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RESUMO 
 
SOUZA, Débora Linhares Lino, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 
2014. Expressão do gene aqp-4-like no trato digestório de operárias de Apis 
mellifera (Hymenoptera: Apidae) Orientador: José Eduardo Serrão.  
 
 
O polietismo etário das operárias de Apis mellifera está relacionado a alterações 

morfofisiológicas de diversos sistemas, incluindo o sistema digestório, e à 

mudança da dieta das abelhas, sendo que operárias mais jovens consomem 

principalmente pólen e as mais velhas mel. As aquaporinas são proteínas de 

membrana identificadas em diferentes órgãos do trato digestório de insetos e são 

responsáveis pelo transporte transmembrana de água. Este trabalho avaliou se há 

diferença na expressão de aqp-4-like, um gene para aquaporina de A. mellifera, 

entre abelhas nutridoras e campeiras. Os túbulos de Malpighi, papo, intestino 

médio, intestino fino e reto de operárias exercendo diferentes funções foram 

utilizados na realização de qPCR. Os resultados demonstraram que em abelhas 

nutridoras houve maior expressão de mRNA para aqp-4-like nos túbulos de 

Malpighi e no intestino fino, enquanto que nas campeiras ocorreu maior expressão 

no papo e reto. O intestino médio foi o único órgão que não apresentou diferença 

de expressão entre nutridoras e campeiras, mas foi o órgão com maior expressão 

de aqp-4-like quando comparado aos túbulos de Malpighi. Estes dados mostram 

que a AQP-4-like é diferencialmente expressa em vários órgãos do trato 

digestório de operárias nutridoras e campeiras devido às diferentes dietas e 

fisiologia. A expressão diferencial do gene está relacionada à osmorregulação nos 

túbulos de Malpighi, intestino fino e reto. A desidratação do alimento no papo e 

intestino médio por esta aquaporina evita a diluição de enzimas digestivas, 

garantindo a realização da digestão. 
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ABSTRACT 
 
SOUZA, Débora Linhares Lino, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April 
2014. Expresson of the gene aqp-4-like in the digestive system of Apis 
mellifera (Hymenoptera: Apidae) workers. Adviser: José Eduardo Serrão.  
 
 
The age polyethism of Apis mellifera workers is related to morphological and 

physiological changes in many systems, including the digestive system, and to 

diet change of the bees, younger workers consuming mainly pollen and older bees 

consuming honey. The aquaporins are membrane proteins that have been 

identified in different organs of the digestive tract of insects and are responsible 

for transmembrane transport of water. This study evaluated whether there are 

differences in the expression of aqp-4-like, a gene for aquaporin in A. mellifera 

bees between nurses and foragers workers. The Malpighian tubules, crop, midgut, 

ileum and rectum of workers with different tasks were used to perform qPCR. The 

results showed that in nurse bees aqp-4-like mRNA was greater expressed in 

Malpighian tubules and ileum, while in the forager the highest expression 

occurred in the crop and rectum. The midgut was the only organ that showed no 

difference in expression between nurses and foragers, but it was the organ with 

the highest expression of aqp-4-like compared to the Malpighian tubules. These 

data show that AQP-4-like is differentially expressed in various organs of the 

digestive tract of nurses and foragers workers due to its different diets and 

physiology. The differential expression of the gene is related to osmoregulation in 

the Malpighian tubules, ileum and rectum. Also, the dehydration of the food 

content in the crop and midgut by this aquaporin avoids the digestive enzymes 

dilution, ensuring the completion of digestion.
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INTRODUÇÃO 

 As abelhas eusociais, como Apis mellifera, apresentam níveis de 

organização social diferenciado, comportamentos elaborados dentro da colônia e 

divisão de trabalho associada à idade, denominado polietismo etário (Michener, 

1974). Esta última característica garante o funcionamento eficiente da colônia 

uma vez que abelhas de idades diferentes realizam funções distintas. As abelhas 

mais jovens realizam tarefas dentro da colônia como limpeza, recebimento e 

processamento de mel. As operárias jovens que alimentam as larvas são 

denominadas nutridoras. As operárias campeiras ou forrageiras são mais velhas e 

são responsáveis por saírem do ninho para coleta de diferentes recursos, como 

néctar e pólen (Michener, 1974; Seeley, 1995; Johnson, 2010).  

 Abelhas de mesma idade que se especializam numa função por um período 

são enquadradas dentro de castas temporais. Geralmente são descritas quatro 

castas temporais divididas pelo intervalo de idade das operárias, grupo I: 0-2 dias; 

grupo II: 2-11 dias; grupo III : 11-20 dias; e grupo IV: > 20 dias (Seeley, 1982). As 

operárias do grupo I são responsáveis exclusivamente pela limpeza dos favos nos 

quadros que compõem a colônia. Abelhas do grupo II  podem realizar limpeza dos 

favos, alimentar as larvas, lacrar os favos que contêm as larvas e auxiliar a rainha. 

As operárias do grupo II  e III  podem sobrepor tarefas como auxiliar e alimentar as 

companheiras de colônia, modelagem dos favos e ventilação do ninho (Oster & 

Wilson 1978; Seeley, 1982). As operárias nutridoras estão no grupo II das castas 

temporárias e são distinguidas das abelhas do grupo III por alimentar as larvas 

(Johnson, 2008). Além disso, as operárias do grupo III  recebem e estocam o 

néctar e guardam o pólen. Por último, as abelhas do grupo IV são as que saem do 

ninho para o forrageamento (Oster & Wilson 1978; Seeley, 1982).    



2 

 

 Pela observação do local de atuação da operária dentro da colônia, é 

possível identificar qual função está sendo realizada pela abelha. As operárias 

mais jovens ocupam a região central e seus arredores (grupos I e II  das castas 

temporais), as de idade intermediária (grupos II  e III) se encontram nos arredores 

da região central e na periferia dos quadros, e as abelhas mais velhas (grupo IV) 

atuam apenas no exterior da colônia. (Seeley, 1982).  

 O envelhecimento das abelhas gera alterações morfológicas e fisiológicas 

que influenciam na mudança de tarefa realizada pelas operárias na colônia, como 

o aumento nos níveis do hormônio juvenil e a atrofia da glândula hipofaringeana 

nas abelhas nutridoras que estimulam sua mudança para a próxima casta temporal 

(Johnson, 2010). A divisão de trabalho de acordo com a idade é relativamente 

flexível, sendo que algumas operárias podem ser realocadas entre as funções 

dependendo da condição e necessidade da colônia. Por exemplo, nos períodos em 

que os recursos são abundantes, ocorre uma rápida transição de função das 

abelhas mais jovens, que trabalham dentro do ninho, para forrageira, ou então 

quando a população de forrageiras diminui drasticamente as mais jovens devem 

substituí-las na função (Huang & Robinson, 1992, 1996; Johnson, 2003). As 

alterações advindas do envelhecimento são difíceis de reverter, podendo impedir 

que abelhas mais velhas voltem a realizar as tarefas de abelhas mais jovens 

(Michener, 1974; Seeley, 1995; Nelson et al., 2007). Porém já foi observado que 

em colônias que tiveram as operárias nutridoras removidas, algumas forrageiras 

foram capazes de readquirir as funções das nutridoras (Huang & Robinson, 1992, 

1996). 

 O envelhecimento das operárias de A. mellifera causa alterações em outros 

órgãos além das glândulas. No intestino médio de diferentes espécies de abelhas 
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sem ferrão foi descrito que as células digestivas apresentam citoplasma 

desorganizado e com maior número de vacúolos autofágicos à medida que a 

abelha passa de nutridora para campeira (Serrão & Cruz-Landim, 1995). Além 

disso, as operárias consomem mais pólen quando realizam função de nutridora e 

mais néctar quando são forrageiras (Serrão & Cruz-Landim, 1995). Esta diferença 

de nutrientes da dieta também está relacionada com mudanças morfológicas e 

fisiológicas do trato digestório, onde a diminuição do consumo de proteínas pelas 

abelhas mais velhas promove alteração na produção enzimática e na morfologia 

das células do intestino médio (Jimenez & Gilliam, 1989).  

 Nas abelhas, como nos outros insetos, o trato digestório é dividido 

morfologicamente em intestino anterior, intestino médio e intestino posterior ou 

fino (Snodgrass, 1956; Raes & Verbeke, 1994; Cruz-Landim, 2008). O intestino 

anterior tem como principal função armazenar e algumas vezes fragmentar 

alimentos antes que estes cheguem ao intestino médio. O intestino médio está 

relacionado à digestão e absorção de nutrientes, sendo o sítio primário da síntese 

de enzimas digestivas. O intestino posterior está envolvido na excreção, além de 

atuar no equilíbrio osmótico do organismo, principalmente por atuação conjunta 

com os túbulos de Malpighi (Chapman, 1969). 

 No intestino anterior das abelhas, encontra-se o papo, uma região dilatada 

responsável pelo armazenamento do alimento e que apresenta a forma de um saco 

colapsado quando vazio e pode se distender quando cheio (Snodgrass, 1956; Cruz 

Landim, 2008). Este compartimento é utilizado para armazenar e transportar o 

néctar coletado das flores até a colônia, onde será convertido e estocado como 

mel, após processos de desidratação e digestão (Snodgrass, 1956; Maurizio, 1975; 

Leta et al., 1996; Oddo et al., 1999; Roces & Blatt, 1999). Tem sido reportado que 
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no papo das abelhas não ocorre absorção devido aos tipos celulares formadores do 

epitélio e da cutícula que reveste o órgão internamente (Cruz-Landim, 1985). As 

substâncias armazenadas nesta região só podem sofrer modificações físicas, uma 

vez que o intestino anterior é desprovido da capacidade de secretar enzimas 

(Cruz-Landim, 2008). Qualquer modificação química, que ocorra no conteúdo 

presente no papo, é devida à produção de enzimas pelas glândulas da cabeça da 

abelha. O pólen não sofre nenhuma forma de digestão até este ponto do trato 

digestório, pois não há produção de enzimas proteolíticas pelas glândulas salivar e 

hipofaringeana (Cruz-Landim, 2008).  

Embora não ocorra digestão no papo, o alimento presente no órgão pode 

sofrer perda de água ou de solutos. Para que este processo ocorra é necessário que 

a água ou os solutos atravessem as células epiteliais, o que pode ser facilitado pela 

presença de proteínas de membrana, como as aquaporinas (Smith & Agre, 1991; 

Tomkowiak & Pienkowska, 2010; Serrão et al., no prelo).  

 O intestino médio está relacionado com a digestão e absorção de 

nutrientes, e é onde ocorre produção de enzimas (Snodgrass, 1956; Chapman, 

1969). Sua origem é endodérmica, ao contrário do que ocorre no restante do trato 

digestório, não sendo revestido por cutícula. Portanto é um órgão permeável onde 

o transporte de água já foi identificado (Serrão & Cruz-Landim, 2000; Serrão et 

al., 2008). O pólen consumido pelas abelhas transita pelo intestino médio com 

menor velocidade que o néctar por ser de difícil digestão, portanto necessita de 

mais tempo de ação das enzimas e pode deixar o intestino médio sem ter sido 

completamente digerido (Peng et al., 1985, 1986; Serrão & Cruz-Landim, 2000). 

Em abelhas foi observado que a atividade proteolítica no intestino médio acontece 

em altos níveis nas operárias nutridoras e decai a partir do início do 
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forrageamento (Moritz & Crailsheim, 1987; Jimenez & Gilliam, 1989). Para que 

ocorra digestão é essencial que as enzimas digestivas estejam em concentração 

apropriada, portanto é necessário evitar sua diluição pela remoção de água 

proveniente da alimentação (Billingsley, 1990; Douglas, 2006), o que pode ser 

realizado por proteínas de membrana, como as aquaporinas.  

 O intestino posterior pode ser subdividido, sendo o piloro a parte mais 

anterior e onde ocorre a abertura dos túbulos de Malpighi, a parte mediana é 

denominada íleo e a porção mais posterior o reto. De modo geral o intestino fino 

está relacionado ao equilíbrio hídrico e salino das abelhas (Cruz-Landim, 2008).  

 Na transição intestino médio-posterior é onde os túbulos de Malpighi 

desembocam, compondo um sistema excretor (Cruz-Landim, 2008; Chapman, 

1969). Os túbulos de Malpighi são canais de fundo cego que apresentam uma 

camada fina de células, e ficam livres na cavidade abdominal dos insetos em 

contato direto com a hemolinfa (Chapman, 1969). Essas estruturas são 

responsáveis pela produção da urina primária sendo, portanto, capazes de absorver 

diversos tipos de substâncias, inclusive água. Juntos, intestino posterior e os 

túbulos de Malpighi são as principais estruturas responsáveis pela excreção, e 

formam os órgãos excretores (Nation, 2002).  

 O íleo é a maior região do intestino posterior e é revestido internamente 

por uma camada de cutícula. As células deste órgão apresentam vacúolos e 

microvilosidades associadas a mitocôndrias, características de tecido permeável a 

diversas substâncias, como íons e água. Portanto o íleo atua na absorção do que 

não foi absorvido previamente no intestino médio (Chapman, 1969; Gonçalves et 

al., 2014). A absorção que ocorre no íleo é realizada por regiões especializadas do 

órgão, sendo os três quartos iniciais responsáveis pela absorção de solutos 
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orgânicos, e a porção final pela absorção de íons (Cruz-Landim, 1996; Gonçalves 

et al., 2014). A urina primária, formada pelos túbulos de Malpighi, sofre 

modificações no íleo pela retenção de substâncias úteis e eliminação do material 

desnecessário e tóxico (Villaro et al, 1999). 

O reto é a última parte do intestino posterior, caracterizado como um saco 

revestido internamente por uma fina camada de cutícula. O epitélio do reto é 

composto por células achatadas que não atuam em processos de absorção. A 

absorção é realizada exclusivamente em regiões do epitélio retal que contêm duas 

camadas de células, denominadas papilas retais (Snodgrass, 1956).  

Em fêmeas de A. mellifera são encontradas seis papilas retais de formato 

fusiforme na porção anterior do reto. O epitélio destas estruturas é formado por 

uma camada de células principais que está em contato com o lúmen do reto e por 

uma camada de células secundárias (Ferreira & Cruz-Landim, 1969). As papilas 

retais apresentam características de tecido absortivo e de transporte, como a 

presença de microvilosidades e dobras na membrana basal associadas a 

mitocôndrias, sendo responsáveis pela absorção de água e íons do material 

contido no órgão (Garayoa et al., 1999; Serrão et al., 2008; Gonçalves et al., 

2014).  

 De modo geral o trato digestório e túbulos de Malpighi em A. mellifera são 

capazes de transportar água, íons e pequenos solutos através das membranas 

celulares. Nos insetos, esse transporte geralmente ocorre de forma passiva 

podendo estar associado a proteínas transportadoras que facilitam e otimizam o 

processo (Le Caherec et al., 1997; Verkman, 2005; Campbell et al., 2008; 

Tomkowiak & Pienkowska, 2010).  
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 As membranas celulares são naturalmente permeáveis à água e a alguns 

pequenos solutos. Curiosamente, a membrana dos eritrócitos e das células do 

túbulo renal proximal exibe maior permeabilidade quando comparada a de outros 

tipos celulares. O grande trânsito de moléculas de água através das membranas foi 

compreendido após a purificação e identificação de proteínas canais, o CHIP 

(Channel-forming Integral Protein) dos eritrócitos e rins (Denker et al., 1988) e o 

MIP (Major Intrinsic Protein of lens) dos olhos (Smith & Agre, 1991). Após 

diversos ensaios comprovarem o envolvimento destas proteínas no transporte de 

água, elas foram denominadas comumente como aquaporinas (Agre et al., 1993).   

A partir de diversos estudos ficou demonstrado que as aquaporinas são 

proteínas que atravessam a membrana plasmática. Sua estrutura é composta por 

seis regiões hidrofóbicas formadas por α-hélice, conectadas por cinco loops, sendo 

três extracelulares e dois intracelulares. As caudas amino-terminal e carboxi 

terminal da cadeia polipeptídica se encontram no interior da célula (Preston & 

Agre, 1991; Smith & Agre, 1991; Wistow et al., 1991). Entre duas regiões 

hidrofóbicas são encontradas as regiões denominadas motivos NPA (asparagina – 

prolina – alanina). De acordo com a estrutura primária da cadeia polipeptídica, os 

motivos NPA estão distantes um do outro, porém, aproximam e formam o poro 

por onde ocorre passagem das moléculas quando a proteína está dobrada na 

conformação funcional (Jung et al., 1994). A região NPA é altamente seletiva, 

impedindo o fluxo de prótons (Fujiyoshi et al., 2002). Além disso, o transporte 

através do poro pode ser inibido quando mercúrio se liga a um aminoácido 

próximo à região NPA pelo lado extracelular. A aquaporina na sua conformação 

funcional apresenta formato parecido com uma ampulheta, como proposto por 

Jung e colaboradores (Jung et al., 1994).  
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As aquaporinas foram inicialmente identificadas como tetrâmeros nas 

membranas celulares (Smith & Agre, 1991). Estudos posteriores demonstraram 

que, apesar de as aquaporinas serem encontrada em tetrâmeros, cada monômero é 

independente e consegue fazer o transporte de água (Verbavatz et al., 1993; Shi et 

al., 1994). Além disso, foi proposto que o arranjo em tetrâmeros é predominante 

para as aquaporinas por ser energeticamente mais estável nas membranas 

celulares (Jung et al., 1994; Verbavatz et al., 1993). 

As aquaporinas apresentam homologia e foram reunidas em quatro grupos 

de acordo com suas características funcionais (Agre et al., 1987; Preston & Agre, 

1991; Kambara et al., 2009). O grupo 1 é composto por aquaporinas das 

subfamílias DRIP (Drosophila integral protein) e PRIP (Pyrocoelia rufa integral 

protein) (Lee et al., 2001; Kaufmann et al., 2005). As DRIPs foram primeiramente 

estudadas em Drosophila melanogaster, mas aquaporinas desta subfamília são 

encontradas em outros insetos (Dow et al. 1995). A AQPcic, do gafanhoto 

Cicadella viridis, é uma DRIP, pois apresenta homologia com as demais 

aquaporinas do grupo (Le Caherec et al., 1996). Apesar da semelhança estrutural, 

a expressão dos genes para DRIPs pode ser diferente entre organismos, 

demonstrando diversidade dentro desta subfamília de aquaporinas (Campbel et al., 

2008). As PRIPs foram inicialmente isoladas no coleóptero Pyrocoelia rufa (Lee 

et al., 2001). Recentemente uma PRIP (PvAQP1) foi caracterizada em 

Polypedinlum vanderplanki (Kikawada et al., 2008). As subfamílias PRIP e DRIP 

são semelhantes, pois são compostas por aquaporinas que transportam água, 

exclusivamente. A subfamília das PRIPs, no entanto, é a menos caracterizada para 

insetos (Campbel et al., 2008). 



9 

 

O grupo 2 é composto pela subfamília BIB (Big Brain), que contém o gene 

DmBIB, de D. melanogaster, o primeiro do grupo a ser caracterizado (Yanochko 

& Yool, 2002).  Estudos comparativos demonstraram que DmBIB é um canal de 

cátion não seletivo, assim como aquaporinas de mamíferos que permitem a 

passagem de íons (Drake et al., 2002; Yanochko & Yool, 2002). As aquaporinas 

deste grupo são estruturalmente diferentes das aquaporinas de outras subfamílias, 

apresentando a cauda carboxi-terminal mais alongada. Porém esta diferença é 

observada em todas as BIBs já estudadas, demonstrando ser uma modificação 

conservada no grupo (Campbel et al., 2008). Além de permitir a passagem de 

íons, DmBIB também está relacionado ao desenvolvimento neural de D. 

melanogaster, e provavelmente tenha a mesma função em outros insetos (Doherty 

et al., 1997).  

O grupo 3 é formado principalmente por genes preditos, aqueles cuja 

sequência genética é similar a de aquaporinas funcionais, mas que ainda não 

foram caracterizadas efetivamente (Campbel et al., 2008). Porém foi demonstrado 

que três aquaporinas deste grupo são capazes de transportar glicerol, conhecidas 

como aquagliceroporinas (Kataoka et al., 2009). 

   Por fim, o grupo 4 é composto pelas aquaporinas conhecidas como 

aquaporinas não ortodoxas. Estas aquaporinas ainda não tiveram sua função 

determinada e também apresentam sequência genética diferente das aquaporinas 

já estudadas (Ishibashi, 2006). 

 As aquaporinas foram descritas em todos os reinos, inclusive em vírus 

(Gorin et al., 1984; Calamita et al., 1995; Chaumont et al., 2001; Echevarria et al., 

2001; Montalvetti et al., 2004; Gazzarrini et al., 2006; Rojek et al., 2008). Nos 

vertebrados as aquaporinas já foram extensivamente investigadas, porém em 
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invertebrados, como os insetos, os estudos que caracterizam a função e 

localização destas proteínas começaram a receber mais atenção após a publicação 

de trabalhos de revisão (Campbell et al., 2008; Spring et al., 2009).  

Em insetos são encontrados diversos homólogos para aquaporinas e, além 

disso, foi proposto que em todos os insetos ocorrem aquaporinas das subfamílias 

DRIP, PRIP e BIB (Campbel et al., 2008). O estudo de aquaporinas em abelhas 

ainda é escasso, porém sabe-se que em A. mellifera há seis genes preditos para 

estas proteínas, sendo que recentemente foi demonstrado que cinco destes genes 

são expressos no trato digestório desta abelha (Honey Bee Genome Sequencing 

Consortium, 2006; Serrão et al., no prelo). 

 Insetos cuja alimentação é rica em água precisam se adaptar para prevenir 

a diluição de enzimas digestivas e para manter a osmorregulação do organismo. 

Em Cicadella viridis (hemíptera), por exemplo, que se alimenta de seiva de 

plantas, o intestino médio é modificado em uma câmara filtro rica em 

aquaporinas. Esta modificação morfológica promove rápida desidratação do 

material alimentar impedindo a diluição das enzimas digestivas e da hemolinfa 

(Le Cahérec et al., 1997). Em Acyrthosiphon pisum (hemíptera) o intestino médio 

se encontra próximo ao intestino posterior. Desta forma a água é facilmente 

transportada para o intestino médio, com a participação de aquaporinas, diluindo o 

alimento rico em açúcares. Esta dinâmica impede que o animal entre em colapso 

devido à diferença osmolar entre a hemolinfa e a seiva ingerida (Shakesby et al., 

2009). 

Em operárias de A. mellifera o envelhecimento é acompanhado por 

mudança da função exercida pela abelha na colônia e pela alteração da 

alimentação (Seeley, 1982; Serrão & Cruz-Landim, 1995; Johnson, 2010). O tipo 
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de alimento consumido pelas operárias influencia a fisiologia e a morfologia das 

células do intestino médio (Jimenez & Gilliam, 1989). A diferença de 

concentração de água presente nos alimentos requer diferentes níveis de absorção 

de água pelo sistema digestório, o que pode ser realizado, em parte, pela presença 

de aquaporinas, como já foi identificado em Isoptera, Coleoptera e Lepidoptera 

(Kambara et al., 2009; Kataoka et al., 2009; Nagae et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVO 

 Objetivo Geral 

 Este estudo teve por objetivo analisar a expressão de genes putativos para 

aquaporina - ang, ang 2, cic, cic 2 e aqp-4-like - em operárias de Apis mellifera.  

 Objetivos específicos 

o Verificar se ocorre expressão diferencial dos genes entre os órgãos 

do trato digestório e dos túbulos de Malpighi comparando operárias 

exercendo funções distintas na colônia;  

o Quantificar a expressão dos genes putativos para aquaporina.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 Material Biológico 

 Operárias de A. mellifera foram obtidas do Apiário Central da 

Universidade Federal de Viçosa, MG. Favos de cria nascentes foram removidos 

de três colônias de A. mellifera e transferidos para gaiolas mantidas durante a 

noite a 33 ºC. As abelhas recém-emergidas foram marcadas com cores diferentes 

para que pudessem ser diferenciadas quanto à colônia de origem e idade. As 

abelhas marcadas foram transferidas para uma única colônia de observação 

previamente preparada com operárias adultas, uma rainha, um quadro de cria e um 

quadro de alimento (Scheiner et al., 2013). Após um dia da introdução das abelhas 

marcadas teve início a observação e coleta das abelhas.  

 As coletas foram realizadas na parte da manhã, tanto para operárias 

nutridoras quanto para campeiras, e as abelhas capturadas eram transferidas para 

recipiente resfriado até o momento da dissecção.  

Para a coleta das operárias nutridoras, a tampa da colônia de observação 

era removida e o vidro lateral levantado para acessar as abelhas. As operárias 

nutridoras foram coletadas enquanto alimentavam as larvas. Isso pôde ser 

observado pelo tempo que a abelha nutridora permanecia com a cabeça dentro da 

célula de cria, pela presença da larva naquela célula e também pela presença de 

alimento depositado, visto quando a nutridora deixava ou era removida da célula.  

Para a coleta das operárias campeiras a entrada da colônia foi fechada e as 

abelhas marcadas que voltavam do campo com pólen na corbícula eram 

capturadas. Vinte e uma abelhas nutridoras e vinte uma abelhas campeiras foram 

coletadas de cada colônia de origem. As operárias nutridoras tinham idade entre 

quatro e nove dias, e as campeiras entre vinte e um e vinte e nove dias de idade.  
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 As abelhas foram dissecadas no mesmo dia da coleta com pinças e 

microtesouras previamente limpas com solução livre de RNAse (Sigma), e 

tiveram o trato digestório e os túbulos de Malpighi removidos. O trato digestório 

foi dividido em papo, intestino médio, íleo e reto. As paredes dos tecidos foram 

rompidas para remoção dos resíduos alimentares de seu interior. Após a divisão e 

limpeza, sete amostras dos órgãos foram separadas em tubos contendo RNA Later 

(Ambion), formando três repetições de cada órgão para cada idade e colônia. Os 

tubos foram armazenados a -20 °C até a realização da próxima etapa. 

 Extração de RNA  

 Os órgãos das abelhas foram retirados do RNA Later com pinça 

previamente limpa em solução livre de RNAse e tiveram o excesso do fixador 

retirado com auxílio de papel filtro, transferidos para 250 µL de Tri-Reagent 

(Sigma). Em seguida o material foi macerado e o volume de Tri-Reagent 

completado para 500 µL, com exceção do tubo contendo intestino médio, 

completado para 1 mL, devido ao tamanho do órgão. Os microtubos foram 

levemente agitados, mantidos em repouso por 30 minutos em temperatura 

ambiente, seguido de centrifugação a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O 

sobrenadante foi transferido para 100 µL de clorofórmio (intestino médio = 200 

µL) seguido de agitação e incubação por 10 minutos em temperatura ambiente. As 

amostras foram centrifugados a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C e tiveram a fase 

aquosa transferida para 250 µL de isopropanol (intestino médio = 500 µL), 

agitados e incubados a -20 °C por 16 horas. Após nova centrifugação a 12.000 g 

por 10 minutos a 4 °C, o precipitado foi lavado duas vezes em etanol 70%, seco 

ao ar e em seguida ressuspendido em 20 µL de água ultrapura. A quantidade de 
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RNA foi determinada em espectrofotômetro Nanodrop lite (Thermo Scientific) e 

as amostras foram armazenadas a -20 °C. 

 Síntese de cDNA  

 O RNA obtido (500 ng) dos órgãos de operárias de A. mellifera foram 

transferidos para um tubo contendo 1 µL de dNTP mix a 10 mM, 1 µL de primer 

oligo(dT) a 100µM, e água ultrapura para volume final de 10 µL. As amostras 

foram centrifugadas rapidamente, incubadas por 10 minutos a 70 °C e resfriadas 

em gelo. A seguir foi acrescentado 2 µL de tampão (500 mM TrisHCl pH 8.3, 500 

mM KCl, 30 mM MgCl2, 50 mM DTT), 1µL de transcriptase reversa M-MLV 

(Sigma-Aldrich), 0,5 µL de inibidor de RNAse e água ultrapura para volume final 

de 20 µL. As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente 

seguido de incubação por 50 minutos a 37 °C, e a transcriptase reversa foi 

inativada a 85 °C por 10 minutos. A seguir o material foi quantificado em 

espectrofotômetro Nanodrop lite (Thermo Scientific) e armazenado a -80 °C.  

Teste de Viabilidade dos Primers 

 A fim de verificar a viabilidade dos primers de genes putativos para 

aquaporina de A. mellifera foi realizado PCR utilizando primer na ausência de 

DNA. Os primers para os genes putativos  ang, ang 2, cic, cic 2 e aqp-4-like 

foram testados (Campbel et al., 2008). Além disso, o rp49, primer para o gene da 

proteína ribossomal de A. mellifera, usado como controle endógeno, também foi 

testado (Lourenço et al., 2008) (Tabela 1). 

Para isso, foi utilizado água, kit PCR Master Mix (Promega) e par de cada 

primer (sense e antisense) a 0,1 µM. A reação ocorreu em termociclador (A200 – 

LongGene) e se iniciou com uma etapa de desnaturação a 94 °C por 2 minutos, 
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seguida de 40 ciclos de desnaturação a 92 °C por 15 segundos, anelamento a      

65 °C por 30 segundos e alongamento a 72 °C por 30 segundos.  

O resultado do PCR foi utilizado para a realização de um gel de agarose a 

1% (Sambrook & Russell, 2001). No gel foram aplicadas as amostras, gel red e 

marcador molecular de 1kb. 

 PCR Quantitativo em Tempo Real (qPCR)  

 O cDNA de todas as amostras – túbulos de Malpighi, papo, intestino 

médio, intestino fino e reto – das diferentes colônias e idades foram submetidas ao 

qPCR em duplicatas, utilizando o kit de quantificação por fluorescência GoTaq® 

Master Mix (Promega) no equipamento Eco Real-Time PCR System (Illumina).  

 O primer aqp-4-like e controle endógeno – rp49 (proteína ribossomal de A. 

mellifera) foram utilizados em concentração final de 0,1 µM.  

 Os cálculos para determinar a expressão relativa do gene para aquaporina 

foram realizados tendo como referência o gene constitutivo rp49. O método Cycle 

Threshold (Ct) foi aplicado, onde o aumento significativo na quantidade de 

material amplificado nas amostras é identificado por fluorescência. Os valores de 

Ct são inversamente proporcionais à quantidade inicial de mRNA presente nas 

amostras, e são utilizados para comparar a expressão do gene de interesse ao 

controle endógeno. Os cálculos foram realizados utilizando a fórmula 2-ΔCT que 

fornece a expressão do gene de interesse nos diferentes órgãos de abelhas 

nutridoras e campeiras.  
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Tabela 1 – Primers utilizados nos teste de PCR e PCR quantitativo em tempo real  

Gene Acesso Primer Referência 

ang 

 

ang 2 

 

cic 

 

cic 2 

 

aqp-4-like 

 

rp49  

XP_624531 

 

XP_394391 

 

XP_001121899 

 

XP_624194 

 

XP_001121043 

 

AF441189 

S 5’-CCTAAAGAAGCGATCGGCCA-3’ 

AS 5’-CGTGGACAACCAGAAGGAGG-3’ 

S 5’-CTGTCATCACGGGGAACGTC-3’ 

AS 5’-CTGGCACCTTGCCAATAACC-3’ 

S 5’-TGCCCAATGTATCGGTGGAG-3’ 

AS 5’-AGGTCGCTAAGAATTCCGCC-3’ 

S 5’-GCCTTGGTGTCGTTCCTTCT-3’ 

AS 5’-TCCAAGCACAACCGATCCC-3’ 

S 5’-GATGCGCCCATACCACAGAT-3’ 

AS 5’-CCAAAAAGCTGGGCCGAAAG-3’ 

S 5’-CGTCATATGTTGCCAACTGGT-3’ 

AS 5’-TTGAGCACGTTCAACAATGG-3’ 

Campbel et al., 2008 

 

Campbel et al., 2008 

 

Campbel et al., 2008 

 

Campbel et al., 2008 

 

Campbel et al., 2008 

 

Lourenço et al., 2008 

 

Análise dos Dados  

 Para avaliar se houve diferença significativa na expressão do gene para 

aquaporina entre os diferentes órgãos de abelhas nutridoras e campeiras, os 

valores médios estatísticos de 2-ΔCT foram submetidos ao teste t de Student, pelo 

método Cochran-Cox. O nível de significância considerado foi de 1%. O teste 

estatístico foi realizado utilizando o programa de computador SAS versão 9.0 para 

Windows.  

 Para avaliar e quantificar a expressão do gene aqp-4-like nos órgãos do 

trato digestório de abelhas desempenhando a mesma função, foram realizadas 

análises no software REST© com nível de significância de 5% (Pfaffl et al., 

2002). Os túbulos de Malpighi foram utilizados como órgão controle. A expressão 

do gene de interesse foi considerada 100%, que no software é indicada como 
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sendo igual a 1. Os valores de expressão nos órgãos do trato digestório são dados 

em proporção ao valor que ocorre nos túbulos de Malpighi.  
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RESULTADOS 

O PCR realizado com os primers para genes putativos para aquaporina e 

para o controle endógeno demonstrou que ang, ang 2, cic e cic 2 não estavam 

viáveis. A reação positiva dessas amostras, na ausência de DNA, demonstrou que 

os primers estavam contaminados. Em contrapartida, aqp-4-like e rp49 não 

reagiram na ausência de DNA, o que foi observado pela ausência de formação de 

banda no gel (Figura 1). Portanto apenas os primers para os genes aqp-4-like e 

rp49 estavam íntegros e poderiam ser utilizados com confiança no qPCR.  

 

 

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose testando os primers para os 
genes putativos para aquaporina e para o controle endógeno rp49 de Apis 
mellifera na ausência de DNA. 



19 

 

As análises de qPCR mostraram que houve expressão diferencial do gene 

aqp-4-like nos túbulos de Malpighi, papo, íleo  e reto quando comparadas 

operárias nutridoras e campeiras. O intestino médio foi o órgão com maior 

expressão do gene para aqp-4-like, porém não houve diferença na expressão do 

gene entre operárias nutridoras e campeiras. O gene para aquaporina se mostrou 

mais expresso nos túbulos de Malpighi e intestino fino das nutridoras, e no papo e 

no reto das campeiras (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Expressão do gene aqp-4-like nos diferentes órgãos de abelhas 
nutridoras e campeiras de Apis mellifera. Valores das médias de 2-ΔCt e os 
respectivos desvios. Probabilidade calculada pelo teste t de Student com 1% de 
significância. TM: Túbulo de Malpighi; IM: Intestino médio. * Valor 
significativo. 
 

 

 O teste realizado pelo software REST© demonstrou que o intestino médio 

e íleo são as regiões que expressam mais aqp-4-like em relação aos túbulos de 

Malpighi, independente da função exercida pela abelha na colônia. No papo e no 

reto não houve diferença de expressão. O intestino médio é o órgão com maior 

expressão relativa do gene (Tabela 3). 

Órgão                 Nutridora                        Campeira                   Probabilidade 

 
TM            0,01036 ± 0,00550             0,00473 ± 0,00118           p < 0,0001* 
 
Papo          0,00214 ± 0,00065             0,00229 ± 0,00028          p < 0,0001* 
 
IM             2,74419 ± 0,85132            4,07025 ± 0,64071           p = 0,064 
 
Íleo            0,03980 ± 0,00963            0,02948 ± 0,00912           p < 0,0001* 
 
Reto           0,00512 ± 0,00143            0,00737 ± 0,00203            p < 0,0001* 
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Tabela 3: Expressão relativa do gene aqp-4-like nos órgãos de abelhas nutridoras 
e campeiras de Apis mellifera. O valor de expressão representa a porcentagem que 
cada órgão expressou o gene aqp-4-like em relação aos túbulos de Malpighi. 
Valores obtidos através do software REST, calculado com 5% de significância 
TM: Túbulo de Malpighi; IM: Intestino médio. * Valor significativo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Órgão                  Expressão em Nutridora                           Expressão em Campeira             

 
Papo                      0,4 ± 0,05      p = 0,171                               0,6 ± 0,20       p = 0,209        
 
IM                         596 ± 84,6     p < 0,05*                                1.097 ± 387    p < 0,05* 
 
Íleo                         8,6 ± 1,6       p < 0,05*                               5,0 ± 0,9         p < 0,05* 
 
Reto                    1,0 ± 0,2           p = 0,899                                 1,6 ± 0,5         p = 0,254 
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DISCUSSÃO 

 A presença de aquaporina nos túbulos de Malpighi de operárias de A. 

mellifera foi um resultado esperado, pois os túbulos de Malpighi participam da 

excreção e osmorregulação. Este órgão absorve substâncias presentes na 

hemolinfa, formando a urina primária que será liberada no intestino posterior 

(Cruz-Landim, 2008; Nation, 2002). O influxo de solutos para o lúmen dos 

túbulos de Malpighi pode ocorrer de forma ativa, o que gera um gradiente de 

concentração favorável ao fluxo de água para o interior do órgão. A entrada de 

água é otimizada pela presença de aquaporina na membrana, como demonstrado 

nas células dos túbulos de Malpighi de grilos (Spring et al., 2007). 

 Os resultados aqui apresentados mostraram a presença de aquaporina no 

papo, sendo as operárias campeiras as abelhas com maior expressão de aqp-4-like 

nesse órgão, em comparação às nutridoras. Essa característica pode estar 

relacionada ao fato do néctar, principal alimento das abelhas campeiras, ser uma 

solução de açúcares, gerando um desafio na osmorregulação. Em Hemiptera, que 

se alimentam de seiva, caracteristicamente um alimento muito diluído, foi 

identificada uma aquaporina na parte anterior do intestino médio (câmara filtro) 

onde o alimento é estocado temporariamente. A câmara filtro participa do 

transporte de água desta região do intestino médio para o intestino posterior, 

diminuindo a osmolaridade do alimento antes de sua digestão e absorção. Essa 

rápida desidratação do alimento garante a sobrevivência do animal (Le Cahérec et 

al., 1997).  

 Além disso, nas abelhas Chalicodoma sicula e A. mellifera há aumento na 

concentração de açúcares do néctar estocado no papo, o que sugere haver 

desidratação do material presente no órgão por meio do transporte da água para a 
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hemolinfa (Willmer, 1986; Serrão et al., no prelo), assim como ocorre no intestino 

anterior de cupins e intestino médio de afídeos (Kambara et al., 2009; Shakesby et 

al., 2009).  

 Nas abelhas, o papo é conhecido pelo armazenamento temporário do 

alimento (Snodgrass, 1956). Porém, a presença de aquaporina neste órgão sugere 

que ocorre remoção de água do alimento antes da sua passagem para o intestino 

médio. Além da aqp4-like identificada neste estudo, Serrão e colaboradores 

(Serrão et al., no prelo) demonstraram a presença de uma aquaporina semelhante a 

DRIP no epitélio do papo de abelhas, envolvida no transporte de água do papo 

para a hemolinfa. 

 O intestino médio de A. mellifera foi o órgão onde ocorreu maior 

expressão de aqp-4-like. O órgão é naturalmente permeável à água devido à sua 

origem endodérmica, que resulta na ausência de cutícula revestindo o epitélio, e às 

características celulares como microvilosidades na membrana apical e dobras na 

membrana basal, ambas associadas a mitocôndrias e com presença de vesículas 

(Cruz-Landim, 2008; Serrão et al., 2008). A atividade de transporte transcelular 

neste órgão é aprimorada pela presença de aquaporina, facilitando a digestão 

através da remoção de água do conteúdo alimentar. Assim, o ambiente ficaria 

ideal para a ação das enzimas digestivas produzidas no intestino médio 

(Billingsley, 1990; Douglas, 2006). Em Isoptera (Kambara et al., 2009), 

Lepidoptera (Kataoka et al., 2009) e Coleoptera (Nagae et al., 2013) aquaporinas 

estão presentes no intestino médio. Em casos extremos de insetos cuja 

alimentação é abundante em água, como seiva ou sangue, adaptações como a 

câmara filtro, em conjunto com a presença de aquaporinas, garantem a realização 

da digestão no órgão e mantêm a osmorregulação da hemolinfa (Billingsley, 1990; 
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Le Caherec et al., 1997; Douglas, 2006). Portanto, a maior expressão do gene aqp-

4-like no intestino médio de abelhas campeiras pode ser atribuído à sua dieta 

baseada em néctar, alimento mais abundante em água quando comparado ao pólen 

ingerido pelas abelhas nutridoras. O néctar necessita de maior desidratação antes 

de ser digerido, evitando a diluição de enzimas digestivas, que resultaria em queda 

na eficiência do processo digestivo.  

 Apesar da expressão de aqp-4-like no intestino médio ser maior que nos 

túbulos de Malpighi, não é possível afirmar que o epitélio do intestino médio 

realiza mais transporte de água. Os túbulos de Malpighi são conhecidos pela 

filtragem da hemolinfa (Nation, 2002; Beyenbach et al., 2010) e, além disso, 

avaliamos apenas um gene para aquaporina. Entre os insetos ocorrem vários genes 

diferentes, sendo seis homólogos já descritos apenas para A. mellifera (Honey Bee 

Genome Sequencing Consortium, 2006; Campbell et al., 2008).  A aqp-4-like é 

uma das cinco aquaporinas presentes ao longo do trato digestório de A. mellifera 

(Serrão et al. no prelo), e pode ser que seja mais expressa no intestino médio 

devido a uma especificidade do órgão (Kataoka et al, 2009). Em geral, os insetos 

produzem simultaneamente diferentes aquaporinas em um mesmo órgão (Drake et 

al., 2010; Frabick et al., 2014) e a inibição de uma delas não resulta em danos ao 

inseto, indicando uma possível redundância funcional (Drake et al., 2010; Herraiz 

et al., 2011).   

 O íleo, embora faça parte do sistema digestório, também desempenha 

função excretora, reabsorvendo soluto e íons da urina primária produzida pelos 

túbulos de Malpighi (Nation, 2002). A expressão de aqp-4-like no íleo é maior 

que nos túbulos de Malpighi, independente da atividade desempenhada pela 

abelha. Os resultados aqui obtidos confirmaram o papel desta porção do intestino 
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fino na osmorregulação e na excreção, pois atua absorvendo água da urina 

primária, como já descrito para outros himenópteros (Cruz-Landim, 1996; Villaro 

et al., 1999),  porém com ajuda de aquaporina. 

 A presença de aquaporina no reto de operárias de A. mellifera está 

relacionada à absorção de água do conteúdo presente no órgão, como descrito para 

abelhas e formigas (Ferreira & Cruz-Landim, 1969; Garayoa et al., 1999). No reto 

de lepidópteros, foram observados dois tipos de aquaporina coexpressas em 

domínios celulares diferentes, gerando alto fluxo transcelular de água, facilitando 

a formação das fezes (Azuma et al., 2012). Os resultados aqui obtidos sugerem 

que aqp-4-like é uma das aquaporinas responsáveis pelo transporte de água na 

formação das fezes de A. mellifera. As operárias campeiras expressam mais aqp-

4-like e também enfrentam maior estresse hídrico quando comparadas às 

nutridoras, necessitando de maior taxa de transporte de água pelo reto.  

 Análises filogenéticas de aquaporinas de invertebrados, caracterizadas e 

preditas por bioinformática, classificam essas proteínas em 4 grupos, sendo o 

grupo 1 das aquaporinas envolvidas no movimento transcelular de água (DRIP e 

PRIP), o grupo 2 (BIB) formado por aquaporina que não transporta água, o 3 

inclui as aquaporinas preditas e o 4 as aquaporinas não ortodoxas e sem função 

determinada  (Lee et al., 2001; Kaufmann et al., 2005; Ishibashi, 2006; Campbell 

et al., 2008). Nessas análises filogenéticas, a aqp-4-like está classificada no grupo 

3, e sua função ainda não foi testada e comprovada. Entretanto, os dados aqui 

obtidos sugerem que esta aquaporina tem importante função fisiológica em todos 

os órgãos do trato digestório das abelhas, principalmente no intestino médio. 
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 CONCLUSÃO 

 Este estudo mostra que a aqp-4-like é uma aquaporina presente no trato 

digestório de operárias nutridoras e campeiras de A. mellifera. Sua expressão é 

maior no intestino médio dessas operárias e a expressão de aqp-4-like é 

diferencial entre campeiras e nutridoras nos túbulos de Malpighi, papo, íleo e reto. 

Este é primeiro relato da expressão dessa aquaporina em abelhas. De modo geral, 

esta pesquisa fornece a possibilidade de estudar mais profundamente a expressão 

do gene aqp-4-like. Além disso, possibilita a investigação das outras aquaporinas 

putativas de A. mellifera, e suas implicações na fisiologia destes importantes 

polinizadores. 
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