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INTRODUCRO

1~ Alguns fundamentos de red!obloiogta

'

O extensce uso da energla atdmica em véarios ramos da

econom{a naclonal, tecnologia, bioclogia e medicina, tem tornado o
@ . ' _ )
estudo das injurias causadas pela radlag%o um importante tema.. °

Por essa razio ffglcos, quimlicos e biologistas esto trabalhando

nessa area de pesquisa para obter um melhor entendimento dos me-
canishas.envoividos nos danos causados pela radiagfioc.

0 termo radiaclHo indica u& fendmeno fieicoe no gqual a
energia atravessa o espago. As radiac@es pe;mitem a propagacdo da
energla a disténcia, podendo transporta-la sem suporte material,
como ccorre com as radiacgles e!etromagnéticas,‘que carreiam ener-
gia na forma de fdtons, (ratos-X, ratog gams, infravermelho, luz
viérvol, ultra violeta, etc.), ou zob a forma de partfculas ele-
mentares ou sub-at8micas (partfculas alfa, beta, eldtrons,
etc.),

Quando a radiac¢Bo interage com a matéria, cedendo-lhe
parte de sua energla, pode acarretar a ejeglo de elétrons (loni-
zag®o) ou a promo¢¥o de dtomos e moléculas para um estado ativado
lexcitac¥o). Una vez que as radlacBos infravermelho. luz viofuve)
e parte das ultra-violeta n¥o possuem energia fotdnics suficiente

para arrancar eldétrons dos elementos guantitalivemente mals  im-

portantes da matdria viva (carbone, hidrogénio, oxigénio e nitio-
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g&niol, elas s%é coneideradas como n3o ionlzéntes. A abgorg¢¥o das
radiag®es ionizantes depende da natureza dos &tomos gque consti-
tuem as moléculas do matehlal trradiado, epquanto a dzg ndo ionf-
éantes depende da forma de‘ligaqﬁo quimica desses 4tomos nas  mo-
léculaﬂs. A divls'ﬁio das radiacBes em ionizantes e n%o tonizantes,
embora gimplificada, encontra grande aceltaco e parmite adequada
_sistematizaéﬁo.

A radiag¥o ¢ dita fonizante quando, na interagdo com os
* . '

dtomos e as moldculag do wmeto, arranca alguns sldbrons  de | zeus .
orhbitais. Em consequdngcla, surgem pares (&nilcos, cada um formado

por um fon positive (atomo que perdeu um eléiron) e um {on nega-

tivo (elétron removido do dtomae).  Todaz as partrfculas carregadasg
produzem iconizac¥o. diretamente, quanda possuem energla para tal.
Ja az particulas neuitras e os fétans de ra}os X & gaonma, ‘embora
eleg préprios nZo ilonizem, produzem na interag®o com o mels, par-—
tfculas capazes de lonizar. A lonizag¥o especifica (S1) & o nu-
mero  de pares de fons produzidos por unidade de éamprimento no
caminho da radiacio incidente (Okuno, 1988). Para alguns tipos
de radiagifo (neutrons, ralos gama, ralos-X, etc.), & usual empr e
gar-se uma grandeza que caracteriza o fendmeno, a transferéncia
linear de energia (LET= linear energy tranzference), defintda co-

mo 2 quantidade de energla perdida por unidade de cowmprimento da

trajetdria da radiagio incidente, a qual frequentemente & eupres-

) g . o uf '§ -~ . g
sz em ¥eWum. & LET depende dz masson, carga e veloclidade dae nn
ticulaz, por lssoe varia conforme o Lipo do radiagfo. Az radig

gen com albta LET (partfculas alfs, bela, prdtons, elo.) produson

danos malores do gue aquelas com balwma LET (ralos X, rajos gubia,

eto.) (Fretre-Mats, 1972, Crosch & lopucod, 1979, Pracad, 17043,



Viartas uni{dades j& foram utilfzadas no estudo das ra-
diacﬁes7' porém uma unidade ainda empregada, mas que deve ser
abandonada, para expressar a dose de radiacXo absorvida pela ma-
‘ﬁér}a € o rad (da express¥o Inglesa "radiation absorved dose”),
correspondente 3 quantidade de radiaco que provoca a llbeﬁagﬁo,
emn ig de maééria, de 100 ergs - o erg,'o Joule (J) e o elétron-

volt (eV) s¥o untidades de energla. A unidade que substitul o rad

¢ o Gray (Gy), defintdo como 2 quantidade de radiac¥o absorvida

que provoca a liberac3o, em 1 kg de matéria, de uma energla igualt

a 1 jJoule. Logo, 1 Gy & igual a 100 rads {(Gomes, 13988).

As radlagBes podem ser de fontes naturals, como ralos
cdsmicos, radiag¥o terrestre e radisg®fo atmosfeérica, e de fontes
artificlats, como Os tﬁﬁos de ratos-~X, oz reatores nucleares e os
lsétopos radicativos artif&cjais (Freire-Maia, 1972).

A ltarga soma de dados, obtldos através da observégﬁo e
da experimentac¥o, que vem se acumulahé; a partir dosz trabalhos

"pioneiros de Muller e de Stadler (Apud Freire-Maia, 1972), possf—
bilita afirmar sem contes@agﬁas, que as radiagBes 1oniéanteé fun-
clonam em todos os seres analisadeos, do virus ac homenm, gomo po-
tenteé fatores mutagdnicos.

Os efeitos bioldgliceos das radiscBes jonizantes s¥o co-

mumente classificados em gendticos e somsticos. Os primeiros se
subdividem em duas ¢randes classes: mutac®es ao nfvel génico e
mutacBes ac nivel coromossdmico. Essa classificaglo  deve oer

aceita apenas como tentativa de ordenacio de fenfmencs muito com-

plexes e interligados.



A mutacZo génica é um acontecimento intramolecular po-
dendo ser constatada em vfrus, bactérias, plantag e animais supe-
PIOFGS,JatTaVéS de métodos genéticos e por métodos bloguimicos.
| A putag¥o cromossémica, ao.contrérim, pode, em geral,
ser vista ao microscdplio e, portanto ser estudada com . base ‘em‘
técnicas de 6rdem citoldgica,

Quando as células s%o irradiadas, danos s3o primaria-

mente produzidos por lonizac¥o e radicals llvres. Um radical 1i-

vre € um dtomo, ou uma moldcula que possul um ou mals eldtrons

n#o emparelhados, o que the assegura enorme reatividade qufmica.

0s danos podem ser divididos em trés categorias: (1) dano éuble*
tal, (2) dano potencialmente letal e (3> dano letal. A diferenca
entre eles & de ordem qhantitativa (Pnasad; 1984) .

Foram desenvo{vidos.durante og estudos sobre radiacio
bioldgica alguns conhecimentoé essencials como tentativa para ex-

plicar o mecanismo dos efeitos das radié@&es. SEo eles:

A- Lei de Bergonid & Trobondenu

Ko infcio de 1906, estesg cientﬁstas franceses, traba-

lhande com ratos, propuseram uma nova hipdtese sobre a radiosen-

gibilidade das células. e que é a sequinte: (1) guanto menos di-

ferenciadas s3o0 as células, mals radiosensf{vels, quando compare
das  com ags altamente diferenciadasm, (2) tecidos em proliferacio

g0 mats radiosensfvels que aqueles que n3o est¥o proliferando,

2o excecio a esta lel os linfdcitos (T e B), que s%o mais roadio-



_gensfvels, apesar de serem diferenctados e n3o estarem se divi-

dindo (Freire-Maia, 1972; Grosch & Hopwood, 1979: Suciu, 1981,
1982; Prasad, 1984).

B~Efeitos diretos o indiretos das radiacBes

Os efeitos bioldgicos das radia¢Bes s¥o consequéncias

de eventos primdrios produzidos em uma ou mals espdcles de macro-
mo!éculaé, principalmente no DNAf A lesZo pode'gurgir como conse-
‘qu@ncia da interacio dé réﬁiagﬁo com a macromoldécula, o que ca-—
racteriza o gfeito direto. Emroutras sltuagcBes, a radia¢¥e trang-
fér@.sua energla para uma molécula intermedidria {(a da dgua, por
exemplo), cuja radidlise acarreta 2 formagdo de produtms altamen-
te reativés, o8 radicafs livres, que lesam a molécula, por @Fﬁ{b@
indireto. Assim, o efeito global de um felixe de radiacio em um
organismo € a soma dos efeitos diretos e Indiretos, cujas imper-
tinclas relativas variam em fun¢lo de diversos fatores, tais como

temperatura, teor em dgua, stc. (Lea, 1962; Prasad, 1984).



C~ Rela¢¥%c entre volume de cromeossomes e radicgenstibilidade

Com base na teoria,dé alvo, Sparrow (1965) propdg uma
hipétese para explicar algumas discrepincias de radiosensibilida-
. & ) . .

de para as virias espécies. Segundo essa hipdtese, a radiosensi- '

bilidade das células € dirstamente proporcional ac volume de cro-

nossomos em {nterfase. Os dados obtidos para algumas espécles de

plantas - s%o consistentes com a hipdtese de Sparrow. Contudo, a
validade dessa hipétésa para outras espécies necessita alnda

comprovagso.,

D- Efeito do oxigfnio

Tecidos oxigenados s¥o mais sensfveis 3 radiacHo do que

aqueles en condicfes de hipdxlin.



0O efelto do oxigénio desempenha um importante papel . na
radifoterapia de tumores. Em tecido normals, a distincia média en-

tre capilares n%o ultrapassa Z”ma ordem de grandeza do digmotro

celular e, desta forma, todas as células encontram-se adequada-~

mente oxigenadas. Em massa tumorais, entretanto, a riapida proli-

ferac#o celular pede fazer com que esta disténcia aumente subs-
tancialmente, chegando a ultrapassar ZOQPéi de tal forma que uma
parte das células fica em hipdxia, enquanto outras em andxia,
inattvaendo as células‘é conduzindo-as a4 necrose. Quandq uma de-~
terminada dose de‘radiécﬁé ¢ aplicada & massa tumoral, ela {nati-
va, preferencialmente, as células oxigenadas, produzinde efeitog
reduzidos nas células em hipdxia, uma véé que eshtas =%c mais ra-
“dioresistentes. A inativacio das primeiras facilita 2 difusio dm
oxigénio (pois ele deixa @e ser consumido nas proximidédeﬁ do ca-
bilar) e, asgim, as células em hipdéxia sofrenm r@oxig@naéﬁo. Com a
aplicacHo de uma segunda dose de radiacBo, observa-se a repeticio
do ciclo, mas agora o nimero de cédlulas em hipéxia & reduzido, o

que constitul uma das justificativas para o fracionamento de do-

ses en radioterapla (Groach & Hopwood, 1979).



A wvariag¥o da pressﬁo parcial do oxigénio nos tecidos
'também tem sido utilizada buscando aumentér é‘eficiéncia dos pro-
cesso radioterdpicos. Para tal, vérlas.técntcas costumam ser em-.
'prega&as, tais‘como inje¢do de vasodilatadores, o aumento da ﬁor—
centagem de oxtgénio no ar inspirado ou o emprego de camaras hi-

perbéricas, técnicas estas que, em alguns casos, podem ser iteis

na prética médica (Prasad, 1984).



‘2¢ Radiogensibil idade

Os insetos tém ée constitufdo em modelo favordvel para
og " estudos de radiacBo. ?aékard {1935 usou ;VOS de moscas de
frutas (Dresophila melancgaster) para estudar os efeitos somati-
cos da radiac3o. A grande quantidade de ovos qué esses inseltos

- pBem durante todo o ano e a ocprréncia de mitoses simultBneas

const{tuem algumas das vantagens de se estudar os efeitos-das ra-
. S P B

diacBes nesses organismos.

£ amp!lamente conhecido que os Insetos sdo pouco sensi-

vels a radiagdo quande comparados aos vertebrados. 0 Esquema |

demostra as doses de radlacio necessarias para matbtar insetos =1

outreos organismos. Os insetos adultos sd0 pelo menos 100 vezes
menos sensfvels ao efeito letal da radiag3c que os vertebrados.
Esse efédtq é explicado pela (1) lei de Bergonié & Trebondeau e
por (2) uma especial caracterfstica doéfinsetos. ou seja, muito
pouca divis¥o celular ocorre durante a fase larval. Divis¥o celu-
}ar e diferenclacgio dog tecidos ocorrem durante o desgnvolvimento
embrionidrio, de maneira que, na vida larval, o crescimento ocorre
pelo aumenio do veolume celular sem aumento do numero de células.
Ha outra pequena entrada em atividade mitdtica pouco antes da mu-

da nos Insetos com metamorfose completa.



10

INSETOS DOSE ORGARISHOS UNICELULARES
(r ‘
I i
5
Bracon (N o I Parameciun
Abelhas ! e |
Tribelium ! "o i Amoeba
Drosophila Lo B. mesentericus
& - v ﬁ
I 16
i v I ~ lLevedura
! u |
Barata f . I
3 -
i 10 | E. coli
I u I
Pooe
! v | VERTEBRADOS
i wo - Macaco, sapo, galinha, etc.
o
o101 homemn
! U cachorro, cabra, etc.
| v
Ve
Esquema 1. LDg, de vertebrados aduilos, Insetos e organismos unl
celulares (r+ roetgens, escala em log)., Dados de

O0'Brien & Wolfe (1964),
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Erdmén (1961) obscervou que as células dos inée£os que
est¥o se dividindo s¥o t¥%o sensfvels quanto aquelas células em
divisio dos vertebrados, mas a qualidade pecullar estdtica das
"célulag dos insetos adultogs og torna insensivels & radiac3o. No
entanto, as cdélulas das gdnadas s¥o multo sensivels & fadiac%o, e
com doges bastante baixas os insetos podem ser esterilizados ou

terem scus gametas geneticamcante desarranjados.

Desde quc os Insetos adultos devem a sua radlioresistén-

cia & pouca divis¥o celular, seria de se esperar que nas formas
Juvenisz a sensibilidade fogse malor. 1stb-Foi comprovado através

‘dos © experimentos a seguir relatados. Henshaw & MHenshaw (1333

examinaram a variacHo da idade de ovos de Progophila com a sensi- .

bilidade .aos raios-X. B sensibillidade ¢ notadamente alterada em
npoucas horas; a LDzg auﬁeﬁﬁa de HOQE ¢ém uma hora para 1170r em
trés horas. A sensibilidade maxlima ocorreu na fase de clivagem-
(divisBes celulares que ocorrem logo apés a fertilizac¥o do ovj)
e bléastula. HNa gdstrula a sensibllidade foi reduzlda. Colombo

(1959 moétrou que em ovos de Locustas migrstoria, a LDgo era de
136r para ovos de um dia, porém era de 6900r para ovos com =eis
dias. 0O fndice mitético para ovos de um dia era levemente malor
do que para ovos de seils dias. Em ambos oz casos, a variacd¥o na

sensibilidade foi correlacionada com a atividade mitdtica.

Quando os insetos passam de um fnstar para outro, atra-

vés de miltiplos processos, hd um breve per fodo de astividade mlr. .. .

Ltética. Se o ingeto & irradiado antes da muda, as alterag@es n3Eo
podem ser vistas até que a muda ocorra. Esse efeito tem sido cha-

mado de "danos por radiac¢ioe latente” por DBaldwin & GSalthouse
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(1959a), os quais examiﬁaram esse efeito nos hemfpteros hematdfa-
- gos come o Rhodnius prolixug. Este 1n$eto sofre muda apds uma in-
geatZio de sangue: a sequéncia de eventos & a seg;inte: €1 a re-
felgdo de sangue conduz & distens3o de scu sbdomen, (2) um esti-
mulo em éadeia irda atingir o cérebro,.via sistema nervoso, (3} o
ﬁérebro produz o hormdnic que ativa a gléndula toréxlca,r (4)' a
gléndula toréxica secreta o hormbnio de muda é {(3) a muda ocorrec.

D primeiro aspecto observivel de que a muda iré ocor-

rer, ¢ a divis¥o celular da epiderme, que se inicia mals ou menos

cinco dias apds a refelglo de sangue. Quando a muda ocorreg em

Rhodntus irradisado, na nova cutfcula aparece uma "drea queoimada”™.

0 prineiro estudo com Rhodnius, envolvendo 5.000r de ralos-X de-
monstrou que mesmo apds um perfodo latente de dois meses a  "area
: queimada” apafecla na nova cuticula (éaldwin & Salthouse, 185%a).

Paldwin (1961)'irraéiando‘ﬁhodnius antes da alimenta-
c3o, observou que ocorria aumento do tamanho celular imediata-
nente apds a refeicgHeo de sangue e que as oxidases n¥o eram total-
mente afetadas. No 52 dia apds a alim@nﬁaqﬁo de sangue, comec¢a-
vam as mitpses ¢ nestas eram bem sucedidag prdéfase ¢ metafase,
quando ent3o ocorria um bloqua!o.da divisf@o, e as células irra-
diadas eram destrufdas ¢ exiblam grandes blocos de agregados cro-

matfnicés.

Gomes-Nunez e colaboradores (1964) tentaram a erradica-

c¥o de Rhodnlug prolixug, vetor principal da doenga de Qhaﬁaﬁ__?an
Vonezuela, por meio da introduc¥o de machos estéreis na popula-
¢¥o, pordm os resultados obtidos nHo foram favorivels sos  seus

obietivog. A fertilidade fol reduzida de 74.4% com dose de
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2.500r para 0.3% com dése de 20.000r com radia¢¥o gama. Os in-
setos expostos a 40.000r eram totalmeﬁte estéreis, porém intbidos
de copular. Com isto, consegdiram Intreduzir na populagido apenas
machos parcialmente estéreis.

o Carcavallo e colaboradores (1971), usando ovos de
Triatoma infestans e submetendo-os aos rélos—x, demonstraram aue
as alteracBes no desenvolvimento eram mals profundas quanto maior

era a dose e quanto mals jovens os embriBes, sendo 100% letals

aos embrides com doce de 10.000r (100 Gréy)._ Com dose de 5.000r

(50Gy) se observavam fendmenos mubtagdnices, com aparicio de ano-

malias nas extrcemidades e nos tergitds das ninfas de 12 instar e

com dose de 2.000r (200y) provocavam consequénclas similares as

demais doses, porém atenuadas. Com esta dose havia retardo meta-
“bdlico que provocava a morte por Incapacidade do inseto om se
alimentar. Os estudos citoldglcos demostraram haver alterac8es

nucleares profundas como plcnose, carioline e vacpolizacﬁes pro-
toplasmaticas. As doses experimentadas demostraram a sensibilida-
de embriondria & radlagdo, porém n#o foram idteis para nenhum tipo
de controle dessos vetores.

Foi demonstrado também que a radiosensibilidade dos in-
setos varta em func3e (1) do cliclo celular, (2) da composi¢Zo de
bases nktrogenadas do DNA, (3) das intaraﬁﬁes do DHA com as pro-

Lefnas nucleares e (4) da ploidia.

Para alguns autores como Conger & Johnston (1906}, Ha
tarajan (1963) e Sparrow (1965), que trabalharam com vegetals, ha
concordéncia que og polipldides s3Ho mais radioresistentes que os

dipldides, Contudo, as Injurlas roportadas por Clark & Hitchell
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(1952>, com Habreobracon, mostram que quando se compara a radio-
sensibilidade dos hapléides e dipléides, o estdgio de desenvol-
vimento em que eles se encontram é muito Importante na determi-
nacdo da mesma. Quando os embriBes de Habrobracon foram irradia-
dos durante a fase de clivagenm, os haplidides foram mals radio-re-—
sistentes que os dipldides; quando irradiados apés a clivagenm

(estdglo de bldstulal), os hapldides e dipldides eranm tgualmehte‘
sensivels. Sugeriram com esses dados que a radiosensibllidade n¥o

pode ser correlacionada com o nimero de genomas om todos os cstéa-

gios do sieu ciclo de vida, que cuitros fatores devertiam geor consi-—

derados, como o fato de que na fase de clivagem hd o sincfclo,
com micleos se dividinde rdapida ¢ sincronicamente, pordm ha pouca 
dlferenciac%o-nessa Faée. Outro fato € que o3 dlpldides eram duasg
vezess mals atingidos pelos raios-X qué os hapldldes, tendo como
consequéncla mals perdas e québras cromossdmicas que os hapldi¥
desa. -

Em 1961. Clark & Rubin trabalhando com lHabrebracon ha-
pléldes e dipldides e; uséndo como critérios de determinac3o de
radiosensibilidade para adultos a expectativa de vida ("life
span”), ¢ para larvas ¢ pupas a capacidade de desenvolvimento atd
o estdgio adulto e depois a expectativa de vida, mostraram que em.

grupos n¥do lrradiados a expectativa de vida de machos hapldides e

dipldides alimentados com mel e 4gua era » mesma, 62 dias. As fé&-

meas alimentadas com a mesma dieta dos machos tinham uma ewpmﬂiam
tiva de vida de 92 diasg, enquanto as alimentadas com a larva
Epheatia, que & sua alimentac3o usual, era de apenas 40 dias.

Quande irradiaram com doses cregscentes de rales-X, s expectaltiva
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de vida dos machos haéldidés caiu mals éceﬁtuadamente que a dos
dipléides. O mesmo -aconteceu com as pupas e larvas irradiadas. As
fé&meas aliméntadas com mel e dAgua tiveram decréscimo na expecta-
tiva de wvida similar aos machos dipléidés.‘ﬂo cago das fémeas
halimentadas com larvas de Ephestla o deéréscimolfoi mals acentua-
‘do. Isto sugefiu que a sensibilidade & radlac%o fol modlficada

maig pela ploidia do que pelo sexo. Os autores discutem que essag

mudancas na sensibilidade dtférenc!al entre hapléldes e dipldéi-

des com o estégio de desenvolvimento indicam que os fatores - de

modificacio da sensibilidade n3o tlveram a mesma importinclia em

todos o eptiglos do degenvolvimento,

Radford & lodgson (1987) demostraram que az células V79

(culturé de células de hamster? hexapldides #%o mals radiecsensi-
vels quando comparadas com as dipldides e tetrapldldes, sendo os~
gan diferencas devidag a altefacﬁesAna capacidade de repéro do
DNA ou ‘alﬁeracﬁes nos tipos de daﬁos Jcromoss&micds produzindoe
morte celular. Esses autores observaram que as quebras da dupla
fita de DNA nas linhagens hexapldides eram aumentadas, pordm h%o
‘apresentaram explicacg8o para este fato.

guciu (1935, 1986) demonstrou que as dimensdes nuclea-
res em célulags de mamfferos parecem ser um fator determinante da
organizagio cromatinica e radiosensibilidade celular. Cdédlulas in-~

terféasicas radioresistentes (figado, rim, cérebro e coracdo) témnm
2

un volume nuclear de 75 a 2.7OQPm , e permitem (1) a organizagio

topoldgica da cromatina em ndcleos interfésicos, (2) replicag¥o e

transcrig¥o do DNA, (3) recuperac¢®o dos danos causados pela ra-

diacBo ao nivel celular ¢ (4) um aumento da radioregisténceclia dag
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células em interfase. Em contraste, os linfdécitos radiosenszivels
com volune nucléar de 20 a _%Spms . compreendenm (1) uﬁa drea nu-
clear in'ssuf‘icienté para organizagio topologica completa do DHA,
¢2) um volume nuclear insuficiente para o désdobramento da croma-
tina condensada, (3} inabilidade para realizar 'a replicagio e
transcrig¢io do DHA, (4D incapacidade de recupérar os danos causa-

doz pela radtac¥o ao nivel celular, (5) um aumento da tendénecla

de agregag¥o cromatfnica, conduzindo 3 picnose nuclear-e (6) alta
@ .

senzibilidade & radiacio.
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3- Efeitos das radlacles sobre a cromatina e protefnas

nuclcares

A cromatina dos eucariotos ests organitzada em unidades
repetidas, nucleossomos, os quais consistem de 140 pares de bases

de DNA assoctados a um octimero de hlstonas ¢ 2ﬁ2A, 2H2B, 213 e

2H4), uma hi%tona 111 e‘apro#imadamente 60 pares de bases de DNA

espacador (Kornberg, 1874, 1977).

Recentes Investigagles de Chut e colaboradores (1982a,

b, ¢) Indican que a organizac¥o do nuclecssomo na eromaklina de

eucariotos tem uma importante funcHo na sensibilidade bem como no

reparo de danos ac DNA causados pela radiacio. Contudo, a in-
fluéncia precisa da estrutura éromai{nica no reparo de danbs cau-
sados ao.DNA ¢ ainda pouco conhecidé.-Segundo Smerdon & Lieberman
{1978) e Bedell & Cieavar (1981), a cromatina podé sofrer algumas
alterages conformacionals durante o réparo de danos ao DNA indu-
zidos por radiacfo UV, |

Axcromatina trangcricionalmente ativa mantém uma estru-
turalp@riédlca {nucleossomos) e sua conformac¥o parece ser dife-

rente daquela da cromatina transcricionalmente inativa, como in-

dica a alta sensibilidade da cromatina ativa 3 degradac3io pela

DNase 1 (Garel & Axel, 1986:Mathis & Goroveky, 1976; Weintraub 8

Groudline 19763.
Mee e colaboradores (1978) isolaram cromatina de fibro-
blastos de camundongos e exghlnaram a producgido de guebras o¢m um

dos fioa da dupla hdélice do DNA (55B= single strand break) quando
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~ submetidos 2 radiag¥o gama. Os resultados Indicaram haver uma di-
ferenca éqnsiderévei'na eficiéncia de formac¥o de SSB de DNA iso-
lade de cromatina Irradiada quando comparados a cromatina de cé-
‘iu}as irradiadas. Oz valores médios de quebras foram de 6eV para
cromatina isolada contra 80eV de quebras em cromatina de -células-
?rradiadas. Isso sugere a grandé contffbuicﬁo da ac¢¥o indireta

da radiacHo nos radicats livros da cromatina Isolada. As quebras
parecem ocorrer nas regies de DNA que ligam os nucleossomos,

visto que s¥o regifes mals susceptiveis & digestfo por nucleases

(Kernberg, 19773 ) A
Chiu & Oleintk (1982a) compararam a sensibilidade do DNA

nos estados transcricionalmente atlvos e inatlivos com respelto &

inducio do quebras no’DHA monocatendrio pela radiacloc gama, om
Tetrahymena plriformes. Os resultados deswse trabalho demonstraram
que @ organizac¥o da cromatina ¢ importante na determinacZo da
gsensiblilidade do DNA & radlac¢3o, n%o soﬁente com respelto & pro~
“ducdo, mas tambdém com relac¥o a taxa de reparo a quebrag no DﬁA
monocatendrlo (S5B), que {oram malores nos genes tranécrlc{onai—

mente ativos. No entanto, o significado dessa sensibilidade di-

ferenclal n¥o fol esclarecido.
Chiv & Dleinik (1982b) também investigaram a organiza-
¢d3o estrutural e a sensibilidade a4 radiac3o da cromatina de

Tetrahymena sob algumas condicBes de atividade transcricional mo-

dificadas, wusando nucleases especificas, nuclecase microcdcica o
DHase 1. Usando uma dose subletal de radlac8o gama, n3c houve
reorganizacio da magsa nuclear ou DNA riboeossomal detectdvel nem

per nuclease microcdclca cu DNase I, mesmo quando a dose emprega-
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da (40krad) causou danos consliderdveis ¢ quebras ao DNA. Contudo,
as regiBes de cromatina transcricionalmente ativas gXo mais sus-
ceptfvels a quebras no fio unlco de DNA do que a cromatina n3o
ativa. A estrutura da cromatina ﬁade influenciar a sensibilidade
& radlac¢¥o e ao reparo do DNA, pordm rearranjos locals dos nu-
cleossomos ao longo do DNA podenm alterar a conformagfio global da

cromatina apGs Irradiag¥o, pols aparecendo uma nova regifo resis-
tente & nuclease esca pode ser compensada pelo aparecimento con-

comitamte de uma regifo sensivel A nuclease. Portanto, a conclu-

#8o fol de gque oz danos ao DHNA e a cromatina nHo produzem altera-—

¢Ges ao nivel dos nuclecssomos da cromatina.

Chu! e colaboradores (1982¢) examinaram a distr:buicﬁo'
dos Fraémentos ﬁnicos‘de_DNA total marcado com timidina % e de
DNA com sequéncias complementares a sondas ("probe”) especfficas
para célilas L3929 de ratos conﬁrole e submetidos & radlc¢do gama;
Aquelas sequéinclas de DNA que hibridizéﬁ ao rDNA ou RNA (polti
A+), tém peso molecular menor e comportam 5 a 6 vezes o nimero de
quebras ne fio ﬁnico téntd de gequéncias do DNA satélite como de
-DNA de Dbanda principal. Concluiram que as sequénclas ‘de  DNA
transcricionalmente ativos sHo mais susceptivelis aos danos causa-
dos pela radiac3c jonizante do que as sequBnelas inatlvas (a cro-

matina transcricionalmente ativa tem uma conformacio mais relaxa—

da, promovendo acesso preferencial de moléculas), e sugerem que

esga sengibilidade diferencial seja uma provivel conscouéncia de
diferencas na organlizac8o da cromatina. O conteiddo de protefnas
parece ter uma funciio protetora importante na susceptibilidade

dos danos as timinas do DNA, induzldos pela radlag¢3o. A adlgfo do
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histonas e outras protefnas ac DNA recentemente replicado reduz
essarsensibilidade . A taxa de produc¥o de danos 2 timiﬁa de DNA
deproteinado en relacdio ao DNA proteinado est4 entre 5- 6, taxa
‘que. € similar aquela obsérvada para S5B. Entdo, condi¢Bes que
permitem a perda ou rearranjo de protefnas da crométina, resul-
tando em conformagiio alterada e méis relaxada, tornam o DNA mais

- sensfvel 2 radiacHo ionizante.

A destruicHo da cromatina nuclear Induzida pela radiaco

foi tida como resultado de quebras internucleossémicas e subse-

quente' acumil acBo desses fragmentos, [T polideoxinuclect ideos

(PDN)  (Hanson, 1979). Por [sso, Zhivotovsky e colaboradores
(19813 se interescaram em investigar se os fragmenﬁos de DHA
eram formados ao acaso ou se a degradac¢iio cromatinica era um pro-
cesso regular. Partindo do concelto de que a cromatina tem uma
estrutura tiplica, nucleossomos, os résultados indicaram que 2 de-
gradag®o cromatfnica pds-radtacgHo ocorré exatanente no @spagés
in@ernucleossﬁmicos, com formagBo de nuéleossomos monomericos e
seus oligdmeros. As quebras cromatinicas s¥o causadas por nuclea-
ses que se tornam ativas nas células expostas 4 radiaQﬁo. Contu-
do, a natureza e a sequéncia das reacgBes envolvidas ainda n¥o s%o
elucidadas.

Tem sido proposto que a picnose nuclear pode ser corre-
laclionada morfoldglcanente com a fragmentac¥o dos  polinucleot (-
deos  (PDN) (Swingle & Cole, 1968). A relag¥o quantitativa entre

plecnoge nuclear e quantidade de PDN extrafvel de diferentes fro-
c8esr de timdcitog de ratos gsubmetidos 2 raios-Y en gradiente do

Percoll, foram Investigados por Borisova e colaboradores (19872,



0 fraclonamento das‘célﬁlas em gradlente de Percoll belreailzam
do para separar as células intactas das mortas. 0 grau de frag;
mentacdo da cromatina induzida pela radtacHo, avalladog por ele-
troforese, foi similar em todas as fracgBes de células testadas.
Segu{ndo~$e a lrradfac3o, 87.9% dos timécitos eram pfcnéticos e
quase destitufdos de células que formam rosetas (ARFC autoroset-
tgwforming ceila), A relac%m‘direta entre o conteddo de PN e a-

plcnose nuclear foi notada em todo o gradiente. A perda da habi-

lidade de forma¢do de rosetas (ARFC) fol diretamente relaclionada

a outroz indices de morte celular; a radiscdo indum a perda dos

receptores especi{ficos das ARFC que ocorre antes da picnose nu-

clear {Zerbin & Chukhlovin, 1884). Contudo, a conclus¥o foi de

que as ARFC s%o Importantes fontes de células picndticas e que a
“origem dos PDN provém de ndcleosrpicﬁdticos;

| £ evidente que og distirbios induzidos pela radiac3o na
interac3do entre o DNA e as protefnas n%o histdnicas (NHPY cavsan
uma. série de alteracBes na esirutura e Funqﬁes da crométina.
Umanaky & Domanshenko'(l???} induziram umé série de aistdrbioﬁ
nos complexos de DNA com NHP e com protefnas nucleares (NSP- nu-
clear sap protein), de timo de rato submetideo 2 radiag¥o gama. O
DNA irradiado liga~-se a uma quantidade !lgelramente malor dessas

proteinas e estd mais firmemente ligado do que o DNA native. 0O

efeito ¢ causado pelo aparecimento local de um sftio denaturado

no DN& irradiado, e as ligacBes dag prolefnag WHP e NSP a2 egle
DNA contribul para estabilizar estes sftios. Os distirbios gobre
an proteinas nio-histbnicas, causadas pela radiaclio, e auags inte-
racBes com o DNA s80 mals facillitadas do que as ligacgBes n¥o eo-

pecificas.
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A formag¥o de liga¢Bes cruzadas entre DNA e protefnas em,
cromat ina isolada e irradiada e em cromatina de células de camun-
dongos irradiados Fol.demonstrada pér Mee & Adelstein (1979). O
‘radical mais eficiente na #rédu¢§o de liga¢@es cruzadas em croma-
tina Irradiada fol o radical hidroxil. J& os radicéis superdxi-
dos foram inefetivos. A maior quantidade de iigécﬁes cruzadas en-

contradas na cromatina de células irradiadas fol encontrada guan-—

do ag células.eram irradiadas sob atmosfera com éxido de hitrogé~

nio, sugerinde que o radical hidroxil pode estar envolvido na

formacHo de ligacfes cruzadas em células intactas. A eficiféncia

de formac¥o de ligagBes cruzadas em cromatina de células {rradia~

das foi constderada menor do que a de cromatina lsolada e irra-
diada. A existéncia deuprocessos de reparo para as ligag¢@es cru-
zadas ¢ questiondvel,

Evidénelas apresentadés por.Suciu & BoJjan (1981) indican
- que a cromatina tanto de células radioségsfvels como das radioré~
sistentes contém uma protease alcalina ativa, com especificidade
relativamente alta a histonas. E sugerem que a degradacio de cro-
~matina & PDN que ocorre em tecidos linfocitérios élproduzida por
acdo de. uma endonuclease alcalina em associa¢Ho com essa protea4
se. Quando se inibiu a ac¥o da protease com PMSF (fluoreto de fe-
nimetilsulfonila) e especialmente RaHSO

, houve (1) depressio da

atividade da endonuclease alcalina, (2) autodigestZo da cromatins
& PDN e (3) liberac®c da cromatina solivel. Os resultados sunrren
que a liberagdo de histonas n¥o pode ser congiderads como uma

etapa determinante na fragmentac¢®o da cromatina & PDH em 1infdéci-

toz irradiados.
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Suciu (1981, 1982) mostrou que as células, ndcleos 'e
chomatiné de ffgado, rim, pulm3o e corac¥e, contém maior quanti-
dade de protefnas n3o-histdnicas que as células do timo e baco.
Sugefiu que a grénde radiosensibilidade das células linfocitérias
de 1 a 6 horas apés irradiacio (6.5? 4Gy} estd estritamente rela-
cionadg ao déficit de protefnas n%o-histdnicas, ocasionando de-

gbada¢§0‘d@ sua estrutura nucieaf e Ffagmentacﬁo'cromatfn!ca. Es-

sa hipétese estd baseada nos seguintes conceitos: (1) alta comf'

pactacdo dos nucleossomos nos cromossomos ou cromatina:; (2) a or-

ganizagdo e establilizaclo das estruturas nucleares da cromatbt ina;

(3) partfculas ribonucleoprotélcas; (4) grénulos pericromatinicos

sBo conﬂrolados pelas NHP, (5) o efelto indireto da radiacio so-

_bre ¢ DNA pode ser limitado pela presenca de grande quantidade de
protefnas que podem operar camo.radjcais Tscavengers”.
-Chui.e.colaboradores (1986) irradiaram células em cultu-
ra - de hamster e obéervaram que havia ﬂﬁ baixo nivel (menor que
5%) de DHA firmemente ligado a protefnas, sendo que esse DNA pos-
sula sequéncias que hibridizavam com RNA pol{ (A+) ou RNA ribog-
somal. Com dose de radiacso de b0Gy, o DHA com SEQUéﬂciaS‘ trans-
crictonalmente ativas apresentava mais lligacHo cruzada que o DHA
total. O DNA que permanece Iigado.a protefnas nesse perfodo tor-

na-s¢ reduzido em sequéncias ativas. Isso ¢ acompanhado por uma
aparente restauracho do complexo de protefnas  enriquecidas  com
genes ativos nas células irradiadas. Esses dados slo consistentes

com ag propriedades da matriz nuclear (o termo matriz nuclear en-
globa tanto as protefnas internas do ndcleo como asg da l8mina nu-

clear) e sugerem que a estrutura da cromatina exerca importante



fungdo na formag¢io e reparo de lesBes ac DHA 1ndﬁzidas pela ra-
diag¥o gama. °

Considerando-se que, conforme relato da literatura, al-
" terag®es cromatfnicas ao nfvel de qﬁebras internucleossdmicas .
_(Hanson, 1979; Zhivotovsky e colaboradores, 1981; Zefbin &

Chukhlovin, 19845 Borisova e colaboradoresz, 1587), de atividades

de transcrig¥o (Chiu & Oleinik, 1982a, b)Y e de interaé@es-

protédicas  (Umansky & Domashenko, 1977; Mee & A&elstein, 1979,
Suctu, 1981, 1982; Chiu e colaboradores, 1986), podem cer induzi-
das éela radiag¢ids, & de se esperar que estas se exdpressem bLambdm
na conpactag¥o cromatinica e em sua distribuig¢fo nog nldcleos.
Isto g@réria fendtipos nucleares slterados, geja devido a modifi-
cagBes na prépria fisiologia cromatfnica e/ou refletindo etapas

.

de um processce de necrose celular. bara tal as células de
Tristoma  infestans seriam um bom modelo, por  apresentarem
fendtipos nucleares Ja descritos, nosz Quaig_ a hetermcromatiqa
gtha~se bem caracterizada (Mello, 1971; 1978a,b, 1983, 1985,

-zefed0“011veira & MNello, 1986; Fello & Recco-Plmentel, 1987,
Amaral, 1985; Mello, 1988).

Além disso ocorrem nesse inzeto varidveis graus de ploi-
dia conforme o org¥o que se considere, o dque poszibilitaria tam-
bém uma comparaglio dos efeitos da radiagBo a este nivel. Noz tai-
‘bules‘de Malpighi em particular s%o encontradas célulus binuclea-

daz altamente polipldides, cuja heterocromatina constituinde cro

mocentros chena a representar de 5 a 11% da drea nuclear em  nin-

et
,

fazx de 52 estadio (Hello., 1978a
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‘Por outro lado, dlversos fendtipos nucleares j& Fforam
descritos na linhagem germinzativa désge inseto ZSchrader, 1950;
_3arth, 13956; Schreiber e colaboradores, 1968, 1972: Hello, 1978},
Os trofdcitos presentes no teétfcuio também se caracterizam pela
presenca de nicleos altamente polipldldes (Randi & Mello, 1985).
Ja na musculatura e traquéias de Triatoma infestans 550 encontra-

dos nicleos com baixo nfve] de ploidia apresentando -um pequenc

corpo heterocromitico (Simoni & Mello, 1986).
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QBJETIVOS DO TRABALHO

No presente trabalho foram, portanto, investigadas

J,,;ivv

alterébﬁes induzidas por radia¢¥o gama nos fendtlpos nucleares de
Triatoma Infestang definidos em termos de padr&es de condensac¥o .
cromatfnica e de dreas nucleares de heterocromatina, bem como em

cadliulas com diferentes nivets de poi!pléidizacﬁo

Buscou-ge também nesta investigag®o encontrar alteracBes

de fendtipos nucleares em condig¢Bes de raditac¥o que promovessem

morte dos insetos a curto e a longo prazo.



MATERIAL

Foram utilizadas ninfas machos de 52 estadio de
Triatoma  infestans Klug (Hemiptera, Reduviidae) criadas e

fornecidas pelo laboratdrio da SUCEN de Mogi-Guacid (SP), num

total de 320 espécimes . Os Insetog usados haviam sido recém-

alimentados com sangue de galo. Adultos provenientes de muda
induzida por agdo da radia¢¥o também foram anallisados.
Oz orgdos utilizados para a andlise cltoldgica foram

tdbyualos de Malpight, testfcuios, fibrés muscul ares =] tra-

quéias, os quais foram analisados em fotomicroscépio Zeiss,
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M£TODOS

A_ IRRADIACAO

Esta etapa experimental fol desenvolvida na Sec3o de

Entomologia do Centro de Energla Nuclear na Agricultura (CENA-

USP) de Piracicaba (SP). Como fonte de radiagHo utilizou-se um

irradtador de Cobalto-80 do tipo Gammabeam-650 da "Atomic

Energy of Canada Ltd”, com uma atividade de aproximada de
L] -
21x10 Bq (~5.670 C1). O equipamento contém doze fontes, cada

uma com tré&s pastilhas de Cobalto-60. A quanttdade de fontes
.utilizada variou confo;me a condicHo experimental,
Preliminarmente Foram estabelecidas duas situacBes
para os aumentos de doses de radiaq%é: uma em progressdo arit-
mét.ica e outra em progress#o geométricé, totalizando catorze
experimentos que envolveram 150 espécimeé. Esses experimentos
serviram de base para a egcolha de doze condic®es de radiacio
a partir das gquais se estabeleceram as curvas de sobrevivéncia
dos insetos apresentadas nos resultados, e gue envolveram 130
éspécimes. Finalmente pdde-~se escolher, a partir das dltimas,

ag condic¢@es de radiaclio utilizadas para a andlise cltoldgica

facd
o3

dos ingetos, tendo oido usados 40 espédcimes nesta et

™
Rl .
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B~ Obtenc¥o dog Preparades Citoldglcos

B.1- Tdbuleos de Malpighl, musculatura e traquélas

Os insetos foram eterizadog por aproximadamente 2

minutos e com auxflio de unma }upa_estereoscbpica Zelss se pro-

cedeu & dissecc®o dos mesmos, expondo ventralmente seus orgos

internos. Com uma pinga fina retiravam-se os tibulos de Mal-

right, o5 quals foram estendidos em l3minas histoldgicas. Jun-—

to a estes eran também transferidos para as laminas células

nuscul ares e tragquéias do tnseto., A fixagﬁo ol réalizada em
etanoi—éc!do,acético (é?l) por 1 minuto. A segu!ir os prepara-
dos eram lavados em etanol a 7Q% por 1 minuto, deixados Ssecar
ao ar & temperatura ambiente e submetidos aos métodos de colo-

racio,
B,2~ Testfculos

Imediatamente apds sua remog¢Ho, ovs testfculos foram
esmagados entre l2%mina e lam{nula numa gota de etanol-écido

acético (3:1), por aproximadamente 2 minutos. A remoc¥o da la-
minula fol efetuada por congelamento do materifal em nitrogénio
1fauido. Em segulids os preparades eram deixados secar ao ar 3

temperatura ambiente e reservados para a coloracHo.
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C~ Coloracto

C %g 3

C.1- Reag%o de Feulgen

Os. preparados foram hidrolisados em HCl 4N por |1

hora e 5 minutos & temperatura ambiente de 2520 e em seguida

lavados viarias vezes em dgua destilada (Mello & Vidal, 13980)5.
0 tratamento com reativo de ScRIff foi efetuado &
temperatura ambiente por 40 minutoél seguindo-se 3 banhos‘ em
dgua sulfurdsa {metablissulfito de s&dio;_HCI IN : #dgua desti-
lada, 1:1:18, recém-preparada) de 5 minutos cada. A segquir os
.preparados foram lavados vérias vezes em dgua destilada, pos-
teriormente desidratados em série etandlica a partir de etanol
70%. Em cadé rassagem o tempo foi de 3 minutos.
| -A‘d!afanizacﬁo fol realizada em etancl absoluto-x{-
lol (1:1) e em xilol puro, 15 minutes cada banho. D8 prepara-

dos foram montadog om balsamo do Canaddb,
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G.?r Banda C

Os preparados foram submetidos aoc método de banda

C, de Sumner (1972). Procedeu-se inicialmente uma lavagem ré-

pida em 4gua ﬁestilad@. Em sequida, efetucu-se denaturacac em

uma solucio & 5% de hidrd=ido de bario octahidratado, seguin-

do-se de lavagem em &qua destlilada.

Os preparados foram a seguir incubados em banho-Ma-

ria & temperatura de 609 por 4 horas e 30 minutos em uma so-
luc%e de ZxSSC {cloreto de sédio a OLBM e éitrato trisgédico a
0.03M, pH 7.0). Apds a incubacHo os - preparados foram lavados
brevemente ém dgua destilada.

A coloracBo fol efetuada con s&lucﬁo'de‘Giemsa a pH
6.8~ 7.0 (Schnedl, 1971) por 20 minutos. As laminas foram a
‘seguir lavadas raﬁidam@nte em agua destilada e secadas ao ar A
temperatura ambiente. A diafanizac¥o fol realizada em xilol

por 1% minutes e 2 montagem em bdlsamo do Canadi.
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D- Cariometria

:

Os nidcleos dos tubulos de Malplghi, musculatura e

g,

traquéias tiveram sua imagem obtids a partir de negativos fo-
togrdficos, projetada com aux{lic de um ampliador fotografice

{em aumentos - de 1100x e B88x) sobre papel milimetrado. Seus

contornos bem como o de um padr%o de drea foram ent¥o desenha-—
dos. As dreas nucleares foram a seguir determinadas com base
na drea projetada (Mello & Vidal, 19805.

DQuando possivel, determ1n9u~se em separado a drea da

heterocromatina e da eucromatina.



RESULTADDS
1- Curvas de sobrevivéncla

Nas Figuras | e 2 acham-se esquematizadas as curvas de

sobrevivénclia para as vérias condi¢Bes experimentals. Com base
nessas Figuras fol construfda uma tabela em que se constata a va-

riacio em tempo para o qual se cobtdm 50% e 0¥ de sobrevivéncia

dos insetos conforme a condigiio experimental (Tabkbela 1).

A partir desses dados (Figura 1 e 2 , Tabela 1) pode-se
concluir que foram provocadas mortes mais abruptamente quando =
dose de radiagﬁd fol dé 1200Gy (12206y/60min), onde 70% dos inse-

tos morreram apés' 7 dias e 100% apds 9 dias. Fol a uUnica condiglio

em que, dentro'ao intervalo de 24 dias, se congstatou 0% de gobre-

vivéncia,

Os iInsetos controle apresentaram 50% de sobrevivéncia
com 16 dias. O decaimento dessa curva pode 'ter como uma das  cau-
sas uma ligeira gueds de temperatura -ou manuseio (F@rraﬁ—Filho,A.
inférmagﬁo pesscal, 1988) que houve no periodo em que estava sen-—
do realizado o experimento, visto que egses insetos requerem  um

Ot imo de temperatura em torno de 30?9 a 359C (Sherlock, 1979).

Dos insetos que receberan dose de radiac¥o de 500y (460
Gy/7mind (Figura 1, curva EY, 30% morreram 2 dias apds irradizcio
e  5BO% apds 7 dias. Fol a condig¢¥o, além dagquela de 1200Gy (1270

Gy/H0min? que ne Intervalo de 24 dlinas causgsou HO% de morbes no mo-

nor tempo.
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'Trigt@m@ infestang, sob efeito de radiacho gama <omn as

Curvas de scbrevivéncia de ninfaz machos de 52 estadie de
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Tabela i~ Efeitos das diferentes condicBes de radiac¥o gama em ninfas
machos de 52 estadio de Trilatoma infestans, em relac¥o ao

seu tempo de sobrevivéncia considerando-ze um perfodo de 24 °

dias.
CondicBes experimentais | | Sobrevivéncia
Dose Taxa dé dose . ) 50% lO%

CGray) (Gray/mind (Gray/imind (tempo om dtasz)
A~ Controleée - - - . 16 >oq
B- 1200 1220/60 | 20.3 7 9
c- 31 370/60 : 6.2 »24 >24
D- 42 - ' 460/7 | 67.1 18 >24
E- 50 460/7 67 .1 : 7 >24
F- 100 - 870/7 124.3 | >24 524
6- 200 1670/7 238.6 21 524
H- 150 , 8650/1 8650 10 24
I- 150 1770/5 354 14 >24
J- 150 1340/7 191 13 >24
K- 150 1010/9 112 16 >24

L- 150 660/15 44 15 >24

M~ 150 460/20 23 22 »24
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Oz ingetos éubmetldos 4 dose de radiaglo de 311Gy (370
Gy/60min) (Figura 1, curva C), sobreviveram en $ua.tota}idad@ até,
10 dias épéé a Irradlac¥o, e apresentaram a malor porcentagem de
sobrevivéncia até 24 dias, ou seja 76%.

A condigHo de 150Gy (460/20min) (Figura 2, curva M),
fol a que ocasionou o malor intervalo de tempo, 15 éias, entre o.
dia da irradiag%o e a primeira morte no grupo, havendo até o ddé-

cimo sétimo dia 33% de mortes e até o vigésimo segundo dia 56% de

mortes. o .

A condic¥o de 150Gy {(1340Gy/7min) (Figura 2, curva J),

Juntamente com a condigio de 506Gy (460C6y/7"mind (Figura 1, curya

E), foram as primeiras a cauSarem mortes nos insetos no tempo
maig cuft&, ou geja 2 Qias.

Og grupos de insetos submetidos -3 condi¢Bes de BOGy
(460Gy/7nin) {(Figura 1, curva E), 150Gy (8650!1, 177075, 1010/9 er
460/20 Gy/min, respectivamente) (Figura 2, curvas H, I, K e M,
respectivamente), tiveram apds o intérvalo de 24 dias a mesma
porcentagem de sobrevivéncia do grupo coﬁtrmle, 40%. J4 os inse—
tos sob as condicBes de 426y (460Gy/7min}, 2000y (1&670Gy/ 7min)
(Figura 1, curvas D, G; regpectivanente) e 150Gy (660Gy/15min)
(Figura 2, curva L}, apresentaram 50% de gobrevida atd o final dé
24 dias. Soménte as condigBes de 331Gy (370Cy/60min) e 100Gy (870

Gy/7min) (Figura 1, curvas C e F), apresentaram 70% e 60% de so-
brevivéncia, respectivamente, até o final do Intervalo de 24
diagz.

Obgervou-zeo também que 10% dos insetos que recehoram

dose de radlacHo de 1500y (6H0GY/15Bmind (Figura 2, curva L), oo-
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freram muda para o éstééio-adulto dols dtas‘apés gerem irradia-
dos. Com 100Gy (870Gy/7min) {(Figura 1, curva F), 10% dos insetos’
sofreram muda com trés.dias e éutros,lo% com quatro dias apés ir-
radjag¥o. Com 200Gy (1670Gy/7min) (Figura 1, éurva G) e 150Gy (10
106Gy /9min) (Figura 2, curva K), 10% doz insetos, em cada condli-

tgo, iniciavam é muda com seis dias apds irradlag¥c e morreram no

~mesmo dla sem completarem a muda. Na condic¢Ho de 42Gy (46006y/7

min) {(Figura 1, curva D), 10% dos insetos iniciavam a muda com

s

quatorze dias apds terem sido irradiados e morriam no décimo sé-

timo dia com a muda incompleta.

No grupo controle, 10% dos insetos sofreram muda para o

@stégfo adulio, o que n¥o era Inesperado, visto que j4 haviam  se

passado 27 dias a partir do dltimo dia de Iingest¥o de sangue
(Baldwin & Sélthouse, 1959a, bl.
Com base nas Figs. 1 e 2, escolheram-se o8 tempos para

se efetuar o sacriffcio dos insetos, que foram:

dose taxa de dose . | £empo
{Gray) {(Gray/min) {(dias apds a irradlacBo)
1200 1220/60 2, B e b

31 370/60 12

42 460/7 12

50 460/7 12

100 870/7 3, 8e if

150 BHB0/1 S

150 1010/9 i1

150 660715 7w 11
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éw Fendtipos nucleares

2.1- Tdbulos de malpighl, musculatura e traqudias

Em todas ag condigBes em que se efetuou a andlise clto-
1Sgica- 12006y (1220CGy/60min), 3IGy (370Gy/60min), 150Gy (BL50/1,

101079 ¢ 660/15 Gy/min, respectivamente), 42Gy (460Gy/7min), S0Gy

(460Gy/7min) e 100Gy (870Gy/7min) fol verificada nos tdbulos de

Malpighi{ n presenca de micleos com fendbtipos nucleares encontra-

doz nos insetos nEe irradiados e J3 descrites em diversos traba-

lhos por Hello (1971, 1975, 1978a, 1482). Estes sfo: nicleos com

um cromocentro & eucromatina homogénea e clara-{Figuré 3, & nd-
- cleos con doié ou mals tr@mocentfos fPEgura 43,

Hos insetos irradiados foram encontrades mais os se-
guintes fendtipos nucleares: nidcleos com heterocromatina pouco
coréda. aparentemente descompactada, ndcleos vacuolizados, nu-
cleos glgantes e nicleos plendticos.

As Flguras 5 e 6 mostram o fendtipo nuclear caracteri-
zado pela presenca de "heterocromatina descompactada”. Este apro-
senté a mema elipsoidal, o cromocentro gensivelmente expandido e
a eucronmatina mais difusa. Este fendtipo s nHo fol detectado na
condigio de 150Gy (10100Gy/3mind.

0 fendtipo nuclear denoninado "vacuplizade” {(Figuras 7
a 113, estd associado a uma degorganizagio do material cromatini-
co, que gera evidentes alterac®es de forma e temanhos nuclesirron.

A eucromatina pode aprecsentar-ase fibrosa, com vaciolos e irvoogn-
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larmente disfribufda; Jélos cromocentros, quando ev!dehtés, podem
estar dilatados, fragmentados ou com aspectos diversos (forma es-
trelada), n%o havendo portanto, definicio nftida‘de limite dos
dois compartiméntos da cromatina;‘Este fendtipo ocorreu com gran-
de Frequéncla nas condi¢Bes de 1200Gy (12200y/60m1n),'1506y (8650
Gy/Ziminy, lSOGyK(BSOGy/I5min) e 100Gy (E?OGy/7m1n), sendo suges-
t}va de degenéracﬁa @ necrose, |

0 fendtipo nuclear denominado "gigante”, como o nome

indica, descreve um nicleo de tamanho considerdvel, podendo apre-
sentar um ou mais corpos heterocreomfiticos (Figuras 12 =3 13>,

Dcorreu nas condigdes de 1200Gy (1220Gy/60min), 150Gy (8650Gy/

Imin) e 100Gy (870Gy/7miny.

A Flgura 14 apresenta o fendtipoe nuclear denominado

* "pilcnético”. HNele o material cfémaﬂfniéo contral-se ocaslonando

diminui¢¥o do .tamanho nuclear associado ao aparecimento de um

formato irregular. Apresenta-se 1ntensamen£e corado. A frequéncia

deré fendtipo foi muito baixa, ocorrendo apenas na condic3o de
1506y (6606y/15min) . o '

, Quantm aog micleos de tragquéias e musculatura, cuja
ploidia fol constatada como 2C ou 4C (Hello, Informacio pessoal,
1987) e cujo fendtipo mals frequente mostra um p@queno.corpo hep—
terccromdtico (Simonl & Mello, 1986) (Figuras 15 e 16), foram de-

tectadas alteragBes ao nfvel de heterocromatina descompactada

(Piguras 17 a 22) o evidentes anomalias de forma (Figuras 17, 2]
e 22) nas condlic@es de 12006y (12206v/60Cmin), 3106y (3706y/60mind,
150Gy (8650Gy/Imin), 150Gy (1010Gy/9min), 100Gy (8706y/7mind,

506Gy (4606y/7min) o 42CGy (460Gy/7min).



Figuras 3- 6

Fénotipos nucleares de tidbulos de Malpight
de Tristomz Infegtans do grupo contr&}e
{2, um cromocentro; 4, varios cromocentros
(setas)’ e de espécimes submetidos as do-
ses de radiac3o de 310y (3706v/60min) (53
e D0 Gy (4B0Gv/7min) (&), estes 1dltimos

apresentandoe 3 heterocromatina em processo

de descompactacfo (setas).

Reaclio de Feuigen. x 900
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Figuras 7- 11 Fendtlpo nuclear classificado como "va-
cuollzado” em tidbulos de Malpighi de Tria-
toma infestans submetidos 35 doses de ra-
diac%o de 150Gy (BE5OGy/imin) (7, 9 e 11),
12006y (1220Gy/60min) (8> e 4206y (460Cy/7

min? {10) e submetidos & reagdoc de Feul-

gen.

VacuolizaglBes levando a nfveis crescentes
de degenerac3o podem ser acompanhadas
através das Figuras 9 a 11, us esferitos

de urato. ¥ 900,
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Figuras 12- 14 "Fendtipos nucleares'glgante (12 e 13

setas) e picndtico (14, setas) em +tdbulos

de Malpighi de Trlatmma inf@&t&n9, subme-—

13

tidos as doses de radisgio de 1500y (BE50

Sy/1lminy (12 e 14 e 1200Gy (12200y/60m{n)

(13).

Os preparados foram submetidos & reac%o de

Feulgen. x 900.
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Figuras 15- 22 Fendtlipos nucleares de musculatura e tra-

quéias de Triatoma infestans do grupo con-

trole (15 e 16) com um pequeno corpo hete-

rocromatico (seta) e fendtipos nucleares

caracterizados por "heterccromatina des—

compactada” apds serem (rradiades com do-

ses de: 1200Gy (1220Gy/60min) (18), 150Gy

(86500y/imin) (17 e 19); 1000y (870Cy/7
min)  (20); 500y (460Gy/7min) (21) e 42Gy

(460Gy/7min) (22).

As Figs. 17, 21 e 22, apresentanm evidentes

ancmal i as de formas nucleares (setas).

Os preparados foram submetidos 3 reacfo de
Feulgen (Figs. 15, 17 e 22) e banda C

(Flg. 16). = 900,
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2.2~ Tezsticulon

Foram deteétadés alteragBes nuclesrcs nas  seguintes
condigles owperimentais: 1200 (1220/60),,31 (3%0/60}, 12 (46077,
50 (460/7), 100 (B370/7) e 150.(8650/1 e 1010/9, respectivamente)
Cy (Gy/min)r altsragtes czzas que envolvem a Iinhagem germinativa

propriamente dlta @ as células trdéficas ocu de nutricgic.

Quanto & linhagem germinativa, foram encontrados ni-
. N - . *

r

cleos no "cotdgio confuzo” (Schrader, 1350), nos quais a  heterc-

csromatina apareceu bastante dilatada e/ou fracamente corada nos
inzetos que receberam doses de radiagdo de 1200 (1220/60), 21
{(270/60) o 50 (460/7) Gy (Gy/min},-em compara¢io & condig¥o con-
trole (Figuras 23 a 25) . Gob a condigio de 12000y (1Z220Cy/6&0min)
ﬁal obscervagdo occorreu com maior frequ@ncia..

.0s espermatdcitos de 2a. ordem de testiculos do insotos
irradiadoz com dose de radiaglo de 1200Cy (IEEQGy/@Omin} apresehm
taram algumas veues niclens com disgtribuicHo cromatinica de asz-
p@éto vegsiculado e piondticos (Figuras 26 e 27). Na condig¥c de
iSOGy (0ES0Gy/1lmind alguns espermatdcitos de 2a. ordem aparecay am
- com nmuclec aparentemente maior ¢ o heterocromatina lescompactaoda
(?igufa 28 .

Poram obgervadas alterac®es de forma nas  ecopermétidecs

doz  ingctos submotidos bz dosesz de radiacHo de 100 (D70/7) ¢ 10

~

560771 Cy (Cy/min). Com freoquéncia foram encontrodng cepers’ti-
doea de aparéncins entumescida e pouce alongads (Figurss 22 a0 220

Haz  condig@es  do 1060 (2050/1), 150 1010/ ¢ 42 (400/7) Oy
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min}), n3o se apresen£aram alteraces detectéveis a nivel de fend—
tipo nuclear nas espermitides. Nas condicﬁeé de 1200 (1220/60) é
31 (370/60) Gy (Gy/min) n¥o se encontraram espermétides.
Espermatozdides ‘ﬁ%o se achavam preéehtes em todos o=
prepafadps ana?isados. Ilgsc sugere que ou os testiculos se acha-
‘vam imaturos nos insetos utilizados ou a radia¢Bo causou um re-

tardoe no desenvalvlmento espermétogén;co, No entanto, nos prepa-

rados em que estes foram detectados (50 e 42 Gy (460Gy/7min)),

® . ) R
aparentemente nZo ocorreram alteracBes em sua disposic¥o e .orgar-

nizacico bem como na orlentacio macromolecul ar de seus componenites

(Figura 33),

Nag placas metafédzicas meidticas de Trliatoma infestans

fforam evidenciados og {rés maiores péres de cromossomos  congide-
rados heteropicndticos (Schreiber &‘Peilegéiho, i950; Barth, 19556
(Figura 34). Em algumas placas metafdsicas dos !nse@qg gque rece-
beram doge.de radiag%o de 321Gy (370Gy/60min), o8 cromossomos se
apresentaram entumescidos e palidamente corados. éomente na con-
df¢§o de 100Gy (B70CGy/7min) observou-se migrac¢Ho cromossdmica com
atraso (Figura 35), posszivelmente levando a perdas cromossdmicas.

| .Scb as condigles de 1200 (1220/60), 31 (370/60), 50
(460/7) e 100 (8B70/7) Gy (Gy/min) foram encontrados nicleos ple-

néticos, que nHo puderam ter sua fase espermatogendtica determi-
nada (Figuras 36 e 37). Destes observou-se a eliminac¢%o de micro-
ndcleos tambdm plendticos (Filgura 37), o que ﬁ@@&%ﬁ@ dades  do
Heddle & Carrano (1977) indtcaria necroge. MHicrondcleeos palida-

mente  corados, sugestivo de quebras cromossdmicasz  (Heddle &

Carrano, 1977), apareceram na condicHo de 12000y (1200y/60mind .,



47

Quanto As cdélulas tréflcas’do £estfcuio, altamente po-
lipldides, apresentaram fenétipos nucleares variados marcados por
alteraqéeé nos inﬁetos irfadiadosn Nas condic8Bes de 1200
-11220/60}, 31 (370760} e 100 (870/7).Gy (G?/min) muitas células
de nutric¥o apareceram menos coradas do que no contréle. (Figura-
38), Nas conéicﬁeS de 50 (460/7) , 150 €1010/9} e 1200 (1220/60)

Gy (Gy/min) muitos nicleos apresentaram contorno Irregular, pos-

sfvelmente uma etapa de degeneracio (Figuras 39 a 41). Na condi-

c¥o de 1200Gy (1220Gyv/60min), a Heterocrbmatina apresentou-se me-—

nos corada no centro de um cromocentro & mals escurs no seu limi—

te com a eucromatina.



48

Figuras 23- 28 Fendtipos nucleares de células da linha-

gem germinativa de espécimes de Triatoma
Infestang controle e submet idos 2 radiau
¢¥o. Uz preparades foram submetidos 5 rea?

¢¥o de Feulgen.

Fendtipo nuclear da fase de "estiglo con-
fuso” (23, seta dupla) e de espermatdcitos
de 2¢ ordem (23, seta) de espécimes do

grupo controle.

Heterocromatina dillatada (24) e poﬁcm co-

rada (25, " seta) en nicleos do "est dglo

confusoe” de espécimes submebldos as doses

de radiac¥o de 316Gy (370Gy/60min) (24) e

12006y (12200y/60min) (25).

) Nicleos de espermatdcitos de 22 ordem com
aépecto vesiculado (26, seta) ou picndti-
cos (27, setas) apds dose de radiag¥o de
12006y (1206Gv/60min). Com dose de radiacfo
de 150Gy (8650Gy/imin) o volume nuclear
aparece aumentado (28, setag) e a hetero-
cromatina parcialmente descompacatada. e
espermat ides,

Figa., 23 e 28, x 200; Fig. 24, x 1800;

Flgs. 25 a 27, x 2240,
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Flguras 29~ 32 Fendtipo nuclear de espermitides em es-

pecimes de Triatoma Infestans submetidos 2

radiac%o. Os preparados foram &ubmetidos 3
resgio de Feulgen,‘

"Controle (29), x 900.

Formas anecormals e dilatadas, em espécimes
submetidos &z doses de radiaglo de SO0Gy
(460Gy/7min) (30 e 31, setas) e 100Gy (870

Gy/7min) (32, setas).

Figs. 29 e 30, x 1800; 31 o 32, x 2240,
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Figura 33~ Observac¥o ao microsbéplo de polarizac¢Ho de

espermatozdides de um espécinme de Triatoma
Infestans, submetido 3 dose de radiacio de

B5OGy {(460Gy/7min), apresentando dispogigclo,

organizacio e orientag¢gico de suas macromoldcu-—

las sem alteragBes. O brilho obgervado cor-

responde ao fenbmeno anlsotrdépico de birre-
fringéneia do DNA nos nucleos {(seta) e de
seus constltuintes macromolecul armente orién*
tados das caﬁdas (seta dupla) (Mello, 19875,

Preparados submetidos ao método de banda C.

® 350.
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Figuras 34- 35 Placa metafdslca meidtica do grupo con-
trole. S¥o evidenciados os trés malores
pares de autossomos (34, seta). Reaglo

- de ?eulgeﬁ. ®x 1800.

Andéfase melética de um eépécime submet ldo
4 dose de radiacg¥o de 100Gy (8706y/7min).
Constata-se migra¢%o com atraso para al-

. gung cromogsomos (35, setal). Reaglo de

Feulgen.

x 2240,

Figurass 36~ 37 Nucleos picndticos foram detectados nos
preparados de test{culos de Triatema {n-

festans submetidos 3 dose de raéiagﬁo del

50Gy  (460Gy/7min) (36) e 31Gy (370Gy/60
min) (37). Ho dltimo caso s%o vistos tam—

bém micromicleos plondticos (getal,

Reagdo de Feulgen,

Fig. 36, x 2240; Fig. 37, 1800,
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Figuras 38- 41" Fendtipos nucleares de células tréficas
de testfculos de Triatoma Infestans subme-

tidos & radiag¢do. Os pre?arados foram co-

radog com reac¥o de Feulgen. Controle (28,

setad.

Contorno irregular e alteracBes na distri-
buic#io da heterocrematina em niclecs de

- células trdéficas de espécimes submetidos
as doses de radiac¥o de 1200Gy (1220Gy/60
min) (39 e 40, =etas) e 1500y (8650Gy/1

min) (41, seta), x 900 .






3~ XZreas nucleares

Oz wvalores de drea nuclear total e as  4dreas cobertas

por heterocromoting ¢ cucromatina em tubulos d

84

Halpighi, tra-
gqudéias ¢ musculatura dos cspdcimes controle e dog irradiados fo-
ram distribuidos cegundo histogramas de fregudncia, numa escala

de valores em progressio geomstrica (Figuraz 42 a 513.

2, . '
As Clasges | & IX das Figuraz 42 a 45 representam in-

tervalos que guardam entre @1 o relagho ¥R, o que corresponderia

a duplicag@es em valores de volunme nuclear (Palkévits & Fischer,

1968; Mello & Vidal, 1200).

A andlise da FPlgura 42 permite conclulr gque dependendo
da doze de radiac¥o, h4 alteracies hm padrib de distribuicio dos
valores de drea nuclear, em ndél@osrem que o fendtipo apérente~
mente n§d se'encontra alterado. As m&dificag@&s dtzeﬁ respelito =&
deslocamentos de valores para o lado esquerdo das distribui¢Bes,
ou seja, decréscimo ewm dreas para parte da populagfo nuclear, o
gque aconteceu com predomingncia nac células polipldides dos tibu-~
los de HMalpighi (Tabela 2). Nas células consideradas dipldides
esoe deérésc?m@ ccorreu nas condigBes de 1000y (B70Gy/7mind, 150
Gy (10!10Gyw/%min) e BOCy {QGOGy)?min). Por cutro lado, um ligeiro
aumento de drea fol somente obgervado em células conzideradas di-
pléides, nas condigles &e.lﬁocy (GHOGY/10min) e 1000y (870Gy/7
min) (Figura 42). Emtatiﬂtiéam@nte, porém, apenns o decréscimo nao
condiglo &e 1506y (1010Cy/%min) e sumento na candiéﬁ@ de CLOCy/ /1D

min) foram significativos (Tabela 3
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‘Figura 42~ Histogramas de frequéncia dos valores de drea  nuclear
de células epitelials dos tiubulos de Malpighi, traqué-

wias e musculatura dos insetos controle e dos irra—
. ) ) -

diades, com fendtipo nuclear aparentemente normal. As

classes [ a IX representam intervalos que guardam en-

>
tre =1 a relacgioc de Wi . O que corresponderia a du—

plicacBes em valores de volume nuclear (Palkdvits &

Fischer, 1968; Hello & Vidal, 1980). (f= frequéncla,

M - nidcleos considerados dipldides .2 tetrapldsides,
0= ndcleos polipidides dos tﬁbulog de Malpfghi com um

cromocentro e@= nticleos polipldides dos tibulos de

Malpighi com vérios cromocentros),
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A Figura 43 apresenta histogramas de frequéncia dos va-
lores de drea nuclear total dos insetos controle éom fendtipo nu-
clear normal e dos irradiados.com fendtipo éxibiﬁdo "heterocroma-
_Fiha descompactada”, Esta figura salienta para.os nicleos poli-
pléides um mals drastico deéréscimo'nog valores de 4drea sob a
condi¢Ho de 1200Gy (1220Gy/60min), o que aparécw bem Trealcado
quando se anallsa a distribuicio relativa dos valores nas viérias

¢lasses de drea (Tabela 4). Nas condi¢Bes de 426y (460Gy/7min) e

316Gy  (370Gy/60min) também houve decréscimo nas dreas nucleares,

pordm o reduzide nidmero da amostra n3co o Ltorna comparavel ao re-

sultado obtido com 12006y (1220Gyv/60mind.

As dreas dos nicleos considerados dipldides em insetos
Irradiados com as doses de 1200Gy (12200y/60min), 150Gy (8650Gy/
]m;ﬂ}, 100Gy (870Gy/7min) e 316y (370Gy/60min), apresentaram um
deslocamento para"valofas inferiores (?}gura 43 . Ha cond&c%o de
150Gy  (8650Gy/Imin} uma parte dos §a!qres se desioéou para as
classes superiores; nas condi¢fes de iCOGy (870Gy/7min) e 420Gy
ﬂ(éEOGy/?min) alguns poucos valores mostraram um Iigeirg desloca-
mento para 4reas mals altas (Figura 43). |
- ,Oé histogramas de frequéncia apresentadog nza Figura 44
represent.am as dreas de nicleos polipldides doé Insetos irradia-
éos, com fendtipo nuclear caracterizado como "vacuollzado”. Enm

todas as condig@es anallisadas houve para estes nmicleos desloca-

mentos de parte da populag¥o de #reas nucleares para valores in-
feriores. Pela Tabela 5 podemos conclulr que geralmente a mafor
porcentagem  das dress se concentrou nas classes VID o VIII, en-
quanto o controle, apresenbtava dreas localizadns nas clasges VI

o 1¥.



Figura 43- Hlstogramas de frequéncia dos valores de drea nuclear
de células epiteliais dos tdbulos de Malpighi, tra-

queias e musculatura dos Insetos controle e dog irra-

diados com fenéﬁlpo.nuclear,caracterizado por "hetero-

cromatina déscompactada". As classes | a [X represen-
3
tam intervalos que guardam entre st a relacio V4 ', o

que corresponderia a duplicacBes em valores de volume

nuclear (Palkdévits & Fischer, 1968; Mello & Vidal,

1980). (f= frequéncia, # = nicleos considerados di-
pléides a tetrapldides, T = micleos polipldides ~dos
tdibules de Malpighi com um cromocentro, @ = nicleos

polipldides dos tubulos de Halplghivcom varios cromo-

centros).
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Figura 44- Histogramags de frequéncié dos valores de drea para nu-

cios- de células epiteliais dos tubulos de Malpight,
musculatura e traqudiag dos insetos controle e para

ndcleps com fendtipo "vacuolizado”, de células eplte-

liais de tidbulos de Halpigh! de tnsetos. As classes "1

a IX representam ‘intervalos que guardam entre st a re-

lagHo W , @ q;ge corregsponderia a duplicagBes em va-
lores de volume nuclear (Palkdvits & Fischer, 1968;
Nello & Vidal, 1980). (f= frequéncia, @ = nicleos
considerados dipldides a tetrapldédides, @ = ndicleocs

polipléides dos tubulos de Malpighi com um cromocentro
e B = nicleos polipldides dos tibulos de Malpigh! com

varios cromocentrosg.
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A Figura 45 apfesenta os histogramas de frequéncia de
drea de nicleos com fendtipo "gigante” dos tidbulos de MNalpight
en espécimes irradjados. Como o éréprio fendtipo o Indicava, es—
- tas dreas excedétam as do controle.
bs histogramas de frequéncia apresentados nas Flguras

.

46 a 51, conté&m os wvalores de drez nuclear da heterocromatina =S

eucromat ina em separado, para nicleos dipléides e para os poll-

pldides dos insetos do grupo controle com fendtipo normal e pafa

os irradiados com fendtipos nucleares alterados.

Pela andlise da Figura 46 pode-se concluir que nos nu-

cleos dos insetos controle a drea dos corpos heterocromdticos com

vérios cromocentros praticamente corresponde ¥ de nicleos com um

cromocentro (células epiteliais polipldides). Enm todaé as  conwl-
-¢cBes  em  gue %oi detectado o Feﬁétipo.aparentemente' normal, as
dreas eucromidticas dos ndqleos com um cromocentro sgofreram uma
ligeira diminui¢¥o, sendo que nas condig¢Bes de 130Gy (1010Gy/9
mini- e 316Gy (3706y/h0Omin) essa diminuic¥o fol maio;. O nudcleos
com varios cromocentros também sofreram uma diminuicﬁo das 4dreas
eucromaticas, especialmente sob a condigBio de 150Gy (8650Gy/
“imin). As éfeam heterocromdticas no geral n¥o diminuiram; perma-
neceram distribufdas no mesmo intervalo de valores, com poucas.
excecdes. Ha sugest¥o de relativa descompactag¢¥o da heterocroma-

tina em alguns nicleos de Insetos submetidos 4 condi¢¥o de 15H0Gy

(6EOGY/1Bmin) .
A Figura 47 mostra que ap dreas heterocromdéticas & ou-
cromdt.icas  dos nicleos dipldides de insetos irradiados em gue o

fendt.ipo nuclear era aparentemente normal, s3o semelhantes Mo de

UMNICAMP
BHELIOTECA CENTRAL
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Figura 45~ Histogramas de frequéncia dos valores de adrea nuclear
de células epite}fais dos tibulos de Malplighi, muscu-

latura e traquélas dos Insetos controle e dos nucleos

com fendtipo caracterizado como "glgante”, de insetos

irradl ades. As classes 1 a 11X representam intervalos

3
que guardam entre st a relagfio V& , o que correspon-

deria a duplicacBes em valores de volume nuclear (Pal-
kévits & Fischesr,-1968f Mello & Vidal,- 15803. (F=.
frequéncta, @ = ndcleos constiderados dipldides a te-
trapldides, DO = ntcleos polipldides dos tidbulos de
Halpight com um cromocentro e B = nicleos polipidides

doz tibulos de Malpighi com vérios cromocentros).
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Figura 46— Histogramas de frequéncia dos valores de hetero e

&4

ey

cromat ina em separado, de nitcleos de cédlulas polipléiw

des dos tibulos de malpigh! dos insetes controle e dos

irradiades, com fendiipo nuclear aparentemente normal.

{(f= frequéncia, B H= heterccromatins, O E= eucroma-—

tina de nicleos com um cromocentro e 1 FE= eucromatina

“de ndcleos com viarios cromocentros).
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Figura 47- Histogramas de frequénecia dos valores de hetero e eu-

cromatina em separado de micleos considerados dipldéi-

des a tetrapléldes, de flbras muscdlares e traquélas

dos insetos controle e dos irradiados, com ffendtipo

nuclear .azparentemente normal. (f= freqguéncia, ] H-

heterocromatina e [0 FE= eucromatina,
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~ controle. Apenas nhas condi¢Bes experimentatgl de 150Gy
(660Gy/15min) e 100Gy (8700y/ 7min) houve um ligeiro aumento das
dreas de eucromatina. Alguns poucos ndcieos; nas condi¢@es de 50
Gy (460Gy/7min), 150Gy (IOIOGy/?min) e 100Gy (8706y/?min) apre-
sent.aram diminuic¥o na drea eucrdmética..

A d{s£ribuig§o das &dreas eucromfdticas sofreu um decrds-—

¢imo, enquanto as 4reas heterocrométlicas apresentaram um aumento,

amhos drdsticos, em todas as condi¢Bes nas quals se anallsou o

fendtipo "wvacuolizado” dos nidcleos pol}pldides dos tubuloz de

Malpight {Figura 48). Apenas na condicio de 150Gy {(BE50Gy 1mind

houve ' diminuigio de éreas heterocromdbicas de uma pequena parte

da populacﬁo nuclear, nesta condic¥o a'distfibuicﬁo dos valoreg

de Area da heterocroﬁaﬂina apresentqu grande aﬁplitqde de wvaria-
'gﬁm. .

Nos micleos portadores de "heterocromatina descompacta¥
da”, nas células polipldides, a di&p&rsﬁé dog valores de drea he-
terocromdtica aumentou nos insetos irradiados (Figuré_éS). Como
era esperado da préprié définig%o do fendlipo, nas vartas condi-
¢Bes experimentais as dreas de parte da polpulaco nuclear apaf@~
ceram senﬁfvelmente aumentadas. por outro lado, embora o fendtipo
seja definido como "heterocromatina descompactada”, por esta sel
apreséntar menos corada que a usual, parte da populagBo nuclear
apresentou decréscimo da drea heterccromdbtica, nas vérias condi-
¢Bes experimentals, mas especlialmente na condiclo de 12000y (1220
Gy/60min), onde chega a afetar mais de BOY% dos nicloos,

Oz higtogramas de frequéncia das dreas evcronmdticns o

heterocromdt icas dos nicleos considerados dipldlides o apresentan-



&7

Figura 48- Histogramas de frequéncia dos valores de hetere e eu-

cromatina em separado de niclecs polipldides dos tubu-

los de Malpighi dos Insstos controle e dos irradiades

com fenditipo nuclear caracterizado por "vacuol izado” .

(f= frequdncia, @ H= heterccromatina, £ E= eucroma-

tina de ndicleos com um cromocentro e I E= eucromatina

de nidclecos com virios cromocentros).
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Figura 49- Histogramas de frequéncla dos valores de hetero- e eu-

cromatina em separado de nicleos polipldides de tubu-

los de Malpigh! dos Insetos controle e dos’ Irradiados,

com fendlLipo nuclear caracterizado como exibindo The—

terocrométiha descompactada”, (f= frequénclia, & H=
heterocromatina , O E= eucromatina de nicleos com um

cromocentro e HE E= eucromatina de nicleos com wvi-

rios cromocentrog).
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do fendtipo com "heterocromatina descompactada”, acham-se plota-—
.dos na Figura 50. Com relag%o 2 eucromatina evidenciou-se geral-
mente um.agmento de dispers3o da distribuic¥o dog valores. Assinm,
pa' condic¢Zo de 100Gy (870Gy/7/min) foram enqontrados nicleos com
éumento de érea da eucromatina, embora ocorresse com predomindn-
clia para outros nicleos decréscimo dessa drea. Na condig¥o de 150
Gy (8650Gy/Imin), embora predominasse aumento de 4drea eucromati-

ca, detectou-se para a2lguns micleos sensivel decréscimo de 4&rea

para essa cromatina. Nas condicBes de 12006y (1220Gy/ROmin) e

316y (370Gy/60min) detectou-se decrdscimo na drea eucromatica. Ja&

com relaclo Az areas heterccromaticas, hoeuve um ligeliro decragsci-—

mo para alguns niclegs na condigdo de 150Gy (B650Gy/Imin) e mais
signiflicante na condic¢fo de 316Gy (370Gy/BOmIn, sendo Justilficado
pela definig¢io do fengﬁipo em termos de menor coloracio. Poucos
ndcleos exibiram drea héterocroﬁética acima dos.valores encontra-
dos. na condi¢3o controle,

Com relag¢%c ao fendtipo nucté%r "gigante” dos nidcleos
'ﬁolipléides dos tiubulos de Malpighi constatou-se n¥o s6 um aumen-
to na 4drea cucromitica dg gquage todos o= micteos, mas‘também um
éumento na drea heterocromitlca em aoc redor de HO% dos. ndcleos,

* considerando-se os insetos irradiados comparados ao controle (Fi-

gura 51},
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Figura 50- Histogramas de frequéncia dos valores de hetero- e eu-
cromatina em separado de nicleos considerados dipléi¥

des a tetrap}dides, fiﬁras musculares e‘traqué!as, do

insetos controle e dos irradiados,. com fendtipo nu-

clear caracterizado por "heterocromatina descompacta-—

da”. (f= frequéncia, B H= heterocromatina e 0 E= eu-

cromatina).
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Histogramas de frequéncia dog valores de hetero- & eu-

cromatina em separado de nucleos polipldides dosg tiubu-
los de malpighi dos Insetos controle e dos irradtados,

com fendtipo nuclear caracterizado como "gigante”, (f=

frequéncia, 5 }bfheterocromatfna,_tl E= eucromatina

de ndcleos com um cromocentro € [ E= eucromatina de

nticleos com varlos cromocentros).
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Discussio

Curvas de sobrevivéncia

A irradiag3o do corpo todo com doses subletals como as quo
foram usadas nas ninfas de Triatoma infestans Klug, induziu a redugio

da expectativa de vida desses insetos, qué em geral morrem mais preco-

cemente quando comparados acs Ingetos controle.

Pelos resultados apresentados pelas curvas de sobrevivéncia

pademos concluir que a dose de radiagio que mals afebtou a sobhrevivén-

cta fol 1200Gy (12200y/60min), sendo essa a maior dose que 05 triato-

minecs fpram submetides. Com as doses de 1506y (taxas de dores de:

8e50/1, 1770/5, 1340/7 g 1010/3 COy/min, respectivamente) o decaimento

das curvas fol semelhante nas vérlas condig8es, embora tenha -hgvido

uma_condréﬁo eﬁ que se ugou uma alta taxg de dose (BESOGY/Imin) em re-
lac¥o as demals. Uma hipdtese para explgcar isso, béseiause no ffato de
haver vumaltaxa de dose Stima na qual a major quantidadé de danos s%o
‘produzidos. Se isgo & Qerdade, taxas aubstancialmeﬁté maiores ou meno-
res do qué a otima podem n3Ho exibir diferengas slgnificativas
{Yanders, 1959). Com as doses de 316y e 1000y os insetos apresentaran

porcentagem de sobrevivéncia majior que ogs insetos controle, supondo-se
uma variacHo individunl da populaglo, embora a dose de 31 Gy tenha ti-
do o mals baixa boxa dé dose (I700y/60 min). Resultados semelhantes
foram obtidos por Domarco (1977) gque, trabalhando com Sttophtlun -
oryzae, Sitophilus meamals o Rhyzoperths dominicana, concluiu que Lo
was  de dosces de radiagio gama muito baiuas ou elevadazs  aumenbtavam o

eoperanga de vida deases inzetos.
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A diminulgio dos efeltos radioldgicos com baixas taxas de
. doses pode ter como causa um reparo dos efeitos a nfvel molecular ell-
minando ‘Qé radicals livres, que sﬁé produzldosapela radiacloc gama,
_Quer seja por vias de aniquilamento Fisiolégico; combinando-os com ou-
‘tras substancias, quer sejé por sua expulsfio através da membrana celu-
lar, por serem substéncias estranhas és‘célulasf Para Bond e colabora-
dores (1965), essas rela¢les empiricamente obgervadas entre efelto e

taxa de irradiac8o resultam de muitos mecanismos que, operando em to-

dos” os nfveis da organizag¥o celular nos tecidos, n%o possibilitaran

uma analise deta)hada'até o momento.

Um fator fisico causado pela radilagio fonizante que poderia

interfgrir nos geus efeltos, serla a LET (transferéncia linear de

energiaj. Comeo neste trabalho foi usado apenas um tipo de radiacHo, a

gama, o efeito esperado‘da LET fo!{ © mesmo para todos os insgetos irra-
&iados, galvo o féto dés varia¢8es individuais nas r@gposfas as dife-
rentes doses de radlacHo. Varlac&eskindﬁviduais né ﬁ@sposta a  oubras
condi¢Bes de "stregss” foram ressaitadé;-para Triatoma Infestans nos
trabalhos de Kubrusly (1984) sobre a ac¥o téxica de metails p@sédoa e
também por Andrade & Melle (1987), Amarasl 5;988) e,HeIIQ {1988), quan-
éo esses insetos foram submetidos ao Jejun.
O decréscinmo na expectativa de vida produzida pela radiacifo

ﬁ%o ¢ devido a indug3o de doencgas eépecfficas, mas & ela a regponsdvel
pela mortandade, visto que apressa o come¢o de certas doencas associa-

das com a senescéneta {(Clark & Rubin, 1981; lL.indop & Rotbliat, 196%;

-

Sato e colaboradores, 1981). Scb esse ponto de vista, a radiac¥e pode
ser congiderada como um fator de envelhecingnto, embora nido  {(d8nb e

a0 envelhecimento natural, pois a idade relativa na dual essas doencag

ocorreriam nfdo ¢ a mesma na populagfco conbtrole e nag irradiadas,
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O fato de algumas das ninfas de 52 estadlio, gquando Ifrad!aﬂ
daé, téfem mudado para o estégfo adulto n¥o foi de tode i1nesperads,
pols também ocorreu nog insetos qdntrole, embora d tempo requerido pa~
ra réalizér essaé mudas tenha sido diferente para os insetos controle
(20 éias) e pararos irradiados (2 a 17 dias). Baldwin (1961) realizan-—
do aiguns exp@rimentos com Ehodniuﬂ, observou que quando esses insetos

eram irradiados e alimentados imedlatamente uma e quatro semamas apds

a Irradiag3o, o tempo requerido pelos insetos alimentados quatro sema-

nas apos a 1rrédiacﬁo para realizarem as mudas fol mals prdéximoe. do'

controle que nos demals intervaleos. Atributu o processo de reparo como

causa desse fenbmeno, jé que as células da epiderne podem ser mantidas

em condiggo Interfdsica por longos perfodos apés a Irradiacéo quando

_os insetos n¥o s%o alimentados.
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Fendtipos nucleares/Areag nucleares

Us dados do presente trabalho indicam a ocorréncia de alte-
ractes na estrutura nuclear das células dos tdbulos de Malpighi, tra-
‘quélias, musculatura e testfculos de ninfas de 52 estadlio de Tpiatoma

“Infestans Klug, apde exposicio das mesmas 2 radlacBo lonizante.

Foram observados nas diferentes condi¢Bes experimentais fe-

nétipos nucleares distintos dos j& descritos para Insetos controle
(Mello, 19731, 19-7‘5, 1978a, b, 1883>, pdr serem alterados foram atri-—

‘bufdos como sendo induzidos pela radiaqﬁo. Ao lado dos fenétipos al-

terados, oz fendtipos nucleares normals tambdm se fizeram presentes

em Lodas as condic¢Bes éxperimentals.

Nﬂéleog. em que, a despeito do fendtipo nuclear ndrmal, obh-
servou-se llgeira reduglo de édrea, foram detectados na condicHo queAm@
nos afetou é sobrevivéncia dos insetos (37006y/60min).

0 fendtipo nuclear caracterizado por vacuolizac¥o que -leva 2
degeneracio fot observado gquase que exclusivamente na condicio mais
dristica de radlacHo (iZ?OGy/ﬁOmln). Isto tanto para os nicleos
pelipldides dos tubulos de Malpighi e de células de nutric¥o dos tes-
ticulos, .como para os espermatdclitos de Za ordem. Nio fol observado

nas traqudéias o musculatura.

Das condi¢Bes experimentais testadas, tanto aquelas que pro-

+

moven para o Triatoma Infestans a morte a male curto prazeo (122884780
min), como aquelas em que a sobrevivéncia ¢ menos  afebtada  (870Gy/
/min, 370Gy/60 min), mostram aparecimento do fendtipo caracterizado

por aumento da drea ocupada pela heterocromatina (ou pelo menos  redu-
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¢3o da intensidade de sua resposta 4 reacfo de Feulgen). lsto FQI de~

monstradé para os nicleos polipléides dos tidbulos de Malpighi, nmicleos
dipléides de traquéias e musculatura e em células no "estdgio confuso”
(tesﬁfculds)‘ ’ |

A descompactacBo da het;récromatina encontrada neste traba-
lho, sugere a. interferéncia da radiac¥o no grau de empacotamento da

cfomatina, que & um dds'fatorés de diférenciagﬁq dos dois tipoé croma-

tinicos (Mello, 1983). FKsse fendtipo sugere uma tentativa de cqlbcar

em ac¢¥o um genoma silente, como 4 aventado para o prdéprioco Triagtoma

tnfegtans, =ob condic¢fes de je jum (H@l-io. 1983) e em oubtros sistemas,
como em Rhynchosciara americana submetidas a choques de temperatura ou

infectadés por microsporfdeos ou ainda sob certas condicBes de cultura
das glandulas sallvares (Dias e colaboradores, 1969; SimSes e colabo-

radores, 1975;: SimBes & Cesgtari, 1982) e em células tumorais de mama
(Sandritter e colaboradores, 1974).

Picnose nuclear fol detectaéérnos‘testfcﬁlos nas condigSes
em que a sobrevivéncia do inseto fol mals e menos afetada, porém nos
“tubulos de Malpighi apenas na condlig¥o 6606y/15m1n,‘ nas células di-
pldéides n¥o foi constatada. Este fendtipo ¢ uma conséquéncia da acHo
deletdria da radil{ac%o lonizante, conduzindo & necrose nuclear simulté-
ﬁea ou causadora de morte celular. A radiacBo lontzante induz quebras
internucleossfmicas e subsequente acumula¢¥o desses fragmentos, o que
Lem  sido correlacionado morfoldgicamente com a plenose nuclear. Com
isso as células perdem a habilidade para executarem suas funcles espe-
cificas e como consequéncia ocorre necrose ou morte celular (Swingle &

Cole, 1968; Hanson; 1979; Borisova e colaboradores, 1887).
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Naé condi¢Bes em que a radlac3o parece meno§ afetar a sobre-
vivéncla dos espécimes de Triatoma Infestang testados, n¥o se de£ectou
o fendtipo nuclear gigante nos tdbulos de Malpighi. Este, por out;q
lado, fol razoavelmente frequente quan&o a condi¢3o experimental era a’
que maig reduzia,a sobrevivéncia ‘do inseto. Esgte fendtipo ja& fol en-
contrado em situacBes de "stress fisioldégico” como o jejum prolongado

4

(Mello, 1983; Andrade.&.ﬂelio, 1887 ;: ARmaral, 1988) e com a2 administra-

¢do de metals pesados (Kubfusly,‘lSB&). Neste fendtipo, o alto nfvel

de ploldia estaria relacionado com endomitoses mais o fendmeno de fu-

s%o nuclear (HMello & Raimundo, 1980; Méilo, 1983;: Andrade &8 Mello,.
1887, Adnmite-se que o fendmeno de fusio nuclear nesses Insetos seja
em multo facllitado pelo fato da maloria de suas cé!uias serem binu-
cleadas fMe!}Q, 1978a, Mello & Recco-Pimentel, 1987), pela balxa taxa
" de seﬁ metabol lsmo, rebreéentando Qm'mecantsmo de sobrevivéncia para
og Insetos em condi¢les de "stress” (Wigglesworth, 1967; Mello & Vi-
dal, 1973; Hello, 1988) e a presenga multo frequente de virus nos seus
varios tecidos (Dolder & Mello, 1978; Meliq & Dias,..1981: Melle &
- Pudney, 1987).

Com relag¥o & ocorréncia de microndcleos picndéticos e michM
nicleos palidamente corados nos testiculos de Triatoma. infestansz, de-
ve-se menciconar que o seu aparecimento foi condictonado pela condicﬁo

de radiagdo que mals afetou a sobrevivéncla dos insetos (12206y/60

min), 08 micromicleos picndticos indicam alta lise e os palidamente

corades derivam de fragmentos produzides por aberracBes creomossfmicas

induzidas pela radiag¥o lonizante (Heddle & Carranco, 19773}, Micronv-
cleos  induzidos por radiag¢¥o tem sido encontrados mesmo em veoetais.

Rizzon! e colaboradores (1987 verificaram uma alta frequfincia de  mi-
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cronidcleos em Vic!g faba com baixes doses de raios-X. Soran e colabo-
radores (1981) fizeram um estudo da ultraestrutura dos dois tipos de
micronicleos encontrados em Vicla faba: microqﬁcleos heterocromatini-
"cos e eucromatinicos. No pf!heiro tipo havia grande quantldade de he-
terocromatina e sua ultraestrutura corrobora a hipétese de Heddie &
Carrano (19773, de que os mlcronﬁclebs pouco cofados sertam fragmentos

acéntricos dos cromossomos com muita heterocromatina descompactada. J§

08 rmicronﬁctgos eucromat fnicos, tem muita eucromatina, " contudo sua

origem n3o foi esclarecida por esses autores.

¥ interessante lombrar que nas placazs metafdsicas melsticas

analisadas se detectou migrag¥o cromossémica com atraso, possivelmente

levande  a perdas cromossfmlicas, provavelmente promovidas por guebras
de microtubulos, o qu; facilitaria o aparec}mento de um dos tipos de
micromicleos. |

A radia¢%o causa esterilidéde nes machos, porém essa nunca &
observada imediatamente apds a exposlc%é; porque as esperméttde# e es-
permatozdides s¥o altamente radioresistentes quando comparados com as
espermatogdnias. Ds espermatozdides de Triatﬁma infeatang n¥o foram -
afetados pela radlacio gama, uma vez que o fenameﬁo anisotrdpico de
birrefringéncia do DNA nos nicleos e dos constituintes macromo}ﬂéu!ar~
mente orientados das caudas se apregsentaram sem alterac8es.

Com base na andlise de alteracgBes nog fendtipos nucleares o

-

ados  coriomdiricos, pdde-se constatar que, para uma condic®o de  ra-

diagBo mais drdstica, os danos a nivel nuclesr majis EXDresstivon 5o ye-
riftcam  em nicleos polipldides. No caso dos tegtidulos, no entanto,

sdo  tambdém originados microndcleos e os espermatdcitos de Pa.  ordenm

poden aparecer degenerados. Alnda no que se refere as agnadag mooouw-

\
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linas, mesmo em'condigﬁes menos deletérias s¥o provocadas plcnoses nu-
cleares, um dano celular sdrio, aparentemente também PQequente em niu-
cleos de plbidia_batxé. No geral, no entantc, pode-se afirmar que os
"nicleos polipldides s3o méis radiosensfvels do que os nicleos dipldi-
_des, podendo ser essa sensibllidade diferencial atribufda & (1) ﬁaior
capacidade de reparo do DNA nos nicleos de ploidia menor ou (2) a al-

teracio nos tipos de danos cromossémicos produzinde morte celular nos

nicleos polipldides somdticos e mesmo en parte da populacio celular

germinativa. Esses dados est¥o de acordo com as pesgulsgas de Radford

& Hodgson (19873, os quais demonstraram essa sensibilidade diferenclal

em cultura de células V79 de hamster. Trabalhos de Suciu (1985, 1986)

no entanto, sugerem que as cé}ulaé ma i s radiosensfvels s¥o aquelas que
apresentam um_voiuﬁe guclear menor, enquanto as radioresistentes zo
contrérico, tém um volume nuclear malor. Esse autor sugere gue a fa—'
diosensibilidade teria como causa a‘harginalizagﬁo da cromatina e pic-
nose nuclear, sendo essa dificultadas péia dispersfo do DNA em Qalumes
nucleares malores. Talvez este evento éxpiicasse o8 achados para osg
nicleos da liﬁhagem germinativa de Triatoma Infestang, mas de qualquer -
forma n¥o seria vdélido para os resultados raferentés bg células soméd-

ticas.
Fenbmenos de descompactagBo (heterocromatina) ou de compac-

tac¥o cromatinica (eucromat!ina) ou nuclear ocorreram na maioria dag

condices de radiac¥o testadas, para nicleos com diferentes grous  de

plotdia em Triatoma infestons.
Partindo de conhecimentos anteriores de Snerdon & Lieberman
(19782 e de Bodell & Cleaver (1981) de que a cromatins pode sofrer al-

teracSes conformacionais durante o reparo de danos ao  DNA  induzidos

.
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‘pela radtag¥o UV, podemos aftirmar que a radlacBo gama étuou na croma-
tina das células de Triatoma Infestans fazendo com que esta sofresse
alterac®es conformacionais. As alteragles conformacicnais foram entﬁé
diferentes nos dols tipos cromatfnicos,; isto &, houve compactagdo e’
descampactac%o'das dreas eucromdticas e heterocrométicés, respectiva-
mente.

Quando se compara a distribuig¥o das areas eucromdticas e

heterocrondticas nos diferentes tipos de fendtipos nucleares dos {nse-

tog irradiados, observamnos qﬁe as dreas eucromiticass foram mails sus-

ceptfiveis em praticamente todas as condlig¢fes experimentails do que as .

areas heterocroeomaticas. Portanto, esses dados estio de acordo com o9

trabalhos de Chiu e colaboradores (1982b, <), o qual preconizam gque as

regifes ae cromatina transcricionalmente ativas s¥Ho mals susceptfvels
'é acBo da radiacic éragas & .sua conformacio mals  relawxada.

0 conteddo de protefnag tem uma fun¢¥o protetora importante
na suceptibilidade aos danos no DNA Induzidos pela.radiag¥o. Seguﬂdé
dados de Mello (1976} sabemos que a cindlica de hidrdélise das hetero-
e eucromaﬁinas de células epitellals dos tibulos de ¥alpighi de Tria-
toma Infestans (tanto daquelas com um cromocentro quante daquelas cém
védrios cromocentros) dffarem em fungio dos tipos e/ou conteldo de pro-
tefnas n%o histanicas presentes nas mesmas, © qQue pode ser uma evidén-

cia indireta de diferentes atividades transcricionais dessas cromati-

nas. Uma provivel explicag¥o para a descompactac¥o da heterocromatine

é de aque para reparar os danos causados pela radiaclo gamas cenes  &ue

i
i1

e

normalmente n%o silo expressos sejam colocados em aclio. EHsta hipdtese
i4 foi levantada por Mello (1983} para o Triatoma Infestans guando

submetido ao Jeijum. Além diasso, o conteddo de protefnag nflo hist@nicooan
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para a heterocromatina n%o sé desempenhariam papel estrutural, mas po-
deriam lestar também relacionadas com a possivel atividade de trans-
cricdo de algumaé regi8es codificédoras de seu DNA'(Hello, 1979).
‘Finalmente, se os f@némenos de ligeira alterac3o no estado
de empacotamentdrda cromatina (eucromatina ou heterocromatina) a longo
prazo _provocdrﬁa'efeitos deletérios, somente experimentos futuros,

usando condi¢Bes moderadas de radiag¥o e examinando os Insetos apds

intervalos mals longos de tempo poderZo responder,
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ConclusBos

1- As curvas de sobrevivéncia estabeleéidas para ninfas de
Triatoma infestans Indicaram que as doses de radiac%o gama usadas con-
tribufram para o decréscimo da expectativa de vida dos triatomfneos,
com excecto dos Individuos scb as doses de radidqéo de 31 e 100Gy

(370760 e 870/7Cy/nmin, respectivamente) que apreventaram sobreviv@nci

até malor que os controles. A dose de radiac¥o de 12006y (1220Gy/60

mind fol a que malis drasticamente afetou a sobrevida dos insetos.

2- D efelto da taxa de dose fol multo 1mportanté na determi-

nacr_so da r"adiosensibilidade dag ninfaz de Tristoma inf@ﬂhanﬁ Com t,a—'r
xag de doses muito altas 130Gy (B650Gy/1nind ou muito baixasz 316y
CS?OGyfaomiﬁ), o i%setoé irradiados ten&em a,apresentarem"uma sobre-—
vida semelhante ou superior a dos lnsétos_géntroie, fespectivament@.

3~ Foram detectadas alteraglies fenotipicas nucleares nas cé-
lulas polipldides dos tubulos de Halplighl e ém células de nutricioc, em
células dipl&ides da musculatura e traguélag, e em diferentes etapas
da diferenciac¥o dass células germinativas masculinas de Triatoma
infestang apds serem submetidos a diferentes condig¢lies de radiagio ga-

ma. Tals alleragles refletem degeneragho nuclear &/0u celular ou eta-

pag noderadas de des orgenizachn da estrutura cromatinica.

4~ A aparente variacgfo dag frequénctas dos varios tiposn  de
fendtipos nucleares em tubulos de Halpighi, numa mesma condic¢Ho oxpe-

rimental, =sugere a existénela de diccrepinciax  individuais it iddne,
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Isso indica que hd individuos mals e menos sensivels aos efeltos da
radiaco.

5~ 0s fendtipos nucleares alterados foram os éeguintes: va-
cuolizado, picndtico, com heterocromatina descompactada, com compacta-

c¥Bo da drea eucrbmétﬁca simulténea ou n¥o & descompactag¥o da hetero--

cromatina, glgante e micronidcleo.

G- 0O fendtipo vacuolizado ocorreu sobremaneirs nos micleos

roliplaordes, sendo promovido na condiglo de raditagi3o mais drastica

(12206y/60nin) .

7- Picnose nucléar n#o foi constatada nas células somdticas
dipldldes, mas sim na linhagen germinatiQa masculina, em condigS8es. de
radiag8o em que @ sobrevivéncia do ingeto fol mais e menos afelada.
Céluléé polipldides s6 mails raramente apreséntaram. este fendiipo,
Provaveimente, entﬁo,-a‘deg@neragﬁo de célﬁ}aé polipiéides acontega

mals por vacuolizac¢Ho.

. 8- O fendtipos que envolvem alteragHo no estado de empaco-
tamento cromatinico foram detecltados nos vérlos'tipos celulares estu-

dados e em condi¢Bes de radiag¥o seja mais dréasticas ou menos deletd-

rias. L descompactag¥o das dreass heterocromdticas quando  prescnte

nestes tipos nucleareg estaria poseivelmente envelvida com & tentaliva
de éwpresz¥o génlca de freas cromabinices usualmente inativas, As
dreas eucromdticas 280 maiz susceptivels aos efeitos da radiagfo  qanma
do que as dreas heterocromdticas por sorem regli@es de oromoebins

troncericionatimento at ivas.,
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9- TNicleos gigantes foram vistos unicamente nos tubulos de
Halpighl! e em condigBes de radiag%o que mais reduziram a sobrevivéncia
dog ingetos.

£

1Q—AHicranﬁcieos apareceram somente na 1jinhagenm germinativa
e sob condlgles de radlaglio de 12000y (1220Gy/60min), 31Gy (370Gy/min)
* , . .

e 1000y (870Gy/min), formados por degeneracio ou quebra de cromosso-—

mos .,

131~ Dentre as situagles analisadas em que se constatou a
presenga de egspermatozdides, estes nio parecem terem sido afetadom pe-

la radiag¥o gama, visto que exibiam o fendmeno anisotrdpico da birre-

fringéneta.,

12- Para se determinar se as altera¢lles aparentemente nmais
Iigeiraﬁ no estade de empacotamento cromatinico provocarﬁo efeitos de-
1&térimé a longo prazo s¥%o necessdrios mals experimentos em Vcéndicﬁes
moderadas de radiacHo e tempo mais longo para se proceder o exame ci-
toldgic§ dos espdcimes. HNo caso de af se constatar efeitos sérilos,

talves Ffosse até uma condigHo recomendada para propdsitos de controle

do inseto,

13~ As dreas eucromadticas s%o mals susceptivels aocs efeitos
da radlag3o gama do que as areas heterccromdticas, vigto que 0o re-

giBes de cromatina transcricionalmente ativasg.



Resumo

AlteragBes induzidas por radiac¥o gama em fendtipos nuclea-
res definidos em termos de padrfies de organizag¥o cromatinicos e de

s

dreas nuéleares e de heterocromatina foram estudadas em ninfas machos
de 52 estadio de Triztoms Infestans. Og dérg¥os escolhidos para andli-

ge citoldglica foram tiubulos de Malpight, musculatura, traguéias e tes-—

Lfculos. A doseos de radlagio gama enmpregadas para se realtzar as

andllses citoldgicas foram escolhidas com base na construgfo de curvag

de  sobrevivéncla para as ninfas. Os preparados foram submet idos é
_reacio da.Feulgen e banda C e as éregs nucleares foram determinadas
pér cariometrla. .

As curvas de sobrevivéncia dos insetos irradiados indicaran
que a radiagfo induz reducho na expectat!ﬁ% de vida desses insetog; a
dose de radiag¥o que mais drastlcamente afetou a sobrevida dos insetos
foi 1220CGy (1220/60min} ; Este decréscimo na expectativa de vida pode
ter tido como causa um envelhecimento precoce e o fator fisico dé ra-
diagio, que ¢ a taxa de doso.

g resultados mostraram aslteracBes nos fendbiipos nucleﬁr@s
das célﬁlas analisadas, sendo caracterizadoe como: vacuollzado, plcond-
tico, de heterocromatina descompactada, com ¢ompactag§o da drea eucro-
matica simultinea ou n¥o & descompactac¥o da heterccromatina, aigante
e micromicleons. Além diggo, foram tambdénm constatados o8 fvnétiﬁos

normals usuals.
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Com relag¥®o as alteragBes nos fendtipos nucleares encontra-
dog nos insetos irradiados, seriaml decorrentes de modificacBes na pré—-
pria fisiologla cromatintca e/ou qdrrequnderiam aletapas de um pro-
cesso  necrdtico éeiular associado.aos efeitos dé radiac%o. A acHo
mais dféstica obseanda a nivel somdtico, correspondeu ao aparecimento
do fendtipo vacuo!iéada, que afetou os nicleos polipldides e fol pro-

duzido em condig¢Bes de radiag¥o que mals néduzlhamra sobrevivéncia dos

inseto.  HNa linhagem germinativa, por oulro lado, alteraglies sérias

apareceram sob a forma de plicnose e micronldcleos, a primeira em condi-

¢Oen dristicas ou brandas de radiagic e a segunda apeéenas em condigches

mals drasticas.

;’&Q dreas eucromiticas mostraram-se mai's'; s—:usce.pt.fveis- T os e*r
fettos da P&diaéﬁo que as areas heteroqrométicas, J& que s3Zo regi%eé
mats ativas da cromatina,

N30 se descarta a hipdtese de que as alterac¢Bes aparentemen-
te mais brandas em compactagio cromatfﬁicé nos'vériogltlpos celulares
possam induzir a prazo mals longo, alteracBes sgvéras na sobrevivéncia

dos insetos.
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SUMMARY

Alterations induced by gamma radiation in nuclear

phenotypes as defined in terms of chromat in orgaﬁization patterns ‘and

nuclear and hetercchronatin areas, were studied - in 5th instar male

nymphs of Triaztoma Infeztans. Malpight an tubule=s, muscles, - trachease

and testes were the organs chesen for cytological analyses. The

choice of the gamma radiation doses used to carry out the cytological
analyses wés based on the survival curves constructed for the nymphs.
The preparations were subﬁltted to.the .Cwbandtng technique and to the
Feulgen reaction. The nuclear areas were determined by karyometryp
The survival curves for the i?fadiated insects indicated
that the radiation induced a decrease in the insect life expectancy,
The radiation dose whicﬁ most severeiy affected the insect survival
was that of 12200y (1220Gy/&60min). The decrease in life expeéténcy
could have been caused by premature ageing and the physical factor of
the radiation, which is the rate of dosage. | |

The results showed alterations in the nuclear phenotypes of

the cells analysed. New fenotypes appeared showing being
characteryzed as: wvacuolization, picknesis, unravelling  of ERHe
heterochromatin, condenszation of the euchromatin area either
simulisneously with the unravellling of the heterochromatin. Giant

nucltei and micronucle! were also detected, In addition, the upunl

normal phenotypes were also found,
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Uith respect to the alterations of the nuclear phenotypes
found  in the Irradiated insects, these would be a result  of
modifications in thé actual chromatin physiology and/or would
'torreSPQnd. to stages in a cellular necfotic process assoclated with
thé effects of irradiation. At the somatic ievei, the most drastid
act.ion observed was the appearance of nucleafﬂ vacuolization, which

affected the polyploid nuclei and was produced under those conditions

of radtation which nmost reduced insect survival. ‘On the other hand,

in the male germinutive cell line, serious alterations appeared In the’

form of pycknosis and mlcronucliet, the former under both drastic and

mild conditions of radiation and the latter under only the mogt

drastic conditlons.

The euchromatic areas were shown to be more susceptible to

thé effects of radiation than £he hetefochromatin greas,. gince Lhe
former are the more active chromatin reg{gnsL

The hypothesis that the appar@ﬁtly .mllder alterations in
chromatin condensation of the various cellular types  could induce
severe altefatioﬁs in ingsect survival on a.long term baslg, cannot be

neglected,
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