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“Nao sei se a vida é curta ou longa para nés,

mas sei que nada do que vivemos tem sentido,

se nao tocarmos o coragao das pessoas.

Muitas vezes basta ser: colo que acolhe,

braco que envolve , palavra que conforta,

siléncio que respeita, alegria que contagia,

lagrima que corre, olhar que acaricia,

desejo que sacia, amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo, € o que da sentido a vida.
E o que faz com que ela ndo seja nem curta, nem longa demais,
mas que seja intensa, verdadeira, pura enquanto durar.

Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.”

Cora Coralina
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RESUMO

CRUZ, Lilian Cota, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2012.
Proliferacdo, morte celular e acdo enziméatica no intestino médio de abelhas
(Hymenoptera, Apidae) durante a metamorfose. Orientador: Clévis Andrade Neves.
Coorientadores: José Eduardo Serrdo, Vinicius Albano Araujo, Gustavo Ferreira
Martins e Sérgio Oliveira de Paula.

As abelhas sao insetos holometabolos, pois apresentam metamorfose completa. Na
metamorfose destes insetos, o trato gastrointestinal sofre modificagdes morfolégicas e
fisioldgicas. Poucos estudos enfatizam os aspectos que envolvem a reconstituicdo do
epitélio do intestino médio de abelhas durante a metamorfose. Os trabalhos que
destacam a proliferagdo das células digestivas durante a metamorfose carecem de
documentacao das figuras de mitose. Pouco se sabe também sobre a mudanga no
perfil enzimatico que ocorre em abelhas durante esse periodo. O genoma de A.
mellifera foi recentemente sequenciado e diversos genes de serina-proteases
identificados. No entanto, apenas uma enzima tipo tripsina foi purificada e
caracterizada bioquimicamente em adulto de operaria. O presente trabalho contribui
para o conhecimento da biologia dos Hymenoptera, gerando dados que possam
esclarecer aspectos da fisiologia digestiva durante a metamorfose dos insetos sociais.
Comprovamos que o aumento do nimero de células e o restabelecimento dos ninhos
de células regenerativas no final da metamorfose € uma consequéncia das divisdes
celulares na pupa de olho preto. A proliferagdo que ocorre neste estagio desempenha
um importante papel na renovacdo das células digestivas das abelhas adultas.
Observamos ainda que, durante a metamorfose, a morte das células epiteliais do
intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides ocorre por apoptose e é
concomitante com autofagia. Além disso, observamos diferentes enzimas tipo tripsina

no intestino médio de larvas e adultos de A. mellifera.
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ABSTRACT

CRUZ, Lilian Cota, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, august, 2012.
Proliferation, cell death and enzyme activity in the midgut of bees (Hymenoptera,
Apidae) during metamorphosis. Adviser: Clévis Andrade Neves. Co- Advisers: José
Eduardo Serrao, Vinicius Albano Araujo, Gustavo Ferreira Martins and Sérgio Oliveira
de Paula.

Bees are holometabolus insects, since they present complete metamorphosis. During
the metamorphosis of the insects the gut is completely remodeled. Few studies
emphasize aspects of the renewal of the epithelium of bee’s midgut during
metamorphosis. Studies that describe digestive cell proliferation are lacking in images
of mitosis. Little is known also about the changing enzyme that occurs in bees during
this period. The genome of A. mellifera has recently been sequenced and several
serine proteases genes identified. However, only a trypsin-like enzyme was purified
and biochemically characterized in adult workers. This research is a contribution to the
understanding of Hymenoptera biology in relation to some aspects of digestive
physiology during metamorphosis of social insects. We proved that increasing the
number of cells and the restoration of regenerative cell nests at the end of
metamorphosis is a consequence of cell divisions in the black eyed pupae. The
proliferation that occurs at this stage plays an important role in the renewal of the
digestive cells of adult bees. We also observed that, during metamorphosis, death of
the midgut epithelial cells of M. quadrifasciata anthidioides occurs by apoptosis and is
accompanied by autophagy. Furthermore, this study observed different trypsin-like

enzymes in the midgut from larvae and adults of A. mellifera.
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1. INTRODUCAO

Os insetos apresentam capacidade adaptativa e reprodutora que lhes confere
grande sucesso evolutivo. Dessa forma, ocupam os mais diversos ambientes. Parte
desse sucesso adaptativo se deve a variedade estrutural e fisiolégica do seu trato
gastrointestinal, o que Ihes permite utilizar ampla variedade de substratos como fonte
de nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia (Dow, 1986).

As abelhas tém importancia econdmica devido ao seu papel como polinizadoras
de culturas agricolas e na produgcdo de mel, cera e propolis, 0 que se observa
principalmente em Apis mellifera e em outras abelhas eussociais. As abelhas sem
ferrdo — tribo Meliponini — se destacam pela especificidade como agentes
polinizadores de diversas espécies vegetais nativas (Kerr et al., 1996). A espécie
Melipona quadrifasciata anthidioides (Lepeletier,) € bastante comum, possuindo ampla
distribuicdo no territério brasileiro, concentrando-se principalmente nos fragmentos
remanescentes de Mata Atlantica das regides Sul, Sudeste e parte do Nordeste (Lima-

Verde e Freitas, 2002).

1.1 Trato gastrointestinal de insetos

O trato gastrointestinal dos insetos é dividido em trés regides anatémicas com
base em suas origens embriolégicas: intestinos anterior (estomodeu) e posterior
(proctodeu) de origem ectodérmica e intestino médio (ventriculo) de origem
endodérmica (Cruz-Landim, 1985; Chapman, 1998; Neves et al., 2003).

Em insetos, a organizagdo do trato digestivo geralmente mostra-se constante.
Entretanto, variagbes morfolégicas ocorrem em diferentes grupos de insetos e essas
variagdes também estdo relacionadas aos habitos alimentares (Caetano, 1984).

No intestino anterior ocorre o armazenamento e, algumas vezes, a
fragmentacdo do alimento, jd no intestino médio ocorre a digestdo quimica e a

absor¢ao do alimento. Este local é o sitio primario de produgéo das enzimas digestivas
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nos insetos. O intestino posterior conduz o alimento ndo digerido para o exterior e
participa do equilibrio hidroeletrolitico do organismo (Chapman, 1998).

O intestino anterior e o posterior, por serem de origem ectodérmica, sao
revestidos internamente por uma cuticula denominada intima. Esta cuticula é
produzida pelas células epiteliais destas regides e € substituida a cada muda. O
intestino anterior é subdividido em faringe, eséfago, papo e proventriculo. No intestino
médio nao existe a camada intima. No entanto, na maioria dos insetos, esta presente
uma delicada pelicula, denominada membrana peritréfica, uma camada acelular rica
em quitina e proteinas aposta a borda estriada do epitélio (Chapman, 1998; Marques-
Silva et al., 2005). A valvula pilérica separa o intestino médio do intestino posterior, 0
qual é subdividido em piloro, ileo e reto, terminando no &nus (Chapman, 1998). A
parede do intestino anterior é formada por um epitélio de células baixas com poucas
organelas e possuem contatos reforcados por desmossomos septados, repousando
sobre uma ténue membrana basal. Este epitélio € envolto por musculos estriados
geralmente dispostos em uma camada circular interna e uma longitudinal externa
(Cruz-Landim, 2009). As subdivisdes do intestino anterior apresentam funcdes
especializadas. A faringe é geralmente dilatada e esta relacionada a ingestdo de
alimentos, em insetos sugadores sua musculatura € bem desenvolvida. O esbéfago é
curto e apresenta na sua porgao posterior uma dilatagdo chamada papo cuja fungao é
armazenar o alimento ingerido. No proventriculo ocorre a passagem de alimentos do
papo para o intestino médio (Serrdo, 2001; Cruz-Landim, 2009). A complexidade
estrutural do proventriculo esta relacionada diretamente com os habitos alimentares.
Insetos que se alimentam de liquido apresentam um simples esfincter na entrada do
intestino médio, j& em abelhas, ele é bem desenvolvido e sua regido anterior (bulbo)
tem fungao importante na produgao de mel (Chapman, 1998).

O intestino posterior apresenta epitélio formado por células mais altas (exceto no

reto) e cuticula mais fina e permeavel que a do intestino anterior; o que permite a
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absor¢do de certos nutrientes e agua. No piloro geralmente originam-se os tubulos de
Malpighi, sendo que na maioria dos insetos o ileo (intestino fino) apresenta-se como
um tubo indiferenciado formado por células cubicas, revestido internamente pela
intima e externamente por uma camada circular de fibras musculares (Chapman,
1998; Cruz-Landim, 2009). O reto é geralmente dilatado com uma parede fina e
papilas retais envolvidas na reabsorgdo de agua, ions e, algumas vezes, aminoacidos
(Chapman, 1998).

O intestino médio nas abelhas possui um formato tubular, seu limite anterior é a
valvula cardiaca e posterior, o piloro. E envolto por fibras musculares finas dispostas
em duas camadas: uma interna circular, que origina as pregas do intestino médio, e
outra, externa longitudinal (Neves, 2002; Cruz et al., 2007). O epitélio é formado por
trés tipos celulares: as células digestivas ou principais, as células regenerativas e as
células endécrinas (Neves et al., 2003; Cruz-Landim, 2009). As células digestivas sao
cilindricas e apresentam microvilosidades em sua porc¢ao apical. Na regido basolateral
observa-se inUmeras pregas e invaginagdes. Possuem reticulo endoplasmatico rugoso
e complexo de Golgi bem desenvolvidos, além de muitas mitocdndrias nas
invaginacdes basais. Na regido média observa-se um nucleo oval com dois ou trés
nucléolos e, no citoplasma, poucas mitocondrias. Neste local sao formados granulos
de secregao que se concentram na porc¢ao apical (Cruz-Landim et al., 1996; Neves et
al.,, 2003). As células digestivas sdo responsaveis pela produgcdo de enzimas
digestivas e absor¢do dos produtos digeridos (Terra, 1990; Ferreira e Cruz-Landim,
2005).

Entre as células digestivas da maioria dos insetos encontram-se pequenas
células regenerativas que podem se apresentar isoladas, em pares ou formando
pequenos agrupamentos denominados ninhos celulares, fundamentais para a
renovacao do epitélio digestivo (Billingsley et al., 1996; Martins et al., 2005). Esses

conjuntos de células indiferenciadas se apoiam na lamina basal e ndo alcangam a luz



intestinal. O nucleo, relativamente volumoso apresenta cromatina dispersa e nucléolo
evidente. O citoplasma é pobre em organelas, com excecdo de mitocOndrias que
embora numerosas, sd0 pequenas e apresentam poucas cristas, caracteristicas
tipicas de células indiferenciadas. Apresentam também ribossomos livres e
polirribossomos, além de extensos perfis de reticulo endoplasmatico rugoso e

glicogénio (Neves et al., 2003; Cruz-Landim, 1999).

1.2 Abelhas sociais

Larvas de insetos holometabolos diferem dos adultos na fisiologia e anatomia do
corpo. As abelhas sociais adultas apresentam castas bem definidas: as rainhas,
responsaveis pela deposicdo de ovos, as operarias, que realizam a maior parte das
tarefas da colbnia, e os zangdes, responsaveis por fertilizar as rainhas (Giannini et al.,
1988; Michener, 2000; Ferreira e Cruz-Landim, 2005). As operarias possuem
polietismo, e as diferentes tarefas que realizam sao executadas em uma sequéncia
especifica, de acordo com a idade ou seu estagio fisiolégico. Operarias jovens
geralmente alimentam a cria e sdo chamadas nutridoras, enquanto as mais velhas,
que deixam o ninho para coleta de alimentos, sdo as forrageiras (Hebling et al., 1964;
Ferreira e Cruz-Landim, 2005).

Cada uma das fungdes exercidas pelos membros da colénia requerem gastos
energéticos diferentes. Tal circunstancia gera diferentes necessidades nutricionais
entre classes de individuos e também no mesmo individuo ao longo da sua idade
(Ferreira e Cruz-Landim, 2005). Larvas e rainhas necessitam de uma dieta altamente
proteica e se alimentam de geleia real, produzida pelas operarias nutridoras. Portanto,
as nutridoras consomem grande quantidade de pdlen para a producao da geléia real.
Entretanto, operarias forrageiras alimentam-se preferencialmente de néctar ou mel,
pois realizam atividades externas da colénia e requerem uma dieta muito energética

(Serrao e Cruz-Landim, 1995; Neves et al., 2003; Ferreira e Cruz-Landim, 2005).



O intestino médio de Apis mellifera € remodelado durante a metamorfose e,
consequentemente, podem ocorrer mudangas no perfil enzimatico (Cruz-Landim e

Cavalcante, 2003).

1.3 Digestdo em Insetos

A digestdo é o processo pelo qual moléculas de alimento sdo quebradas em
moléculas menores e que sido absorvidas pelas células digestivas. Este processo é
controlado pelas enzimas digestivas (Terra e Ferreira, 2012).

Peptidases sado enzimas que clivam ligagbes peptidicas e incluem as
endopeptidases e exopeptidases de acordo com a posicao da ligagcdo peptidica a ser
clivada na cadeia polipeptidica. Endopeptidases atuam, preferencialmente, nas
regides internas da cadeia polipeptidica. As exopeptidases incluem enzimas que
removem aminoacidos da extremidade N-terminal (aminopeptidases) ou C-terminal
(carboxipeptidases) de uma cadeia peptidica (Terra e Ferreira, 2012).

A digestao nos insetos ¢ dividida em trés fases: digestao inicial, intermediaria e
final. As fases e as enzimas associadas a cada uma delas sido separadas
espacialmente e temporalmente, devido a presenca da membrana peritréfica e do
fluxo de fluidos no interior do intestino (Terra e Ferreira, 2012).

Na digestao inicial ocorre hidrélise de moléculas poliméricas dos alimentos
(proteinas, carboidratos e lipideos) em moléculas oligoméricas pela agao de hidrolases
como as amilases e endopeptidases. Durante a digestao intermediaria, os oligbmeros
resultantes da digestéo inicial sdo ainda clivados por carboidrases e exopeptidases.
Os produtos resultantes sdo dimeros, tais como a maltose e dipeptideos derivados
que, na digestdao final sdo clivados em monbmeros pela dimero-hidrolases,
exemplificados pela maltase e dipeptidases (Terra e Ferreira, 2005). A digestao inicial

ocorre no espaco endoperitréfico; enquanto as digestdes intermediaria e final ocorrem



no espacgo ectoperitréfico e células do intestino médio, respectivamente (Lehane,
1997).

As proteases sdo agrupadas de acordo com o aminodacido catalitico principal
nas subclasses: serina, cisteina aspartil e metaloproteinases, que podem diferir na
especificidade da proteina alvo (substrato). Dentre essas, as endopeptidases sédo as
que ocorrem no intestino médio de quase todas as ordens de insetos (Terra e Ferreira,
2012). Serino-proteinases apresentam um residuo de serina e de histidina no seu sitio
ativo (Terra e Ferreira 2012).

O perfil proteolitico intestinal de grande parte dos insetos esta baseado nas
endopeptidases do tipo tripsina, quimotripsina e elastases (Terra e Ferreira, 2012) e
também na exopeptidade leucina-aminopeptidases (Ortego et al., 1996) .

Leucina aminopeptidases (LAP) catalisam a hidrdlise de residuos de leucina na
extremidade N-terminal de peptideos e proteinas. Quimotripsinas clivam,
preferencialmente, cadeias de proteinas no lado carboxila de aminoacidos aromaticos.
Elastases possuem atividade bem similar as quimotripsinas, clivam ligacdes peptidicas
na extremidade carboxila de aminoacidos aromaticos nao carregados.

As ftripsinas s&o consideradas as proteases digestivas mais importantes da
maioria dos insetos (Terra e Ferreira, 1994). Essa enzima cliva, preferencialmente,
cadeias de proteinas no lado carboxila dos aminoacidos basicos como arginina e
lisina. Estudos moleculares realizados em algumas espécies de insetos tém mostrado
a existéncia de uma familia diversa de tripsinas (Dias-Mendonza et al., 2005). Muitas
delas ja foram purificadas (Terra e Ferreira, 1994) e apresentam massa molecular
entre 20 e 35 kDa e atividade 6tima em pH alcalino entre 8 e 9. As sequéncias
completas de tripsinas sao caracterizadas por um peptideo sinal de ativagao, seguido
pela sequéncia correspondente a forma ativa da tripsina, que inclui um N-terminal

conservado, formado por residuos de IVGG (Barrett et al., 1998).



Purificagdo e caracterizacado de tripsinas podem fornecer informagdes valiosas

sobre o seu papel na digestao proteolitica de abelhas.

1.4 Metamorfose

O ciclo vital das abelhas, assim como outros insetos holometabolos, processa-
se em quatro fases: embrido, larva, pupa e adulto. As mudangas ocorridas no tubo
digestivo durante a metamorfose estao, em parte, ligadas a alteragdes na alimentagao,
a qual, em geral, difere entre larva e adulto (Gama e Cruz-Landim, 1984). Essa
transicdo ocorre durante um estagio do ciclo de vida denominado pupal (Cruz-Landim,
2009). O avango no desenvolvimento das pupas € acompanhado por transformagdes
morfologicas e fisioldgicas. Durante este periodo, a abelha passa por estagios que
podem ser identificados através da cor dos olhos. Iniciam-se com a pupa de olhos
brancos e prossegue como pupa de olhos rosa, pupa de olhos marrom e finalmente
pupa de olhos pretos. A partir dai, inicia-se 0 escurecimento da cuticula e, quando esta

se completa, o adulto ou imago emerge.

1.5 Renovacao do epitélio do intestino médio no periodo pés-embrionario

Durante a metamorfose, o epitélio digestivo dos insetos sofre rapidas
mudangas, com continua produgao e destruicao de células (Uwo et al., 2002; Corley e
Lavine, 2006; Tettamanti, 2007; Hakim et al., 2010; Nardi et al., 2010). Ha entdo, um
delicado balango entre a taxa de geracao e diferenciacdo de novas células e perdas
de outras (llla-Bochaca e Montuenga, 2006).

De acordo com Potten (1998) a produgao de novas células depende de células
regenerativas com capacidade de se dividir varias vezes dando origem a um ou mais
tipos de células diferenciadas. Estas células foram denominadas células-tronco por
Baldwin e Hakim (1991) em Manduca sexta. De acordo com Hakim et al. (2010)

células-tronco sao células que podem se auto-renovar através de divisdes celulares e
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diferenciar em um tipo de célula madura; suposto precursor celular do intestino médio
adulto, na larva de D. melanogaster. Segundo Corley e Lavine (2006), insetos
possuem células-tronco tanto na fase embrionaria quanto na adulta.

Durante a metamorfose das abelhas, divisbes nas células regenerativas
raramente foram encontradas (Neves, 2002).

Em Hymenoptera, as mudancgas no intestino médio comeg¢am na pré-pupa com
a degeneragao do epitélio larval, restando somente a membrana basal e as células
regenerativas. Ao mesmo tempo, algumas células regenerativas proliferam, espalham-
se pela membrana basal e constroem o novo epitélio. (Cruz-Landim et al., 1970; Gama
e Cruz-Landim, 1984; Neves et al., 2002; Martins et al., 2005).

Cruz-Landim e Silva de Moraes (2000) afirmaram que n&o ocorrem mitoses em
células regenerativas de Hymenoptera adulto. Desta forma, espera-se o niumero de
células regenerativas no momento da emergéncia seja definido durante a pupacao
(Cruz-Landim e Silva de Moraes, 2000). Entretanto, mesmo durante a metamorfose o
numero de células observadas em mitose nao parece ser suficiente para explicar o
grande incremento que ocorre no numero de ninhos durante a fase final da
metamorfose (Neves et al., 2002; Martins et al., 2005; Cruz et al., 2011).

Quando se olha para um organismo maduro sabe-se que é produto de uma
série de divisdes celulares e eventos de diferenciagdo. O que é igualmente importante
€ que ele é também o produto de uma série altamente regulamentada de morte
celular. Isso é claramente demonstrado na metamorfose de insetos holometabolos, no
qual o tecido larval sofre uma morte cuidadosamente orquestrada para dar lugar ao
tecido adulto (Buszczak e Segraves, 2000).

Varios estudos foram realizados em tecidos de insetos, focalizando o processo
de morte celular programada, a qual tem gerado muitas controvérsias quanto a sua

classificagdo, ja que as caracteristicas tipicas de apoptose, estabelecidas em



vertebrados, ndo estdo incondicionalmente presentes nas células de insetos (Ferreira,
2010).

Varios trabalhos tém focado a remodelagdo do intestino médio de insetos
(Cruz-Landim e Silva-de-Moraes, 2000; Neves, 2002; Neves et al., 2003; Zudaire et
al., 2004; Rost, 2006; Martins et al., 2005). Entretanto, ainda permanecem incertos os
aspectos que envolvem a reconstituicdo do epitélio do intestino médio de abelhas

durante a metamorfose.



2.0BJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consiste em esclarecer aspectos da renovagao
do epitélio do intestino médio durante a metamorfose dos insetos sociais e verificar se
ha mudancga no perfil proteolitico durante a ontogénese. Com isso, pretendemos
detectar a proliferacdo e morte celular das células do intestino médio durante a
metamorfose em Melipona quadrifasciata anthidioides e purificar enzimas tipo tripsina

de larva e adulto de Apis mellifera.

Os objetivos especificos consistiram em:

Investigar a ocorréncia de mitose durante a metamorfose do intestino médio de M.
gquadrifasciata anthidioides.

Avaliar e comparar quantitativamente a morte e a reposicdo celular durante o
remodelamento do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides.

Analisar aspectos ultraestruturais da morte celular.

Purificar e caracterizar enzimas tipo tripsina do intestino médio de larvas e adultos
de Apis mellifera.

Comparar o perfil proteolitico de larvas e adultos de Apis mellifera.
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Proliferacdo e morte celular no intestino médio de Melipona quadrifasciata

anthidioides (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)

Resumo. Os insetos holometabolos apresentam metamorfose bem definida,
caracterizada por uma série de mudangas morfofisiolégicas entre o periodo larval e o
adulto. Durante esse periodo, o epitélio digestivo sofre alteragcbes que incluem
producéo e destruicdo de células. Pouco se sabe, porém, como se da este processo.
Com o objetivo de elucidar o mecanismo de renovagao do intestino médio de abelhas
durante o desenvolvimento pds-embrionario, avaliamos e comparamos
quantitativamente a proliferacdo e morte celular no remodelamento do epitélio do
intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides durante a metamorfose até a fase
adulta. Utilizamos anticorpo anti-fosfohistona H3 para marcacgao de células mitoticas.
Para identificacdo de células em processo de morte celular, usamos kit de marcacao
de células apoptéticas (Apo-TRACE®). Analisamos também aspectos ultraestruturais
da morte celular. Pré-pupa e pupa de olho rosa apresentaram maior nimero de células
mitéticas. Menor quantidade foi observada em pupa de olho branco seguida por pupa
de olho preto. Nenhuma marcacao foi observada no adulto. A maior quantidade de
células apoptéticas foi vista em pupas de olho rosa. Em pré-pupa e pupa de olho
branco, poucas foram marcadas. Em pupa de olho preto e adulto, ndo se observou
morte celular. A maior taxa proliferativa e apoptética foi vista no estagio pupa de olho
rosa. O aumento no numero de células e o restabelecimento dos ninhos de células
regenerativas no final da metamorfose € uma consequéncia das divisdes celulares na
pupa de olho preto, ja que nesse estagio ocorrem divisdes celulares e ndo ocorre
apoptose. Observamos ainda que, durante a metamorfose, a morte das células
epiteliais do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides ocorre por apoptose e é

concomitante com autofagia.
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INTRODUCAO

Os insetos holometabolos apresentam metamorfose bem definida, caracterizada
por uma série de mudancas morfofisiolégicas entre o e periodo larval e o adulto. A
metamorfose implica em drasticas mudangas na organizagao larval, incluindo a
substituicdo de varios tecidos. Ela envolve processos regulatorios chave incluindo
morte celular programada, proliferagdo e diferenciacdo celular (llla-Bochaca e
Montuenga, 2006).

Nas abelhas, as mudangas no tubo digestivo estdo, em parte, ligadas a
alteragbes na alimentagdo, a qual é diferente entre larva e adulto (Gama e Cruz-
Landim, 1984). O trato digestivo dos insetos é dividido em trés regides: intestino
anterior, médio e posterior (Chapman, 1998; Cruz-Landim, 2009). O epitélio do
intestino médio das abelhas possui trés tipos de células: células digestivas que
sintetizam enzimas e absorvem nutrientes, células endodcrinas que produzem
horménios e as células regenerativas (Serrdo e Cruz-Landim, 1996; Neves, 2002;
Martins et al., 2006).

Durante a metamorfose o epitélio digestivo dos insetos sofre rapidas mudancgas
com continua producao e destruicdo de células (Uwo et al., 2002; Corley e Lavine,
2006; Tettamanti et al.,, 2007; Hakim et al., 2010; Nardi et al.,, 2010). Na larva, as
células digestivas do epitélio intestinal morrem e a reorganizagao deste epitelio ocorre
pelas células regenerativas presentes entre as células digestivas larvais (Neves, 2002;
Martins et al. 2006). A producdo de novas células depende de células regenerativas
com capacidade de se dividir varias vezes e dar origem a um ou mais tipos de células
diferenciadas. Tais células sdo denominadas por alguns autores como células-tronco
(Baldwin e Hakim, 1991; llla- Bochaca e Montuenga, 2006; Corley e Lavine, 2006;
Hakim et al., 2010).

Cruz-Landim e Silva-de-Moraes (2000) afirmaram que, embora seja comum a

ocorréncia de mitoses em células regenerativas em adultos de varios grupos de
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insetos, isto ndo ocorre em Hymenoptera. Desta forma, espera-se que o numero de
células regenerativas no momento da emergéncia seja definido durante a pupacéao
(Cruz-Landim e Silva-de-Moraes, 2000). Entretanto, mesmo durante a metamorfose o
numero de células observadas em mitose nao parece ser suficiente para explicar o
grande incremento que ocorre no numero de ninhos de células regenerativas durante
o periodo final da metamorfose (Neves et al., 2003; Martins et al., 2006; Cruz et al.,
2011).

Alguns trabalhos tém focado seus objetivos em descobrir qual o mecanismo de
renovagao do intestino de abelhas durante a metamorfose (Neves, 2002; Cruz-Landim
e Cavalcante, 2003; Martins et al., 2006; Cruz et al., 2011). Sabe-se que o0 método
classico de contagem de figuras mitéticas em cortes histolégicos corados
rotineiramente tende a subestimar a verdadeira fracao proliferativa dos tecidos (Neves,
2002). Dentre as técnicas utilizadas para se estimar o indice mitético de determinados
tecidos destaca-se a técnica de imunomarcacdo da fosfohistona-H3. Esta técnica
utiliza um anticorpo altamente especifico para a histona-H3 fosforilada na extremidade
amino, no sitio ocupado pela serina 10. A fosforilagdo da histona-H3 esta
espacialmente e temporalmente correlacionada a condensagdo cromossdémica e
ocorre quase que exclusivamente durante a mitose (Hendzel et al., 1997). A marcacao
na serina 10 da histona-H3 fosforilada ocorre inicialmente durante a préfase, atinge o
maximo durante a metafase, diminuindo na anafase e é completamente perdida
durante a telofase (Hendzel et al., 1997).

No remodelamento do epitélio intestinal durante a metamorfose ha também
uma série altamente regulada de morte celular. Véarios estudos foram realizados em
tecidos de insetos, focalizando o processo de morte celular programada, a qual tem
gerado muitas controvérsias quanto a sua classificagcao, ja que as caracteristicas
tipicas de apoptose, estabelecidas em vertebrados, ndo estdo incondicionalmente

presentes nas células de insetos (Ferreira, 2010). Os processos de apoptose,
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autofagia e morte celular por necrose tém sido observados em tecidos de insetos
(Rost, 2006; Tettamanti et al., 2007; Rost-Roszkowska, 2008; Santos et al., 2009).
Varias técnicas tém sido utilizadas para estudar a morte celular, mas os aspectos
morfolégicos deste processo podem ser mais bem visualizados por microscopia
eletrénica de transmissdo. No entanto, para uma analise quantitativa, essas células
podem ser marcadas com “kit” de marcagdo de células apoptéticas - Apo-TRACE
(Sigma). A molécula de Apo-TRACE responde a alteragdes no potencial da membrana
plasmatica e alteracdo na distribuicdo dos fosfolipidios, caracteristicos de células
apoptoticas. Ela atravessa seletivamente a membrana de células apoptoticas desde as
fases iniciais do processo de morte e se acumula no citoplasma (Aloya et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar quantitativamente a morte e a
reposi¢ao celular do intestino médio durante a metamorfose de M. quadrifasciata

anthidioides.

MATERIAL E METODOS

Abelhas

Foram utilizados intestino médio de abelhas da espécie Melipona
quadrifasciata anthidioides em diferentes estagios do desenvolvimento: pré-pupa,
pupa de olho branco, pupa de olho rosa, pupa de olho preto e adulto, sendo quatro
individuos de cada um dos estagios, utilizados para cada uma das técnicas
apresentadas. Todos os exemplares foram retirados de colénias mantidas no Apiario

Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG, Brasil.

Imunofluorescéncia — Fosfohistona-H3
Os individuos foram imobilizados a frio, em seguida, dissecados sob

esteriomicroscopio e as regides anterior, média e posterior do intestino médio foram
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removidas e transferidas para solugdo de Zamboni (Stefanini et al. 1967) por 30
minutos, a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas 3 vezes em tampao
fosfato de sodio e tween 20 a 1% (PBST) durante 5 minutos cada, a 37°C. A seguir
foram incubadas por 10 minutos em albumina sérica bovina 0,1% (BSA) a temperatura
ambiente. Apdés uma lavagem em PBST durante 5 minutos, as amostras foram
neutralizadas com soro normal de cabra (1:30) em PBST, por 10 minutos. Depois
foram lavadas por 3 vezes em PBST e incubadas com anti-fosfohistona-H3 (Cell
Signaling) obtida em coelho na diluigdo de 1:100 durante 2 horas em temperatura
ambiente. Apos esta etapa, as amostras foram novamente lavadas por 3 vezes em
PBST; em seguida incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado com FITC (Sigma) 1:500 por duas horas em temperatura ambiente e depois
lavados em PBST, por 5 minutos. Os intestinos médios foram contracorados por 30
minutos com 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 100 ng/ml) usado para detectar o
nucleo. No controle negativo, anti-fosfohistona-H3 foi omitida e as amostras foram
tratadas com PBS contendo BSA. A regido do proventriculo foi utilizada para controle
positivo. As amostras foram montadas entre lamina e laminula com sacarose 50% e

examinadas no microscépio de fluorescéncia (Olympus BX-60).

Apoptose

Os individuos foram imobilizados a frio, em seguida, dissecados sob
estereomicroscoépio e as regides do intestino médio foram removidas e incubadas em
solugdo de Apo-TRACE® (Sigma) 5 ul/1 ml durante 1 hora & temperatura ambiente. As
amostras foram lavadas em tampao fosfato de sédio (PBS) e fixadas por 1 hora a
temperatura ambiente em solugdo de Zamboni (Stefanini et al., 1967). Apds essa
etapa, foram lavadas em PBS e contracoradas com iodeto de propideo 0,5% por 30
minutos. Em seguida, lavadas com PBS e montadas com sacarose 50% e examinadas

no microscopio confocal a laser Zeiss LSM 510 Meta.
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Microscopia eletrénica de transmissao

Individuos de M. quadrifasciata anthidioides foram imobilizados a frio por cinco
minutos, em seguida, dissecados sob estereomicroscopio tendo seu trato digestivo
removido em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) contendo 0,2 M de sacarose.
A seguir, o intestino médio foi dividido nas por¢des anterior, média e posterior e
transferido para glutaraldeido a 2,5% em tampéao cacodilato de s6dio 0,1 M (pH 7,2),
acido picrico 0.2% e 0,2 M de sacarose por duas horas. Em seguida, os fragmentos do
intestino médio foram lavados com tamp&o cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2), e pos-
fixados em tetroxido de 6ésmio 1% no mesmo tampao por duas horas. Depois de
lavadas duas vezes no tampéao, as amostras foram desidratadas em séries crescentes
de etanol (70%-100%) e embebidas em solucao de resina LR White e alcool 70% (2:1)
por uma hora e em resina pura também por uma hora. Posteriormente, as amostras
foram embebidas novamente em resina pura e deixadas por 16 horas em temperatura
ambiente, seguindo-se da polimerizagdo em capsulas de gelatina (Eletron Microscopy
Sciences) a 60 °C por 24 horas.

Secoes ultrafinas, obtidas em ultramicrétomo com navalha de diamante, foram
colocadas em grades de cobre e contrastadas por 20 minutos com acetato de uranila
aquosa 1% e citrato de chumbo por oito minutos. As amostras foram observadas e
fotografadas em microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM 109 no nucleo de

Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.
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Quantificacdo de células em proliferacdo e morte

Foram usados quatro exemplares de cada estagio do desenvolvimento. O
intestino médio foi dividido em trés regides: anterior, médio e posterior. Para cada
regido, cinco areas de 0,18 mm? foram aleatoriamente selecionadas. A contagem de
células marcadas com fosfohistona-H3 foi realizada usando o programa Image-Pro
Plus 4.0 (Media Cybernetics). O mesmo procedimento foi feito para quantificar as

células Apo-TRACE?® positivas.

Andlises estatisticas

Andlise total

Foi realizada analises do numero de mitoses encontradas no intestino inteiro e
essas foram comparadas entre os estagios. O mesmo procedimento foi feito para
contagem de células em morte celular. Os resultados foram submetidos a analises de
variancia (ANOVA) one way de Kruskal-Wallis com subsequentes comparagdes pelo

teste de Dunn.

Andlise das regides

Para comparar o numero de mitoses e o numero de células apoptoticas entre as
trés regides do intestino médio de cada um dos estagios, os resultados foram
submetidos a analises de varidncia (ANOVA) one way de Kruskal-Wallis.

Para comparacao entre os estagios concomitantemente com as respectivas

regioes foi feita a ANOVA.
Proliferacdo x Apoptose
Foi utilizado test T para comparacdo entre numero de mitoses e apoptoses

encontradas no intestino inteiro em cada estagio do desenvolvimento.

22



RESULTADOS
Divis@es celulares

Os resultados mostraram muitas células fosfohistona positivas (Fig.1A-D). Nao
houve diferenga significativa no numero mitoses entre os estagios pré-pupa e pupa de
olho rosa (Fig. 2). Esses estagios apresentaram o maior nimero de mitoses, seguidas
por pupa de olho branco, sendo que em pupa de olho preto foi observado o menor
numero. Ja no adulto nenhuma marcacéao foi observada.

Comparando o numero de células em divisdo entre as diferentes regides do
intestino médio em cada dos estagios do desenvolvimento pupal, apenas nas pupas
de olhos pretos foram observadas diferencas significativas entre as regides. A regiao

anterior foi a que apresentou maior numero de células em proliferagéo.

Apoptose

Foi observada morte celular em alguns estagios do desenvolvimento pupal (Fig.
3A-D). Pupa de olho rosa apresentou maior numero de células apoptoticas. Pré-pupa
e pupa de olho branco apresentaram menor numero. Entre esses dois estagios, ndo
houve diferenga significativa. Em pupa de olho preto, assim como no adulto, ndo foi
observado nenhuma célula em processo de morte (Fig. 4).

Ao comparar o numero de células em morte celular entre as regides do
intestino médio de cada estagio do desenvolvimento, observou que a regiao anterior
de pupa de olho branco apresentou maior numero. Entre as regides dos demais

estagios de desenvolvimento nao houve diferenca.

Proliferacdo x Apoptose

Nao houve diferenga significativa entre o nimero mitoses e numero de células

em morte celular no estagio pré-pupa e no de pupa de olho rosa. Em pupa de olho
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branco, observou-se mais proliferagdo que morte. Em pupa de olho preto foi
observado proliferacdo, mas ndo morte celular (Fig. 5).

Sinais ultraestruturais caracteristicos da apoptose tais como alteragbes na
forma do nucleo e sua desintegragdo em fragmentos circundados por envoltério
nuclear (Fig. 6A-C), bem como alteracbes morfoldgicas das mitocodndrias (Fig. 6B),
foram observadas. Em pupa de olho rosa foi comum a presenca de vacuolos
autofagicos delimitados por dupla membrana (Fig. 6D); caracteristicas tipicas de

autofagia.

DISCUSSAO

A renovacao do epitélio do intestino médio em insetos tem sido amplamente
descrita (Baldwin e Hakim, 1991; Jiang et al., 1997; Uwo et al., 2002; Tettamanti et al.,
2007) e varios pesquisadores tém focado a reorganizacdo do intestino médio de
abelhas durante a metamorfose (Neves et al ,2003; Cruz-Landim e Cavalcante, 2003;
Martins et al, 2006). Cruz et al. (2011) demonstraram, por dados morfométricos, a
necessidade da formacdo de novas células digestivas para suprir 0 aumento do
intestino médio durante a metamorfose, entretanto o nimero de mitoses observado
era muito inferior ao esperado.

No presente estudo, a deteccdo por imunofluorescéncia de fosfohistona-H3
mostrou-se uma ferramenta util para avaliar e quantificar a proliferacao celular de
células de inseto, em particular do sistema digestivo. Além disso, a marcagdo de
células apoptéticas pelo Apo-TRACE® auxilia na quantificacdo de células em processo
de morte celular.

No inicio da metamorfose, durante o estagio pré-pupal, ocorre eliminagdo de
células larvais juntamente com crescimento e diferenciagcdo de estruturas da pupa
(Neves, 2002, Martins et al., 2006). Nossos resultados mostraram em pré-pupa alta

taxa de células proliferativas e apoptoéticas, sem diferenga significativa entre elas. Esse
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estagio é o inicio da metamorfose, transicdo na qual a larva se transformara em
adulto, por isso é de se esperar uma maior reorganizagao celular.

No estagio pupa de olho branco ndo foram observadas muitas células
mitoéticas. No entanto, essas estdo em maior nimero que as células em morte celular.
Segundo Cruz-Landim (2009) a primeira transformagdo do intestino médio ja se
encontra completa nesse estagio do desenvolvimento. Corroborando com resultados
do presente estudo, Cruz et al (2011) observaram, nessa mesma espécie, que o
aumento do volume total do intestino € acompanhado pelo aumento do volume celular.
Assim, nesse estagio ndo ha necessidade de grande incremento da proliferagao
celular, ja que apenas o aumento do volume das células, juntamente com a baixa taxa
de morte celular, parece ser suficiente para suprir o aumento do intestino médio.

Foi no estagio pupa de olho rosa que se observou drastica transformacao. De
acordo com nossas analises, esse estagio apresentou grande numero de células em
proliferacdo e apoptéticas. Segundo Cruz-Landim e Mello (1970), uma nova
transformagao comecga no intestino médio durante esse periodo. Essa transformacao
coincide com a elevagéo da taxa de ecdisterdide observada por Pinto et al. (2002) em
Melipona quadrifasciata. Aumento da taxa de proliferagéo celular em uma variedade
de tecidos de insetos tem sido correlacionado com elevacao do ecdisteréide (Champlin
e Truman, 1998). Foi visto em cultura de células que concentragdes em determinado
limiar desse horménio estimulam a proliferagcdo. No entanto, concentragcdes acima
desse limiar induzem a apoptose (Champlin e Truman, 1998).

Cruz et al. (2011) notaram, em pupa de olho preto, aumento do volume total do
intestino médio sem que houvesse aumento do volume celular, o que sugere um
aumento do numero de células. Além disso, neste periodo, notaram o surgimento dos
ninhos de células regenerativas, no entanto mitose nao foi detectada. Neste trabalho,
detectamos, nesse estagio, células mitdticas e nenhuma célula apoptética. Sendo

assim, o aumento do numero de células e surgimento dos ninhos se deve a maior taxa
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proliferativa que ocorre nesse estagio e coincide com apice de ecdisterdide detectado
por Pinto et al. (2002).

Nos exemplares adultos ja ndo foram mais detectadas proliferacdo celular nem
apoptose, sugerindo que ndo haja necessidade de grandes reposigdes celulares. A
auséncia de proliferagao e morte celular coincide com a queda da taxa de ecdisterdide
que ocorre depois do estagio pupa de olho preto Pinto et al. (2002).

Segundo Martins et al (2006), ndo ocorre proliferacao de células regenerativas
durante a metamorfose. Esses autores sugeriram que as células regenerativas da
larva seriam suficientes para promover a renovacido do epitélio do intestino médio
durante a metamorfose. No entanto, no presente trabalho observamos muitas células
em divisdo no epitélio intestinal em pupas de olho rosa e de olho preto.

Sugerimos, com base em nossos estudos, que no estagio pupa de olho preto
ocorra restabelecimento dos ninhos de células regenerativas fornecendo novas células
regenerativas para o restante do periodo pupal e, consequentemente, para abelhas
adultas.

Segundo Ward (2007) a apoptose tem um papel importante no
desenvolvimento, manutengcao e senescéncia do organismo. Apoptose é um dos
mecanismos utilizados pelos organismos para a remog¢do de células danificadas
durante os processos naturais de envelhecimento dos tecidos. Sendo assim, seria
esperado encontrar indicagdes da ocorréncia de apoptose no intestino médio do
individuo adulto; mas tal processo nao foi observado.

A morte celular pode ser classificada em trés tipos de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas: apoptose, autofagia e necrose (Ferreira, 2010). Segundo
Denton et al. (2009) durante a pupacdao em Drosophila a autofagia € o principal
regulador da morte celular. Em protura a degeneracdo comecga na forma de autofagia

e finaliza de modo apoptdtico (Rost-Roszkowska et al., 2010). De acordo com as
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observacgdes ultraestruturais, durante a metamorfose de M. quadrifasciata anthidioides,
tanto os processos de apoptose quanto os de autofagia podem estar presentes.

Apoptose e autofagia podem ser consideradas como morte celular programada
enquanto a necrose seria uma morte celular patolégica e ndo programada
geneticamente (Ward, 2007; Ferreira, 2010). Contudo, estudos recentes mostraram
que ha uma regulagao fisiolégica em células necroticas e que a necrose nao ocorre
somente em situagbes patoldgicas, mas & também um componente de alguns
processos fisiologicos (Ferreira, 2010). Podemos supor entdo, que no decorrer da
fase adulta de M. quadrifasciata anthidioides a necrose seja o fendmeno responsavel
pela senescéncia do organismo. Talvez esse tipo de morte celular ndo permita que a
molécula de apo-TRACE® entre na célula e seja observada a marcagdo. Outra
hipétese pode ser a de que, pelo fato de termos analisado apenas operarias coletadas
diretamente da coldnia, essas ainda seriam jovens e ainda n&do apresentariam células
intestinais em senescéncia, nado apresentando indicios de morte celular como
observado durante a metamorfose. Sendo assim, na metamorfose, a morte das células
epiteliais do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides é atribuida a eventos de
apoptose concomitantes com autofagia e talvez necrose.

O aumento do numero de células epiteliais e o restabelecimento dos ninhos de
células regenerativas no intestino médio de Melipona quadrifasciata anthidioides ao
final da metamorfose, ocorre em consequéncia das divisdes celulares e auséncia de
apoptose nas pupas de olhos pretos. A hiperplasia das células epiteliais, na auséncia
de processos degenerativos, permite a formagao da cobertura epitelial do intestino
médio que se diferenciara no adulto; bem como a formagao de um “pool” de reserva

que sao os ninhos de células regenerativas.
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Figuras

Figura 1: Fotomicrografias do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides. A: montagem total da
regido anterior de pupa de olho branco corado com DAPI. B: sobreposi¢cdo da mesma regido (A) com
anti-fosfohistona-H3 com FITC (cabega de seta). C: Nucleos marcados com anti-fosfohistona- H3 - FITC
em pupa de olho rosa. D: Detalhes de células em mitose marcadas com anti-fosfohistona-H3 — FITC.

Barras = 10 ym (A-C) e 4 um (D).
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Figura 2. Analise de variancia (ANOVA), relacionando as fases de desenvolvimento e o nimero
de células em mitose no epitélio do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides. PP = pré-
pupa; POB = pupa de olho branco; POB = pupa de olho rosa; POP = pupa de olho preto. (*)

Sem diferenca significativa.
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Figura 3: Células em morte celular do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides marcadas
pelo Apo-TRACE® (verde). Nucleos corados pelo lodeto de Propideo (vermelho). A-B. Pré-pupa. C-
D. Pupa de olho rosa. Barras = 20 um
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Figura 4. Analise de variancia (ANOVA), relacionando as fases de desenvolvimento e
numero de células apoptéticas no epitélio do intestino médio M. quadrifasciata
anthidioides. PP = pré-pupa; POB = pupa de olho branco; POB = pupa de olho rosa;
POP = pupa de olho preto. (*) Sem diferenga significativa.
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Figura 5. Andlise de variancia (ANOVA), relacionando o numero de células mitéticas e
apoptoticas no intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides. PP = pré-pupa; POB =
pupa de olho branco; POR = pupa de olho rosa; POP = pupa de olho preto. (**) Diferenca
significativa.
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Figura 6: Morte celular no intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides. A. Em pré-pupa nota-se
fragmentagcado nuclear (seta) de uma célula apoptética. B. Pupa de olho branco com mitocéndrias
(seta) membranosas também caracteristico da apoptose. C-D. Em pupa de olho rosa nota-se
fragmentacédo nuclear caracteristico da apoptose e também a presengca de corpos multilamelares
caracteristico da autofagia (cabeca de seta). Barras =2 ym (A, Ce D) e 5 um (B)
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Andlise de proteases no intestino médio de larvas e adultos de operarias de Apis

mellifera

Resumo. Diferentes proteases do tipo tripsina foram purificadas do intestino médio de
Apis mellifera por cromatografia de afinidade em Benzamidina-Sepharose 6B: Duas
tripsinas em larvas de ultimo instar (TL-1 e TL-2) e uma em adultos (TA-1). Atividades
especificas das tripsinas larvais foram TL-1: 168,9 e TL-2: 244,8 nmol/min/mg. Ambas
apresentaram maior atividade especifica que a TA-1 de adultos: 55,9 nmol/min/mg.
Através de espectrometria de massa, as tripsinas larvais foram identificadas como
tripsina-1 like e tripsina-1. Este estudo demonstrou pela primeira vez essas tripsinas
purificadas e ativas em A. mellifera. Em adulto foi purificada tripsina-3 de A. mellifera.
Neste trabalho observamos mudangas no padrao enzimatico durante a ontogénese de
A. mellifera. O fato é que ndo somente o intestino de abelhas sofre uma profunda
remodelagdo morfologica durante a ontogénese, como também o padrao de secregao

enzimatica modifica durante a sua metamorfose.

Palavras chaves: protease digestiva - Apis mellifera - tripsina - larva - adulto.
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INTRODUCAO

Larvas e adultos de insetos holometabolos diferem na anatomia e fisiologia do
corpo. O intestino médio de Apis mellifera € remodelado durante a metamorfose e,
consequentemente, podem ocorrer mudangas no perfil enzimatico (Cruz-Landim e
Cavalcante, 2003). As abelhas sociais apresentam castas bem definidas: as rainhas,
responsaveis pela deposicdo de ovos, as operarias responsaveis pela maior parte das
tarefas da colbnia, e os zangdes, responsaveis por fertilizar as rainhas (Giannini et al.,
1988; Ferreira e Cruz-Landim, 2005). Operarias jovens geralmente alimentam a cria e
sao chamadas nutridoras, enquanto as mais velhas, que deixam o ninho para coleta
de alimentos, sado as forrageiras (Hebling et al., 1964; Ferreira e Cruz-Landim, 2005).
Cada uma das funcgbes exercidas pelos membros da colmeia requer gasto de energia
diferente. Isto gera diferentes necessidades nutricionais entre classes de individuos
bem como diferente fungéo para um mesmo individuo ao longo de sua vida (Ferreira e
Cruz-Landim, 2005).

Larvas e rainhas necessitam de uma dieta altamente proteica e se alimentam
de geleia real produzida pelas operarias nutridoras. Operarias nutridoras consomem
grande quantidade de pdélen para a produgdo da geléia real. Entretanto, operarias
forrageiras alimentam-se preferencialmente de néctar ou mel, pois realizam atividades
externas da colonia e requerem uma dieta que responda a sua alta demanda
energética (Serrdao e Cruz-Landim, 1995; Ferreira e Cruz-Landim, 2005).

Tem sido relatado que a abelha melifera, Apis mellifera, depende de serina-
proteases (tripsina, quimotripsina e elastase) e exopeptidases para a digestdao de
proteinas (Giebel et al, 1971; Dahimann et al, 1978; Burgess et al, 1996; Del Lama et
al., 2001). Altos niveis de consumo de proteina e atividade proteolitica digestiva foram
registrados em larvas e operarias nutridoras. Entretanto, em abelhas forrageiras o
consumo de proteina e atividade proteolitica cai consideravelmente (Dahimann et al,

1978; Grogan e Hunt, 1980; Moritz e Crailsheim, 1987; Crailsheim e Stolberg, 1989;
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Ferreira e Cruz-Landim, 2005). Além disso, a atividade proteolitica é dependente da
quantidade de proteina consumida, sendo maior em operarias alimentadas com dietas
de polen ou artificial que contem mais proteinas do que restritas a sacarose (Jimenez
e Gilliam, 1989; Crailsheim e Stolberg, 1989).

Diferentes enzimas tipo tripsina e quimotripsina tém sido parcialmente
identificadas a partir do intestino médio de larvas e adultos de A. mellifera (Giebel et
al., 1971; Dahlmann et al., 1978) e a ingestao de inibidores de protease por abelhas,
induziu novas formas de proteases (Girard et al., 1998; Pham-Delegue et al., 2000).
Além disso, o genoma de A. mellifera foi recentemente sequenciado e cerca de 50
genes de serina-proteases diferentes foram identificados. Entre 1,0 x 10* genes
previstos no genoma de A. mellifera, os genes de serina-proteases formam uma
grande familia (Zou et al., 2006). No entanto, apenas uma enzima tipo tripsina foi
purificada e caracterizada bioquimicamente em adulto de operarias.

O objetivo deste estudo foi caracterizar proteases digestivas e purificar enzimas
tipo tripsina de A. mellifera, comparando o perfil de larvas e adultos de operarias para

determinar se ocorre mudanga no padrdo enzimatico durante a ontogénese.

MATERIAL E METODOS
Insetos
Larvas de ultimo instar e operarias adultas de Apis mellifera foram coletadas

em um apiario localizado em Bustarviejo, Madri — Espanha.

Preparacao do extrato enzimatico
Intestinos médios foram extraidos de larvas de ultimo instar e adultos de
operarias. A membrana peritréfica e o limen foram homogeneizados em tampao Tris-

HCl 0.1 M, 0.15 M NaCl, 5 mM MgCI2, pH 7.5 (Tampdo A) na propor¢do de 5
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intestinos/ml solugdo. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 g por 10

minutos a 4° C, e o sobrenadante mantido a -20° C até os ensaios.

Ensaios enzimaticos

Foram realizados ensaios enzimaticos para determinar atividades do tipo
tripsina, quimotripsina, elastase e leucina aminopeptidase presentes no extrato
digestivo e nas distintas fragdes obtidas durante o processo de purificagdo, baseados
na metodologia descrita por Ortego et al. (1996). Todos os ensaios foram realizados
em triplicatas e brancos, que consistia apenas em substrato e tampao, para considerar
a degradacéo espontanea dos substratos.

Os ensaios foram realizados utilizando 20 ul do extrato digestivo; 0,25 mM N-a-
benzoil-DL-arginina p-nitroanilida (BApNA) em 5% DMSO para enzima tipo tripsina;
0,25 mM N-succinil- alanila -alanina-prolina-fenilalanina p-nitroanilida (SA,PPpNA) em
5% DMSO para quimotripsina; e 0,25 mM N-succinil-alanina-alanina-alanina
pnitroanilida (SAspNA) em 5% de dimetilsulféxido (DMSO) para elastase; e 1,0 mM
leucina p-nitroanilida (LpNA) em 10% de Metanol (MeOH) para leucina
aminopeptidases.

As incubacgdes foram realizadas a 30° C em periodos de tempo diferentes, e as
taxas iniciais de hidrolise foram calculadas. Todas as reacbes enzimaticas foram
paralisadas pela adicdo de 0,1 ml de &acido acético 30%. A concentragdo de p-
nitroanilina resultante foi estimada pela medida da absorbancia a 410 nm. Todos os
ensaios foram realizados em condicbes tais que a atividade era proporcional a
concentracdo de proteina e o tempo. A atividade foi medida em nmol de substrato
hidrolisado por minuto por mg de proteina. Proteinas totais do extrato do intestino
médio foram determinadas de acordo com o método de Bradford (1976) utilizando soro
albumina bovina como padréo.

A determinacao do pH 6timo foi feita utilizando os seguintes sistemas tampéao a
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uma concentracao de 0,1 M: Tris-HCI (pH 6,5 a 9,0), glicina-NaOH (pH 9,0 a 10,5). As
atividades enzimaticas nos respectivos valores de pH foram determinadas, como
descrito acima, para os substratos BApNA, SA,PPpNA e SA;pNA. Para o substrato

LpNA foi utilizado tampao Tris-HCI (pH 6,5 a 8,0).

Purificacdo da tripsina

Purificagdo da tripsina foi realizada como descrito por Novillo et al. (1999). O
extrato digestivo bruto (20 mL, a partir de 100 intestinos médios) foi aplicado (8
aliquotas de 2,5 ml) em coluna Sephadex G-25 (PD-10, Amersham Bioscience) para
remover compostos de baixo peso molecular e equilibrar o extrato com o tampao A. O
extrato enzimatico foi entdo fracionado por cromatografia de afinidade utilizando uma
coluna com 5 ml benzamidina-Sepharose 6B (Pharmacia Biotech, Suécia), equilibrada
com o tampao A, a 4° C. Primeiramente, a coluna foi lavada com 5 ml de tampao A
para remover todas as proteinas nao ligadas especificamente. Este procedimento foi
repetido cinco vezes. As tripsinas retidas na coluna foram eluidas com concentragdes
crescentes de benzamidina dissolvida em tampao A (15 ml de cada solugéo de 1, 5,
10, 50, 100, 500 e 1M para larvas; e 1, 5, 10 e 500 mM de benzamidina para adultos).
Os eluentes foram recolhidos em fragdes de 5 ml. As fragdes foram armazenadas a -
80° C, juntamente com benzamidina para evitar a auto-degradacédo da tripsina.
Posteriormente, cada uma das fragbes foi aplicada em coluna de exclusdo molecular
Sephadex G-25, em aliquotas de 2,5 ml, para remover a benzamidina. A partir dessas
fragbes purificadas, foram determinadas atividades tipo tripsina, quimotripsina e
elastase, realizada eletroforese de gel de dodecil sulfato de sédio poliacrilamida (SDS-

PAGE) e foi feito sequenciamento do N-terminal.
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Ensaios com inibidores

As atividades hidroliticas das enzimas purificadas foram analisadas na
presenca dos seguintes inibidores especificos de protease: Os inibidores de serina
protease especificos: inibidor de tripsina da soja tipo Bowman-Birk (SBBI) e inibidor de
tripsina de soja (STI); inibidores de tripsina: Na-a- tosil-L-fenilalanina clorometilcetona
(TLCK), benzamidina; inibidores de quimotripsina: quimostatina e Na-a- tosil-L-lisina
clorometilcetona (TPCK). Inibidores foram pré-incubados a 30° C juntamente com as
enzimas diluidas em tampao durante 15 minutos, antes da adi¢ao de substrato. Todos
os inibidores foram diluidos em 20 uL de NaCl 0,15 M, exceto TPCK e quimostatina

que foram diluidos em 4 ul de DMSO.

SDS-PAGE

Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) foi
realizada em sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad, CA, EUA) de acordo com Laemmli
(1970). A composicdo do gel separador foi de 12% (p/v) de poliacrilamida. As
amostras foram misturadas em tampao de amostra (1:1) contendo 0,5 mM de Tris-HCI,
pH 6,8, 10% (w / v) de SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 1% (p/v) de azul
de bromofenol e aquecidas durante 4 min em banho-maria termostatizado (95 ° C). A
eletroforese foi realizada em voltagem constante de 200 V durante 60 minutos.
Marcadores Precision plus Protein dual color (BIO-RAD) foram utilizados como
padrdes para determinacdo do peso molecular aparente das enzimas purificadas. Os

géis foram corados com nitrato de prata de acordo com Rabilloud et al. (1988).
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Eletroforese bidimensional e espectrometria de massa

A focalizacao isoelétrica foi realizada em tiras (pH 3-10 NL, 7 cm) (Bio-Rad). A
segunda dimenséao foi executada em SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados com
SYPRO (BIO-RAD).

Spots das tripsinas purificadas foram cortados manualmente a partir de géis 2D
e digeridos com tripsina. As amostras foram analisadas por espectrometria de massa
pelo servigo de Proteémica e Gendmica, do CSIC/CIB (Madri, Espanha), utilizando o
espectrdmetro de massas LTQ Velos (Thermo Scientific) dotado de uma fonte de
ionizagdo nano (Proxeon) conectada on-line a um nano-HPLC Easy-LC (Proxeon). Os
resultados foram analisados usando Sequest como um motor de busca. O banco de
dados utilizado foi NCBInr.

O peso molecular das enzimas tipo tripsina foi estimado por regresséao linear
correlacionando logaritmo de padrdes de pesos moleculares e migragao destes em gel

2D.

Sequéncia N-terminal

A sequéncia de aminoacidos do N-terminal das proteinas purificadas foi
analisada pelo Servigco de Quimica de Proteinas do CIB-CSIC (Madrid, Espanha),
utilizando sistema de sequenciamento de proteina Procise 494 HT (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA).

RESULTADOS
Caracterizacdo das atividades proteoliticas no extrato digestivo bruto

O efeito do pH sobre a atividade proteolitica no extrato bruto do intestino médio
de operarias adultas esta resumido na Figura 1. Hidrélise 6tima pela tripsina no
substrato BApNA ocorreu em pH 7,5-10. Quimotripsina foi caracterizada utilizando

SAPPpNA como substrato e apresentou atividade o6tima entre pH 7,5-8,0 e 10.
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Atividade de leucina-aminopeptidase contra o substrato especifico LpNa foi maxima
nos pH 6,5-7,5. A hidrdlise do SA3;pNA, do substrato elastase, foi a mais baixa.
Em extrato de larvas e adultos a atividade especifica dos substratos BApNA,

SA,PPpNA, SA;pNA e LpNa foi calculada em pH 7,5 (Tabela 1).
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Figura 1: Efeito do pH sobre a taxa de hidrélise dos substratos de tripsina (BApNA), de
quimotripsina (SAPPpNA), de elastase (SA3pNA) e de leucina-aminopeptidase
(LpNA) no extrato do intestino médio de operarias adultas de A. mellifera.

Tabela 1: Atividade especifica das proteases do intestino médio de larvas e adultos de
A. mellifera em pH 6timo contra substratos especificos

Larva Adulto
Enzima Substrato pH Atividade especifica*
Tripsina BAPNA 7.5 389,14 + 0,01 5,5+ 0,02
Quimotripsina SA:PPpNA 75 668.89+ 0,02  442,2 +0,02
Elastase SAspNA 7,5 6.93 + 0,02 44,1 + 0,02
Leucina aminopeptidase LpNA 7,5

699.19 + 0,05 0,17 £ 0,01

* Atividade especifica em nmoles Abs 410 nm/min/mg de proteina. Média +* erro padrao
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Diversidade das tripsinas purificadas a partir de extratos do intestino médio de
larvas e operarias adultas

Larva

Usando gradiente de benzamidina, dois picos com atividade tipo tripsina foram
obtidos (Fig. 2). O primeiro, eluido com benzamidina 10 mM, foi chamado de tripsina
larval-I (TL-1). O segundo pico, eluido com benzamidina 50-100 mM, designado como
tripsina larval-ll (TL-2). Em todas as fragdes, nenhuma atividade tipo quimotripsina ou
leucina-aminopeptidase foi detectada. Apenas TL-2 apresentou uma unica banda em
SDS-PAGE (Fig. 3). Atividades especificas das tripsinas, usando substrato BApNA,

foram 168,9 £ 39,8 e 244,8 + 33 nmol/min/mg para TL-1 e TL-2, respectivamente.
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Figura 2: Purificacdo das tripsinas digestivas do lumen do intestino médio de larvas de
A. mellifera por cromatografia de afinidade em coluna Benzamidina-Sepharose.
Atividade de ftripsina foi testada usando BApNA como substrato. A eluicdo das
proteinas retidas foi realizada utilizando gradiente de benzamidina 1, 5, 10, 50, 500 e
1000 mM.

46



M B10 B30 B50 B30 B10O B10O
3 1 2 3 1 2

Figura 3: SDS-PAGE da Tripsina Larval -ll (TL-2) purificada. Fragbes eluidas com
benzamidina 50 mM (B-50) e 100 mM (B-100) e marcador de peso molecular (M).

Adultos

Um unico pico de atividade do tipo tripsina foi obtido a partir de operaria adulta
(TA-1) (Fig. 4). No entanto, essa fracdo também apresentou atividade tipo

quimotripsina.
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Figura 4: Isolamento da tripsina digestiva a partir de extratos do lumen do intestino
médio de operarias adultas de A. mellifera por cromatografia de afinidade
Benzamidina-Sepharose. Atividade de ftripsina foi testada usando BApNA como
substrato. A eluicdo das proteinas retidas foi realizada utilizando gradiente de
benzamidina 1, 5, 10 e 500 mM.
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O pico com atividade tripsina e quimotripsina correspondeu a uma unica banda

de proteina no gel SDS-PAGE (Fig. 5).
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Figura 5: SDS-PAGE da tripsina de adulto (TA-1) purificada. Extrato bruto (E),
proteinas nao retidas (C), Fracdes dos lavados (L), tripsina purificada correspondente
a eluicdo com 5 benzamidina mM (B-5) e marcador de peso molecular (M).

A massa molecular estimada da tripsina purificada de adulto A. mellifera foi de
21,4 kDa. Atividade especifica usando substrato BApNA foi 55,9 = 10 nmol/min/mg. A
fragdo também apresentou atividade tipo quimotripsina de 43,8 + 1 nmol/min/mg,

usando SA,PPpNa como substrato.

Susceptibilidade aos inibidores

Tripsinas purificadas das larvas (TL-1 e TL-2) e dos adultos (TA-1) foram
expostas a inibidores de tripsina a fim de comparar sua sensibilidade. Em larvas,
utilizando BApNA como substrato, ambas as enzimas tipo tripsina foram fortemente
inibidas por benzamidina, SBBI e STI. TL-2 foi mais sensivel ao TLCK. Resultados

semelhantes foram observados em adultos (Fig. 6).
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Figura 6: Efeito de diferentes inibidores sobre as tripsinas purificadas de larva e adulto
de A. mellifera usando BApNA como substrato em pH 7,5.

Como na proteina purificada dos adultos observou-se também atividade
quimotripsina, além da atividade de ftripsina, TA-1 foi testada contra inibidores
especificos de tripsina e quimotripsina (Fig. 7). Esta foi muito susceptivel aos
inibidores: SBBI, STI benzamidina e TLCK e ndo sensivel aos inibidores de
quimotripsina: quimostatina e TPCK. No entanto, usando substrato SA,ppNa, TA-1 foi

parcialmente inibida por benzamidina e TLCK também por quimostatina e TPCK.
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Figura 7: Efeito de diferentes inibidores sobre a tripsina purificada de operarias adultas
de A. mellifera usando BApNA e Sa,ppNa como substrato em pH 7,5.
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Eletroforese em gel 2D e analise por espectrometria de massa
Larva
TL-1 foi analisada em gel de eletroforese bidimensional e dois spots foram

visualizados (Fig. 8A): TL1-1 e TL1-2 com pl 6,5, peso molecular 15 kDa. Na tripsina

larval 2, dois spots foram identificados (Fig. 8B): TL2-1 com pl 5,4, 25 kDa e TL2-2 pl

6,5 e 15 kDa.
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Figura 8: Imagens do gel 2D das tripsinas purificadas em larvas de A. mellifera. Dois
spots foram identificados na Tripsina Larval-1 (A) e dois em Tripsina Larval-2 (B).

Os spots foram analisados por espectrometria de massa. TL1-1, TL1-2 e TL2-2
foram identificadas como tripsina-1 like [Apis mellifera]. TL2-1 foi identificada como
tripsina-1 [Apis mellifera]. Ambas proteases foram purificadas pela primeira vez em
abelhas.

Adulto

Eletroforese bidimensional de TA-1 apresentou dois spots: TA1-1, pl 8,8 e TA1-
2 pl 9,5 (Fig. 9). Ambas apresentaram peso molecular de 26,3 kDa. Os resultados
foram analisados em banco de dados. Os peptideos dos spots foram identificados por

espectrometria de massa.
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Figura 9: Gel 2D da tripsina purificada de operaria adulta de A. mellifera. Dois spots
foram identificados como TA1-1 e TA1-2.

Em TA1-1: Foi identificada tripsina-3 [Apis mellifera] com sete peptideos. Também
foi encontrada quimotripsina-1 [A. mellifera]. Neste caso, identificou-se um Uunico
peptideo o que sugere que esta proteina ndo foi principal na amostra. Em TA1-2
também foi identificada tripsina-3 [A. mellifera] com sete peptideos. A analise dos

dados mostrou que TA1-1 e TA1-2 sédo provavelmente a mesma tripsina-3.
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Sequéncia N-terminal

Larva

As sequéncias N-terminais das proteinas isoladas a partir das larvas e dos
adultos foram determinadas (Tabela 2). As sequencias de TL-1 e TA-1 apresentaram o
residuo IVGG conservado, confirmando tratar-se de enzimas do tipo tripsina. O N-
terminal da TL-2 nao pbéde ser sequenciado devido a quantidade insuficiente de
proteina. A busca de homologia na base de dados SWISS-PROT indicou tripsina-3

[Apis mellifera].

Tripsina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Larva TL-1 Il v G G E A - - - -

Adulto TA-1 I vV G G T A A DI Q

Tabela 2: sequéncias N-terminal das proteases digestivas tipo tripsina isoladas a partir

de larvas e adultos de A. mellifera.

DISCUSSAO

A maior parte da digestdo em Hymenoptera ocorre no espago endoperitrofico
(Terra e Ferreira, 2012). Nosso estudo foi feito utilizando a membrana peritréfica e seu
conteudo ao invés do intestino médio total (incluindo os tecidos). Consequentemente,
utilizou-se o conteudo luminal como fonte para a purificagdo de proteinases digestivas
do tipo tripsina. Observamos atividade tripsina, quimotripsina, elastase e leucina-
aminopeptidase no extrato digestivo de larvas e adultos. Todas as proteases
identificadas nas larvas tiveram maior atividade especifica quando comparada as do
adulto. Nos adultos, enzimas do tipo tripsina e quimotripsina apresentaram atividade

6tima em pH alcalino. Corroborando com o encontrado por Moritz et al. (1989).
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Giebel et al. (1971) observou em Apis mellifera, atividades tipo quimotripsina e
tripsina em adultos, mas estas nao foram detectadas em larvas. Tripsina e leucina-
aminoptidase de larvas de A. mellifera sdo semelhantes as larvas de Scaptotrigona
bipunctata (Meliponini) (Schumaker et al., 1993). A enzima elastase apresentou baixa
atividade especifica, tanto em larvas quanto em adultos, porém novos estudos sao
necessarios para avaliar a extensdo dessa enzima no intestino de insetos e a sua
importancia na digestdo, como também sugerido por Terra e Ferreira (2012).

A escolha metodoldgica baseia-se no fato de que os protocolos de purificagdo
de enzimas tipo tripsina de insetos descritos na literatura normalmente envolvem uma
ou ambas as etapas cromatograficas de afinidade e de troca ibnica. A escolha das
etapas varia em funcao das caracteristicas das amostras. Por exemplo, a combinacao
de cromatografias de troca-anibnica ndo pbde ser empregada na purificacdo de
tripsinas de Musca domestica (Diptera) e Diatraea saccharalis (Lepidoptera) (Jordao et
al., 1996; Lopes et al., 2006) como foi para tripsinas de Tenebrio molitor (Coleoptera)
e Periplaneta americana (Blattodea) (Cristofoletti et al., 2001; Lopes e Terra, 2003)
devido a ocorréncia de autélise. A cromatografia de afinidade foi, portanto, empregada
como alternativa apresentando resultados satisfatérios. Neste trabalho também se
optou pela cromatografia de afinidade em coluna Benzamidina-Sepharose 6B e esta
metodologia mostrou-se eficiente na separagao da enzima tipo tripsina, resultando na
observacgao de duas tripsinas em larvas e uma tripsina em adultos de operarias de A.
mellifera.

Em ensaios com proteases purificadas das larvas contra substratos
especificos, observou-se atividade apenas para BApNA. Os picos de atividade foram
observados em fragdes equivalentes a 10 mM (TL-1) e 50 mM de benzamidina (TL-2).
Atividade especifica da tripsina em TL-1-1 foi 168,9 + 39,8 e TL-2 foi 244,8 + 33
nmol/min/mg. A atividade enzimatica da tripsina das larvas também foi testada na

presengca de inibidores. Como esperado, utilizando BApNA como substrato, as
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enzimas foram suscetiveis a SBBI, benzamidina, STl e TLCK, reforcando a sua
classificacdo como enzima tipo tripsina. Estas fracbes foram aplicadas em SDS-PAGE
e apenas TL-2 apresentou uma unica banda. No gel 2D foram visualizados dois spots
em ambas as proteinas purificadas das larvas. Em TL2-1 foi identificado trypsin-1
[Apis mellifera]. Em TL1-1, TL1-2 e TL2-2, identificadas a mesma trypsin-1 like [Apis
mellifera]. Ambas foram purificadas e caracterizadas pela primeira vez em A. mellifera.

Apenas foi possivel obter N-terminal da TL-1 que foi IVGGEA, que confirmou a
classificacdo de enzima do tipo tripsina.

Em ensaios realizados com enzima purificada de operarias adultas, a fracao
correspondente a benzamidina 5 mM (TA-1), mostrou, além de atividade para BApNA
(55,9 £ 10 nmol/min/mg), uma elevada atividade para SA,PPpNA (43,8 + 1
nmol/min/mg). Nos ensaios com inibidores, usando substrato BApNA, a enzima foi
sensivel aos inibidores da SBBI, STI, TLCK e benzamidina e nao foi inibida pela
quimostatina e TPCK, confirmando atividade do tipo tripsina. Proteases inibidas por
TLCK também foram demonstradas por Giebel et al. (1971) e 0 mesmo n&o ocorreu
para TPCK. Usando substrato SA,PPpNA, a enzima foi parcialmente inibida por
quimostatina e TPCK. A atividade da proteina purificada contra substrato SA,ppNA
pode ser uma forte indicacdo da presenga de quimotripsina. SDS-PAGE de AT-1
resultou em uma unica banda. No gel 2D, TA-1 apresentou dois spots (TA1-1 e TA1-
2), ambos com pesos moleculares de 26,3 kDa e pontos isoelétricos: TA1-1: 8,8 e
TA1-2: 9,5. Ambos apresentaram ponto isoelétrico mais alcalino do que as enzimas
purificadas em larvas. Proteinases tipo tripsina mais alcalinas também foram
purificadas a partir de Choristoneura fumiferana: pl = 10,3 (Milne e Kaplan, 1993) e
Bombyx mori: pl = 11,0 (Eguchi e Kuriyama, 1985). Na andlise por espectrometria de
massa, foi identificada em TA1-2 Tripsina-3 [Apis mellifera]. Em TA1-1, a maioria dos
peptideos foi identificada como Tripsina-3 [Apis mellifera] e apenas um peptideo de

quimotripsina-1 [Apis mellifera]. Isto demonstra que a quimotripsina nao foi a principal
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enzima da amostra. Keil-Dlouha (1971) relatou hidrélise do substrato SA,PPpNA pela
tripsina. Esse autor afirmou que a hidrdlise poderia ter sido causada pela tripsina em si
ou pelos seus proéprios fragmentos, isto é, produtos da autdlise com especificidade
alterada por mudangas na conformacdo. A sequéncia N-terminal de AT-1 foi
IVGGTAADIQ. Uma busca por homologia foi realizada com a sequéncia N-terminal da
tripsina purificada no GenBank e coincidiu com tripsina-3 de Apis mellifera, ID: TRYP-
APISMS, numero de acesso: P83348. Esta busca por homologias também revelou que
a protease apresenta grande semelhanga com tripsina de abelha do género Bombus,
bem como outros Hymenoptera e alguns Diptera.

Tripsina-like de A. mellifera foi descrita por Giebel et al. (1971) isolada por
fitracdo em gel com peso molecular de 21 kDa. Esta mesma tripsina ndo foi
observada na larva.

Varios trabalhos comparativos sugerem que o perfil das endopeptidases do
intestino médio de operarias de abelhas meliferas é diferente entre larvas e adultos
(Giebel et al., 1971; Dahlmann et al.,, 1977; Zerbo et al., 2001). Neste trabalho
purificamos diferentes tripsinas entre larvas e adultos.

Terra e Ferreira (1994) relataram que a ocorréncia de diferentes enzimas
digestivas de insetos geralmente esta associada a composicdo quimica da dieta
ingerida. Entretanto, Elpidina et al. (2005) observaram que proteinases digestivas séo
expressas de forma distinta em larvas e adultos do Coleoptera Tenebrio molitor, os
quais possuem uma dieta proteica semelhante as abelhas. Isso sugere que larvas e
adultos expressam diferentes enzimas em decorréncia da diferentes fases do
desenvolvimento. O trabalho de Jimenez (1989) também sugere que a atividade da
tripsina parece ser independente da época e quantidade de poélen consumido e esta
mais relacionada a idade das abelhas.

Neste trabalho observamos mudangas no padrdao enzimatico durante a

ontogénese de A. mellifera. O fato é que nao somente o intestino de abelhas sofre
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uma profunda remodelagdo morfolégica durante a ontogénese, como também o

padrao de secrec¢ao enzimatica modifica durante a sua metamorfose.
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5. CONCLUSOES GERAIS

e O aumento no numero de células e o restabelecimento dos ninhos de células
regenerativas no final da metamorfose € uma consequéncia das divisdes
celulares na pupa de olho preto, jd que nesse estagio ocorrem divisbes

celulares e ndo ocorre apoptose;

e Durante a metamorfose, a morte das células epiteliais do intestino médio de M.
quadrifasciata anthidioides ocorre por apoptose e é concomitante com

autofagia;

e Proteases do tipo tripsina foram purificadas do intestino médio de operaria de
Apis mellifera por cromatografia de afinidade em coluna Benzamidina-
Sepharose 6B: Duas em larva de ultimo instar (tripsina-1 e tripsina-1 like) e

uma em adulto (tripsina-3).
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