncia estatisticamente significante em insetos submetidos a choques
hipertérmicos, sugere que esses tratamentos sejam mais eficazes no afrouxamento da
heterocromatina, se comparado aos choques hipotérmicos, o que também foi verificado em 7.
infestans (Dantas, 1990). Entretanto, enquanto nesta espécie, a maior frequéncia desse fendtipo
foi observada logo apds o choque (10min. a 2 horas), em P. megistus nio foram detectadas
diferencas significantes quanto aos dias para dissecag¢do dos insetos, sugerindo que a
descompactagiio da heterocromatina, a qual tem sido sugerida como uma possivel tentativa de
ativar genes silentes durante o estresse (Mello, 1983, 1989), se prolongou por mais tempo do
que em 7. infestans. Além de choque térmico, esse fendtipo tem sido descrito em 7. infestans
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apos varios fatores de estresse tais como, jejum (Mello, 1983, 1989; Andrade e Mello, 1987),
radiagiio ionizante gama (Alvares-Garcia, 1988) e metais pesados {Kubrusly, 1984; Mello et al.,
1995), embora estes Gltimos paregam ocasionar uma frequéncia mais elevada (Mello et al., 1995).
Zonas com aumento de area heterocromatica também t&m sido reportadas em outros sistemas
celulares em resposta a tratamentos térmicos, virus, infecgdes microsporidianas, acio de
antibioticos e em certas células tumorais (Simdes et al., 1975; Simdes e Cestari, 1982; Diaz et al.,
1969; Sandritter et al., 1974).

Embora os cromocentros sejam areas constituidas principalmente por heterocromatina
constitutiva (Mello, 1971, 1975, 1978a, 1979, 1983; 1987), sua propriedade de nio codificacio
ndo parece ser tdo rigida, pois sob certas condi¢des de estresse fisiologico, areas dessa
heterocromatina chegam a se descondensar e possivelmente sofram transcrigio (Mello, 1983,
1989; Andrade e Mello, 1987; Dantas, 1990). Ainda ndo se sabe se essas 4reas contém genes
codificadores de proteinas de choque térmico (Mello, 1989). Em regides heterocromaticas de
outros sistemas celulares, esses genes tém sido encontrados, mas sua expressio apos o estresse,
ndo determinada (Soughtgate, 1985 apud Dantas e Mello, 1992). Embora, possivelmente
envolvida na expressdo de alguns genes dormentes, a descompactagio da heterocromatina nio
pode ser considerada uma resposta especifica rapida, nem eficaz a ponto de cessar a acio direta
do estresse (Mello, 1989).

Outro fen6tipo observado foram os niicleos gigantes, os quais se caracterizam pelo
tamanho bem mais acentuado se comparado aos normais. S#o decorrentes de fusdo nuclear e/ou
celular e tém sido descritos nos triatomineos como um possivel mecanismo de sobrevivéncia
celular ou do o6rgéo sob condigdes desfavoraveis (Wigglesworth, 1967; Mello e Raymundo, 1980;
Mello, 1989; Dantas e Mello, 1992). Dentre os estressores, Wigglesworth (1967) verificou que
0 jejum extremo promoveu, em células do corpo gorduroso de Rhodnius prolixus, o surgimento
de poliploidia esporadica através de fusdo celular, produzindo células binucleadas ou
multinucleadas e entdo a fusio dos nucleos. Em ninfas de So. estadio de Triatoma infestans
submetidas a 3 meses de jejum, fusdo envolveu 40% nucleos das células epiteliais dos tdbulos de
Malpighi (Andrade e Mello, 1987). Nestes insetos, a presenga acentuada de niicleos gigantes
a0 lado das proteinas de choque térmico, foram consideradas um dos fatores responsaveis pela alta
razdo de sobrevivéncia em insetos submetidos a choques hipertérmicos de longa duragdo (12h)
(Dantas e Mello, 1992). Embora um aumento significante desse fenétipo em relagdo ao controle
tenha sido observado nos espécimes de P. megistus submetidos a choques hipertérmicos, a
frequéncia ndo se intensificou com a duragio do tratamento. A alta taxa de mortalidade observada
quando os espécimes foram submetidos a choques de 12 horas, sugere que esses niicleos foram
insuficientes ou ineficazes em proteger a maioria dos insetos nessa condigio experimental. Os
sobreviventes do choque, quando analisados juntamente com os insetos do grupo controle,
apresentaram uma diminuigdo significante de nicleos gigantes com o decorrer dos dias para
dissecagdo (principalmente entre 10 e 30 dias), sugerindo a existéncia de um limiar para a
ocorrencia de fusdo celular e/ou nuclear, que parece ser inferior ao de 7. infestans, onde a maior
frequéncia desse fendtipo foi aos 30 dias. Além do declinio de novas fusdes, o fato de alguns
micleos gigantes terem sido encontrados com caracteristicas adicionais como degeneragdes, inicio
de apoptose ou descompactagfio da regido heterocromatica, pode ter contribuido para a reducio
em sua frequéncia.

A elevagdo da frequéncia de niicleos gigantes com suspeita de apoptose, conforme o
aumento da durag@o do choque, sugere que alguns nicleos gigantes ja presentes ou recém-
fundidos podem néo ter suportado manter seu metabolismo nestas condigdes, ativando um
programa para auto-destrui¢do. Quanto aos niicleos gigantes com sinais de degenerago, os
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insetos submetidos a choques hipertérmicos apresentaram um aumento significante, ao contrario
do obtido com nucleos degenerados. Tais achados parecem indicar que células ¢/ou nicleos
resultantes de fusdo foram mais suscetiveis a falhas no metabolismo induzidas por choque
hipertérmico, se comparados aos normais, embora ntcleos gigantes sejam considerados como uma
possivel tentativa de sobrevivéncia celular em situagdes desfavoriveis (Wigglesworth, 1967; Mello
e Vidal, 1978; Mello, 1989; Dantas e Mello, 1992).

Tem sido descrito que células em cultura respondem a altera¢Bes em seu ambiente
normal de crescimento de modo gradual. Em resposta a baixos niveis de estresse, ¢ iniciada a
sintese de uma série de hsp. Quando o elemento de estresse é removido, essas células continuam
a funcionar normalmente e os niveis de hsp voltam ao seu nivel normal (Craig, 1975; Lindquist,
1986, Lindquist e Craig, 1988). E possivel que as proteinas de chogue térmico protejam as células
contra a apoptose, por inibigdo ou modificagfio de uma ou mais proteinas envolvidas no programa
de morte, ou talvez , através de seu papel no dobramento das proteinas, poderiam atuar na
manuten¢do da forma inativa da endonuclease que promove a quebra do DNA em fragmentos
oligonucleossdmicos (Mailhos et al., 1993; Samali e Cotter, 1996). Uma vez aumentado o nivel
de estresse e o seu limiar ultrapassado, tornando a sobrevivéncia da célula impossivel, a
presenga de hsp poderia ser incapaz de proteger as células, a sintese pararia e o estagio 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 e Cotter, 1996). Lennon et al.
(1990), ao estudarem linhagens de células tumorais submetidas a perdxido de hidrogénio,
oxidantes e etanol, entre outros, verificaram que baixas concentragGes desses agentes promoviam
um aumento na frequéncia de apoptose, enquanto altas concentragfes resultavam em necrose.
Esses mesmos autores observaram que dependendo da temperatura de choque térmico
empregada, o tipo mais proeminente de morte celular poderia ser alterado. Quando culturas de
mastocitoma de rato foram mantidas em temperaturas de 43°C a 44°C, apresentaram um aumento
na frequéncia de apoptose. A 45° C, verificou-se um aumento de casos tanto de apoptose
quanto de necrose, ¢ quando submetidas a temperaturas mais elevadas (46° C e 47° C), pelo
mesmo perfodo de tempo, somente morte celular via necrose era detectada (Harmon et al., 1990).
Segundo Cotter e Al-Rubeai (1995), as células sofrem necrose em altos niveis de estresse porque
ndo tém tempo para responderem aos estimulos, enquanto em niveis intermediarios, a célula é
injuriada mas ndo morre imediatamente, e como resultado, tem um tempo para ativar o seu
programa de apoptose. No presente trabatho, o fato de nucleos apoptoticos serem observados
com frequéncia significante apos choques hipertérmicos (40°C), ao contrario de nicleos em
degeneragio, sugere que nessa temperatura, ainda foi possivel a célula ativar sua auto-destruicio.
O aumento na frequéncia de niicleos apoptoticos apds choques hipertérmicos de curta duragio
parece ndo ter refletido na taxa de sobrevivéncia dos insetos. Entretanto, ap6s choques de Jonga
duragdio, os insetos podem ter sofrido alteragGes nucleares adicionais, exceto nos poucos
sobreviventes nos quais provavelmente o nivel de hsp se manteve por mais tempo, impedindo a
intensificagdo desse programa de morte celular.

A diminuigdo na frequéncia de fendtipos normais com o decorrer dos dias de dissecacdo
dos insetos, sugere que houve um aumento na frequéncia de alguns fendtipos alterados, o que
foi confirmado estatisticamente para niicleos suspeitos de apoptose (dados de insetos submetidos
a choque + grupo controle, ou somente de insetos submetidos a choque) e niicleos em
degeneracdo (insetos submetidos a choque + grupo controle). Parece, portanto, que o efeito do
estresse se intensificou com o avango dos dias para dissecagfio, mesmo com 0s insetos retornando
as condigdes normais . Através dos dados de correlagdo, pode-se verificar que em alguns casos
(nticleos apoptoticos, gigantes com suspeita de apoptose e nicleos com heterocromatina
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aparentemente em descompactagio) houve um aumento da frequéneia com a elevagio da
temperatura).

Como descrito em espécimes de7. infestans submetidos a varios estressores (Kubrusly,
1984; Mello, 1989, Dantas e Mello, 1992; Mello et al., 1995), em P. megistus também foram
verificadas variagdes em termos de nimero e tipos de fendtipos observados, mesmo dentro da
mesma condigio experimental. Tais discrepancias individuais sugerem a existéncia de espécimes
com diferentes niveis de resisténcia & agdo deletéria dos diferentes estressores, incluindo choques
térmicos.

A variabilidade no niimero de niicleos totais nas mesmas situagdes de choque ou controle
deve- se provavelmente, além das diferencas individuais, a perdas ocasionais do tecido no sitio
de insergdo do tubulo durante a dissecagdo.

Comparando-se os dados deste trabalho para Panstrongylus megistus, com os reportados
para Triatoma infestans, conclui-se que ndo devam ser feitas generalizagSes para diferentes
espécies, quando se deseja considerar sua resposta de resisténcia ou comportamento de muda, bem
como frequéncias fenotipicas, frente a agentes ambientais estressantes. Assim, ha necessidade que
se realizem estudos para diferentes espécies, para se conhecer seus comportamentos particulares.
Essas consideragSes devem ser lembradas para a manutencio mais eficaz de insetos em
laboratorio, inclusive visando o seu uso em esquemas experimentais.
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6.- CONCLUSOES

1. A variabilidade na resposta ao choque térmico em Panstrongylus megistus depende da
temperatura, durago do tratamento, fase do desenvolvimento e sexo dos espécimes. De modo
geral, a condi¢g3o alimentar ea procedéncia (habito) dos insetos ndo parecem causar diferengas
na taxa de sobrevivéncia e ocorréncia de mudas.

2. Enquanto choques hipertérmicos de curta duragdo praticamente ndo afetaram a sobrevivéncia
dos insetos bem como a ocorréncia de mudas, os de longa duragio foram letais na maioria dos
casos. Choques hipotérmicos foram mais eficazes em promover queda na ocorréncia de mudas,
sendo que principalmente os de longa duragfio, ocasionaram efeito drastico na taxa de
sobrevivéncia.

3. Emtermos de nivel de sobrevivéncia, ninfas de 40. e 5o. estadios de Panstrongylus megistus
apresentaram comportamento semelhante as de Triatoma infestans quando submetidas a choques
de curta duraciio, enquanto as de 3o0. estadio, parecem ser mais resistentes em 7. infestans.
Choques de longa duragio afetaram ambas as espécies, porém, com maior intensidade as ninfas
de P. megistus. Com relaglio as mudas, choques hipertérmicos de curta duragfio induziram ligeira
diminuicio em P. megistus, ao contrario de 7. infestans, onde se verificou um aumento nas de 30.
estadio e uma diminui¢do nas de 40. € 50. estadio. Choques hipotérmicos, independente da
duragdo, causaram diminui¢do na ocorréncia de mudas em ambas as especies.

4. Choques de longa duragdo afetaram os alados de P. megistus de modo mais drastico do que
em 1. infestans. Choques hipertérmicos de curta durago ocasionaram leve aumento na
sobrevivéncia dos alados de 7. infestans, diferindo de P. megistus, onde se vernificou um leve
declinio. Choques hipotérmicos de curta duragdo aumentaram a taxa de sobrevivéncia de
espécimes de 7. infestans, enquanto em P. megistus, uma queda acentuada foi verificada.
Enquanto nesta espécie 0s machos mostraram-se menos resistentes aos choques de curta duragio,
em 7. infestans os machos sio mais sensiveis ao frio e mais resistentes ao calor, quando
comparados as fémeas.

5. Choques térmicos ocasionaram um aumento na frequéncia de varios fenotipos nucleares nas
células epiteliais dos tubulos de Malpighi das ninfas de So. estadio de P. megistus. Os fenotipos
alterados encontrados foram: nicleos apoptéticos, com suspeita de apoptose, degenerados, com
heterocromatina aparentemente descompactada, nicleos gigantes, gigantes com suspeita de
apoptose, gigantes degenerados, ou com heterocromatina aparentemente descompactada.
Entretanto, o fendtipo mais frequente tanto nos insetos submetidos a choques quanto nos
controles, fol o que manteve o aspecto normal.

6. Nucleos degenerados por necrose nio aumentaram significantemente com o0s choques
térmicos, sendo encontrados em alta proporgio também nos grupos controles. Diferengas também
ndo foram observadas com relagio aos dias de dissecago ou duragfio do choque. Embora choques
hipertérmicos de longa duragdo tenham ocasionado mortalidade quase total nos insetos, os poucos
sobreviventes, parecem, portanto, nio terem soffido degeneragtes adicionais,

7. A frequéncia de nicleos apoptoticos aumentou com os choques de temperatura

59



(principalmente hipertérmico), independente da duragdo e dos dias de dissecagdo dos insetos,
sugerindo, portanto, que o programa de auto-destrui¢io se manteve, uma vez ativado. Em
insetos submetidos a 40°C, o encontro de niicleos apoptéticos em frequéncia estatisticamente
significante, sugere que essa temperatura represente um  estresse de nivel intermediario,

embora quando de longa duragfio tenha ocasionado mortalidade quase total dos insetos. E
provavel que os sobreviventes do choque hipertérmico de longa duragfo tenham mantido por mais
tempo niveis suficientes de hsp, capazes de evitar uma intensificagdo do programa de apoptose.

8. Nucleos com heterocromatina aparentemente descompactada alcangaram maior frequéncia nos
insetos submetidos a choques hipertérmicos, indicando que estes sejam mais eficientes em
promover o afrouxamento da heterocromatina quando comparados aos chogues hipotérmicos.

9. Choques hipertérmicos promoveram um aumento significante na frequéncia de nicleos
gigantes, independente da duragio do tratamento. Apesar de mortalidade acentuada quando os
insetos foram submetidos a choques de longa duragiio, os sobreviventes parecem néo ter sofrido
fustes adicionais com o aumento da temperatura. Com o decorrer dos dias pds-choque, houve
uma diminui¢do na frequéncia desses nicleos, sugerindo a existéncia de um limite, acima do qual
nio sdo mais produzidos, sofrendo inclusive alteracdes adicionais (degeneracdes, inicio de
apoptose ou descompactagdo da heterocromatina).

10. O achado de fendtipos alterados em insetos do grupo controle pode ter sido ocasionado por
outros fatores de estresse no insetario como baixa condig@o nutricional a que os msetos foram
mantidos, bem como presenca de virus. As variagdes individuais quanto aos tipos de fenotipos
observados parecem estar relacionadas com os diferentes graus de resisténcia dos espécimes a
nivel de sobrevivéncia, mesmo dentro da mesma condi¢do experimental.

11. Considerando-se as diferengas de resultados de Panstrongylus megistus comparados aos de

Triatoma infestans, enfatiza-se a importancia de estudos para diferentes espécies, a fim de se
conhecer seus comportamentos particulares.
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7.- ABSTRACT

Domestic and silvatic third, fourth and fifth instar nymphs and male and female adults
of Panstrongylus megistus Burmeister with different feeding conditions were submitted to thermal
shocks at 0°C and 40°C for 1 and 12 hours. After the shock the insects were returned to normal
temperature and humidity conditions and followed for 30 to 35 days in order to determine survival
rates, molting and nuclear phenotypes of Malpighian tubules. Since feeding and living conditions
were not significant factors in the survival rates of specimens submitted to the thermal shock,
fasting domestic fifth instars male nymphs were used in order to investigate nuclear phenotypes.
The insects were submitted to thermal shocks at 0°C (1 hour) and 40°C (1 hour and 12 hours)
being returned to control conditions (28°C). The insects were dissected right after shock, 10 and
30 days after shock for cytological analysis of their Malpighian tubule. The objective was to
investigate the changes promoted by the shocks with views to provide adequate laboratory
conditions and to understand changes caused by experimental schemes.

The results indicate that the response varies according to temperature, duration of
treatment, development stage and sex. Short hyper thermic shocks had little effect, mainly for the
nymphs, while long shocks were lethal in the majority of studied cases. About molting, few
alterations were observed after hyper thermic shocks in contrast to hypothermic shocks which
promoted a fall in the observed frequency. Hypothermic shocks, specially long ones, promoted a
drastic fall in the survival rate of the specimens.

The most frequent phenotype observed was the one considered normal, not only for the
control group but also for the insect submitted to the shocks. Altered phenotypes, found also in
nuclear group, included degenerated, apoptotic, suspected of apoptosis, heterocromatin partially
or completely unraveled, giant nuclei, this last phenotype being classified also as usual,
degenerated, suspected of apoptosis and with heterocromatin partially unraveled. Among the
altered phenotypes the predominant one was the suspected of apoptosis nuclei, followed by
degenerated and heterocromatin partially unraveled nuclei. There were a rising statistically
significant in the frequency of degenerated nuclei when analyzed 30 days after shock. Apoptotic
nuclei were observed specially after hyper thermic shocks independently of duration of shock and
time after shock. However, suspect of apoptosis nuclei were more frequently observed 30 days
after shock. The most frequency of apparently unraveled heterocromatin nuclei occurred after
hyper thermic shocks no matter the duration of the shock.

A rising in the frequency of giant nuclei was observed after hyper thermic shocks
although it did not increase for insects submitted to long duration shocks. The few remain from
long hyper thermic shocks presented a significant fall when analyzed 30 days after shock. An
interaction between the factors days and temperature was verified for this experimental condition.
Degenerated giant nuclei were observed mostly after hyper thermic shocks, while it was observed
a rising in the frequency of suspected of apoptosis giant nuclei after long shocks. The rising in the
temperature of the shock caused a rising in the frequency of apoptotic, suspects of apoptosis giant
and apparently unraveled heterocromatin nuclei.

The data collected for Panstrongylus megistus behaved differently from the data
collected previously for Triatoma infestans. Therefore, it shows the importance of studies
concerning different species taking into account their peculiar behavior.
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8.- RESUMO

Ninfas de 30, 40. e 50. estadios e adultos de ambos os sexos de Panstrongylus megistus
de habito domiciliar e silvestre, bem e pouco alimentados, foram submetidos a choques de
temperatura de 0°C ¢ 40° C por 1h e 12 h. Apos o choque, os insetos retornavam a temperatura
e umidade controle (28°C e 80% U.R), e foram acompanhados diariamente durante um periodo
de 30 a 35 dias para se determinar os niveis de sobrevivéncia. Para a analise de fenétipos nucleares
foram utilizadas ninfas de 50. estadio de habito domiciliar e pouco alimentadas as quais foram
submetidas a choques de 40°C por Th e 12h e a O°C por 1h. A dissecagdo dos insetos para a
retirada dos tbulos de Malpighi foi efetuada imediatamente apés o choque, 10 e 30 dias apds.
O objetivo foi determinar alteragdes decorrentes do choque de temperatura, visando promover
manutengao mais adequada em insetdrio e interpretar alteragdes em insetos provenientes do meio
ambiente em esquemas experimentais.

Os resultados indicaram variabilidade de resposta aos choques térmicos com relagdo aos
pardmetros estudados. A variabilidade foi dependente da temperatura a que os insetos foram
mantidos, durago do tratamento, fase do desenvolvimento e sexo. Choques hipertérmicos de
curta duragdo pouco afetaram a sobrevivéncia dos insetos, principalmente das ninfas, enquanto
os de longa duracdo foram letais na maioria dos casos. Quanto & ocorréncia de mudas, pouca
alteragdo se verificou apds choques hipertérmicos, ao contrario do verificado apés choques
hipotérnmicos, 0s quais s¢ mostraram mais eficazes em promover uma diminui¢3o nessa frequéncia
Choques hipotérmicos, especialmente os de longa duragio, promoveram uma queda drastica na
taxa de sobrevivéncia dos espécimes.

Os fendtipos nucleares mais frequentes tanto nos insetos do grupo controle quanto nos
submetidos a choques, foram os nicleos considerados normais, ou seja, com um pequeno e
conspicuo corpo heterocromatico {cromossomo Y). Os fendtipos alterados, presentes inclusive
nos grupos controle, foram miicleos em degeneragio, apoptoticos, com suspeita de apoptose, com
heterocromatina aparentemente descompactada, gigantes, gigantes em degeneragdo, com suspeita
de apoptose e gigantes com a heterocromatina aparentemente descompactada. Dentre os fenotipos
alterados em maior frequéncia foram encontrados nicleos suspeitos de apoptose seguidos por
nucleos emn degeneragdo € nicleos com a heterocromatina aparentemente descompactada. Um
aumento estatisticamente significante nos micleos em degeneragdo foi constatado com o decorrer
dos dias para dissecagio dos espécimes. Nuicleos apoptéticos foram observados principalmente
apos choques hipertérmicos, independente da duragdo do choque e do tempo pos-choque,
enquanto niicleos suspeitos de apoptose foram mais frequentes em insetos dissecados 30 dias apos
o choque. A maior frequéncia de ntcleos com aparente descompactagio da heterocromatina
ocorreu em insetos submetidos a choques hipertérmicos, independente da duragdo do tratamento.

Houve uma elevagio na frequéncia de nicleos gigantes apds choques hipertérmicos,
embora esta ndo tenha se intensificado com o aumento da duragdo do tratamento. Os poucos
insetos sobreviventes aos choques de 40°C por 12 h, apresentaram uma diminui¢io significante,
quando dissecados 30 dias apos o choque, constatando-se também uma intera¢do entre os fatores
dias pés-choque e temperatura de choque. Nucleos gigantes em degeneragdo foram observados
com maior frequéncia ap6s choques hipertérmicos, enguanto um aumento na frequéncia de
nicleos gigantes com suspeita de apoptose foi observado apos aumento na duragdo do tratamento.
Com a elevagdo da temperatura, verificou-se um aumento na frequéncia de nicleos apoptdticos,
gigantes com suspeita de apoptose e nicleos com aparente descompactagio da heterocromatina.

Os dados levantados para Panstrongylus megistus mostraram-se diferentes dos
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previamente relatados para Triafoma infestans, salientando a importéncia de estudos para
diferentes espécies, dado o seu comportamento particular.
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