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RESUMO

GONCALVES, Wagner Gonzaga, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2013.
Ultraestrutura dos Orgdos excretores em Bombus morio (Hymenoptera:
Bombini): abelha sem papilas retais. Orientador: José Eduardo Serréo.

As abelhas do género Bombus sdo importantes na manutencdo de diversas culturas agricolas,
florestas e consequentemente da fauna que dela depende. Portanto, tornar-se evidente a ampla
importancia econdmica e ecologica das abelhas. Os insetos sdo adaptados
morfofisiologicamente a uma grande variedade de ambientes e dietas. Uma das adaptacoes
dos insetos é a posse dos tabulos de Malpighi e intestino posterior; formando um sistema que
regula a homeostase de agua, ions e metabolitos do fluido corporal. Os tubulos de Malpighi
séo responsaveis em filtrar a hemolinfa e liberar o filtrado para o Iimen intestinal. Entretanto,
0 intestino posterior e formado pelo ileo e reto, esses seguimentos do canal alimentar s&o
responsaveis pela reabsorcdo de parte do filtrado liberado pelos tubulos de Malpighi. Para
esse processo as papilas retais localizadas no reto sdo consideradas os principais 6rgédos de
controle i6nico e hidrico. Uma vez que na abelha Melipona quadrifasciata anthidioides é
conhecido a presenca de papilas retais; o objetivo do nosso trabalho foi avaliar os aspectos
morfoldgicos da excrecdo em Bombus morio, pois nessas abelhas encontramos a auséncia das
papilas retais. Nossos resultados mostraram a presenca de dois tipos celulares nos tubulos de
Malpighi de B. morio, sendo que a celula tipo | mantém caracteristicas de transporte ativo de
solutos e a célula tipo Il parece desempenhar um papel na retencdo de esferocristais e
captacdo e secrecdo de compostos por meio de suas vesiculas. No ileo de B. morio
identificamos quatro tipos celulares, sendo que as caracteristicas estruturais sugerem uma
funcdo secretora de proteina para a célula tipo I, uma funcdo reabsortiva de compostos
organicos para a célula tipo 1l e uma funcao reguladora de solutos e agua pelas células tipos
I11 e IV. Nosso trabalho também relata a auséncia de caracteristica absortiva do epitélio retal
de M. quadrifasciata anthidioides, enquanto que B. morio somente a regido anterior do reto
exibe caracteristicas absortivas. As caracteristicas morfologicas dos tabulos de Malpighi e
ileo de B. morio séo semelhantes ao encontrado na maioria dos insetos com papilas retais.
Entretanto, h4 aspectos anatdmicos e ultraestruturais que sugerem que o ileo e o epitélio retal
de B. morio possui uma importante funcdo na reabsorgdo do fluido liberado pelos tubulos

Malpighi, compensando a auséncia de papilas retais nesta abelha.



ABSTRACT

GONCALVES, Wagner Gonzaga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march, 2013.
Ultrastructure of the excretory organs of Bombus morio (Hymenoptera:
Bombini): Bee without rectal papillae. Adviser: José Eduardo Serrao.

Bees of the genus Bombus are important in the maintenance of diverse cultures agricultural,
forests and consequently fauna that depend on it. Therefore, become apparent the wide
ecological and economic importance of bees. Insects are adapted to a wide variety of
environments and diets. One of the adaptations of insects is the possession of Malpighian
tubules and hindgut; forming a system that regulates the homeostasis of water, ions and
metabolites of the body fluid. Malpighian tubules are responsible in filter the hemolymph and
release the filtrate into the intestinal lumen. However, the hindgut and formed by the ileum
and rectum, these segments of the alimentary canal is responsible for the reabsorption of part
the filtrate released by Malpighian tubules. For this process the rectal papillae located in the
rectum are considered the principal organs of control ionic and hydric. Since it in the bee
Melipona quadrifasciata anthidioides is known of the presence of rectal papillae; the
objective of our work was to evaluate the morphological aspects of the excretion in Bombus
morio, because these bees we found the absence of rectal papillae. Our results show the
presence of two cell types in the Malpighian tubules of B. morio, being that the type I cell
maintains characteristics of active transport of solutes and the type Il cell appears to play a
role in the retention of esferocristais and uptake and secretion of compounds through their
vesicles. In the ileum of B. morio we identify four cell types, being that the structural
characteristics suggest a secretory function of protein to the cell type I, a function
reabsorptive of organic compounds for the cell types Il and a regulatory function of solutes
and water by the cell types Il and 1V. Our work also reports the absence of absorptive
characteristic of rectal epithelium of M. quadrifasciata anthidioides, whereas B. morio only
the anterior region of the rectum shows absorption characteristics. The morphological
characteristics of the Malpighian tubules of B. morio and ileum are similar to that found in
most insects with rectal papillae. However, there are anatomical and ultrastrucutral aspects
that suggest that the ileum and rectal epithelium of B. morio has an important role in the
reabsorption of fluid released by the Malpighian tubules, compensating for the absence of

rectal papillae on this bee.



INTRODUCAO
1.1- SISTEMA DE EXCRECAO

A organizagdo morfo-fisiologica de qualquer organismo é decorrente de uma historia
evolutiva com uma série de adaptacBes para a sua sobrevivéncia em determinado ambiente.
Um processo primordial para a evolugdo dos organismos foi 0 surgimento da membrana
plasmatica celular, levando a uma compartimentalizacdo e a formacdo de ambientes
extracelulares e intracelulares. Diferengas nesses meios acarretaram em uma maior
complexidade celular, tornando-as adaptadas em manter fungdes como a estabilidade do pH,
preservacao de macromoléculas no interior da célula, integracdo de receptores, formacédo de
potenciais de membrana e a manutencdo de gradientes ibnicos (Natochin, 2010).

O surgimento de organismos multicelulares veio acompanhado da formacédo de
fluidos intercelulares, que em organismos mais desenvolvidos passaram a ser conduzidos por
sistemas compartimentados de circulagdo de fluidos que distribuem nutrientes a diferentes
6rgdos. Todos 0s organismos necessitam manter seu ambiente interno em condi¢fes 6timas
para 0 seu pleno funcionamento, e isso implica manter determinados niveis de agua e ions
nos fluidos corporais. O sistema excretor € o principal responsavel pela manutencdo dessa
homeostase; recebendo os fluidos internos do corpo, regulando o equilibrio idnico e hidrico,
além de remover produtos nocivos provenientes do metabolismo celular (Natochin &
Chernigovskaya, 1997; Natochin, 2005).

Os insetos possuem peculiaridades dentre os organismos multicelulares, por terem um
unico compartimento para a circulagéo de todo fluido corporal interno; sendo que este fluido,
chamado hemolinfa, banha todos os seus 6rgdos internos, incluindo os 6rgaos que formam o
sistema excretor (Snodgrass, 1935). O processo de excrecdo dos insetos € composto por duas
etapas, uma onde os tubulos de Malpighi filtram a hemolinfa, liberando este filtrado para o
Iumen intestinal. Na segunda etapa, parte desse filtrado € reabsorvido pelo intestino posterior
e o restante é finalmente excretado para fora do corpo do inseto (Berridge, 1969; Maddrell,
1981; Chapman, 1998; Gullan & Cranston, 2005; Cruz-Landim, 2009).



1.2- TUBULOS DE MALPIGHI

As primeiras descricdes anatdmicas e funcionais dos tubulos de Malpighi foram
realizadas por Marcello Malpighi em 1869, utilizando o lepidéptero Bombyx mori. Os tubulos
de Malpighi sdo encontrados na maioria dos insetos; exceto em Strepsiptera e nos entognatos
Collembola, Protura e Diplura (Chapman, 1998). Em Drosophila, os tdbulos de Malpighi
possuem origem embriondria a partir da ectoderme e mesoderme, sendo analogos com 0s rins
de mamiferos por possuirem origem embriondria de diferentes folhetos embrionarios
(Denholm et al., 2003; Jung et al., 2005).

Os tubulos de Malpighi das abelhas apresentam-se como estruturas longas e finas com
a sua extremidade proximal desembocando antes da valvula pilérica, localizada entre o
intestino médio e o intestino posterior. A extremidade distal termina em fundo cego e
permanece solta na cavidade do corpo (Cruz-Landim, 2009). Além disso, os tubulos de
Malpighi de abelhas desembocam no intestino de forma individual, mas em outros insetos
ocorre a formagao de grupos que desembocam suas extremidades proximais num tubo Unico,
o ureter (Pavlovsky & Zarin, 1922; Dobrovsky, 1951; Beams et al., 1955). O nimero de
tubulos de Malpighi pode variar entre as espécies de insetos, sendo que foram reportados 300
tibulos em gafanhotos; contudo, em abelhas adultas foram observados no méximo 80 tubulos
de Malpighi (Beams et al., 1955; Cruz-Landim, 2009).

Assim como nos insetos em geral, os tabulos de Malpighi das abelhas sdo formados
por uma Unica camada de células piramidais ou cubicas, com nucleos esféricos localizados na
posicdo mediana da célula (Cruz-Landim, 1998). Ao longo de sua extensdo, os tubulos de
Malpighi podem ter células que desempenham funcdes diferenciadas. Em Drosophila
melanogaster (Diptera) ha células principais que sdo as responsaveis pelo transporte de
cations e as células satélites encarregadas de transportar anion cloreto para o limen
(O’Donnell et al., 1996; Dow et al., 1998; Klowden, 2007; Beyenbach et al., 2010). Em
Rhodnius prolixus (Hemiptera) a por¢cdo distal dos tGbulos de Malpighi transportam um
filtrado para o limen e a porgdo proximal é responsavel por absorver parte desse filtrado de
volta para a hemolinfa (Bradley, 1983; lanowski, 2004).

Na abelha Melipona quadrifasciata anthidioides € sugerido que a regido anterior dos
tubulos de Malpighi seja responsavel pela secrecdo de solutos, a regido média pela secre¢édo
de produtos mucosos, e a regido proximal pela reabsorcéo de produtos da urina primaria e

secrec¢do de substancias mucosas (Cruz-Lamdim, 1998).



Os aspectos ultraestruturais das células dos tabulos de Malpighi podem variar; em
alguns insetos, as células possuem microvilosidades longas e dilatadas, onde mitocéndrias
permanecem inseridas. Outros insetos possuem mitocondrias localizadas apenas na base de
suas microvilosidades (Beams et al., 1955; Bradley, 1983; Conti et al., 2010; Arab &
Caetano, 2002). No entanto, em alguns insetos como M. quadrifasciata anthidioides, o
comprimento das microvilosidades pode variar ao longo dos tubulos de Malpighi. Além
disso, o padrdo de associacdo entre microvilosidades e as mitocdndrias pode ser dependente
da fase de desenvolvimento do inseto (Cruz-landim, 1998; Hazelton et al., 2001). A
membrana plasmatica basal das células dos tubulos de Malpighi possuem muitas
invaginagdes, contudo, podem variar em relacdo ao seu comprimento e numero de
mitocdndrias associadas (Berridge & Oschman, 1969; Bradley, 1983; Cruz-landim, 1998).
Outra caracteristica dos tubulos Malpighi é o grande numero de vacuolos, vesiculas e
esferocristais no citoplasma. Essas estruturas analisadas ultraestruturalmente mostram-se
muito dindmicas, sendo totalmente influenciadas pelo nivel de hidratacdo ou fase de

desenvolvimento do inseto (Hanrahan, 1987; Hazelton et al., 2001).

1.3- SISTEMA DIGESTORIO

O canal alimentar dos insetos € dividido em trés regides: intestino anterior, intestino
médio e intestino posterior. O intestino anterior tem inicio na cavidade bucal e se estende até
a regido do intestino médio. Devido a sua origem ectodérmica, o intestino anterior apresenta
uma camada cuticular voltada para o limen intestinal que normalmente ndo é esclerosada.
Abaixo dessa camada, o epitélio do intestino anterior é constituido por células pavimentosas.
Em grande parte dos insetos o intestino anterior possui a fungdo de armazenamento e
conducdo do alimento, mas existem casos nos quais ele desempenha uma funcéo digestiva
(Cruz, 2008; Cruz-Landim, 2009; Utiyama, 2011).

Os principais eventos de digestdo quimica e absorcdo de nutrientes séo realizados no
intestino médio, que possui origem endodérmica sendo o limen revestido pela membrana
peritréfica, formada por proteinas e quitina. O epitélio do intestino médio € constituido por
uma camada Unica de células colunares, algumas células regenerativas e células enddcrinas
(Terra, 1990; Serrdo & Cruz-Landim, 1996a; Chapman, 1998).

O intestino posterior das abelhas também ¢é originado da ectoderme e tem uma
cuticula revestindo o lumen, sendo subdividido em piloro, ileo ou intestino fino e reto. O

piloro possui a valvula pilérica na transicdo entre o intestino médio e o posterior, onde se

3



abrem os tabulos de Malpighi (Serrdo & Cruz-Landim, 1996b). O ileo possui uma forma
longa e delgada em relacdo ao restante do canal alimentar; possuindo uma camada de células
com morfologia variando de cubica a colunar (Dobrovsky, 1951; Cruz-Landim, 1996; Cruz-
Landim, 2009). As células do epitélio do ileo possuem muitas mitocondrias préximas as
dobras das membranas plasmaticas apicais e basais. As caracteristicas ultraestruturais do ileo
da abelha M. quadrifasciata anthidioides sugere que a regido tem uma funcdo absortiva
(Cruz-Landim, 1994; Cruz-Landim, 1996; Santos & Serrdo, 2006).

O reto esta localizado ap6s o ileo sendo um 6rgdo em forma de saco dilatado, e com a
parede formada por células epiteliais pavimentosas; exceto nas regifes especializadas
chamadas de glandulas retais (Pavlovsky & Zarin, 1922; Kapil, 1959; Santos, 2008; Santos et
al., 2009; Cruz-Landim, 2009).

As glandulas retais se organizam radialmente na metade anterior do reto e tem
participacdo na absorcdo de agua e ions do contetdo retal. Dependendo da espécie essas
glandulas retais podem se apresentar na forma de “almofadas retais” ou “papilas retais”
(Snodgrass, 1935; Gupta & Berridge, 1966; Serrdo, et al, 2004, Santos et al., 2009). As
almofadas retais aparecem como um espessamento oval no epitélio retal, diferentemente das
papilas retais, que sdo prolongamentos ocos da parede intestinal em dire¢do ao limen. Como
as glandulas retais ndo exercem fungéo secretora, utilizaremos o termo papilas retais, para se
referir aos dois tipos de glandulas retais existentes (Garayoa et al., 1999; Santos, 2008;
Santos et al., 2009).

As papilas retais das abelhas sdo formadas por células principais, células secundarias
e células juncionais. As células principais apresentam forma colunar e constituem a camada
interna das papilas retais; enquanto que as células secundarias sdo baixas, apresentando uma
morfologia que varia de oval a cubica, formando a camada externa das papilas retais. Ambas
as celulas possuem invaginagdes em suas membranas plasmaticas apicais e basais;
caracterizando-as como responsaveis pelo transporte de agua e ions. As papilas retais sdo
revestidas lateralmente por células juncionais que apresentam uma morfologia colunar e
estreita (Santos, 2008; Santos et al., 2009; Cruz-Landim, 2009). A literatura reporta a
presenca de papilas retais em varias espécies de abelhas (Pavlovsky & Zarin, 1922; Kapil,
1959; Ferreira & Cruz-Landim, 1969; Santos et al., 2009). Contudo, machos de Thygater
analis e Bombus atratus ndo apresentam papilas retais (Ferreira & Cruz-Landim, 1969),
estruturas essenciais para manutencdo da homeostase nos insetos. Em geral, o intestino
posterior e os tubulos de Malpighi sdo responsaveis pelos mecanismos de excre¢do dos
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insetos; regulando a homeostase de agua, ions e solutos organicos (Wigglesworth, 1932;
Maddrell, 1981; Chapman, 1998).

1.4- MECANISMOS DE EXCRECAO

O processo de excrecdo dos insetos envolve a filtracdo da hemolinfa, resultando na
liberacdo de conteddo fluido no limen dos tubulos de Malpighi, chamada de urina primaria.
Em seguida, esse fluido segue até o intestino posterior para ser modificado, formando a urina
secundaria. E importante ressaltar que grande parte dos modelos de funcionamento do
sistema excretor é baseada em estudos com dipteros, hemipteros e ortopteros, 0s quais
revelam que uma etapa importante na excrecdo é o transporte ativo de Na* ou K" para o
limen tubular, realizado na membrana apical das células dos tabulos de Malpighi. O
movimento desses ions se deve a uma ATPase que bombeia protons H* para o Iimen tubular
(Beyenbach et al., 2010).

De acordo com esse modelo, seguindo o gradiente eletroquimico os prétons H*
participam do transporte acoplado antiporte, com o retorno de H" para o interior celular e
saida de Na* ou K" para o limen do tubulo de Malpighi. As células dos tibulos de Malpighi
também transportam compostos organicos como acido Urico, alcaloides, glicosideos
cardiacos, aminoacidos e outros fons inorganicos como PO*, Mg** e SO,%; sendo que o
anion CI" é de grande importancia para manter a eletroneutralidade entre ions do fluido
tubular. A composicio da urina primaria também € regulada pelo transporte de Na*, K" e CI’
na membrana plasmatica basal das células dos tibulos de Malpighi. A grande quantidade de
solutos transportados até o lGmen tubular, principalmente Na*, K* e CI', promove movimento
osmotico da agua, formando um fluido isosmotico correspondente a urina primaria (Ramsay,
1958; Maddrell & O’Donnell, 1992; Nicolson, 1993; Beyenbach, 1995; Pannabecker, 1995;
Beyenbach et al., 2010).

Nicolson (1990) reportou que os tubulos de Malpighi da abelha Xylocopa capitata
produz um fluido com niveis de K* mais elevados que Na*, sendo que a concentragio de K*
no lumen dos tdbulos de Malpighi é dez vezes maior que da hemolinfa. Caso o fluido
produzido pelos tdbulos de Malpighi fosse o produto final da excrecdo, os insetos estariam
desprovidos de uma série de compostos. Para a manutencdo da homeostase, o0 intestino
posterior € encarregado de receber a urina priméaria e transportar alguns de seus compostos
para a hemolinfa através de absorcdo seletiva. A maioria dos estudos referentes a esta

absorcéo, foram realizadas no reto, de espécies com a presenca de papilas retais (Snodgrass,
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1935; Gupta & Berridge, 1966; Serréo et al., 2004; Santos et al., 2009).

Em geral, o epitélio retal absorve principalmente K*, CI" e Na* do Iimen para a
hemolinfa. O transporte de CI" é realizado ativamente pela regido apical das células das
papilas retais. Uma vez dento da célula, o CI" segue o seu gradiente eletroquimico e por
transporte passivo é conduzido para a hemolinfa através da membrana plasmaética basolateral.
A concentragdo de K* é alta na urina primaria, assim, seu transporte é realizado passivamente
na membrana plasmatica apical e basolateral da papila retal. O Na® citoplasmatico é
transportado ativamente para fora da célula através da membrana basolateral, criando um
gradiente favoravel para a entrada passiva de Na* através das proteinas canal situadas na
membrana plasmatica apical. A maior parte do Na* é utilizada para mecanismos de transporte
acoplado, levando a absorcdo de nutrientes a partir do Iimen ou secrecdo de compostos
toxicos como o aménio. O bombeamento de Na® para a hemolinfa também provoca um
potencial elétrico positivo, induzindo o fluxo de dgua de volta para a hemolinfa (Hanrahan &
Phillips, 1983; Phillips et al., 1988; Richardson, 1993).

O reto sempre recebeu maior atencao nos estudos referentes ao controle homeostatico
dos insetos. No entanto, o ileo também € importante por estar relacionado na absorcao inicial
de glicose, aminoacidos, agua e ions Na* e CI', sendo considerado o maior sitio de controle e
absorcdo de Na* em Schistocerca gregaria (Orthoptera). Assim como no reto, o ileo também
participa da secrecdo de H" e NH," para o limen (Hanrahan & Phillips, 1983; Irvine et al.,
1988; Richardson, 1993; Cruz-Landim, 1994; Villaro et al., 1999; Santos & Serrdo, 2006).

Assim como a maioria dos insetos a abelha X. capitata excreta um nivel maior de K*
devido a sua alimentacdo ser rica em potéssio e pobre em sodio. Desse modo, a composicao
da excreta final dos insetos é intimamente influenciada por sua dieta. Nas abelhas a
alimentacio também influéncia na retenco de K" e Na*, uma vez que ha uma baixa ingestéo
desses ions em suas dietas. (Nicolson, 1990; Nicolson, 2009).

Em geral, os mecanismos de excrecdo dos insetos sdo regulados por fatores
neuroenddcrinos; responsaveis pela homeostase de agua e ions. Normalmente, os fatores
diuréticos atuam nos tabulos de Malpighi, enquanto os fatores antidiuréticos agem no
intestino posterior, aumentando a reabsorcdo de solutos e com isto reduzindo a perda de dgua
pelos insetos (Spring, 1990; Coast, 1996; O’Donnell & Spring, 2000; Beyenbach, 2003;
Martini et al., 2007).



1.5- AS ABELHAS DO GENERO BOMBUS

As abelhas sdo os principais polinizadores da flora tropical, sendo responsaveis por
30% a 90% da polinizac@o nos ecossistemas naturais e agricolas. Consequentemente, elas tém
grande importancia econémica, sendo que o declinio de sua populacdo tem causado prejuizos
anuais bilionarios em algumas culturas agricolas (Kerr et al., 2001; Goulson et al., 2008;
Neumann & Carreck, 2010). Além disso, as abelhas sdo importantes na produgdo de mel,
polen, cera, propolis e alguns produtos medicinais. Ademais, as abelhas tém uma ampla
importancia ecologica, sendo responsaveis na manutencao das florestas e consequentemente
da fauna que dela depende (Kerr et al., 2001; Michener, 2007; Santos, 2010).

As abelhas do género Bombus (Bombini), popularmente chamadas de mamangavas,
sdo importantes polinizadores de varias culturas agricolas, destacando-se por possuir alta
velocidade de voo, levando a polinizacdo de um ndmero maior de flores em comparacao a
espécies de menor porte. A polinizacdo por representantes de Bombini, também é
potencializada devido ao seu grande tamanho corporal, permitindo um contato maior com 0s
estames e pistilos das flores. Além de tudo, seu tamanho permite o transporte de grandes
cargas de pélen, que séo liberadas devido ao seu comportamento de vibracao corporal. Outra
caracteristica da espécie € a posse de uma lingua longa, tornando-as aptas a se alimentar de
flores com corolas profundas (Winter et al., 2006; Benavides, 2008).

As abelhas do género Bombus sdo adaptadas a uma grande variedade de ambientes,
sendo encontrada na Asia, Europa, America central, America do norte, America do sul e com
distribuicdo geogréfica até os 4400 m de altitude nos Andes. O forrageamento destas abelhas
pode ser iniciado nas primeiras horas do dia; uma vez que podem suportar temperaturas
variando dos 10 a 38 ‘C; no entanto em lIsrael foi observado Bombus forrageando aos 2 °C
(Benavides, 2008).

De modo geral, o estresse osmotico imposto pelos diferentes habitats e dietas
forcaram os insetos a se adaptarem morfofisiologicamente e desta forma colaborou com a
constituicdo de um eficiente sistema de excre¢do. (Atmowidjojo et al., 1999; lanowski, 2004;
Nicolson, 2009; Villaro et al., 1999).

1.6- OBJETIVO
O objetivo desse trabalho foi avaliar comparativamente a morfo-fisiologia do sistema
excretor da abelha B. morio, desprovida de papilas retais com M. quadrifasciata anthidioides

gue as possul.



MATERIAL E METODOS

2.1- OBTENCOES DOS INSETOS

Operérias forrageiras de B. morio foram coletadas na regido de Vicosa, Minas Gerais,
Brasil e operarias nutridoras de M. quadrifasciata anthidioides foram obtidas a partir de
ninhos mantidos no apiario da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.
Todos os individuos formam coletados entre nove e onze horas da manha nos meses de
marco e abril de 2013. Apos as coletas os individuos foram transferidos para o laboratorio de
ultraestrutura celular da Universidade Federal de Vigosa para serem alimentados durante uma

hora com solucdo de mel a 30% e em seguida passarem pelos pocedimentos de dissec¢éo.

2.2- MICROSCOPIA DE LUZ

Os individuos de B. morio foram imobilizados a frio, em seguida, dissecados sob
esteriomicroscépio, tendo os tubulos de Malpighi, intestino fino e reto removidos e
transferidos para formalina de Carson por 12 horas. A seguir as amostras foram desidratadas
em serie alcodlicas crescentes (70% - 100%) e incluidas em resina JB4. ApoOs a
polimerizacdo, sec¢des de 3 wm foram coradas com hematoxilina e eosina. Em seguida o
material foi analisado e fotografado em microscopio de luz com camera digital (Zeiss

AxioCam ERc5s) e com o auxilio do Programa AxioVision Rel 4.8.

2.3- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO — (MET)

Os individuos de B. morio e M. quadrifasciata anthidioides foram imobilizados a frio,
em seguida, dissecados sob esteriomicroscopio, tendo o tabulos de Malpighi, intestino fino e
porcdo anterior e posterior do reto dissecados em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2)
contendo 0,2 M de sacarose e transferidos para glutaraldeido a 2,5% em tampéao cacodilato
de sédio 0,1 M (pH 7,2) e sacarose 0,2 M. A seguir, os fragmentos foram lavados em o
tampdo cacodilato de sodio e pos-fixados em tetréxido de 6smio 1% no mesmo tampdo por
duas horas. Depois de lavado duas vezes no tampao, as amostras foram desidratadas em série
crescente de etanol (70-100°), embebidas em solugdo de resina LR White e etanol 70° (2:1)
por uma hora. Posteriormente, as amostras foram embebidas em resina pura por uma hora e
novamente em resina pura por mais 16 horas em temperatura ambiente, seguindo-se de
polimerizacdo em capsulas de gelatina a 60 °C por 24 horas.

Secdes ultrafinas obtidas em ultramicrétomo foram colocadas em grades de cobre e

contrastadas por 20 minutos com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de chumbo por 20



minutos. As amostras foram observadas e fotografadas em MET (Zeiss EM 109) no Nucleo

de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa.



RESULTADOS
3.1-Bombus morio
3.1.1-TUBULOS DE MALPIGHI

Os tubulos de Malpighi de B. morio apresentaram o epitélio formado por uma camada
Unica de células com morfologia variando de piramidal a cibica. Todas as células possuem
nucleos grandes e posicionados em sua regidao media (Figura 1).

As analises ultraestruturais mostraram que os tdbulos de Malpighi apresentam dois
tipos celulares. Essas células distintas puderam ser encontradas de forma justaposta (Figura
3) e foram facilmente distinguiveis por suas eletrodensidades. As células que apresentaram
citoplasma elétron-denso foram denominadas de células do tipo | (Figura 2) e as células de
citoplasma elétron-lucido, células do tipo 11 (Figura 3).

As células do tipo | apresentaram microvilosidades longas em sua superficie apical
(Figura 4), correspondendo a um sexto da altura total da célula. As microvilosidades sdo
regulares em relacdo ao seu pequeno didmetro e escassas ondulacdes. A compactacdo das
microvilosidades contribui para a formacdo de canais extracelulares estreitos entre as
microvilosidades. A regido basal da célula possuiu muitas projecdes da membrana plasmatica
para o interior da célula, formando estreitos canais extracelulares basais que ocupam um
quinto da altura total da célula. Estruturas semelhantes a hemidesmossomos ocorreram na
superficie basal em contato com uma fina Idmina basal (Figura 6).

As celulas do tipo | eram ricas em mitocondrias alongadas, sendo que a maior parte
delas era concentrada na regido apical (Figuras 2 e 4), abaixo das microvilosidades; e na
regido basal entre os complexos labirintos formados pelas invaginagbes da membrana
plasmatica basal (Figuras 2 e 6). A regido mediana da célula do tipo | foi caracterizada pela
presenca de um ndcleo com predominio de cromatina descondensada e nucléolo evidente
(Figuras 1, 2 e 7). Além disso, o citoplasma apresenta lisossomos com contetdo elétron-
denso (Figuras 2 e 7), reticulo endoplasmético rugoso e elementos do complexo de Golgi
(Figuras 2 e 7). Vesiculas contendo material elétron-denso (Figura 8), vesiculas com material
elétron-denso de arranjo concéntrico que ndo ocupam totalmente seu interior (Figura 9),
vesiculas com um material particulado amorfo (Figura 10) e vesiculas elétron-ltcidas (Figura
11) foram encontradas por todo o citoplasma. Granulos elétron-densos (Figura 2) semelhante
as vesiculas que contém material elétron-denso (Figura 8) foram comuns na regido luminal

das células tipo I.
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As células do tipo Il dos tubulos de Malpighi além de serem elétron-lucidas,
apresentaram na superficie apical projecdes irregulares, com extremidade apical geralmente
dilatada (Figuras 3 e 12). A regido basal dessas celulas apresentaram invaginacOes da
membrana plasmatica associadas a mitocondrias e estruturas semelhantes a
hemidesmossomos (Figura 14). Entretanto, vesiculas elétron-lucidas e vesiculas contendo
material elétron-denso foram encontradas na regido média da célula (Figura 3), vesiculas
pequenas foram predominantes na regido basal (Figura 14) e vesiculas elétron-lucidas
semelhantes a vesiculas revestidas foram encontradas por todo citoplasma (Figuras 3, 13 e
14). Corpos multivesiculares e vesiculas elétron-ltcidas foram localizados nas proximidades
da regido basal (Figura 13).

Ambos os tipos celulares dos tabulos de Malpighi estavam assentados sobre uma fina
lamina basal seguida de uma lamina conjuntiva com muitas traqueias aderidas. Juncdes
septadas foram encontradas abaixo da regido média até a regido basal das células tipo I e 1l
(Figuras 2, 6, 14, 15 e 16).

Em resumo, as caracteristicas que especificam as células tipo | dos tdbulos de
Malpighi de B. morio foram uma predominancia mitocondrial nas invaginacdes basais e
abaixo das microvilosidades, vesiculas com material elétron-denso e granulos elétron-densos
semelhantes a esferocristais foram localizados no citoplasma e no Iumen. Além disso,
possuem canais extracelulares entre as microvilosidades e invaginacbes da membrana
plasmatica basal (Figuras 2 e 15). Contudo, as células tipo Il foram caracterizadas por terem
projecBes irregulares da membrana plasmatica apical, muitas vesiculas citoplasmaticas,
vesiculas com material elétron-denso semelhante & esferocristais e predominéncia

mitocondrial entre as invagina¢fes da membrana plasmatica basal (Figuras 3 e 16).
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Figura 1: Micrografia de microscopia de luz do tubulo de Malpighi de Bombus morio.
SeccBes longitudinal (CL) e transversal (CT) mostrando células altas de nucleo com
cromatina descondensada (N) e borda estriada evidente (asterisco). Notar o Iimen (L). Barra

=10 pm.

12



Figuras 2-3: Micrografias eletrénicas do tabulo de Malpighi de Bombus morio. 2: Célula do
tipo | com microvilosidades (MV); muitas mitocdndrias (M) no citoplasma apical; nicleo
com cromatina descondensada (N); lisossomos (LS) e vesiculas elétron-lucidas (VL). 3:
Célula do tipo Il (CII) com muitas vesiculas revestidas (VR); vesiculas elétron-densas (VD) e
vesiculas elétron-ldcidas (VL). Notar a lamina basal (LB); traqueia (T); lumen (L); granulos
elétron-densos (GD) e junc&o celular entre a célula tipo | (CI) e tipo Il (ClI). Barras = 2 ym.
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Figuras 4-7: Micrografias eletronicas do tubulo de Malpighi de Bombus morio. 4: Regido
apical da célula tipo | possuindo mitocondrias alongadas (M) e microvilosidades (MV). Barra
= 500 nm. 5: Regido apical em maior aumento apresentando mitocondrias (M) e
microvilosidades (MV). Barra = 500 nm. 6: Regido basal da célula tipo I com invaginacdes
da membrana plasmética (IB) associadas a mitocondrias (M). Barra = 500 nm. 7: Regido
mediana da célula tipo | com reticulo endoplasmatico rugoso (RER); Nucleo (N); vesiculas
elétron-lucidas (VL); mitocdndrias (M) e lisossomos (LS). Barra = 500 nm. Suplemento:
Elementos do complexo de Golgi (CG) em célula do tipo I. Barra = 250 nm. Notar o limen
(L); traqueia (T); 1damina basal (LB) e lamina conjuntiva (LC).
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Figuras 8-12: Micrografias eletrénicas dos tubulos de Malpighi de Bombus morio. 8:
Vesicula de célula tipo I contendo material elétron-denso (VD). 9: Vesicula de célula tipo |
ndo ocupadas totalmente por material elétron-denso de arranjo concéntrico (VN). 10:
Vesicula de célula tipo I com um material particulado amorfo (VA). 11: Vesicula elétron-
lucida da célula tipo | (VL). 12: Regido apical da célula tipo Il com membrana plasmaética
contendo projecdes irregulares e dilatadas (PA); citoplasma apical com vesiculas revestidas
(VR) e mitocondrias (M). Barras = 1 um.
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Figuras 13-14: Micrografias eletrénicas dos tubulos de Malpighi de Bombus morio. 13:
Regido basal da célula do tipo Il com corpos multivesiculares (CV); mitocondrias (M);
vesiculas revestidas (VR) e vesicula elétron-ltcida (VL). 14: Regido basal da célula tipo Il
com invaginacdes da membrana plasmatica (IB) associada a mitocondrias (M); vesiculas
revestidas (VR), vesiculas pequenas (VP) e hemidesmossomos (H). Barras = 500 nm. Notar a
lamina basal (LB).
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Figuras 15-16: llustracdo das células tipo | e tipo Il dos tdbulos de Malpighi de Bombus
morio. 15: Célula tipo | com suas microvilosidades (MV); mitocondrias (M); esferocristais
(EF); lisossomos (LS); vesicula ndo ocupada totalmente por esferocritais (VN); vesicula com
material particulado amorfo (VA); vesicula elétron-lucida (VL); invagina¢des da membrana
plasmatica basal (IB); juncdes septadas (JS); canais extracelulares apicais (Seta) e canais
extracelulares basais (cabeca de seta). 16: Célula tipo Il com suas projecGes da membrana
plasmaética apical (PA); vesiculas revestidas (VR); vesicula elétron-lucida (VL); esferocristais
(EF); corpos multivesiculares (CV); mitocondrias (M); juncbes septadas (JS);
hemidesmossomos (seta) e invaginacGes da membrana plasmatica basal (IB). Notar a lamina
basal (LB); traqueia (T); lamina conjuntiva (LC).

3.1.2- ILEO

O ileo apresentou uma parede com quatro projecbes para o lumen (Figura 17). O
epitélio do ileo era formado por uma camada Unica de celulas cilindricas com ndcleos
posicionados na regido basal (Figuras 17 e 18). A regido apical das células possuia um
revestimento cuticular com epicuticula fina e endocuticula espessa (Figura 18). Abaixo do
epitélio ocorreu uma camada de fibras musculares circulares, exceto nas regifes onde o
epitélio se dobra para o interior do intestino (Figura 17). Uma borda de coloragdo mais
intensa pela eosina foi comum na regido basal e apical das células (Figura 18).

Ultraestruturalmente, o ileo apresenta quatro tipos celulares, que foram classificados
como células dos tipos I, 11, 111 e V. De maneira geral, os tipos celulares apresentaram longas
invaginacdes da membrana plasmatica apical e basal para o interior da célula, as quais estdo
associadas as mitocondrias; porém as células do tipo | ndo apresentaram tais caracteristicas

(Figuras 19-22).
17



As células do tipo | mostraram citoplasma mais elétron-ltcido em relacdo aos demais
tipos celulares e foram caracterizadas por apresentarem a membrana plasmatica apical e basal
sem invaginagdes (Figuras 19 e 23). Essas ceélulas mostraram mitocondrias menores e em
menor quantidade. Além disso, elas apresentavam formas esféricas e se localizavam
principalmente na regido basal (Figuras 19 e 24). Muitas vesiculas elétron-lucidas ocorreram
por todo o citoplasma, sendo que as maiores predominaram na regido apical (Figura 24). As
células do tipo | foram ricas em reticulo endoplasmatico (Figuras 23 e 35) e apresentaram um
nacleo com predominio de cromatina descondensada com nucléolo evidente (Figuras 24 e
25).

As células do tipo Il foram caracterizadas pela presenca de longas invaginagdes da
membrana plasmatica apical, formando canais extracelulares estreitos e sinuosos que se
dilatam a medida que adentram ao citoplasma, podendo ocupar um terco da altura da célula
(Figuras 20, 26 e 27). Nesta mesma regido ocorreram vesiculas revestidas (Figura 23) e
corpos multivesiculares (figura 26). A membrana plasméatica basal mostrou invaginacGes
curtas, sinuosas e com canais extracelulares que se dilatam proximas ao espaco subepitelial
(Figuras 20 e 28). Compartimentos semelhantes a lisossomos e vesiculas com contedo
elétron-denso foram abundantes na regido basal (Figura 28). A regido mediana da célula foi
rica em vesiculas elétron-ltcidas e muitas mitocéndrias ocorreram por todo citoplasma da
célula, sendo a maior predominancia na regido apical. Em geral, as mitocéndrias foram
esféricas, mas entre as invaginac@es apicais foram alongadas (Figuras 26 e 27).

As células do tipo Il mostraram a membrana plasmatica apical invaginada, ocupando
um terco da célula. Essas invaginagdes eram compactas, levando a formacdo de canais
extracelulares estreitos (Figuras 21, 29 e 30). A membrana plasmatica basal foi invaginada e
0 espaco subepitelial ndo apresentou canais extracelulares dilatados como as células tipo Il
(Figuras 29 e 31). Poucas vesiculas elétron-lacidas pequenas foram encontradas nas regides
mediana e basal das células do tipo Ill (Figuras 29 e 31). Vérias mitocondrias estavam
associadas as invaginag6es basais, mas predominaram na regido apical da célula com a forma
variando de acordo com localizagdo no citoplasma, sendo as esféricas proximas das
invaginacdes apicais, enquanto que as mitocéndrias alongadas e ramificadas ocorreram
associadas a essas invaginacdes (Figuras 29 e 30).

As células do tipo IV apresentaram invagina¢Ges da membrana plasmaética apical
formando ramificacdes estreitas que ocuparam a metade superior da célula (Figuras 32-34).
Essas extensas ramificagfes formaram espirais membranosos, levando a constituicdo de
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labirintos extracelulares apicais (Figuras 32-34). A membrana plasmatica basal também
invagina para o interior da célula, porém os canais extracelulares basais ndo foram amplos
(Figura 35). Mitocondrias esféricas ocorreram por todo o citoplasma, contudo houve maior
predominancia nas invaginagdes apicais (Figura 32).

As células dos tipos I, Il e IV mostraram nucleo com predominio de cromatina
descondensada, nucléolos evidentes e algumas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso
(Figuras 26, 29, 31 e 32). No lumen do ileo foi visto um revestimento cuticular sinuoso, com
a epicuticula elétron-densa e uma endocuticula lamelar, sendo que um material elétron-denso
é predominante na endocuticula das células tipo Il (Figuras 26, 27, 29, 30 e 33). Todos 0s
tipos celulares do ileo tiveram sua regido basolateral revestida por uma fina lamina basal
(Figuras 28, 31 e 35). As juncdes septadas da membrana plasmatica lateral foram
interrompidas por espacos intercelulares dilatados (Figura 23). Em alta resolucao foi possivel
identificar inclusdes elétron-densas nas mitocondrias dos quatro tipos celulares do ileo
(Figura 28).

Figuras 17-18: Micrografias de microscopia de luz do ileo de Bombus morio. 17: Seccao
transversal mostrando dobras do epitélio contendo células colunares com nucleos basais (N) e
mausculos circulares (MC). Barra = 50 um. 18: Células epiteliais com superficies apical e
basal acidofila (setas); cuticula (C) com sua epicuticula fina (PC) e endocuticula espessa
(DC) e nucleo (N) basal. Notar o lumen (L) e espac¢o subepitelial (asterisco). Barras = 10 pm.
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Figuras 19-22: llustracdo das células tipo I, I1, 111 e IV do ileo de Bombus morio. 19: Célula
tipo | com sua vesicula elétron-lucida; mitocondria (M); reticulo endoplasmatico liso (REL) e
rugoso (RER). 20: Célula tipo Il com sua vesicula revestida (VR); vesicula elétron-lucida
(VL); corpos multivesiculares (CV); lisossomo (LS); vesicula com contetdo elétron-denso
(VC); invaginagdes da membrana plasmatica apical (IA) e basal (IB). 21: Celula tipo Il
apresentando vesicula elétron-lucida (VL); mitocdndrias (M); invaginacdes da membrana
plasmatica apical (IA) e basal (IB). 22: célula tipo IV apresentando mitocondrias (M) e
invaginacdes da membrana plasmatica apical (1A) e basal (IB). Notar as juncGes septadas
(JS); espacos intercelulares dilatados (ED); lamina basal (LB); traqueia (T); cuticula (C) e
canais extracelulares apicais (seta).
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Figuras 23-24: Micrografias eletronicas do ileo de Bombus morio. 23: Regido apical das
células tipo I (Cl) ricas em vesiculas elétron-lucidas (VL); reticulo endoplasmético liso
(REL) e células tipo Il (CII) com longas invaginacGes da membrana plasmatica apical (1A);
vesiculas revestidas (VR) e mitocondrias (M). Notar a ocorréncia de juncdes septadas (JS) e
espacos intercelulares dilatados (ED) entre os dois tipos celulares. Barra = 500 nm. 24:
Regido basal da célula tipo I com suas mitocondrias (M) e ndcleo (N). Notar a 1dmina basal
(LB). Barra =1 pm.
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Figura 25: Micrografia eletronica do ileo de Bombus morio. Corte tangencial da célula tipo |
mostrando a membrana plasmaética sem invaginagdes; nucleo eucromético (N); nucléolo (NU)
e mitocondrias (M). Barra = 2 um.
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Figuras 26: Micrografias eletronicas do ileo de Bombus morio: Célula do tipo Il contendo
nucleo eucromatico com nucléolo evidente (N); invaginacdes da membrana plasmaética apical
(1A) e basal (IB); vesiculas elétron-lucidas (VL); corpos multivesiculares (CV); cuticula (C)
com sua regiao epicuticular (PC) e endocuticular (DC); mitocéndrias (M) e material elétron-
denso na regido endocuticular (seta). Barra = 2 um. Suplemento: corpo multivesicular (CV)
com vesiculas em seu interior (VI). Barra = 1 um. Notar a ldmina basal. (LB).
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Figuras 27-28: Micrografias eletronicas do ileo de Bombus morio: 27: Regido apical da
célula tipo Il apresentando invaginacbes (I1A) com bases dilatadas (asterisco); cuticula (C)
com sua regido epicuticular (PC) e endocuticular (DC); mitocondrias (M); vesiculas elétron-
lucidas (VL); nucleo eucromatico (N); nucléolos (NU) e material elétron-denso na regido
endocuticular (seta). Barra = 1 um. 28: Regido basal da célula tipo Il contendo invaginac6es
da membrana plasmatica (IB) associadas as mitocondrias (M) com inclusbes elétron-densas;
vesicula com contetdo elétron-denso (VC); lisossomos (LS) e material elétron-transparente
(seta) no espaco subepitelial (asterisco). Barra: 500 nm. Notar a lamina basal. (LB).
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Figuras 29-30: Micrografias eletrdnicas do ileo de Bombus morio. 29: Célula tipo Il
contendo nucleo (N) eucromatico com nucléolo evidente (NU); invaginacGes da membrana
plasmatica apical (1A) e basal (IB); mitocondrias (M); pequenas vesiculas elétron-lacidas
(VL); cuticula (C) com sua regido epicuticular (PC) e endocuticular (DC). Barra = 2 um. 30:
Regido apical da célula tipo Il contendo invaginacbes da membrana plasmatica (1A);
mitocOndrias alongadas (M) e cuticula (C). Barra = 1 um. Notar a ldamina basal (LB).
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Figuras 31-32: Micrografias eletrénicas do ileo de Bombus morio: 31: Regido basal da célula
tipo 11l com nucleo com predominancia de cromatina descondensada (N); nucléolo (NU);
invaginagdes da membrana plasmaética (IB) associadas as mitocéndrias (M). 32: Célula tipo
IV apresentando cavidade apical preenchida por dobras da membrana plasmatica apical (1A)
formando labirintos apicais com canais extracelulares dilatados; nucleo eucromatico com
nucléolo evidente (N) e mitocéndrias (M). Notar a lamina basal (LB). Barras = 2 pm.

Figuras 33-34: Micrografias eletronicas do ileo de Bombus morio: 33: Regido apical da
célula tipo IV contendo cuticula (C) e dobras da membrana plasmatica (IA) associadas a
mitocondrias (M). 34: Regido mediana da célula tipo IV com invaginacdes da membrana
plasmatica (IM) formando espirais membranosos contendo mitocondrias (M) e canais
extracelulares dilatados (seta). Barras = 1 pum.
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Figura 35: Micrografias eletrénicas do ileo de Bombus morio. Regido basal da célula tipo 1V
(CIV) contendo nucleo com predominancia de cromatina descondensada (N); invaginagdes
da membrana plasmatica (seta) associadas a mitocondrias (M). Notar nucleo (N) e reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) da célula tipo | (CI). Notar a lamina basal de ambas as células
(LB). Barra = 2 um.

3.1.3-RETO

O reto apresentou a parede com muitas dobras para o lumen, formada por um epitélio
simples com células achatadas. A regido apical das células possuia um revestimento cuticular.
Externamente ao epitélio, ocorreram duas camadas de fibras musculares, uma longitudinal
interna e outra circular externa; exceto nas regides onde o epitélio se dobra em direcdo ao
lumen (Figuras 36 e 37).

Nas anélises de MET foram observadas diferencas ultraestruturais ao longo do

epitélio retal. A regido anterior do reto foi formada por células achatadas que se sobrepbem
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devido as longas juncdes septadas convolutas (Figuras 38 e 41). A membrana plasmatica
apical invagina em direcdo ao interior da célula (Figuras 38 e 42), enquanto a membrana
plasmatica basal mostrou poucas dobras, as quais formaram amplos canais extracelulares
(Figura 43). Essas células exibiram um ndcleo achatado, com predominio de cromatina
descondensada e nucléolo evidente (Figuras 38 e 40). No citoplasma, ocorreram mitocdndrias
alongadas por toda a célula, com predominancia ao longo das invaginacdes apicais (Figuras
38, 40 e 42). Comunmente espacos intercelulares dilatados e vesiculas citoplasmaticas
elétron-lucidas puderam ser facilmente encontrados (Figura 44).

A porcdo posterior do reto apresentou células mais achatadas que aquelas da porcéao
anterior. As membranas plasméticas apicais e basais ndo mostraram invaginacdes (Figuras
39, 45 e 46) e suas membranas plasmaticas laterais apresenram junc@es septadas convolutas
(Figura 46). O citoplasma tinha poucas mitocondrias (Figura 46), vesiculas elétron-densas
(Figura 48), algumas figuras mielinicas (Figura 47) e ndcleos com predominio de cromatina
descondensada (Figura 49). Todo o epitélio retal estava assentado em uma lamina basal fina e
apresentou o lumen com revestimento cuticular com epicuticula elétron-densa e endocuticula
lamelar (Figuras 40, 44 e 49).
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Figuras 36-37: Micrografias de microscopia de luz do reto de Bombus morio. 36: Seccao
transversal mostrando dobras do epitélio retal (DR). Barra = 50 um. 37: Detalhe do epitélio
retal com células achatadas (CA); nucleo achatado (Seta); musculo circular (MC); musculo
longitudinal (ML); cuticula (C). Barra = 10 um. Notar o Iumen (L) e espago subepitelial
(asterisco).

Figuras 38-39: llustracdo das células do epitélio retal de Bombus morio. 38: Célula da regido
anterior do reto apresentando mitocéndrias (M); cuticula (C); invaginacdes da membrana
plasmatica apical (IA) e basal (IB). 39: Célula da regido posterior do reto apresentando
figuras mielinicas (FM); cuticula (C); vesiculas elétron-densas (VD) e mitocéndrias (M).
Notar as juncdes septadas (JS); espacos intercelulares dilatados (seta) e Iamina basal (LB).
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Figuras 40-42: Micrografias eletronicas do reto de Bombus morio. 40: Regi&o anterior do
reto contendo células achatadas (CA) com nucleo com cromatina descondensada (N);
cuticula (C) e mitocdndrias (M). Barra = 2 um. 41: Células da regido anterior do reto
mostrando juncdes septadas convolutas (JS); mitocondrias (M) e vesiculas (V). Barra = 500
nm. 42: Regido apical das células da regido anterior do reto com invagina¢fes da membrana
plasmatica (IA) associada as mitocondrias alongadas (M) e cuticula (C). Barra = 500 nm.
Notar a fina lamina basal (LB).
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Figuras 43-44: Micrografias eletronicas do reto de Bombus morio. 43: Célula da regido
anterior do reto com regido basal contendo poucas dobras da membrana plasmatica (IB)
formando amplos canais extracelulares (CB) e com mitocondrias (M). 44: Células do epitélio
retal da regido anterior mostrando juncfes septadas (JS); espagos intercelulares dilatados
(ED); vesiculas (V); mitocondrias (M) e cuticula com sua regido epicuticular (PC) e
endocuticular (DC). Barras = 1 um. Notar a lamina basal (LB) e lGmen (L).
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Figuras 45-46: Micrografias eletronicas do reto de Bombus morio. 45: Células achatadas da
regido posterior do reto (CA) revestidas por cuticula espessa (C) com sua regido epicuticular
(PC) e endocuticular (DC). Barra = 5 um. 46: Células achatadas da regido posterior do reto
(CA) se sobrepondo devido as suas juncdes septadas convolutas (JS); poucas mitocondrias
(M) e uma cuticula espessa (C) tambem sdo evidenciadas. Barra = 1 um. Notar as bactérias
(BC) e lamina basal (LB).
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Figuras 47-49: Micrografias eletronicas do reto de Bombus morio. 47: Figuras mielinicas
(FM) no citoplasma de célula da regido posterior do reto. Barra = 500 nm. 48: Detalhe de
vesiculas elétron-densas (VD) de célula da regido posterior. Barra = 150 nm. 49: Célula da
regido posterior do reto com nucleo achatado (N) com predominio de cromatina
descondensada; cuticula (C) com sua regido epicuticular (PC) e endocuticular (DC). Notar a
fina 1dmina basal (LB). Barra = 1 um.

3.2- Melipona quadrifasciata anthidioides

Considerando que a ultraestrutura das células dos tibulos de Malpighi, ileo e papilas
retais de M. quadrifasciata anthidioides foram descritas por Cruz-Landim (1994; 1998) e
Santos et al. (2009); aqui foi descrita apenas a ultraestrutura das células epiteliais do reto para
fins de comparacdo com aquela descrita acima para B.morio.

3.2.1-RETO

O epitélio do reto de M. quadrifasciata anthidioides era formado por uma camada
Unica de células achatadas contendo nlcleo com predominio de cromatina descondensada ao
longo de toda a sua extensdo. As células do epitélio retal apresentaram as superficies apical e
basal com membranas plasmaticas sem invaginacfes (Figuras 50-51). SobreposicGes de
células devido as juncdes septadas convolutas foram observadas, contudo sem dilatacGes dos
espacos intercelulares (Figura 52). O citoplasma apresentou algumas mitocondrias alongadas
e esféricas, cisternas de reticulo endoplasmético rugoso e algumas vesiculas com conteido
elétron-denso e vesiculas elétron-ltcidas (Figuras 50-51). As células da porcao posterior do

reto foram caracterizadas pela presenca de algumas gotas lipidicas no citoplasma (Figura 51).
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Figura 50: Micrografia eletronica do epitélio retal de Melipona quadrifasciata anthidioides.
Célula da regido anterior do reto contendo mitocéndrias (M); vesiculas elétron-densas (VD);
vesicula elétron-lucida (VL); reticulo endoplasméatico rugoso (RER); nucleo (N) com
predominio de cromatina descondensada; cuticula (C) com uma fina epicuticula (PC) e
endocuticula espessa (DC). Notar a ldmina basal (LB). Barra = 1 um.
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Figura 51-52: Micrografia eletrdnica do epitélio retal de Melipona quadrifasciata
anthidioides. 51: Célula da regido posterior do reto contendo mitocdndrias (M); gotas
lipidicas (GL); vesicula elétron-densa (VD); nucleo (N) com predominio de cromatina
descondensada; cuticula (C) com sua regido epicuticular (PC) e endocuticular (DC). 52:
Epitélio retal com vesicula elétron-lucida (VL); cuticula (C) e juncBes septadas convolutas
(JS). Notar a fina lamina basal (LB) e a auséncia de espacos intercelulares dilatados. Barras
=1 pm.
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DISCUSSAO
4.1- TUBULOS DE MALPIGHI DE Bombus morio

Os tabulos de Malpighi de B. morio apresentam mais de um tipo celular; sendo
comum a justaposicdo entre os distintos tipos celulares, sugerindo que eles ndo possuem
segmentos com funcdes diferenciadas, como descrito para os tdbulos de Malpighi de R.
prolixus que matem uma funcdo secretora em sua regido distal e uma funcdo absortiva na
regido proximal (Berridge & Oschman, 1969; Sohal, 1974; Bradley, 1983; Palmer et al.,
1986).

As extensas e compactadas microvilosidades na superficie apical das células tipo | €
uma caracteristica comum em epitélios responsaveis por transporte de fluido; como o tabulo
proximal do rim (Berridge & Oschman, 1969). Os estreitos canais extracelulares formados
pelas longas e compactadas microvilosidades e a predominancia de mitocondrias na regido
apical das células tipo | concordam com a hipGtese de ocorréncia de um gradiente
eletroquimico permanente, com o0 transporte ativo de soluto sendo responsavel por um
gradiente osmotico nos canais extracelulares, acarretando em um fluxo de agua para o lumen
dos tubulos (Diamond e Bossert, 1967; Berridge e Oschman, 1969).

Nas células tipo | ocorrem um predominio de vesiculas pequenas no interior das
projecGes da membrana plasmatica basal. Apesar de ndo terem sido identificadas figuras de
endocitose nessas células, ndo pode ser descartada a possibilidade de transporte de soluto
para o limen por pequenas vesiculas, como reportado em L. migratoria (Bell & Anstee,
1977) e A. domesticus (Hazelton et al., 2001). Por outro lado, a membrana plasmatica basal
das células tipo | possui estreitos canais extracelulares associadas a muitas mitocondrias,
sugerindo a formacdo de um gradiente osmotico através de um transporte ativo de solutos
(Diamond & Bossert, 1967; Berridge & Oschman, 1969; O’Donnell et al., 1985; Arab &
Caetano, 2002).

Em B. morio as células do tipo I e Il dos tubulos de Malpighi apresentam vesiculas
com conteddo interno elétron-denso semelhante a esferocristais. Vesiculas elétron-densas e
com laminacdes concéntricas sdo observados nos tubulos de Malpighi de insetos, esses
corpos elétron-densos também podem ser chamados de esferas laminadas, esferitos,
esferocristais ou concre¢des concéntricas (Sohal, 1974; Hanrahan, 1987; Hazelton et al.,
1988; Cruz-Landim, 1998; Arab & Caetano, 2002). Os esferocristais podem ser formados por

compostos inorganicos, contendo Ca, Mg, K, P, Mn, Fe, Zn, Cl e compostos organicos

36



(Jeantet et a., 1977; Cruz-Landim & Serrdo, 1997; Lipovsek et al., 2012). Provavelmente, os
depdsitos organicos e inorganicos durante as preparacfes metodoldgicas formam as bandas
claras e escuras encontradas nos esferocristais (Bell & Anstee, 1977; Hazelton et al., 1988;
Pigino et al., 2005). As concre¢des concéntricas dos tubulos de Malpighi podem servir de
depositos de armazenamento de excrecdo (Bell & Anstee, 1977; Ryerse, 1979; Arab &
Caetano, 2002).

Nas células tipo | do tdbulo de Malpighi de B. morio ocorrem lisossomos com
contetdo interno elétron-denso semelhante aos esferocristais. A degradacéo de esferocristais
pode ocorrer pela sua fusdo com lisossomos, resultando na liberagdo dos componentes dos
esferocristais de acordo com as necessidades idnicas das células (Ryerse, 1979; Hanrahan,
1987; Hazelton et al., 2001). A associacdo de lisossomos com as concre¢Ges concéntricas
também sugere que os componentes das concrecdes concéntricas sd@o solubilizados e
secretados para o lumen (Hanrahan, 1987).

Os esferocristais séo estruturas dindmicas, pois em Calpodes ethlius (Lepidoptera) o
numero desses diminui com a idade do inseto (Ryerse, 1979), enquanto em outros insetos
ocorre acumulo de esferocristais a medida que insetos adultos envelhecem, sugerindo um
mecanismo de desintoxicacao (Sohal, 1974; Jeantet, et al., 1977; Hanrahan, 1987). Embora os
esferocristais possam ser eliminados para o lumen dos tubulos de Malpighi por secrecéo
merdcrina em alguns insetos (Wigglesworth & Salpeter, 1962; Sohal, 1974; Hanrahan,1987;
Garayoa et al., 1992), em B. morio o lumen dos tabulos de Malpighi apresentaram granulos
elétron-densos semelhantes "a esferoristais. Entretanto, evidencias de como esses
esferocristais foram lancados para o limen dos tubulos de Malpighi ndo foram encontradas
(Figura 2 e 15).

As vesiculas com conteddo elétron-denso, vesiculas com um material particulado
amorfo, vesiculas elétron-ltcidas e com conteudo elétron-denso que ndo ocupam totalmente o
interior vesicular, foram encontradas por todo o citoplasma, sugerindo que as vesiculas das
células tipo | e Il mantém esferocristais no seu interior, porém perdem o seu contetdo durante
as preparacdes metodologicas, acarretando na formacéo de vesiculas com diferentes graus de
dissolucdo de esferocristais (Berridge & Oschman, 1969; Bell & Anstee, 1977; Peacock,
1986; Garayoa et al, 1992).

O pequeno numero de mitocdndrias na regido apical e a arquitetura irregular e curta
das projecOes apicais das células tipo Il sugerem que essas células possuem uma baixa
atividade no transporte de soluto por proteinas transportadoras de membrana. Dessa forma, as
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caracteristicas da regido apical também ndo sdo condizentes com a formag&o de um gradiente
eletroquimico permanente para o fluxo de agua no limen dos tubulos. (Berridge & Oschman,
1969; Sohal, 1974; Meyran, 1982). No entanto, a regido basal das células tipo Il possuiu
grande nimero de mitocondrias e hemidesmossomos na base das invagina¢fes da membrana
plasmatica basal, sugerindo que essa regido celular participa ativamente no transporte de
solutos. Porém, a regido basal também apresentou corpos multivesiculares, riqueza de
vesiculas pequenas; vesiculas revestidas e poucos esferocristais de grande diametro;
sugerindo a ocorréncia de endocitose de compostos que podem ser acumulados na forma de
grandes esferocristais (Taylor, 1971).

As vesiculas elétron-licidas; vesiculas revestidas e a irregularidade da membrana
plasmatica apical das células tipo 1l indicam o transporte de soluto para o limen dos tabulos,
assim com reportado para C. morosus (Taylor, 1971) e L. migratoria (Bell & Anstee, 1977).
As vesiculas também podem conter substancias mucosas, uma vez que glicosaminoglicanas,
polissacarideos neutros e proteinas foram encontrados no Iimen dos tabulos de Malpighi de
B. atratus adultos (Mello, 1979), as quais podem funcionar como lubrificante ou agente
tensoativo no Iimen dos tubulos (Sohal, 1974; Cruz-landim, 1998). Por outro lado, as
vesiculas revestidas nas proximidades da regido apical sugerem uma endocitose seletiva de
soluto a partir do lumen dos tubulos de Malpighi. A reabsorcdo de solutos a partir do Iimen €
sugerida em muitos insetos (Bradley, 1983; Hanrahan,1987; Cruz-Landim, 1998), Porém, a
reabsorcao de soluto por vesiculas revestidas também foi reportado para C. ethlius (Ryerse,
1979) e C. morosus (Taylor, 1971).

O fato dos tubulos de Malpighi de B. morio possuirem uma lamina basal separando a
hemolinfa do epitélio tubular e a ndo visualizacdo de material elétron-denso dentro dos
labirintos basais, sugere que a membrana basal funcione como um filtro molecular,
selecionando a passagem de moléculas de acordo com seu tamanho. Dessa forma, a
composi¢do do fluido transportado pelos tibulos de Malpighi pode ser influenciada pela
lamina basal (Berridge & Oschman, 1969; Ryerse, 1979; Arab & Caetano, 2002).

Em geral as células tipo | dos tabulos de Malpighi de B. morio possuem
microvilosidades altamente compactadas, membrana plasmatica basal formando labirintos,
grande numero de mitocdndrias na regido apical e basal das células, e a presenca de
esferocristais; caracteristicas comuns em células que estdo evolvidas na secrecdo ativa de
soluto para Iimen dos tubulos de Malpighi, enquanto as células tipo Il parecem estar
participando na captacdo de solutos por meio de suas vesiculas, no armazenamento de
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esferocristais e na liberacdo de produtos para o limen dos tubulos de Malpighi (Berridge e
Oschman, 1969; Taylor, 1971; Bell & Anstee, 1977; Cruz-Landim, 1998; Arab & Caetano,
2002).

4.2- ILEO DE Bombus morio

As células tipo | do ileo B. morio ndo exibem caracteristicas de células envolvidas na
absorcdo de solutos a partir do lumen, assim como as células pequenas do ileo de L.
migratoria, (Peacock, 1986). No entanto, uma rede desenvolvida de reticulo endoplasmaético,
nicleo eucromatico e predominio de vesiculas maiores na regido apical, sugerem que as
células tipo | estdo envolvidas na secrecdo de produtos proteicos, como reportado para
formiga Cephalotes atratus (Bution & Caetano, 2010).

As células do tipo Il do ileo tem em sua regido apical invaginacfes com bases
dilatadas, muitas mitocondrias, vesiculas revestidas, corpos multivesiculares e, além disso,
lisossomos em sua regido basal. As caracteristicas da regido apical dessas células sugerem um
transporte ativo de compostos organicos, semelhante as células do ileo de L. migratoria e M.
quadrifasciata anthidioides (Peacock, 1986; Cruz-landim, 1996; Santos & Serdo, 2006). Em
contrate com a regido apical, a regido basal das células do tipo Il apresenta mitocéndrias,
vesiculas com um contetdo elétron-denso, membrana plasmatica basal com ondulacGes e
material elétron-transparente no espaco subepitelial; caracteristicas de locais que necessitam
de alta demanda energética para o transporte de soluto ou fusdo vesicular, que propicia a
liberacdo de produtos no espaco subepitelial (Berridge e Oschman, 1969; Taylor, 1971; Cruz-
landim, 1994; Hazelton et al., 2001).

As células tipo 111 possuem muitos canais extracelulares estreitos em sua regido apical
e basal; além de manter muitas mitocondrias predominantemente posicionadas nos polos
apicais e basais. Essas caracteristicas sdo condizentes com celulas envolvidas na formacéo de
um gradiente osmético através do transporte ativo de ions. Assim como as células da porcéao
posterior do ileo de M. quadrifasciata anthidioides, da regido média do ileo de Formica
nigricans e do epitélio retal de Schistocerca gregaria (Jarial, 1992; Cruz-landim, 1994; Cruz-
Landim, 1996; Villaro et al., 1999).

As células tipo IV possuem invaginagdes apicais associadas a mitocondrias,
semelhantes as células medulares da papila retal de Stenophylax permistus (Trichoptera)
(Cianficconi et al., 1985); no entanto, exibem um padrao ultraestrutural que néo foi reportado

nas células do ileo de outros insetos. Essas células exibem uma rede de invaginacdes apicais
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associadas a mitocondrias e labirintos extracelulares apicais dilatados. No ileo da formiga
Formica nigricans € sugerido que ocorra o transporte ativo de ions para o espaco
subcuticular, resultando em um fluxo de &gua do limen para a célula (Villaro et al., 1999).
Um mecanismo semelhante pode ser sugerido para ocorrer em B. morio, com a manutencao
ativa de um gradiente osmético nos labirintos apicais dilatados e o consequente fluxo de agua
do Iimen para a célula.

A cuticula do ileo de B. morio ndo exibiu espacos ocos ou esferocristais em sua
précuticula, como ocorre em L. migratoria (Peacock, 1986) e M. quadrifasciata anthidioides
(Cruz-Landim, 1996). A auséncia de esferocristais nas células do ileo de B. morio sugere que
este 6rgao estd comprometido na absorgdo e ndo no armazenamento e excrecdo solutos. Além
disso, o fato das células tipo Il terem em sua endocuticula um maior nimero de material
elétron-denso do que as células tipo Ill, corrobora com a hipotese funcional proposta para
essas células, uma vez que sua cuticula é permedvel a &gua, ions e pequenos metabolitos
como aminodcidos (Phillips & Dockrill, 1968; Cruz-Landim, 1996; Garayoa et al., 1999;
Serrdo et al., 2004).

As inclusdes elétron-densas nas mitocondrias dos quatro tipos celulares do ileo de B.
morio ndao foram reportadas para as células do ileo de outros insetos (Noirot & Noirot-
Timothée, 1971; Ballan-Dufrangais, 1972; Peacock, 1986; Cruz-landim, 1994; Cruz-landim,
1996; Villaro et al., 1999; Bution & Caetano, 2010). No entanto alguns trabalhos sugerem
que os esferocristais sdo decorrentes de processos desintegrativos mitocondriais
(Wigglesworth & Salpeter, 1962; Ballan-Dufrangais, 1972). Esta hipdtese ndo parece ser
vidvel para B. morio, uma vez que todas as mitocondrias possuem inclusdes elétron-densas e
ndo foram encontrados esferocristais no citoplasma ou no limen.

As células do ileo de B. morio exibem espacos intercelulares dilatados e relativa
abundancia mitocondrial nas proximidades da membrana plasmatica lateral, sugerindo
transporte ativo de solutos para os espacos intercelulares dilatados, que ocasionam o fluxo de
agua pelos espacos subepiteliais e espacgos intercelulares, conforme sugerido para S. gregaria
(Jarial, 1992) e F. negricans (Garayoa et al., 1999).

O ileo de B. morio é formado por uma Unica camada de fibras musculares organizadas
circularmente, semelhante ao reportado para outras abelhas (Santos & Serdo, 2006), sendo
que a contracdo dessa camada muscular pode ser responsavel pelo bombeamento de agua do
espaco subepitelial para a hemocele (Jarial, 1992; Villaro et al., 1999).

40



Em conclusao, de modo geral as células tipo IlI, Il e IV do ileo de B. morio
demonstram caracteristicas ultraestruturais que sugerem uma absorcdo inicial de solutos,
acarretando em modificacbes da urina primaria. Entretanto, as células tipo | exibem

caracteristicas que sugerem funcdo secretora de proteinas.

4.3- RETO DE Bombus morio E Melipona quadrifasciata anthidioides

O epitélio retal dos insetos pode ser formado por células ndo comprometidas com a
absorcdo de agua ou solutos; e por este motivo podem ser chamadas de epitélio retal simples.
O reto também pode ser constituido pelas células principais, células basais e células
juncionais; que se organizam para compor as papilas retais, onde sdo responsaveis pela
absorcdo de agua e solutos contidos no lIimen retal (Snodgrass, 1935; Garayoa et al., 1999;
Cruz-Landim, 2009). De uma maneira geral, o reto de abelhas é composto pelas papilas retais
e do epitélio retal simples (Dobrovsky, 1951; Kapil, 1959; Santos, 2008; Santos et al., 2009).
Contudo, em fémeas de B.morio o reto esta formado por um epitélio simples sem a presenca
das papilas retais, semelhante ao reportado para machos de B. atratus (Ferreira & Cruz-
landim, 1969), sugerindo que o género Bombus ndo possui papilas retais.

O epitélio da regido anterior do reto de B. morio exibe células com invaginacdes
apicais e basais geralmente associadas a mitocéndrias, sugerindo a ocorréncia de transporte
ativo. Por outro lado, as células da regido posterior do reto de B. morio e de todo epitélio retal
simples de M. quadrifasciata anthidioides, que tem papilas retais, ndo apresentam nenhuma
caracteristica ultraestrutural de funcdo no transporte ativo de substancias, como reportado
para F. nigricans (Garayoa et al., 1999) e C. erythrocephala (Diptera) (Berridge & Gupta,
1967), insetos que apresentam papila retal e tem epitélio retal simples sem caracteristicas
absortivas. Esses resultados indicam que a porcao anterior do reto de B. morio compensa a
auséncia de papilas retais com a presenca de células com caracteristicas absortivas.

O epitelio retal simples de B. morio e M. quadrifasciata anthidioides apresentam
vesiculas elétron-densas e vesiculas elétron-lGcidas; entretanto, apenas a regido posterior de
M. quadrifasciata anthidioides exibem gotas lipidicas, sugerindo que a regido posterior de M.
quadrifasciata anthidioides possui funcdo de armazenamento de produtos (Arab & Caetano,
2002).

Em B. atratus o comprimento percentual do aparelho digestorio é correspondido por
20,2% do intestino médio, 34,2% do ileo e 11,0% é formado pelo reto, enquanto em M.

quadrifasciata anthidioides o aparelho digestério é compreendido por 33,3% do intestino
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médio, 11,0% do ileo e 9,9% pelo reto (Cruz-Landim, 2009). Além disso, o ileo de abelhas
possui um calibre bastante reduzido (Pavlovsky & Zarin, 1922; Cruz-Landim, 2009).
Considerando que em representantes do género Bombus as papilas retais estdo ausentes, a
presenca de um ileo mais longo resultaria em uma maior superficie de contato para que
ocorra uma maior reabsorcdo de solutos da urina primaria nesse 6rgdo, compensando a
auséncia das papilas retais.

As caracteristicas morfoldgicas dos tubulos de Malpighi e ileo de B. morio sdo
semelhantes ao encontrado na maioria dos insetos com papilas retais. Entretanto, ha aspectos
anatdmicos e ultraestruturais que sugerem que o ileo e o epitélio retal de B. morio assumam
uma importante funcdo na reabsorc¢do da urina primaria compensando a auséncia de papilas

retais.
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