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RESUMO

ARAUJO, Solange Marques, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2008. Ultra-Morfologia e Analise Ultraestrutural sobre a Origem da
Membrana Peritr6fica em Abelhas (Hymenoptera). Orientador: José
Eduardo Serrdo. Coorientadores: Clovis Andrade Neves, Lucio Antonio de
Oliveira Campos e José Cola Zanuncio

Foram conduzidos dois experimentos sobre a membrana peritréfica
(MP) de abelhas. Esta estrutura acelular, composta por fibrilas de quitina,
glicosaminoglicanas e proteinas, reveste internamente o intestino médio. O
primeiro experimento foi realizado através de microscopia de varredura e teve
como por objetivo descrever as caracteristicas das faces ecto e endoperitréfica
da MP em abelhas solitarias e eussociais. Foram utilizados intestinos médios
de abelhas adultas, os quais em seguida foram preparados, desidratados em
série etandlica crescente (70, 80, 90, 95 e 99,9%) e incubados em
hexametildisilazane (HMDS). Apds secagem as amostras foram montadas em
suporte metalico e em seguida, metalizadas.Posteriormente, as amostras foram
analisadas em fotografadas em microscopio de varredura LEO VP 1430 do
Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa. Os
resultados demonstraram que a MP em Mliipona quadrifasciata anthidioides
(Meliponini) € composta por duas camadas, sendo que a face ectoperitrofica,
voltada para o epitélio intestinal, apresentou desenhos hexagonais em sua
superficie e a face endoperitréfica, voltada para o lumen, apresentou-se
enrugada. Na MP de Nannotrigona sp. (Meliponini) a face endoperitréfica
apresentou aspectos de fragmentos irregulares sobrepostos. Em Apis mellifera
(Apini), Centris (Melanocentris) sp. (Centridini) e Epicharis flava (Centridini) a
MP apresentou aspecto lamelar. Em Megachile sp. (Megachilidae) e Oxaea
flavescens (Andrenidae) a MP apresentou aspecto de uma massa densa
formando projegcdes irregulares na face endoperitréfica. O segundo
experimento foi realizado com intestinos médios de abelhas adultas solitarias e
eussociais. O objetivo do presente trabalho foi identificar a origem da MP, pois
esta estrutura em muitas espécies de insetos pode ser sintetizada pelas células
do intestino médio ou pelas células da regido mais anterior deste 6rgao, a
cardia. A localizagado dos sitios de produgcao da MP foi realizada utilizando-se
anticorpos produzidos contra peritrofinas, proteinas exclusivas da MP. Os

resultados demonstraram sitios de producdo das peritrofinas em todas as
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células do intestino médio, incluindo as células da cardia nas abelhas da tribo
Meliponini. Sendo assim, nas espécies analisadas Auglochlora sp (Halictidae),
Megachile sp. (Megachilidae), Oxaea flavescens (Andrenidae), Apis mellifera
(Apidae: Apini), Bombus morio (Apidae: Bombini), Centris (Melanocentris) sp.
(Apidae: Centridini) e Epicharis flava (Apidae: Centridini) a MP é produzida
somente pelas células digestivas do intestino médio, sendo classificada como
tipo |I. Em Melipona quadrifasciata anthidioides (Apidae: Meliponini),
Frieseomelita varia (Apidae: Meliponini) a MP possui duas origens, tanto pelas
células digestivas do intestino médio, MP tipo I, quanto pelas células da regido
da cardia, MP tipo Il.
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ABSTRACT

ARAUJO, Solange Marques, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2008. Peritrophic Membrane Origin Ultramorfology and Ultra Structural
Analysis in Bees (Hymenoptera). Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-
advisers: Clovis Andrade Neves, Lucio Antonio de Oliveira Campos and
José Cola Zanuncio

Two experiments were carried out about bees peritophic membrane
(PM). This not cellule structure, quitine fibril composed, glicosaminoglicanes
and protein, to cover midgut inner. The first experiment was carried out through
scanning microscopy and had to objective describe ecto and endoperitrophic
spaces characteristics in solitary and eusocial bees. Adults bees midguts were
utilized, it were prepared, dehydrated in a graded ethanol series (70, 80, 90, 95
e 99,9%) and transferred to hexamethyldisilazane, air dried and analyzed in
LEO VP1430 SEM. Results showed in Mliipona quadrifasciata anthidioides
(Meliponini) the PM has two layers, whereas ectoperitrophic space, turned
midgut, showed hexagonal ornamentation and the surface associated with the
endoperitrophic space is folded. Nannotrigona sp. (Meliponini) PM the
endoperitrophic space showed overload irregular fragment. In Apis mellifera
(Apini), Centris (Melanocentris) sp. (Centridini) and Epicharis flava (Centridini)
the PM showed lamellar aspect. In Megachile sp. (Megachilidae) and Oxaea
flavescens (Andrenidae) the PM showed irregular layers with dense material
covering their surface. The second experiment was carried out with solitary and
eusocial adults bees midgut. The objective this work was to identified the PM
origin, well this structure in many insects species can midgut or cardia cellules
synthesized. The localization of the PM production sites was realized using
antibody produced against peritrophin, PM exclusive protein. The results
showed peritrophin production sites in every midgut cellule, including cardian
cellule of the Meliponini tribe bees. Therefore, analyzed species Auglochlora sp
(Halictidae), Megachile sp. (Megachilidae), Oxaea flavescens (Andrenidae),
Apis mellifera (Apidae: Apini), Bombus morio (Apidae: Bombini), Centris
(Melanocentris) sp. (Apidae: Centridini) and Epicharis flava (Apidae: Centridini)
the PM is produced only to midgut digestive cellules, type | classified. In
Melipona quadrifasciata anthidioides (Apidae: Meliponini), Frieseomelita varia
(Apidae: Meliponini) the PM two origin presented, as many midgut digestive

cellules, type | PM, as cardian region cellule, type Il PM.
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INTRODUCAO GERAL

O canal alimentar dos insetos consiste em trés partes: estomodeu ou
intestino anterior; meséntero, intestino médio ou ventriculo; e proctodeu ou
intestino posterior. O estomodeu e o proctodeu s&o de origem ectodérmica e
revestidos por uma camada de cuticula, a qual é rica em quitina. O intestino
médio é de origem endodérmica ndo sendo revestido internamente por
cuticula. O revestimento interno deste 6rgdo € formado por uma estrutura
acelular denominada membrana peritréfica (MP). Em alguns insetos, a MP
apresenta-se composta por uma unica camada, em outros por varias camadas
concéntricas que se sobrepdem.

O epitélio do intestino médio &€ composto por células colunares
denominadas como células digestivas ou principais, células enddcrinas e
células regenerativas. As células digestivas concentram-se principalmente na
secrecdo de enzimas digestivas que o lumen intestinal na digestdo e na
absorcdo dos alimentos.

A MP atua como barreira mecanica, impedindo que as células intestinais
sofram algum tipo de injuria devido ao atrito das particulas alimentares sdlidas;
como barreira fisica que impede a invasao de microrganismos; como barreira
permeavel a enzimas digestivas e produtos da digestdo; e como dispositivo
para conservacao de enzimas digestivas.

A classificacao da MP é feita de acordo com o local de sintese, sendo a
MP tipo-I produzida por todo o epitélio ventricular e presente na grande maioria
dos insetos. Acredita-se que a através da ingestdo de alimento ocorra uma
dilatagdo do intestino médio e isto promove sintese da MP tipo-Il. Ja a MP tipo-II
€ sintetizada por células especializadas da cardia, regiao localizada na porgéo
anterior do ventriculo e esta presente na maioria dos adultos de Diptera e em
alguns Lepidoptera.

A MP é uma pelicula composta por quitina, glicosaminoglicanas e
proteinas que reveste a parede do epitélio intestinal somente na regido do
ventriculo. Em alguns insetos, esta estrutura apresenta-se composta por uma
unica camada, em outros por varias camadas concéntricas que se sobrepdem.

Os estudos realizados em abelhas ndo convergem para um consenso

em relacdo ao tipo de MP existente na ordem Hymenoptera. Isto €, muitos



autores divergem quanto ao local de sintese e secre¢ao dos seus precursores

(células digestivas, MP tipo | ou células da cardia, MP tipo II).

OBJETIVO GERAL

Descrever as caracteristicas da membrana peritréfica e identificar os
locais de sintese de peritrofinas (proteinas especificas da membrana

peritréfica) no intestino médio de abelhas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para se atingir o objetivo geral da tese foram executados trabalhos

experimentais que estao descritos em dois capitulos.

- Capitulo 1: “Ultra-Morfologia da Membrana Peritrofica em Abelhas
(Hymenoptera) esta detalhado nas paginas 3-26. Teve por objetivo especifico
descrever as caracteristicas ultra-morfolégicas da MP, através de microscopia
eletrénica de varredura, em varias espécies de abelhas solitarias e eussociais;

- Capitulo 2: Origem da Membrana Peritrofica em Abelhas Adultas
(Hymenoptera): Imunomarcacéo” esta detalhado nas paginas 27-66. Teve
como objetivo especifico demonstrar a origem da MP utilizando-se anticorpos
anti-peritrofina para localizar sitios de sintese de peritrofinas (proteinas

exclusivas da MP) no intestino médio de diferentes espécies de abelhas.



ULTRA-MORFOLOGIA DA MEMBRANA PERITROFICA EM ABELHAS
(HYMENOPTERA)

RESUMO

A membrana peritréfica (MP) em abelhas adultas tem sido descrita
somente através de analises histologicas. O objetivo deste trabalho foi
descrever a MP em abelhas solitéarias e eussociais através de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Abelhas utilizadas foram coletadas e
dissecadas e intestinos médios isolados. Os intestinos foram particionados,
desidratados em série etanolica crescente e incubados em hexametildisilazane
(HMDS). Apés a secagem das amostras em temperatura ambiente, as mesmas
foram montadas em suporte metalico apropriado para posterior processo de
metalizagdo. Apds a ultima etapa descrita, as amostras foram analisadas em
microscopio de varredura LEO VP1430 do Nucleo de Microscopia e
Microanalise da Universidade Federal de Vigcosa. Os resultados evidenciaram
caracteristicas distintas entre as MP analisadas. Em M. quadrifasciata
anthidioides (Meliponini) a MP demonstrou ser composta por duas camadas
onde a face ectoperitréfica da MP, voltada para o epitélio, apresentou aspectos
hexagonais e a face endoperitrofica, voltada para o lumen, apresentou-se
enrugada. Em Nannotrigona sp. (Meliponini) a face endoperitréfica da MP
demonstrou aspecto de um revestimento composto por fragmentos irregulares
sobrepostos. Em Apis mellifera (Apini), Centris (Melanocentris) sp. (Centridini),
Epicharis flava (Centridini) a MP demonstrou aparéncia lamelar com camadas
muito finas e irregulares.

Palavras-chave: Membrana Peritréfica; Morfologia; Abelhas.



PERITROPHIC MEMBRANE ULTRAMORFOLOGY IN BEES
(HYMENOPTERA)

ABSTRACT

The peritrophic membrane (PM) in adult bees has been described only
under histological aspects. The objective of this work was to describe the PM
solitary and eusocial bees with a scanning electronic microscope (SEM). Adult
bees were colleted and dissected and the midgut isolated. The midguts were
opened, dehydrated in a graded ethanol series transferred to
hexamethyldisilazane, air dried and analyzed in LEO VP1430 SEM. Results
showed different PM characteristics among the species analyzed. In M.
quadrifasciata anthidioides (Meliponini) the PM has two layers and the surface
associated with the ectoperitrophic space showed hexagonal ornamentation,
whereas the surface associated with the endoperitrophic space is folded. In
Nannotrigona sp. (Meliponini) the PM was seen as overload irregular fragments.
In Apis mellifera (Apini), Centris (Melanocentris) sp. (Centridini), Epicharis flava
(Centridini) the PM has lamellar aspect with thin and irregular layers with dense
material covering their surface.

Key-words: Peritrophic Membrane; Morphology; Bees.



1. REVISAO DE LITERATURA

Como o ventriculo € de origem endodérmica, sua face luminal ndo é
revestida por cuticula e sim por uma estrutura denominada membrana
peritréfica (MP). A membrana peritréfica (MP) estad presente no ventriculo da
maioria dos insetos, exceto em algumas ordens como Hemiptera, Phthiraptera,
Psocoptera, Zoraptera, Thysanoptera, Strepsitera, Rhaphidioptera e
Megaloptera (PETERS, 1992). Os insetos das ordens Hemiptera e
Thysanoptera possuem membrana perimicrovilar, a qual é diferente
morfoldgica e bioquimicamente da MP (BILLINGSLEY e DOWNE, 1983).

O intestino nas abelhas é composto por trés partes: intestino anterior
(estomodeu), intestino médio (ventriculo) e intestino posterior (proctodeu). O
intestino médio ou ventriculo comega na base da valvula proventricular e
termina na valvula pilérica, onde se encontram inseridos os tubulos de Malpighi
(JIMENEZ e GILLIAM, 1990). Os intestinos anterior e posterior sdo de origem
ectodérmica, apresentando a face luminal do epitélio recoberta por cuticula,
enquanto que o intestino médio, Unica porgédo do trato digestivo das abelhas
que é de origem endodémica, € também o 6rgao responsavel pela digestao e
absorcao dos nutrientes (SNODGRASS, 1935).

Em geral, nas abelhas o epitélio do intestino médio, ou ventriculo, é
composto por células regenerativas, células enddcrinas e células colunares
(JIMENEZ e GILLIAM, 1990). Além disso, algumas espécies de abelhas
pertencentes a tribo Meliponini, como Scaptotrigona postica (CRUZ-LANDIM,
1985) e Melipona quadrifasciata anthidioides (NEVES et al., 2002) apresentam
células que compdem a regido mais anterior do ventriculo, porgdo esta
denominada cardia. Esta regido denominada cardia é ausente nas tribos
Bombini e Apini e presente em Meliponini (PEIXOTO e SERRAO, 2001). A
caracterizacdo da funcéo da cardia ainda ndo esta esclarecida, mas SERRAO
e CRUZ-LANDIM (1996) sugerem seu envolvimento na produ¢cdo da membrana
peritréfica. As células digestivas ou células colunares apresentam longas
microvilosidades na face luminal, as quais aumentam grandemente a area
superficial do ventriculo, estando relacionadas com a absorgdo de nutrientes
(CRUZ-LANDIM et al., 1997).

Ha dois tipos de MP nos insetos, a diferenca esta em suas propriedades
e locais de sintese (WIGGLESWORTH, 1930, 1972; PETERS, 1992). A MP

5



tipo | é produzida por todo ou por parte do epitélio ventricular. A MP tipo Il é
produzida constitutivamente pelas células especializadas situadas na regiao
mais anterior do ventriculo, ou seja, a cardia (CHAPMAN, 1998).

A MP tipo | é considerada menos diferenciada estruturalmente em
relagao a MP tipo Il, sendo formada por delaminagdes da superficie do epitélio
intestinal, onde diferentes regides do epitélio podem contribuir variavelmente
para a sintese. Essas camadas de MP tipo | podem ser formadas por secrecao
sequencial de diferentes componentes, por agregagao diferencial de
componentes secretados no lumen ventricular ou por diferengas na forma fisica
tomada pelos constituintes basicos da MP (LEHANE, 1997). REID e LEHANE
(1984) sugeriram que a formacdo da MP tipo | passa por processo de
maturagao que ocorre em trés passos: 1) secregédo dos precursores das fibrilas
de quitina; 2) maturagdo deste material formando uma rede; e 3) ligagcéo a
matriz protéica que se localiza entre as fibrilas de quitina.

A MP tipo Il é secretada constitutivamente pelas células da cardia,
formando assim um tubo devido a pressdo do material secretado contra as
paredes do epitélio. A MP tipo Il pode ser constituida por uma ou até trés
camadas concéntricas, onde as fibrilas de quitina estdo dispostas
aleatoriamente ou organizadas ortogonalmente (LEHANE, 1997).

Além das descricdes citadas até o momento com relagdo aos dois tipos
de MP, TERRA (2001) adiciona algumas diferengas com relagdo a consisténcia
da MP e considera a existéncia de dois tipos desta estrutura acelular
envolvendo o bolo alimentar: a membrana peritréfica, consistindo em filme
completo envolvendo o alimento; e, o gel peritrofico como estrutura com
consisténcia gelatinosa, que ao contrario da membrana ndo pode ser pingado
durante a dissecacao e é susceptivel a solubilizagdo durante lavagens e
processos de fixagao.

A membrana peritréfica sdo atribuidas fungées como protecdo ao epitélio
delicado do intestino médio com relacdo a abrasido provocada pelas particulas
alimentares, invasdes ou infeccbes microbianas e auxiliar na retencdo do
alimento no intestino médio para a digestao e absor¢ao. Além disso, promove a
compartimentalizagdo dos processos digestivos criando espagos com fungdes
enzimaticas diferentes (RICHARDS e RICHARDS, 1977; CHAPMAN, 1998). As
funcbes da MP foram estabelecidas através de estudos do efeito desta

estrutura nos eventos digestivos, em conjunto com o estabelecimento das suas



propriedades estruturais. Assim, foram propostas ainda outras fungdes a MP
como barreira permeavel as enzimas digestivas e produtos da digestédo, pois
atua retendo particulas alimentares n&o digeridas no espago endoperitréfico e
ao mesmo tempo torna-se permeavel as enzimas e produtos iniciais da
digestédo (DAY e WATERHOUSE, 1953; MELLO et al., 1971); e funciona
também como dispositivo para a conservagao das enzimas digestivas, isto €,
através da compartimentalizagdo da digestao devido a presenga da MP criando
espacos onde ocorrem fases distintas da digestdo. Esta compartimentalizagéo
no intestino médio por meio da MP promove a formacgao de um fluxo de fluidos
da regiao posterior para a anterior deste 6rgao e assim reciclando enzimas da
digestdo (TERRA et al., 1979; FERREIRA et al., 1981).

Em individuos adultos de Apis mellifera a MP foi classificada como
sendo tipo |, aspresentando diversas camadas concéntricas finas sobrepostas
que envolvem o alimento (SNODGRASS, 1956). A composicdo da MP em
abelhas também corresponde a glicosaminoglicanas e proteinas embebidas
numa rede formada por fibrilas de quitina (MERCER e DAY, 1952; RICHARDS
e RICHARDS, 1977). Além disso, PETERS (1992) enfatiza que a maioria dos
intestinos médios dos insetos existe certo numero de camadas que compdem a
membrana peritrofica e, sugere que essas camadas coletivamente devem ser
chamadas de envelope peritrofico.

Em dissecacbes a fresco de intestinos médios de operarias de Apis
mellifera, observaram-se que na por¢gdo mais anterior deste 6rgao a MP
apresenta uma densa massa de aspecto gelatinoso, possivelmente
preenchendo totalmente esta regido, a qual corresponde ao espago
ectoperitréfico. De acordo com JIMENEZ e GILLIAM (1990), na porgéao
mediana do intestino médio o espago ectoperitrofico, ou seja, o espago entre o
epitélio e a MP é mais evidente e definido do que nas porgdes anterior e

posterior deste 6rgao.



2. MATERIAL E METODOS

As espécies de abelhas utilizadas para a analise foram coletadas em
Vigosa, Minas Gerais e Cuiaba, Mato Grosso. Sao elas: Melipona
quadrifasciata anthidioides (Meliponini) Nannotrigona sp. (Meliponini), Apis
mellifera (Apini), Centris (Melanocentris) sp. (Centridini), Epicharis (Epicharana)
flava (Centridini), Megachile sp (Megachilidae) e Oxaea flavescens
(Andrenidae).

Foram dissecados individuos adultos, sendo operarias forrageiras para
as abelhas eussociais e as demais solitarias, em solugao salina, pH 7,2, para
retirada dos intestinos médios. Em seguida, esses intestinos foram
particionados, fixados em Zamboni’'s (STEFANINI, 1967), desidratados em
série etandlica crescente (70, 80, 90, 95 e 99,9%) e incubados em
hexametildisilazane (HMDS). Posteriormente, foram dispostos para secagem
em tempertura ambiente, sendo cada pedago de amostra biolégica montado
em suporte metalico apropriado para posterior processo de metalizagcdo. Apos
a ultima estapa, as amostras foram analisadas e fotogradas em microscépio de
varredura LEO VP1430 do Nucleo de Microscopia e Microanalise da

Universidade Federal de Vigosa.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A MP de Melipona quadrifasciata anthidioides, apresentou espessura
aproximada de 5 ym (Figura1*). Pode-se observar a presencga de duas laminas,
separadas por um espacgo preenchido por substancia granular. Dados obtidos
por meio da imunohistoquimica e imunocitoquimica sugerem que a MP em
larvas e adultos de abelhas desta espécie possuem uma unica origem, isto €,
sdo sintetizadas pelas células do intestino médio, sendo entdo MP do tipo |
(MARQUES-SILVA et al., 2005). Além disso, o0 numero de membranas que
compdéem as paredes da MP pode variar entre as espécies de insetos,
independentemente se esta for tipo | ou tipo Il, sendo que a presenga de
multiplas camadas € mais frequente em insetos com MP do tipo | (CHAPMAN,
1998).

A face superficial externa da MP em M. quadrifasciata anthidioides, ou
seja, a face voltada para o espago ectoperitréfico e o epitélio, em baixa
resolugdo, apresentou textura em relevo hexagonal, aspecto possivelmente
resultante, primeiramente em fungdo da proximidade e da aderéncia da MP
junto ao epitélio, e pelo acumulo de materiais que a compdem, os quais
possivelmente se depositam nos sulcos formados pelos limites entre uma
célula e outra (Figuras 1, 3 e 4). Além disso, foram observadas algumas
protuberéancias ao longo do comprimento da MP em varias amostras. Estas
protuberancias foram encontradas tanto nas faces externa e interna da MP
(Figuras 3 e 5). O aspecto e a forma dessas protuberancias nas faces da MP
foram diferentes das estruturas semelhantes as projecbes de aspecto
arredondado da face endoperitrofica, observadas na Figura 2. Pode-se, entéo,
sugerir que as protuberancias poderiam atuar como tampdes em regides
dilaceradas por particulas alimentares ou, entdo, por microrganismos, pois uma
das fungdes basicas da MP é proteger o epitélio ventricular de possiveis danos
mecanicos e fisicos. Com relagédo as projecdes arredondadas, sugere-se que
sejam componentes precursores da MP que entram no processo de formagéao
da MP. Observou-se na regidao mais anterior, proxima a cardia, uma massa
espessa de aspecto denso que parece recobrir a MP juntamente com algumas

projecdes arredondadas (Figura 2) e no restante do comprimento da MP, no
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Figura 1. Membrana peritréfica (MP) de Melipona quadrifasciata anthidioides (Meliponini),
demonstrando as duas faces ou laminas que compdem esta estrutura. Barra: 20um.
MPE = superficie externa da MP; MPI = superficie interna da MP; asterisco =
entremeio das duas laminas da MP.

restante do comprimento a MP demonstrou aspecto rugoso ou pregueado
(Figura 5).

Em M. quadrifasciata anthidioides as caracteristicas morfolégicas nas
duas faces da MP foram bem distintas, sendo a face ectoperitréfica
apresentando esculturagbes hexagonais e a face endoperitréfica pregueada.
Isso, possivelmente, poderia sugerir uma origem diferente para cada face.

Em Melipona quadrifasciata anthidioides (Meliponini) adultas a MP em
dissecacgao a fresco apresentou-se como um tubo unico delicado e translucido,
que reveste todo o intestino médio desde a base da valvula cardica até a
valvula pilérica na jungdo com o intestino posterior e esta bem aderida ao
epitélio digestivo, sugerindo um espago ectoperitréfico reduzido (dados né&o
demonstrados), 0 mesmo pode ser observado nas demais espécies analisadas
neste trabalho.

Estudos descrevendo a superficie da MP foram realizados com a
espécie Heliothis virescens, lagarta do tabaco, estas observacdes foram feitas
em apenas uma das faces da MP e em varias pecas e nao foram detectadas
diferengas na superficie das mesmas. Sendo assim, os autores deste estudo,
RYERSE et al. (1992), acreditam que tenham descrito a morfologia da face
ectoperitréfica, isto €, a superficie voltada para o epitélio intestinal. A superficie
da MP analisada na lagarta do tabaco apresentou-se cheia de dobras como se

fossem pregas ou rugas, quando analisadas sob microscopia de varredura de
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baixa magnitude, mas em alta resolugdo sua superficie demonstrou-se
continua e lisa como se fosse uma camurga e com auséncia de poros ou
fendas superficiais entre suas ondulagdes (RYERSE et al.,, 1992). E entao,
sugeriram que o lado nado visualizado, isto €, a face endoperitrofica, seja
semelhante ao descrito, pois ADANG e SPENCE (1983) em outra espécie de
lepidoptero Orgyria pseudotsugata descreveram que a morfologia das faces
endoperitrofica e ectoperitréfica da MP apresentam caracteristicas
semelhantes.

A MP de M. quadrifasciata anthidioides apresentou trés camadas sendo
as duas externas de aspecto lamelar e a interna de aspecto granular. Além
disso, as diferengas anatdmicas observadas entre as faces endo e
ectoperitréfica da membrana possivelmente podem estar relacionadas as
diferencas qualitativas ou quantitativas dos componentes da MP ao longo de
sua espessura.

Em abelhas Nannotrigona sp (Meliponini) a MP apresentou-se espessa
em relagdo ao epitélio intestinal. Notou-se através da face interna da MP que
esta estrutura apresentou aspectos fragmentados e irregulares sobrepostos ao
longo de todo comprimento como se fosse uma pelicula quebradi¢ca. Nesta
espécie o epitélio apresentou-se alto e o espacgo ectoperitréfico foi reduzido e
preenchido por material granular (Figura 6), caracteristica que dificultou a
extracdo da MP que permitisse a analise da face externa da MP nesta espécie.

Possivelmente as caracteristicas da MP observadas nas abelhas da tribo
Meliponini possam variar em fungdao de sua dieta nutricional, pois como as
abelhas utilizadas neste trabalho eram forrageiras ndo foram encontrados
vestigios de polens. Assim, a auséncia de alimento solido no intestino poderia
estar influenciando a espessura e o aspecto morfolégico da MP. Segundo
CRUZ et al. (2007), a MP em M. guadrifasciata anthidioides demonstrou-se
multi-lamelar e com aspecto de escamas quando em auséncia de alimento, e
quando em presenga de alimento a MP demonstrou aspecto homogéneo,

sendo menos espessa e envolvendo completamente o alimento. Além disso,
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Figuras 2-5. Membrana peritrofica (MP) de Melipona quadrifasciata anthidioides (Meliponini). 2.
Por¢ao mais anterior da MP demonstrando a face interna coberta por uma massa
densa (seta larga), onde se encontram algumas projecbes arredondadas (setas
finas). Barra: 20 um. 3. Detalhamento da superficie externa da MP (MPe)
demonstrando duas protuberancias (P). Barra: 20 ym. 4. Superficie externa da
MP, em alta resolugdo, demonstrando demarcagdes como linhas formadas pelo
acumulo de materiais que compdem a MP (setas). Barra: 3 ym. 5. Superficie
interna da MP (MPi) demonstrando esculturagbes como pregas e uma
protuberancia (P) semelhante aquela da face externa. Barra: 10 pm.

estes autores também sugeriram que em abelhas rainhas da mesma espécie a
MP demonstrou aspecto de um gel peritréfico e ndo propriamente como um
filme ou pelicula. De acordo com TERRA (2001) a MP pode ser também
classificada segundo sua consisténcia em dissecagao a fresco, ou seja, MP
com consisténcia firme como uma pelicula corresponde ao filme peritréfico e a
MP com consisténcia gelatinosa que nao pode ser pingada e pode se dissolver

durante a dissecagao, corresponde ao gel peritrofico.
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Figuras 6-7. Membrana peritréfica de Nannotrigona sp. 6. Porgdo em vista lateral
demonstrando parte do epitélio (Ep) com células ventriculares altas, o espago
ectoperitréfico preenchido com substancias granulares e, logo acima a membrana
peritréfica. Barra: 10 uym. 7. Superficie interna da MP, isto é, a face voltada para o
limen, apresentando aspecto irregular e quebradigco. Barra: 20 ym. M = fibra
muscular.

A MP de Apis mellifera (Apidae, Apini), em dissecagdao a fresco,
apresenta-se como uma massa gelatinosa que pode se dissolver durante
processamento de dissecagao, lavagens e fixacdo (dados ndao mostrados).
Logo podemos sugerir que a MP de Apis mellifera encaixa-se nas descrigdes
do gel peritréfico, pois quando analisamos as Figuras 8 a 11 pode-se perceber
que realmente a MP nao tem as caracteristicas de filme.

Em Apis mellifera a MP apresentou duas caracteristicas marcantes nas
observacbes de microscopia de varredura. Uma delas foi supostamente a

presenca de varias camadas concéntricas de peliculas extremamente finas e
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delicadas (Figura 10). Estas peliculas concéntricas de MP situavam-se na face
ectoperitréfica, enquanto a face endoperitroéfica demonstrou aspecto de uma
massa densa e espessa (Figuras 10, 11). Na face interna da MP observou-se
também a presenca de proje¢des de aspecto arredondado.

A MP de Epicharis flava (Apidae, Centridini), demonstrou-se espessa,
sugerindo inUmeras camadas finas e irregulares sobrepostas e, notou-se que
essas camadas seguem as ondulagdes do epitélio (Figuras 12 e 13). Porém, a
MP em Epicharis flava ndo apresentou-se semelhante a MP de Apis mellifera,
quanto ao aspecto de papel celofane, isto €, com camadas muito finas e
delicadas como sugerido por CRUZ-LANDIM (1985) para a MP desta espécie.

Em Centris (Melanocentris) sp (Apidae, Centridini), a face endoperitrofica
da MP apresentou-se como uma massa irregular e com grumos. Enquanto, a
face ectoperitréfica apresenta aspecto lamelar, vista em seccéo longitudinal,
sugerindo possivelmente uma camada (Figura 14).

Em Megachile sp (Megachilidae) observou-se que o epitélio e a MP
encontravam-se muito aderidos. Resultando num espacgo ectoperitréfico muito
reduzido (Figura 15). A face endoperitréfica, em alta magnitude, apresenta
aspecto irregular e ndo lamelar, demonstrando uma massa espessa, densa,
formando projecoes e depressdes distintas (Figura 16).

O aspecto da MP em Oxaea flavescens (Andrenidae, Oxaeinae)
assemelhou-se ao de Centris (Melanocentris) sp e Megachile sp, isto é,
apresentou a face endoperitréfica irregular e com projecbées como grumos.
Nesta espécie, assim como nas demais analisadas, pode-se notar que o
espaco ectoperitrofico foi bastante reduzido e de dificil delimitagdo em relagéo

ao epitélio e MP.
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Figuras 8-11. Membrana peritréfica de Apis mellifera. 8. Por¢do do epitélio (Ep) e acima a

membrana peritréfica com superficie interna toda irregular. Nota-se no canto
superior esquerdo um fragmento de MP destacado, como se fosse uma camada
separada (seta). Barra: 30 uym. 9. Porgdo do epitélio coberto por membrana
peritroéfica demonstrando superficie irregular. Barra: 100 uym. M = fibras
musculares. 10. Fragmento da membrana peritréfica demonstrando duas
caracteristicas distintas: na parte mediana da figura nota-se uma estrutura com
aspecto denso e esponjoso e a direita com aspecto transparente semelhante a
papel celofane (setas finas). A seta larga indica um emaranhado de finas camadas.
Barra: 20 ym. 11. Fragmento da parte mediana da MP, demonstrando algumas
camadas da MP (setas finas) e a face interna com inumeras projecdes da MP
(setas largas). Barra: 10 um.
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Figuras 12-13. Membrana peritréfica (MP) de Epicharis (Epicharana) flava. 12. Parte do epitélio
(Ep) demonstrando células ventriculares altas, membrana peritrofica, em vista
lateral, de aspecto denso e cheio de camadas irregulares que parecem seguir as
ondulagdes do epitélio. Barra: 100 um. 13. Fragmento do epitélio (Ep) juntamente
com membrana peritréfica, novamente, demonstrando camadas sobrepostas
(setas). Barra: 30 ym. T = traquéias; M = fibras musculares.
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Figura 14. Membrana peritréfica de Centrls (Melanocentrls) sp, em vista frontal demonstrando
seu aspecto irregular e com grumos fragmentados. No canto superior esquerdo nota-
se algumas camadas justapostas (seta) de MP. Barra: 10 ym. T = traquéia.

A estrutura da MP para Melipona quadrifasciata anthidioides foi distinta
em relacdo as demais espécies de Apidae aqui estudadas, pois além de
apresentar a MP como um filme/pelicula demonstrou também esculturagdes
marcantes em ambas as suas faces. Entretanto, a MP de Nannotrigona sp. néo
demonstrou-se semelhante a encontrada em Melipona quanto a presenga de
esculturagdes. Possivelmente, a MP de Nannotrigona sp. também pode ser
considerada como uma membrana peritréfica verdadeira ( com aspecto de
filme ou pelicula) de acordo com TERRA (2001). Exceto por esta ultima
caracteristica citada poder-se-ia esperar mais similaridades, pois ambas as
espécies pertencem a mesma tribo Meliponini.

Como Apis mellifera e as abelhas da tribo Meliponini ndo apresentaram
muitas semelhangas, pois como estas séo filogeneticamente mais préximas,
esperava-se que a MP entre estas apresentassem caracteristicas mais em
comum. Entretanto, a MP das espécies A. mellifera, Epicharis (Epicharana) sp
e Centris (Melanocentris) sp. demonstram mais semelhangas entre si. Das
caracteristicas da MP observadas as mais conspicuas foram em Apis, pois
pdde-se visualizar melhor as suas camadas translucidas como “papel
celofane”, como descrito por CRUZ-LANDIM (1985).
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Figuras 15-16. Membrana peritréfica de Megachile sp. 15. Parte do epitélio (Ep), em baixa
resolucao e em vista lateral, demonstrando as células ventriculares e sobre este
a camada de MP como inimeras projegdes irregulares (setas). Barra: 20 pm. 16.
Epitélio ventricular, de alta resolugdo e em vista lateral, demonstrando suas
ondulagbes, nota-se a MP com aspecto de uma massa espessa e de contornos
irregulares (setas finas). Seta larga demonstra o limite entre o epitélio e a MP.
Barra: 20 pym.
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Figura 17. Parte do epitélio ventricular (Ep) de Oxaea flavescens, demonstrando células altas e
abaixo a membrana peritréfica de aspecto irregular e com grumos. T = traquéia.

Barra: 20 uym.

Em todas as espécies estudadas, pode ser observada a presencga de
projecbes sugerindo possivelmente componentes precursores da MP, pois
RICHARDS e RICHARDS (1977), sugerindo a necessidade continua ou
repetida de renovagdo da MP, pois esta estrutura sobrevive somente por
algumas horas as enzimas digestivas.

Apesar da MP tipo | ser geralmente menos diferenciada estruturalmente
do que a MP tipo Il, elas podem ainda ter zonas estruturalmente diferentes
dentro delas. Além disso, existem poucas evidéncias indicando que zonas
diferentes do intestino produzem diferentes componentes da MP tipo |, como foi
sugerido por REID e LEHANE (1984). O propésito fisiologico para tais divisbes
estruturais dentro da MP é desconhecido. Sendo assim, LEHANE (1997),
sugere que as camadas da MP sdo formadas por secregdo diferencial de
diferentes componentes da MP (quitina, proteinas, peritrofinas e
glicosaminaglicanas), seja por agregacao diferencial de componentes
secretados dentro do lUmen intestinal ou por diferencas na forma fisica tomada
pelo material base da MP.

Possivelmente, todas as diferengas observadas na MP das abelhas
descritas neste trabalho envolvem também caracteristicas fisioldgicas nao
demonstradas até o momento. Pois, sabe-se que em algumas espécies de

insetos a produgédo da MP tipo | pode ser continua como em gafanhotos ou em

19



resposta a alimentacdo como nos mosquitos fémeas. Nos insetos herbivoros
vorazes como Locusta migratoria, considerados menos derivados, a MP é
secretada de 15 em 15 minutos. Esta MP é passada gradualmente em direg&o
a parte posterior do intestino, antes da proxima ser adicionada, resultando em
muitas camadas de MP arranjadas coletivamente, mais precisamente como um
telescopio, denominado de envelope peritrofico (EP) (BAINES, 1978). Em
estudos realizados com baratas (Periplaneta americana), considerados insetos
oligofagos, o EP parece ser composto por pelo menos 10 MP (LEE, 1968). Em
mosquitos fémeas hematodfagas, uma unica MP tipo | € produzida em torno do
alimento em resposta ao repasto sanguineo, cuja espessura desta vai
aumentando gradualmente em diregcdo a parte posterior do ventriculo (REID e
LEHANE, 1984; RICHARDSON e ROMOSER, 1972).
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4. CONCLUSAO

As caracteristicas da MP nas abelhas da familia Apidae estudadas neste
trabalho apresentaram-se distintas, pois em espécies como Melipona
quadrifasciata anthidiodes e Nannotrigona sp, pertencentes a tribo Meliponini, a
MP demonstrou-se semelhante a uma pelicula sélida, porém com faces ecto e
endoperitroficas distintas. A morfologia da MP das espécies Apis mellifera,
Epicharis flava e Centris (Melanocentris) sp. demonstraram aspecto lamelar
com muitas camadas finas e irregulares, sendo que em A. mellifera foi também
evidenciada uma massa de aspecto denso recobrindo a superficie interna da
MP. Em relagdo a Megachile sp. (Megachilidae) e Oxaea flavescens
(Andrenidae) a MP destas espécies apresentaram aspecto de uma massa

densa formando proje¢des voltadas para o lumen intestinal.
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ORIGEM DA MEMBRANA PERITROFICA EM ABELHAS ADULTAS
(HYMENOPTERA): IMUNOLOCALIZACAO

RESUMO

O intestino médio é uma porcgao do trato digestivo das abelhas de origem
endodérmica que nao é revestido por cuticula e sim por uma estrutura
denominada membrana peritrofica. Esta estrutura € composta por proteinas,
glicosaminoglicanas e quitina. Dentre as proteinas destacam-se as peritrofinas,
proteinas integrais da membrana peritrofica. Anticorpos anti-peritrofina foram
produzidos com o objetivo de localizar sitios de sintese destas proteinas e
entdo, estabelecer sua origem. Os resultados demonstraram que as peritrofinas
da membrana peritréfica em abelhas séo sintetizadas por todas as células do
intestino médio, sendo que as células da regidao posterior tém participagao
menor nesta sintese. De acordo com os dados obtidos a membrana peritrofica
em abelhas é produzida pelas células digestivas do intestino médio,
correspondendo a MP tipo |. Nas abelhas da tribo Meliponini ha participacao
também das células da regido da cardia na produgédo da MP, sendo assim, nas
abelhas desta tribo encontram-se MP tipo | e tipo II.

Palavras-chave: intestino médio, imunocitoquimica, peritrofina.
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PERITROPHIC MEMBRANE ORIGIN IN ADULTS BEES (HYMENOPTERA):
IMUNOLOCATION

ABSTRACT

The midgut is a portion of the bees digestive tract of the endodermic
origin lined by a peritophic membrane composed by chitin and proteins
(peritrophin). Anti-peritrophin antibody was produced to localize its sites
synthesis in order to contribute to the comprehension of the peritrohic
membrane origin in adults of different species of bees. Results showed that the
bee peritrophic membrane peritrophin-55k is synthesized along the entire
midgut by the digestive cells in all studied species indicating that it is of type I.
In the stingless bees (Meliponini) the peritrophin-55k is synthesized in the
cardia region in addition to the midgut, suggesting that PM production in that
tribe is of both types | and .

Key words: midgut, immunocytochemistry, peritrophin.
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1. REVISAO DE LITERATURA

O intestino médio ou ventriculo de insetos comecga na base da valvula
proventricular e termina na valvula pilérica, onde se encontram inseridos os
tubulos de Malpighi (JIMENEZ e GILLIAM, 1990). Os intestinos anterior
(estomodeu) e posterior (proctodeu) sdo de origem ectodérmica e revestidos
por cuticula. O intestino médio, porgéo do trato digestivo das abelhas de origem
endodémica, € um dos o6rgdos responsaveis pela digestdo e absor¢do dos
nutrientes e é recoberto pela membrana peritréfica (MP) (SNODGRASS, 1935).

Em abelhas o epitélio do intestino médio € composto por células
colunares, que sintetizam e secretam enzimas digestivas e absorvem os
nutrientes, células enddcrinas produtoras de horménios e células
regenerativas, responsaveis pela substituicdo das células deste 6rgao
(JIMENEZ e GILLIAM, 1990; MARTINS et al., 2006). A extremidade anterior do
intestino médio de certos insetos possui uma regido especializada denominada
cardia, a qual é ausente nas tribos Bombini e Apini e presente em Meliponini
(PEIXOTO e SERRAO, 2001).

Ha dois tipos de MP nos insetos, onde a diferenga esta em suas
propriedades e locais de sintese. A MP tipo | é produzida por todo epitélio do
intestino médio, enquanto a MP tipo Il & produzida constitutivamente pelas
células especializadas da cardia, regido situada na extremidade anterior do
ventriculo (WIGGLESWORTH, 1930, 1972; RICHARDS e RICHARDS, 1977;
PETERS, 1992). A MP tem sido considerada uma estrutura analoga, em
funcionalidade, a secrecdo de muco que cobre o lumen do intestino nos
vertebrados, onde a principal fungcdo € proteger as células epiteliais contra
danos causados por particulas abrasivas de alimento (SNODGRASS, 1956;
RICHARDS e RICHARDS, 1977; PETERS, 1992). Mas, ha outras fungbes
como proteger o epitélio contra microrganismos, auxiliar na retengdo do
alimento no intestino médio para a digestdo e absorcdo, além de promover a
compartimentalizagdo dos processos digestivos criando espagos com
atividades enzimaticas diferentes (RICHARDS e RICHARDS, 1977;
CHAPMAN, 1988; TERRA, 1996).

A MP é uma estrutura extracelular e semipermeavel, composta
quimicamente por microfibrilas de quitina, proteinas e glicosaminaglicanas
(MERCER e DAY, 1952; RICHARDS e RICHARDS, 1977; PETERS, 1992). As
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proteinas da MP sao divididas em quatro classes, com base em técnicas de
extragao diferencial e utilizando-se condi¢cdes solubilizantes que aumentam a
severidade extratora. As proteinas da classe 1 sido facilmente removidas
usando-se tampdes fisiologicos ou tampdes com alta forga ibnica. O extrato de
proteinas correspondente a esta classe contém as proteinas em transito no
ventriculo e aquelas que se encontram fracamente ligadas a MP. As proteinas
da classe 2 sdo removidas através do uso de detergentes relativamente fracos.
As proteinas da classe 3, denominadas peritrofinas, sdo consideradas
proteinas integrantes da membrana peritroéfica, pois somente sédo extraidas
utilizando-se fortes agentes desnaturantes, como uréia. As proteinas ou
peritrofinas da classe 4 sdo consideradas de dificil extracédo e, por isso, pouco
conhecidas (TELLAM et al., 1999).

A MP é estrutura estudada ha mais de um século. Existem alguns
relatos muito antigos como de ANGLAS (1901) sugerindo que a MP é
secretada por células do intestino médio que recobrem a valvula esofageal em
larvas de vespas e abelhas. Entretanto, este autor ndo descreveu o mecanismo
que poderia promover a secre¢cdo da mesma. NELSON (1924) e EVENIUS
(1926) sugerem que a MP seria secretada por células especializadas situadas
na base da valvula estomodeal, ou seja, na extremidade anterior do intestino
médio, onde a partir destas células surge um fino fluxo de secregdo que se
junta @ massa principal da MP no intestino médio. Estudos realizados com
adultos de Bombus sp. sugerem que a MP ¢é secretada por um colar de células
em voltas da base da valvula esofageal (SWINGLE, 1927).

Com relagdo a espécie Apis mellifera sugere-se que a MP seja
produzida por delaminacdes repetidas causadas pela secrecado das células do
intestino médio. Pois, nesta espécie a MP é composta por diversas camadas
concéntricas e, entre estas camadas podem-se encontrar fragmentos do
citoplasma das células do epitélio (PAVLOVSKY e ZARIN, 1922;
SNODGRASS, 1956). Entretanto, WIGGLEWORTH (1930) acredita na
existéncia de duas origens para a MP em Apis mellifera: uma base quitinosa,
secretada pela extremidade anterior do intestino médio, isto é, na base da
valvula esofageal; e uma série de membranas indefinidas que se condensam,
secretadas por todo epitélio do intestino médio. Para SNODGRASS (1956)
tanto a MP tipo-l quanto a MP tipo-ll sdo sintetizadas em larvas da espécie

Apis mellifera e somente a tipo-lIl em abelhas adultas da mesma espécie.
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Existem outros trabalhos sobre a MP de himendpteros que sugerem que a MP
nesta ordem pertence ao tipo |, isto €, secretada por todas as células epiteliais
do intestino médio (GREEN, 1931; MERCER e DAY 1952; HASSANEIN 1953;
MELLO et al.,, 1971; CRUZ-LANDIM e MELLO, 1981; JIMENEZ e GILLIAM
1990).

SERRAO e CRUZ-LANDIM (1996) observaram que a MP nas abelhas
sem ferrdo apresenta uma unica camada, sugerindo que sua origem ocorre na
regido anterior do ventriculo ou cardia. Porém, estudos imunohistoquimicos e
imunocitoquimicos em ventriculos de larvas de abelhas Melipona quadrifasciata
anthidioides, demonstraram através de anticorpos anti-peritrofinas a presenca
de peritrofina na membrana peritrofica e em todo o epitélio do intestino médio.
Portanto, em larvas desta espécie a MP foi classificada como tipo |
(MARQUES-SILVA et al., 2005).

Além disso, caracteristicas de ultra-morfologia da MP em diversas
espécies de abelhas sugerem que esta estrutura pode apresentar em sua
morfologia diferengas distintas. Em Melipona quadrifasciata anthidioides
(Meliponini) a MP apresentou duas camadas distintas com esculturagdes
geométricas em sua superficie ectoperitrofica e na face endoperitréfica
demonstrou aspecto enrugado. Porém, em outras espécies como Apis
mellifera, Centris (Melanocentris) sp., Epicharis flava (Centridini), apresentaram
diversas camadas justapostas umas sobre as outras e nas espécies Megachile
sp (Megachilidae) e Oxaea flavescens (Andrenidae) a MP apresentou-se como
uma massa densa com inumeras projecdes arredondadas na face
endoperitréfica. Estas projegdes na face endoperitrofica também foram
encontradas nas espécies da familia Apidae, exceto em Melipona

quadrifasciata e Nannotrigona sp. (Meliponini) (Capitulo | deste volume).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo da Membrana Peritréfica para Producédo do Antissoro

Policlonal

Foram utilizadas 300 larvas pré-defecantes de Melipona quadrifasciata
anthidioides , coletadas em ninhos no apiario da Universidade Federal de
Vigosa. Estas larvas foram dissecadas em solucdo de NaCl 125 mM para a
retirada das MP, sendo cada uma rompida e lavada sucessivamente em
solucdo salina para retirar o conteudo alimentar. Essas MPs foram mantidas na
mesma solu¢do e armazenadas a temperatura de -20°C. Posteriormente, essas
MP foram processadas para a obtencao de extratos protéicos, para verificacao
do perfil eletroforético nos extratos e posterior isolamento das proteinas

utilizadas como imundgenos.

2.2. Extracao das Proteinas

O processo de extracdo das proteinas da MP com aproximadamente
100 MP de larvas de M. quadrifasciata anthidioides, para obtencao do extrato
de proteinas da classe 3, isto €&, as peritrofinas, transcorreu da seguinte forma:
primeiramente, as MP em tubos apropriados e em solu¢do salina (NaCl 125
mM), foram centrifugados a 10.000 g durante 5 minutos, para sedimentagao
das membranas. Em seguida, foram homogeneizadas por 5 minutos em um
‘Potter’. O homogeneizado obtido foi centrifugado em centrifuga refrigerada
Beckmann a 20.000 g a 4°C por 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
coletado, armazenado a -20°C e designado 12 fase da extragcdo da MP; o
segundo passo da extragcao foi realizado com o precipitado da primeira
extragao, o qual foi ressuspendido e homogeneizado em 200 uL de tampéo
Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0, Detergente Chaps a 65 mM em NaCl 125 mM.
Seguindo-se por centrifugagdo (como descrito no item 1), novamente o
sobrenadante obtido foi coletado, armazenado a -20°C e denominado 22 fase
da extracao da MP.

Ao precipitado da segunda fase de extracdo adicionou-se 100 uL de

uréia a 12 M em tampao Tris-HCI 40 mM, seguindo-se por nova
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homogeneizagdo e centrifugagdo, ao Ultimo sobrenadante coletado,
armazenado a -20°C e designado 32 fase da extragdao da MP.

Para efeitos gerais de comparagcdo dos perfis eletroforéticos das
proteinas extraidas das MP também foram realizadas extra¢cdes de proteinas
utlizando-se os epitélios ventriculares de larvas pré-defecantes e de abelhas
adultas M. quadrifasciata anthidioides, seguindo-se o0 mesmo protocolo da
extragao de proteinas da MP. As respectivas fragdes obtidas foram designadas
12, 22 e 32 extracdes dos intestinos médios de larvas e 12, 22 e 32 extragdes dos
intestino médios de abelhas adultas, as quais foram armazenadas em tubos
apropriados a -20°C.

Todos os extratos foram dialisados por 24 horas a 4 °C, utilizando-se
membrana de dialise para proteinas com peso molecular acima de 12 kDa
(Sigma, USA), contra 1.000 volumes de agua destilada e deionizada. Em
seguida, as amostras dialisadas foram colocadas em tubos apropriados e

armazenadas a -20°C.

2.3. Dosagem de Proteina e Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Os teores de proteinas dos extratos da MP, dos epitélios do intestino
médio de larvas e epitélios do intestino médio de abelhas adultas foram
determinados em espectrofotdmetro Hitachi (A = 595 nm), utilizando a técnica
de BRADFORD (1976) e, como padrdo de peso molecular foi utilizada
albumina de soro bovino.

As amostras de 12, 22 e 32 extracdes de proteinas da MP e dos epitélios
larvais e adultos foram submetidas a eletroforese sob condi¢des desnaturantes
em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE), em um sistema de pH descontinuo
(LAEMMLI, 1970), utilizando-se o equipamento Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad,
USA). As amostras protéicas foram misturadas em tampao de amostra (tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, SDS a 10%, glicerol 25%, azul de bromofenol 0,5% -
m/v e 0,71 M de [(-mercaptoetanol) na proporgdo 1:2, seguindo-se por
aquecimento em banho-maria a 95 °C, por 4 minutos, imediatamente antes de

serem aplicadas no gel.
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A eletroforese foi conduzida a 150 V até a frente de corrida (azul de
bromofenol) chegar a base do gel. Logo apés a corrida, o gel foi corado com
solucado de prata conforme descrito por BLUM et al. (1987).

O peso molecular dos polipeptideos foi estimado pela regressao linear
dos logaritmos da mobilidade relativa (Mr = distancia migrada pela proteina/
distdncia migrada pelo corante), tendo como padrdes: fosforilase b, soro
albumina bovina, ovo albumina, anidrase carbdnica, inibidor de tripsina da soja
e lisozima (Bio-Rad, cat. n. 161-0304).

2.4. Producao do Antissoro Policlonal

Foram utilizados cinco camundongos albinos suigos, obtidos do biotério
da Universidade Federal de Vicosa, sendo trés para tratamento e dois para
controle. O imunégeno obtido de MP correspondeu ao sobrenadante contendo
as proteinas obtidas na 32 fase de extragdo (50 ug), isto é, as peritrofinas.
Essas peritrofinas foram emulsificadas com saponina (20 ug/170 yL de agua
ultrapura). As inoculagdes nos trés camundongos foram por via subcutanea, na
base do pescogo entre as escapulas. O volume total do emulsificado aplicado
em cada animal correspondeu a 0,2 mL, em cada dose. Foram aplicadas trés
doses do imundgeno, em cada animal, com intervalos de 10 dias entre elas.
Apds a terceira inoculagdo houve um intervalo de 10 dias e em seguida foram
realizadas sangrias nos trés camundongos-tratamento para verificagdo dos
niveis de anticorpos.

Apos obtengao de resultados positivos para a titulagédo dos antissoros,
os camundongos, anestesiados em camara de éter, foram submetidos a coleta
total do sangue com auxilio de pipetas Pasteur esterilizadas, puncionando-se a
regido do plexo retro-orbital, sem uso de anticoagulantes.

As amostras de sangue foram deixadas em repouso por 12 horas a 4°C,
para separagao do soro contendo anticorpos anti-peritrofinas da MP e, entao,
os frascos contendo os coagulos foram centrifugados a 5000 g a 4°C, por 5
minutos. Posteriormente, os soros foram coletados e aliquotados em tubos
Eppendorf, armazenados a -20°C e designados como AS4, AS; e AS; de
acordo com o camundongo que o produziu. Os soros obtidos nos
camundongos controle também foram coletados, aliquotados e armazenados a
-20°C.
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2.5. “Western Blotting”

Antes de iniciar o processo de transferéncia, todos os materiais
utilizados nesta técnica foram equilibrados em tampdo de transferéncia
Tris/Glicina/Metanol. Apos eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% os
polipeptidios obtidos nas trés fases de extragdo das amostras de MP de larvas
de M. quadrifasciata anthidioides, epitélios do intestino médio de larvas e de
abelhas adultas da mesma espécie e, epitélios intestinais de larvas e de
abelhas adultas A. mellifera foram transferidos eletroforeticamente para uma
membrana de nitrocelulose com didmetro do poro de 0,45 um (Bio-Rad). A
seguir montou-se um ‘sanduiche’ composto, primeiramente, por 3 folhas de
papel-filtro, a membrana de nitrocelulose, o gel e em seguida mais 3 folhas de
papel-filtro. A posicao de transferéncia das proteinas em relacido aos polos
negativo e positivo determinava que o gel ficasse voltado para o pdlo negativo,
e atras deste a membrana de nitrocelulose que ficou voltada para o podlo
positivo. O ‘sanduiche’ foi colocado numa cuba vertical de transferéncia umida
(Mini Trans-Blot Transfer Cell, Bio-Rad, USA), preenchida com tampao de
transferéncia, sendo a eletroforese executada a 30 V, a 4°C por 12 horas.

A eficiéncia da transferéncia foi avaliada observando-se a transferéncia
do padrao de peso molecular pré-corado colorido (Bio-Rad) sobre a membrana
de nitrocelulose. Logo apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi
cortada em tiras, lavadas e bloqueadas em PBST 0,5% + BSA 1,5%, em
temperatura ambiente por 15 minutos e sob agitacao lenta. Depois as tiras de
membrana de nitrocelulose foram incubadas em uma solugdo contendo
anticorpo primario, anti-peritrofinas policlonal, e PBS (diluicdo 1:200), por uma
hora em temperatura ambiente e sob agitagcéo lenta. Em seguida, as tiras foram
lavadas em PBST 0,5% e incubadas em solugao com anticorpo secundario de
coelho anti-lgG de camundongo, conjugado com peroxidase, e PBS (diluigdo
de 1:6000), por uma hora em temperatura ambiente e sob agitagdo lenta. O
processo foi finalizado lavando-se as tiras com PBST 0,5%, em seguida, foram
submetidas a revelagdo da reagao utilizando-se uma solugédo com 5 mg de
diaminobenzidina (DAB), 5 mL de Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, 5 yL de H20, 30%

e 250 uL cloreto de niquel a 0,3%. Posteriormente, realizou-se o processo de
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bloqueio da reacédo substrato com DAB aplicando-se sobre os discos agua
destilada.

O controle negativo foi realizado em tiras de membrana de nitrocelulose
que seguiram quase todos os mesmos passos descritos anteriormente, exceto

pela omissao da incubagao em anticorpo primario

2.6. Imunocitoquimica

As abelhas utilizadas para esta analise foram adultos de Auglochlora sp
(Halictidae), Megachile sp.(Megachilidae), Oxaea flavescens (Andrenidae), Apis
mellifera (Apidae: Apini), Melipona quadrifasciata anthidioides (Apidae:
Meliponini), Frieseomelita varia (Apidae: Meliponini), Bombus morio (Apidae:
Bombini), Centris (Melanocentris) sp. (Apidae: Centridini) e Epicharis flava
(Apidae: Centridini).

As abelhas adultas foram dissecadas em solugéo salina, pH 7,2, e
retirados os intestino médios. Em seguida, foram fixados em solugdo de
Zamboni’'s (STEFANINI, 1967). Apos a fixacdo os intestino médios foram
lavados em PBS (Tampao Salino-Fosfato), pH 7,6, por 12 horas a 4°C;
seguindo-se por fixagdo em solugdo de glutaraldeido a 1% em tampao
Sorensen’s 0,1M, pH 7,3, durante 3-4 horas a 4°C, e lavagem em tampé&o
Sorensen’s, por 12 horas a 4°C. Os processos de desidratacao, infiltracdo e
polimerizagao foram seguidos conforme as instrugdes sugeridas pelo fabricante
da resina LR White para microscopia eletronica de transmissado. As Secc¢des
ultrafinas (60-80 nm) foram coletadas em grades de niquel com 300 mesh.

Posteriormente, as amostras foram submetidas ao tratamento
imunocitoquimico, consistindo em duas lavagens com tampao TBS (Tampao
Tris-Salino, pH 7,2); incubagao em soro normal de camundongo por 30 minutos
em temperatura ambiente; incubagdo em soro normal de cabra por 30 minutos
em temperatura ambiente. As amostras controle ndo foram incubadas em
anticorpo primario, anti-peritrofinas produzido em camundongo, e ficaram
imersas em TBS por uma hora. As demais amostras foram incubadas em
anticorpo primario diluido em TBSB (Tamp&o Tris-Salino, pH 7,2 com albumina
de soro bovino a 0,5%), por uma hora e em temperatura ambiente. Em
seguida, todas amostras passaram por quatro banhos em TBSB, de 10 minutos

cada uma e em tempertura ambiente.

34



Apods as lavagens, todas as amostras foram incubadas em anticorpo
secundario anti-camundongo e produzido em cabra conjugado com ouro
coloidal (10 nm), diluido em TBSB, por uma hora e em tempertura ambiente.
Novamente, as amostras foram lavadas quatro vezes em TBS por trés minutos
e em temperatura ambiente. Em seguida, mais quatro lavagens em agua ultra-
pura por cinco minutos, cada banho. Depois as amostras foram contrastadas
em acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). As
analises foram realizadas em microscoépio eletronico de transmissao Zeiss EM
109 do Centro de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de

Vigosa1.
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3. RESULTADOS

As extracbes das proteinas obtidas da MP de larvas, proteinas do
epitélio do intestino médio de larvas e do epitélio do intestino médio de abelhas
adultas de M. quadrifasciata anthidioides foram analisadas por eletroforese em
gel SDS-PAGE. Os resultados demonstraram a presenca de duas proteinas,
observadas principalmente nas extragdes da MP de larvas de M. quadrifasciata
anthidioides, onde o peso molecular estimado para uma delas foi de 55 kDa e

para a outra 27 kDa (Figura 1).
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Figura 1. SDS-PAGE a 12% corado com prata das proteinas da membrana peritréfica (MP) e

do epitélio do intestino médio de Melipona quadrifasciata anthidioides. Linhas 1, 2 e 3:
Proteinas da 12, 22 e 32 extracdes da MP de larvas de M. quadrifasciata anthidioides,
respectivamente; Linhas 4, 5 e 6: Proteinas da 1%, 22 e 32 extragdes do epitélio do
intestino médio de larvas M. quadrifasciata anthidioides, respectivamente; Linha 7:
Proteinas da 32 extragcdo do epitélio do intestino médio de M. quadrifasciata
anthidioides. P = Padréo de Peso Molecular. Seta = Peritrofina-55k; Ponta de seta =
Peritrofina-27k.

Os resultados do Western blotting demonstraram que anticorpos
reconheceram uma peritrofina de 55 k nos extratos de proteinas da MP e nos
extratos do epitélio do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides e em A.
mellifera notou-se fracamente o reconhecimento desta peritrofina. Entretanto,
em outra banda com aproximadamente 27 k foi observada nos extratos obtidos

de A. mellifera (Figura 2).

36



kDa 1 3 4 5 6 7 8 910

Figura 2. Western blotting das proteinas da membrana peritréfica (MP) e do epitélio do intestino
médio de larvas e de abelhas adultas das espécies Melipona quadrifasciata
anthidioides e Apis mellifera. Linha 1, 2 e 3: Proteinas da 12, 22 e 32 extragbes da MP
de larvas de M. quadrifasciata anthidioides , respectivamente; Linhas 4 e 5: Protéinas
da 2% e 32 extragbes do epitélio do intestino médio de larvas M. quadrifasciata
anthidioides, respectivamente; Linhas 6 e 7: Protéinas da 22 e 32 extragdes do epitélio
do intestino médio de abelhas adultas M. quadrifasciata anthidioides, respectivamente;
Linhas 8 e 9: Protéinas da 22 e 32 extracdes do epitélio do intestino médio de larvas A.
mellifera, respectivamente; Linha 10: Proteinas da 32 extragcdo do epitélio do intestino
médio de abelhas adultas A. mellifera.

55=3

Os anticorpos obtidos contra as peritrofinas da MP permitiram a
localizagdo destas ao longo de todo epitélio do intestino médio de todas as
espécies de abelhas analisadas.

Os anticorpos anti-peritrofinas, produzidos a partir da MP de larvas de M.
guadrifasciata anthidioides, foram suficientes para localizar peritrofinas em
células da cardia de abelhas forrageiras M. quadrifasciata anthidiioides. Essas
células apresentaram microvilosidades longas, vesiculas grandes e pequenas,
e na porgao basal notou-se uma supeficie irregular com muitas invaginagdes
(Figura 3 A, B, C e D). As marcagdes foram encontradas nas microvilosidades,
algumas dispersas nos espacos entre as microvilosidades, ou seja, no espago
ectoperitréfico, e dispersas na regido apical da célula logo abaixo da membrana
plasmatica (Figura 3 B-C). No citoplasma proximo ao apice celular foram
observadas marcagdes que possivelmente dirigiam-se para a membrana
plasmatica e para as microvilosidades. Peritrofinas foram localizadas no interior
de grandes vesiculas (Figura 3A e D). Além disso, muitas vesiculas estavam
sempre proximas a areas de reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de

Golgi.
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Os resultados nas amostras utilizadas como controle, omitindo-se o
anticorpo anti-peritrofinas durante o tratamento, demonstraram reag¢ao negativa
tanto da MP como nas células da cardia e do intestino médio (Figura 4).

A células digestivas do intestino médio de M. quadrifaciata anthidioides
apresentaram marcag¢des de forma regular para peritrofinas em vesiculas no
citoplasma, nas microvilosidades, e na MP (Figura 5). Observou-se algumas
vesiculas contendo marcagdes e outras ndo. Além disso, percebeu-se que as
mesmas apresentavam conteudo bem diversificado, pois algumas
demonstravam internamente zonas claras e outras eletro-densas (Figura 5 A-
B). Foram observadas também marcagdes nas microvilosidades desde sua
base até sua extremidade (Figura 5 C-D).

Na MP de forrageiras de Frieseomelita varia observou-se a presenga de
peritrofinas bem como nas células da cardia e nas células digestivas do
intestino médio. Na regidao basal das células digestivas observou-se a
membrana basal com invaginagdes e nessa porg¢ao da célula foram observadas
marcagdes esparsas (Figura 6 A). Na Figura 6 B notam-se marcagdes
associadas ao reticulo endoplasmatico rugoso e em sua periferia. InUmeras
marcacgdes foram encontradas nas microvilosidades e no espago entre as
mesmas (Figura 6 C). Nas células digestivas da regiao posterior do intestino
médio foram observadas poucas marcagdes em vesiculas (Figura 6 D). Sendo
que estas marcagdes foram mais abundantes em células da regido anterior e

média do intestino médio (Figura 6 E).
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Figura 3. Imunolocalizacdo de peritrofinas em células do epitélio da cardia em abelhas
forrageiras Melipona quadrifasciata anthidioides. A. Seccao tangencial do epitélio da
cardia demonstrando aspecto geral. 4526x B. Detalhe da regido das microvilosidades
demonstrando marcagbes para a pereritrofina. 33000x. C. Porgdo subjacente a
membrana plasmatica demonstrando inUmeras marcagdes dirigindo-se a membrana
plasmatica e as microvilosidades. 33000x. D. Grande vacuolo de célula da cardia
demonstrando marcagdes. 75400x. Seta = inbvaginagdes da membrana basal da
célula; Cabeca de seta = marcagbes perotrofina-55; V = vesiculas; M =
microvilosidades; C = célula; Ci = citoplasma.
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Figura 4. Controle negativo de célula digestiva do intestino médio de Melipona quadrifasciata
anthidioides (Meliponini) demonstrando vesiculas nao-reativas. 48500x. V = vesiculas;
Ci = citoplasma.

Em A. mellifera as marcag¢des foram observadas ao longo do epitélio
intestinal médio, sendo mais abundantes na regido anterior do que na posterior.
Pode-se notar a presenca de peritrofinas no apice da célula, abaixo da
membrana plasmatica, nas microvilosidades e entre as mesmas (Figura 7 A-B).
Foram observadas marcagdes associadas ao aparelho de Golgi e também em

sua periferia, além de marcac¢des em vesiculas (Figura 7 C-D).
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Figura 5. Secgbes de células digestivas do intestino médio de Melipona quadrifasciata
anthidioides demonstrando imunolocalizagbes de peritrofinas. A. Detalhe de algumas
vesiculas de conteudo translicido marcadas (cabega de seta) e outras mais eletro-
densas também marcadas (seta), de célula da regido anterior do intestino médio, apés
a cardia. B. Vesiculas da por¢do mediana da célula demonstrando reagao positiva para
peritrofinas. 75400x. C-D. Detalhes das microvilosidades, em secgdes longitudinais,
demonstrando marcagdes 75400x. E-F. MP apresentando marcagdes tanto nas regides
claras como nas regides mais eletro-densas (seta). P = membrana peritréfica; M =
microvilosidade; V = vesicula.
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Figura 6. Imunolocalizagcdo de peritrofinas em células do intestino de abelhas forrageiras
Frieseomelita varia. A. Secgao tangencial de célula da cardia demonstrando marcagdes
em vesiculas (cabecga de seta). Setas indicam invaginagées da membrana plasmatica.
22000x. B. Secgédo tangencial de célula da regido mediana do intestino médio
demonstrando marcagdes (cabecga de seta) na periferia de um reticulo endoplasmatico
rugoso. 22000x. C. Marcacgdes localizadas nas microvilosidades (seta) e também nos
espagos entre microvilosidades (cabecga de seta). 33000x. D. Citoplasma de uma célula
da regido posterior demonstrando vesiculas pouco marcadas (cabeca de seta).
13000x. Grandes vesiculas de célula situada na regido mediana do intestino médio,
com diversas marcagdes dispersas em seu interior (cabega de seta). 32300x. Rer =
reticulo endoplasmatico rugoso; ET = espago ectoperitréfico; V = vesicula; M =
microvilosidade;

e
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Figura 7. Imunolocalizagdo de peritrofinas em células digestivas da regido anterior do intestino
médio de Apis mellifera (Apini). A. Secdo longitudinal do apice de uma célula
demonstrando marcagbes abaixo da membrana plasmatica (seta), nas
microvilosidades (cabeca de seta) e nos espagos entre microvilosidades (seta).
33000x. B. Seccgao transversal das microvilosidades demonstrando marcag¢des dentro
das microvilosidades (cabeca de seta) e fora no espago ectoperiotréfico (seta). 33000x.
C. Detalhe do citoplasma demonstrando marcagdes préximas ao aparelho de Golgi.
33000x. D. Detalhe de algumas vesiculas da regido mediana da célula demonstrando
marcagoes. 22000x. AG = aparelho de Golgi; V = vesicula; M = microvilosidade.

A Figura 8 A demonstra o aspecto geral do epitélio do intestino médio de
Bombus morio. Nota-se logo acima das microvilosidades uma MP espessa em
relacdo ao lumen estreito. As marcagdes para peritrofinas foram observadas
nas células ao longo do epitélio intestinal, estando localizadas nas
microvilosidades, em vesiculas de secreg¢ao de varios tamanhos (Figura 8 B, C
e D), junto as areas de reticulo endoplasmatico e em vesiculas (Figura 9 A e
B). Na MP as marcagdes também foram observadas ao longo de seu
comprimento, porém as marcagdes foram mais abundantes nas porgdes

anterior e média da MP (Figura 10 A e B).
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Figura 8. Seccdes de células digestivas do intestino médio de Bombus sp Bombini). A Corte

tangencial demonstrando aspectos gerais do epitélio do intestino médio, como
microvilosidades e MP espessa. 6500x. B. secgao longitudinal das microvilosidades
demonstrando marcagdes ao longo de seu comprimento (cabega de seta). 51300x. C.
Marcagdes em vesiculas eletro-densas situadas na regiao apical da célula. (cabega de
seta). 51300x. D. Vesiculas com inumeras marcagbes dispersas (cabeca de seta).
48500x. MP = membrana peritréfica; L = limen; C = Célula do epitélio; M =
microvilosidade; V = vesicula.
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Figura 9. Citoplasma de célula digestiva do intestino médio de Bombus morio (Bombini). A.
Detalhe de uma area contendo reticulo endoplasmatico rugoso com marcagoes
associadas (seta) e também em vesiculas (cabega de seta). 41200x. B. Area de
reticulo endoplasmatico em maior resolucdo demonstrando marcagbes muito
proximas a esta organela (seta) e na sua periferia. (cabecga de seta). 62000x.
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Figura 10. Mp de Bombus morio (Bombini). A. Porgéo anterior da MP demonstrando aspecto
granular denso em algumas regides e diversas marcagdes. 48500x. Porgao média da
MP demonstrando diversas marcagoes dispersas. 48500x. Seta = marcacgbes para
peritrofinas. MP = membrana peritrofica.

Em Centris (Melanocentris) sp. as marcagbdes foram observadas ao
longo do epitélio do intestino médio. Nas células digestivas da regido média do
intestino foram observadas marcag¢des abundantes no citoplasma préximo ao
apice (Figura 11 B e D) e nas microvilosidades. Entretanto, nas células da
regiao posterior, poucas marcag¢des foram encontradas nas microvilosidades e
no espacgo ectoperitrofico (Figura 11 C). As células digestivas do intestino
médio de Epicharis flava, espécie pertencente a mesma tribo de Centris

(Melanocentris) sp., demonstraram marcag¢des semelhantes, isto é, foram

observadas em maior abundancia de marcagdes nas ceélulas da regido anterior
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e média do intestino médio do que na regido posterior. As marcagdes foram
encontradas na porgao apical das células digestivas em vesiculas e também
nas microvilosidades, no espago ectoperitrofico, bem como na MP (Figura 12
A, B e C). Também foram observadas marcagdes associadas ao reticulo
endoplasmatico e em pequenas vesiculas em sua periferia.

O epitélio do intestino médio de Augochlora sp apresentou células
baixas e longas microvilosidades e uma MP de aspecto granular (Figura 13 A).
Os resultados sobre a imunolocalizagdo de peritrofinas nas células digestivas
demonstraram-se regulares ao longo de epitélio. Pode-se observar na Figura
13 B marcagdes na porgédo basal em vesiculas e também nas microvilosidades
na Figura 13 C. As marcac¢des na MP foram observadas de forma regular ao
longo de seu comprimento e espalhadas em meio a regides de aspecto
granular elétron-denso e em regides menos elétron-densas (Figura 13 D).

Em Megachile sp. o epitélio demonstrou a presengca de grandes
vesiculas de secregdo apicais, longas microvilosidades (Figura 14 A). Na
regido basal foram observadas poucas marcagdes, sendo que algumas células
na porcao basal da regiao posterior do intestino, ndo apresentaram marcagoes
(Figura 14 B). Em células da regidao anterior e média do intestino foram
observadas marcagdes no citoplasma apical, abaixo da membrana plasmatica.
Também foram encontradas marcag¢des associadas ao reticulo endoplasmatico
rugoso, nas microvilosidades e em vesiculas (Figura 14 C, D, E e F). A Figura

15 demonstra a presencga de peritrofinas na MP.
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Figura 11. Imunolocalizagdao de peritrofinas em células do intestino médio de Centris
(Melanocentris) sp (Centridini). A. Seccéo tangencial do epitélio intestinal. 4500x. B.
Seccgdo tangencial de uma célula da regido média do intestino demonstrando o
citoplasma apical com marcagées em abundancia. 48500x. C. Secc¢éo longitudinal
demonstrando poucas marcagdes em microvilosidades e no espago ectoperitréfico
de célula da regido posterior do intestino. 51300x. D. Secg¢ao tangencial de célula
digestiva da regido média demonstrando o citoplasma apical com marcagdes.
51300x. C = célula; Ci = citoplasma; MP = membrana peritréfica; Mi = agregado de
mitocéndrias.

Y -
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Figura 12. Imunolocalizagéo de peritrofinas no intestino médio de Epicharis flava (Centridini). A.
Secc¢éo tangencial da porgao apical de uma célula da regido anterior do intestino
demonstrando marcagbes em vesiculas situadas abaixo da membrana plasmatica, nas
microvilosidades e no espaco ectoperitrofico. 32200x. B. Secgao tangencial da porgao
mediana de uma célula regido média do intestino, demonstrando marcag¢des. 32000x
C. MP da regido média do intestino demonstrando marcagées. 75400x. Cabecga de seta
= marcagdes. M = microvilosidades; C = célula.
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Figura 13. Imunolocalizagdo de peritrofinas em células digestivas do intestino médio de
Augochlora sp (Halictidae). A. Secgéo transversal demonstrando o epitélio do
intestino médio com células baixas e longas microvilosidades. 6500x. B. Secgéo
tangencial da porgao basal de uma célula da regido média do intestino demonstrando
poucas marcagdes. 33000x. C-D. Secgdes longitudinais da por¢céo apical de uma
célula da regidao média do intestino demonstrando marcagbes dispersas nas
microvilosidades e no espago ectoperitrofico. 33000x. E. MP de demonstrando
marcagoes. 33000x. Cabega de seta = marcagbes; MP = membrana peritréfica; M =
microvilosidade; C = célula; Ci = citoplasma, V = vesicula.
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Figura 14. Imunolocalizagdo de peritrofinas em

[N

células digestivas da regiao média do intestino
médio de Megachile sp. (Megachilidae). A. Secgado tangencial do epitélio intestinal
demonstrando diversas vesiculas e longas microvilosidades. 3000x. B. Por¢ao basal
de uma célula da regido posterior do intestino, em sec¢éo tangencial, demonstrando
invaginagdes da membrana plasmatica (setas) e praticamente auséncia de marcagéo
nesta regido. 22000x. C. Secgao tangencial de uma célula da regido média do
intestino demonstrando o citoplasma apical, proximo a membrana plasmatica, com
marcagdes. 22000x. D. Seccdo longitudinal demonstrando marcagbées nas
microvilosidades e no espaco ectoperitréfico entre estas. 33000x. E. Seccédo
tangencial de uma célula da regiao média do intestino demonstrando marcagdes na
regido do reticulo endoplasmatico e em vesiculas. 51300x. F. Vesicula com seu
interior demonstrando uma anelagdo granular e diversas marcagdes dispersas.
22000x. Cabeca de seta = marcagdes; MP = membrana peritrofica; M =
microvilosidade; Ep = epitélio; Ci = citoplasma; RER = reticulo endoplasmatico
rugoso; V = vesicula.
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Figura 15. Secgéo tangencial da membrana peritrofica (MP) de Megachile sp. (Megachilidae)
demonstrando marcagdes positivas (cabeca de seta). 75400x.

Em Oxaea flavescens os resultados também foram positivos para
imunolocalizagado de peritrofinas ao longo do epitélio do intestino médio. As
marcagdes foram observadas regularmente no citoplasma da célula e préximas
ao reticulo endoplasmatico rugoso e em vesiculas na sua periferia (Figura 16
A). Também foram encontradas marcagdes nas microvilosidades e no espago

ectoperitrofico e na MP (Figuras 16 B e 17).
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Figura 16. Imunolocalizagido de peritrofinas em células do intestino médio de Oxaea flavescens
(Andrenidae). A. Secgéo tangencial de uma célula da regido média demonstrando
marcagdes em uma grande vesicula e também em vesiculas menores proximas ao
reticulo endoplasmatico rugoso. 48500x. B. Seccao longitudinal das microvilosidades
demonstrando marcagdes. 75400x. Cabeca de seta = marcagao; Ep = epitélio; M =
microvilosidades; Ci = citoplasma; REr = reticulo endoplasmatico rugoso; V =
vesicula.
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Figura 17. Imunolocalizacado de peritrofinas (cabegas de seta) na membrana peritréfica (MP) de
Oxaea flavescens (Andrenidae). 75400x.
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4. DISCUSSAO

A eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrou o perfil das proteinas
da MP e do epitélio de larvas e abelhas adultas M. quadrifasciata anthidioides.
Pode-se notar nas amostras de proteinas da MP de larvas extraidas com uréia
a presenca de duas bandas, sendo uma com aproximadamente 55 k e outra
com 27 k. Possivelmente, a peritrofina estimada com 55 k é formada por dois
dimeros de aproximadamente 27 k que se dissociaram e expressaram-se de
forma marcante em A. mellifera.

Os resultados do Western Blotting indicam que em M. quadrifasciata
anthidiodes e A. mellifera a quantidade das duas peritrofinas encontradas sao
diferentes, havendo predominio da peritrofina 55 k em Meliponini e da
peritrofina 27 k em Apini. Entretanto, o significado funcional desta diferenca &
desconhecido.

Amostras de proteinas contendo peritrofina, extraidas da MP de larvas
de Melipona quadrifasciata anthidioides com auxilio de uréia foram utilizadas
para a produgdo dos anticorpos anti-peritrofina. Estes foram utilizados em
imunocitoquimica e foram eficientes em demonstrar a presenca da peritrofina
de forma regular ao longo de todo o comprimento do epitélio do intestino médio
de todas as espécies estudadas neste trabalho. Estudos realizados nos
dipteros Lucilia cuprina (ELVIN et al, 1996; SCHORDERET et al., 1998),
Anopheles gambiae (SHEN e JACOBS-LORENA, 1998) e no lepiddptero
Trichoplusia ni (WANG e GRANADOS, 1997) ja foram conduzidos similarmente
com intuito de isolar e produzir anticorpos anti-peritrofinas da MP. Entretanto,
entre abelhas este é um estudo inédito e que pode trazer um desfecho ao
impasse sobre a origem da MP na ordem Hymenoptera.

Nas abelhas a presenga e a estrutura da MP ja foram descritas por
diversos autores (SNODGRASS, 1956; KUMMEL, 1956; VECHI e
BRAGAGLIA, 1965; DAVIDSON, 1970; MELLO et al., 1971; CRUZ-LANDIM e
MELLO, 1981). De acordo com estes autores a MP em A. mellifera é formada
constitutivamente por todas as células do ventriculo ou intestino médio e pode
consistir em uma ou até 20 camadas concéntricas e finas, dispostas em
estratos irregulares. Entretanto, CRUZ-LANDIM (1985) em A. mellifera e
SERRAO e CRUZ-LANDIM (1996) em M. quadrifasciata anthidioides,

sugeriram que MP é formada por uma banda de células que envolvem a
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valvula estomodeal e por células da cardia, respectivamente. Observacdes
ultra-estruturais de JIMENEZ e GILLIAM (1990) suportam a idéia original de
que a MP em A. mellifera surge a partir das células do intestino médio e que a
secrecao dos constituintes desta estrutura é maior na regido anterior do que na
regiao posterior.

Estudos recentes utilizando-se anticorpos anti-peritrofinas, produzidos a
partir de peritrofinas da MP de larvas de M. quadrifasciata anthidioides,
sugeriram através de técnicas imunohistoquimicas que em larvas desta
espécie a MP tem origem a partir das células do intestino médio (MARQUES-
SILVA et al., 2005). Sendo assim, o presente trabalho vem complementar o
trabalho anterior sugerindo que em abelhas adultas da mesma espécie a MP é
produzida pelas células digestivas do intestino médio. Além disso, pode-se
sugerir o mesmo para as demais espécies de abelhas analisadas.

As marcacgdes foram encontradas dispersas no citoplasma em vesiculas
de varios tamanhos e em maior abundancia naquelas proximas ao apice
celular, a partir de onde possivelmente dirigem-se para a membrana plasmatica
e/ou para as microvilosidades, onde seriam descarregadas via secregao
microapdcrina. As peritrofinas em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera), cuja
MP pertence ao tipo |, séo liberadas via secrecao microapocrina atraves de
pequenas vesiculas na borda estriada (BOLOGNESI et al., 2001).

As marcagdes em vesiculas foram mais abundantes no apice das
células e ao longo do comprimento das microvilosidades, e ainda no espago
entre as microvilosidades, ou seja, no espacgo ectoperitrofico junto ao glicocalix.
Em Lucilia cuprina (Diptera) estudos semelhantes com relagdo a produgao de
anticorpos anti-peritrofinas identificaram uma peritrofina-15k que é sintetizada
somente pelas células da cardia. Os autores sugerem que as vesiculas que
transportam esta peritrofina se fundem com a membrana plasmatica situada
entre duas microvilosidades e liberam seu conteudo, via exocitose. Sendo
assim, os autores ndo encontraram nenhuma evidéncia de que as vesiculas
sdo conduzidas dentro das microvilosidades (EISEMANN et al., 2001).
Entretanto, foram observadas pequenas vesiculas contendo peritrofinas nas
microvilosidades tanto nas células da cardia como nas células digestivas do
intestino médio de todas as espécies de abelhas analisadas. Além disso, as
proteinas secretérias seguem a rota classica de sintese, ou seja, sintese no

reticulo endoplasmatico rugoso, processadas no aparelho de Golgi, contidas
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em vesiculas intermediarias e depois liberadas através de vesiculas de
secrecdo (LEHANE, 1976, 1989; JORDAO et al., 1996).

As marcagdes para as peritrofinas encontradas associadas ao reticulo
endoplasmatico rugoso e em sua periferia sdo possivelmente derivadas desta
organela. Em L. cuprina (Diptera) a peritrofina-15 foi localizada em pequenas
vesiculas intimamente associadas as organelas como reticulo endoplasmatico
rugoso e aparelho de Golgi, sugerindo que estas foram responsaveis pela
sintese da peritrofina-15 (EISEMANN et al., 2001). Sendo assim, nas amostras
do intestino médio das abelhas que demonstraram vesiculas contendo
peritrofinas nas proximidades de organelas responsaveis pela sintese de
proteinas podem sugerir que apdés serem sintetizadas, essas peritrofinas séo
transportadas via vesiculas de secrecdo para serem liberadas no espaco
ectoperitréfico e, entdo, tomarem parte na formagao da MP, juntamente com os
demais componentes desta estrutura. SNODGRASS (1956) observou em
células digestivas do ventriculo de Apis mellifera que durante a atividade de
secrecdo celular, uma camada gelatinosa preenchida com corpos
descarregados pelas mesmas contém enzimas digestivas. Além disso,
podemos sugerir que corpos remanescentes das células digestivas como
vesiculas, também podem estar transportando componentes da MP de acordo
com as descri¢des observadas neste trabalho tanto em M. q. anthidioides como

nas demais espécies.
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5. CONCLUSAO

As evidéncias apresentadas através da imunolocalizagdo de peritrofinas
da membrana peritrofica (MP) no epitélio do intestino médio, na MP de abelhas
adultas e nas células da regido da cardia nas abelhas da tribo Meliponini
demonstraram que esta estrutura € sintetizada por todas as células do intestino
médio, incluindo as células da cardia, 6rgao este presente em abelhas da tribo
Meliponini. De acordo com as marcacdes os sitios de produgao das peritrofinas
nas células intestinais podem indicar que estas sao sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso, processadas nas membranas do aparelho de Golgi e
posteriormente seguem por meio de vesiculas de secregdo para serem

liberadas através da membrana plasmatica e microvilosidades.
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CONCLUSOES GERAIS

A ultra-morfologia da MP em abelhas demonstrou caracteristicas distintas entre
as espécies analisadas. Em Mliipona quadrifasciata anthidioides (Meliponini) a
MP é composta por duas camadas, sendo que a face ectoperitrofica, voltada
para o epitélio intestinal,apresentou desenhos hexagonais em sua superficie e
a face endoperitrofica, voltada para o lumen, apresentou-se enrugada. Em
Nannotrigona sp. (Meliponini) a MP apresentou a face endoperitroéfica aspectos
de fragmentos irregulares sobrepostos. Em Apis mellifera (Apini), Centris
(Melanocentris) sp. (Centridini), Epicharis flava (Centridini) a MP apresentou
aspecto lamelar. Em Megachile sp.(Megachilidae) e Oxaea flavescens
(Andrenidae). A MP apresentou aspecto de uma massa densa formando
projecdes irregulares na face endoperitréfica. A analise ultra-estrutural sobre a
origem da MP demonstrou sitios de produgdo das peritrofinas em todas as
células do intestino médio, incluindo as células da cardia nas abelhas da tribo
Meliponini. Sendo assim, em todas as espécies analisadas da familia Apidae a
MP é produzida somente pelas células digestivas do intestino médio, sendo
classificada como tipo |. Exceto a MP em Melipona quadrifasciata anthidioides
(Apidae: Meliponini), Frieseomelita varia (Apidae: Meliponini) a MP possui duas
origens, tanto pelas células digestivas do intestino médio, MP tipo |, quanto

pelas células da regido da cardia, MP tipo Il.
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