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A doenca de Chagas atinge 18 milhdes de pessoas sendo que 120 milhdes de individuos estdo
sob risco de contrair esta patologia nas areas endémicas. Os vetores da doenca de Chagas sdo insetos
hematéfagos pertencentes a ordem Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae.
Atua mente sdo conhecidas 137 espécies de triatomineos sendo todas hematéfagas e potenciais vetores
da moléstia de Chagas. A citogenética é bastante aplicada no estudo de triatomineos para melhor
entendimento do grupo. O caridtipo mais freqlente nos triatomineos é 2n=20+XY. Mdltiplos
cromossomos X ocorrem em algumas espécies devido ao fato dos cromossomos serem hol océntricos
nos heteropteras. O modelo de segregacdo meidtica nesses insetos é diferenciado, enquanto os
autossomos S0 quiasmaticos e segregam-se regularmente durante a meiose, 0S Cromossomos sexuais
s80 aquiasmaticos e possuem segregacado pds-reducional.

No presente estudo foram analisados o ciclo meidtico, o ciclo nucleolar e as regides
organizadoras nucleolares, a distribuicdo e localizacdo das &reas heterocrométicas nos autossomos e
heterocromossomos e a presenca de RNAs, bem como a persisténcia desta macromolécula na fase
final da espermatogénese de Triatoma melanosoma.

Os espécimes foram cedidos pelo inset&rio da Faculdade de Salde Piblica da USP
(Araraguara-SP). Os 6rgdos analisados foram os testiculos de machos adultos submetidos ao
esmagamento e espalhamento celular e as técnicas citoquimicas de orceina lacto-acética, |mpregnacéo
pelos ions prata, Bandamento-C, Reacdo de Feulgen e variante da Concentrag@o Critica Eletrolitica
(CEC).

A técnica citoquimica de orceina possibilitou no ciclo meiético observar espermatdcitos com
dois cromocentros (Figura 1a). No estagio profésico difuso observou-se regides heteropicnéticas em
disposi¢des periféricas ou centrais (Figura 1b-c). No dipl6teno foram visualizados quiasmas terminais
e intersticiais nos bivalentes autossdomicos (Figura 1d-€). Durante as metafases | e || 0s cromossomos
sexuais comportaram-se como pseudobivalentes e, ainda nessas fases, trés autossomos apresentaranm+-
se maiores e picnéticos (Figura 1f-h-i). Na anafase foi observada a migracéo tardia de cromossomos
sexuais, gue é caracteristica de comportamento holocinético (Figura 1g+). Nas espermétides foram
evidenciados corpusculos heteropicnéticos no decorrer do processo de alongamento (Figura 1Kk).
Utilizando-se a técnica de Impregnagdo por ions pratafoi possivel a observagédo de células interfésicas
espermatogoniais apresentaram um nucléolo evidente, refletindo a atividade génica destes nlcleos. No
estégio profasico difuso inicia observou-se de 3 a 4 corplsculos nucleolares; e nas fases mais
adiantadas desse estagio foi possivel visualizar fragmentacdo nucleolar e a associagdo desses
fragmentos a cromossomos no inicio de condensacéo (Figura 2a). Nas fases dipléteno-diacinese foi
possivel associar a regido organizadora nucleolar a 3 autossomos e um cromossomo sexua (Figura
2b). Nas metéfases e andfases 0S Cromossomos apresentaram-se intensamente compactados
dificultando a andlise das marcacles, entretanto, foi possivel observar pequenos fragmentos
nucleolares no interior da célula (Figura 2c-d). As espermatides no inicio da espermiogénese,
apresentaram um corplsculo (Figura 2e). Os tdbulos seminiferos submetidos ao bandamento-C
apresentaram espermatécitos foram com a formagdo de dois cromocentros (Figura 3a). As células em
estédio difuso inicial exibiram um cromocentro e, proximo a esse, concentragdes pontuais de
heterocromatina (Figura 3b). Nas células em estégio difuso avangado foram evidenciados, no minimo,
trés cromossomos heterocromaticos participando da formagdo do cromocentro (Figura 3c-d). A
presenca de regides heterocrométicas teloméricas foi verificada nas fases de dipl6teno-diacinese
(Figura 3f). Durante a meté&fase | e Il as regides heterocromaticas foram identificadas em trés
autossomos maiores do complemento cromossdmico e no heterocromossomo Y, sendo esse maior que
o X (Figura 3g-j). Os resultados obtidos com a técnica de Reacdo de Feulgen revelaram, nos
espermaticitos a presenca de dois cromocentros (Figura 4a). No estégio profésico difuso inicia
verificou-se a marcagdo acentuada do cromocentro (Figura 4b). Nas etapas finais dessa fase, foi
revelada a heteropicnose dos trés autossomos maiores |ocalizados ao redor da regido nucleolar (Figura



4c). A utilizagdo da técnica de variante de CEC propiciou 0 acompanhamento da distribuicdo dos
complexos de RNA/Proteinas-Ribonucleoproteinas (RNPs) ao longo da meiose. Os RNPs foram
identificados no estégio difuso ocupando o citoplasma da célula e em regides adjacentes ao nucléolo
(Figura 5b). No processo de diferenciacéo celular (espermiogénese), na regido periférica das
espermatides marcagBes metacrométicas indicativas de RNPs (Figura 5f).

No presente estudo os resultados obtidos com base na andlise da espermatogénese da espécie
Triatoma melanosoma possibilitou o melhor entendimento dos seguintes aspectos. comportamento
cinético durante a meiose em cromossomos holocéntricos; constatacéo da fragmentacdo nucleolar no
inicio do dipl6teno; associacdo de trés autossomos e do heterocromossomo Y ao nucléolo; localizagéo
de banda-C heterocromatica nas regides teloméricas em trés autossomos e no cromossomo sexua Y,
sendo esse 0 maior heterocromossomo; localizagdo de ribonucleoproteinas e reativagdo nucleolar na
diferenciacdo celular de espermétides a espermatozdides. Finalmente, a caracterizagdo citogenética da
espécie T. melanosoma sugere 0 mesmo padrdo da estrutura cromossdmica encontrado em outras
espécies do género Triatoma.
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Figura 1. TUbulos testiculares de Triatoma melanosoma submetidos a técnica de orceina lacto-
acética. (a) Espermatécito com duas marcagdes heteropicnéticas. (b-d) Células em estagio difuso com
cromossomos heteropicnéticos (setd). () Dipléteno. (f) Metéfase | com cromossomos sexuais ao
centro (seta). (g) Anafase I. (h-) Metéfase |l com sexuais comportando-se ou ndo como
pseudobivalentes (pontas de setas) e heteropicnose de autossomos (setas). (j) Anéfase I, notar a
migracdo tardia de cromossomos (seta). (k) Espermétides com corplsculos no inicio da
espermiogénese (seta). Aumentos: j = 1250x; a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, k = 3200x.

Figura 2. Tubulo testicular de Triatoma melanosoma submetido a técnica de impregnagdo por ions
prata. () Estagio difuso inicial com marcacdo nucleolar (seta) e Regifes Organizadoras Nucleolares
(ponta de seta). (b) Diacinese com marcagdo de Regifes Organizadoras Nucleolares em autossomos
(setas) e no cromossomo sexual (ponta de seta). (¢) Anéfase | com fragmentos nucleolares (setas). (d)
Andfase com migracdo de cromossomos tardia (seta). (€) Espermétide com corplsculo nucleolar
(setas). Aumentos: b =1250; a, ¢, d, e = 3200x.



Figura 3. Tubulos testiculares de Triatoma melanosoma submetidos a técnica de Bandamento-C. (a)
Espermatdcito com dois cromocentros: autossdmico (seta) e sexua (ponta de seta). (b) Estégio difuso
inicial com heterocromatina em autossomos ndo pertencentes aos cromocentros (setas). (¢) Estégio
difuso com marcag&o de heterocromatina telomérica em autossomos ndo pertencentes ao cromocentro
(setas). (d-e) Estagio difuso com individualizagdo dos cromossomos pertencentes ao cromocentro
(setas). (f) Diploteno. (g)Diacinese com trés autossomos e 0 heterocromossomo Y apresentando
heterocromatina (setas).(h-i) Met&fase |1, observar o heterocromossomo Y (seta) maior que o X (ponta
de setq). (j) Metéfase |1 lateral. Aumento: 1250x.

Figura 4. TUbulos testiculares de Triatoma melanosoma submetidos a reacdo de Feulgen. (a)
Espermatdcito com dois cromocentros (setas). (b) Nucleos em profase | (estagio difuso inicial). (c-d)
Estagio difuso apresentando marcacGes negativas (setas). () Anafese |. (f) Espermétides com
marcagOes mediano-posterior (setas). Aumento = 1250x.

£ . b c
; &
: g >
~

Figura 5. TUbulos testiculares de Triatoma melanosoma Submetidos a técnica de controle de variante
da Concentragdo Critica Eletrolitica — CEC (a) e variante de CEC (b-€). (a) Espermatécito com
cromocentro (seta). (b) Espermatécito apresentando regifes com RNAS adjacentes ao cromocentro
(seta). (c) Estagio difuso inicial com regides de RNAS préximos ao cromocentro (setas) e na porgéo
citoplasmética (ponta de seta). (d) Metafase | com marcaces de RNPs somente no citoplasma (ponta
de seta). (e) Teléfase 1. (f) Espermétide com marcacéo de RNAs anterior (seta). Aumentos =1250x.
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