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Resumo Geral 1

RESUMO GERAL

As glandulas hipofaringeas s@o estruturas presentes apenas na ordem
Hymenoptera e apresentam-se como células epidérmicas modificadas em alguns grupos,
enquanto em outros, apresentam morfologia mais elaborada, caracterizando-se como
orgdos com anatomia bem definida. Muito bem estudadas em abelhas, as glandulas
hipofaringeas sdo glandulas exdcrinas que fazem parte do sistema salivar e sao
responsaveis, em Apis, pela producdo de substancias que constituem a gel€ia real. Este
produto é oferecido a todas as larvas como alimento, de maneira desigual, sendo este
um fator responsavel pela diferenciacéo das castas nas abelhas.

Os objetivos do presente estudo foram analisar as glandulas hipofaringeas de
vespas, que carecem de estudos, procurando reconhecer seu papel na regulacédo social da
colbnia, bem como identificar a presenca de aspectos glandulares que indicassem a
ocorréncia de morte celular. Utilizando Polistes versicolor, uma das espécies do género
considerado como “chave” para o entendimento da evolucdo do comportamento social
em insetos, foram realizadas analises histoquimicas, enzimoldgicas e ultra-estruturais
das glandulas hipofaringeas. Juntamente com estas andlises foi realizado o estudo
comportamental dos individuos analisados.

Estes estudos auxiliaram no entendimento do ciclo de desenvolvimento das
glandulas hipofaringeas, bem como determinaram a constituicdo quimica da secregédo
glandular, representando uma contribuicdo inédita a identificacdo da morfologia e

funcdo dessas estruturas e de seu possivel papel no contexto social das col6nias de P.
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versicolor. Os resultados encontrados levam a crer que as glandulas destas vespas ndo
estdo envolvidas na producdo de alimento para as larvas, como ocorre em abelhas. As
caracteristicas morfologicas das células secretoras e da secre¢do encontrada, bem como
as caracteristicas comportamentais apresentadas por estas vespas, sugerem que as
glandulas hipofaringeas de P. versicolor possam estar envolvidas com a producdo de

enzimas digestivas.
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GENERAL ABSTRACT

The hypopharyngeal glands are structures present only in the order
Hymenoptera. They are constituted by modified epidermal cells in some groups, while
in others, they present a more elaborated morphology and are characterized as distinct
organs with a defined anatomy. These exocrine glands are part of the salivary system
and have been well studied in bees. In Apis, they are the main responsible for the
production of components of royal jelly. Brood is not fed equally with royal jelly
resulting in cast differentiation in this genus.

The aims of the present work were to analyze the hypopharyngeal glands of the
wasp Polistes versicolor in order to recognize their role in the social regulation of the
colony, as well as to identify the presence of glandular features that could indicate cell
death. Polistes is considered a “key genus” for the understanding of the evolution of
social behavior in insects. In the present work we used histochemical, enzymological
and ultrastructural analyses. Behavioral studies were also carried out to determine the
relationship between glandular development and individual activities.

These studies provided important information about the development of the
hypopharyngeal glands in P. versicolor and determined the histochemical
characteristics of the glandular secretion. It represents an important contribution to the
identification of the morphology and the roles played by these structures in the social
context of P. versicolor colonies. The results suggest that these glands are not involved

in food production for the brood, unlike the observed in bees. The morphological
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characteristics of the secretory cells and their secretion, as well as the behavioral
characteristics of these wasps suggest that the hypopharyngeal glands of P. versicolor

might be involved in the production of digestive enzymes.
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INTRODUGCAO GERAL E REVISAO DA LITERATURA

Os Hymenoptera possuem varios tipos de glandulas ligadas ao aparelho bucal
que sdo, por isso, consideradas como glandulas anexas ao tubo digestivo. De maneira
geral, estas glandulas sdo designadas de glandulas salivares, ou constituem o chamado
sistema salivar. As principais glandulas que compdem este sistema sdo as salivares do
torax, as mandibulares e as hipofaringeas (BORDAS, 1895).

As glandulas hipofaringeas sdo, de certa maneira, especiais, porque,
diferentemente das outras, estdo presentes apenas na ordem Hymenoptera. Neste grupo,
algumas espécies apresentam glandulas hipofaringeas formadas apenas por células
epidérmicas diferenciadas, enguanto, em outras, estas constituem um Orgdo com
anatomia bem definida (CRUZ-LANDIM, 1967). Pouco se sabe sobre a funcdo destas
estruturas, sendo que seu papel somente pode ser inferido indiretamente, relacionando a
sua morfologia e seu grau de desenvolvimento a atividade dos individuos, as
caracteristicas comportamentais e por analogia com Apis mellifera, onde sua fungéo esta
estabelecida com relativa seguran¢a (CRUZ-LANDIM & COSTA, 1998).

A secrecao produzida por estas glandulas representa um importante componente
do processo de diferenciacdo de castas em abelhas, onde, na fase larval, apenas
individuos que se tornardo rainhas recebem continuamente esta secrecdo, que em Apis é
denominada geléia real (DIXON & SHUEL, 1963).

Os estudos destas estruturas em espécies de insetos sociais considerados menos

derivados, como em diversas espécies de vespas, sdo escassos. As Unicas evidéncias
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presentes com relacdo a funcdo das glandulas hipofaringeas sdo encontradas somente
em grupos com hierarquia altamente organizada, que possuem divisdo de casta e de
trabalho bem definidas e pré-estabelecidas (SZOLDERTZ & CRAILSHEIM, 1993).

As vespas do género Polistes vém sendo utilizadas como organismos modelo
para o estudo de evolucdo do comportamento social desde a década de 1940. Elas tém
atraido a atencdo de pesquisadores, por serem consideradas o “género chave” para o
entendimento da evolugdo dos insetos sociais, tanto devido a existéncia de apenas uma
leve diferenca entre castas, comprovando o estdgio primitivo na evolucdo da
organizacdo social como, também, pelo fato de ocupar uma larga faixa de areas
climaticas, permitindo comparacdes efetivas entre as espécies de clima temperado e
tropical (EVANS, 1958). Além disto, estas vespas representam um importante material
para estudo, dado seu enorme potencial bioldgico como agentes controladores de
pragas, ainda a ser estudado pelo homem (PREZOTO, 1996). Nesse sentido, o
conhecimento da biologia destes insetos é de fundamental importancia, pois, cerca de ¥
das familias da ordem Hymenoptera sdo predadoras e muitas destas tendem a ser sociais
e viver em coldnias. Vespas sociais abastecem seus ninhos com larvas e outros tipos de
insetos e, por isto tém sido usadas em diversos projetos de controle bioldgico
(DEBACH, 1974). Estudos relacionados com a predacdo de larvas de Spodoptera
frugiperda (Leptodptera) e Heliothis zea (Lepdoptera) por Polistes similimus
evidenciaram que cada vespa captura, em média, 12 presas por dia, sendo constatada
reducdo de 77,16% e 80,0%, respectivamente, na populacdo destas pragas em
plantac6es de milho (Zea mays) (PREZOTO, 1996).

Assim, como as glandulas exocrinas sdo estruturas essenciais na biologia dos
insetos sociais, 0 estudo das glandulas hipofaringeas torna-se muito importante neste
grupo, onde hé pouca informacdo sobre sua morfologia, fungdo e importancia na vida
destes insetos. Praticamente ndo existem trabalhos que abordem tanto a questdo
comportamental quanto as caracteristicas morfologicas de glandulas como as
hipofaringeas em Polistes ou em outras vespas. Portanto, no presente estudo, ambas as

caracteristicas foram abordadas concomitantemente.
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1. O Género Polistes

Os Vespidae caracterizam-se por apresentar grande variacdo quanto a
organizagdo social. Possuem representantes que podem ser arranjado em um gradiente
de complexidade social, indo desde estagios pré-sociais e sociedades incipientes até
estagios socialmente muito desenvolvidos. De acordo com os dados levantados por
Richards (1971), a familia Vespidae engloba 3 subfamilias: Stenogastrine, Vespinae e
Polistinae. Gillot (1985 — apud PREZOTO, 1996) estima que e 0 nimero aproximado de
espécies para cada grupo seja, respectivamente, 50, 60 e 800, sendo os Stenogastrinae
distribuidos desde a india até a Nova-Guiné, os Vepinae distribuidos pela Asia, Europa
e América do Norte e os Polistinae com distribuicdo cosmopolita. No entanto, estudos
cladisticos mais recentes demonstraram que além destas subfamilias também fazem
parte dos Vespidae os Euparaginae, Massarinae e Eumeninae (CARPENTER, 1993).

O género Polistes esta localizado dentro da subfamilia Polistinae, tribo Polistini.
Segundo Akre (1982), existem 206 espécies descritas deste género distribuidas por toda
regido tropical e temperada do globo terrestre. Nas Américas elas também possuem
ampla distribuicdo, com mais de 84 espécies (RICHARDS, 1978).

O ciclo de vida das col6nias de Polistes pode ser dividido em distintas fases.
Reeve (1991) divide o mesmo em quatro: (1) Fase de fundacdo (ou fase de pré-
emergéncia); (2) Fase de operarias; (3) Fase de reprodutores (as fases 2 e 3 podem ser
agrupadas em uma Unica denominada de pds-emergéncia); (4) Fase intermediaria (mais
nitida nas espécies de clima temperado).

Na fase de fundacdo ou pré-emergéncia, as fémeas reprodutoras jovens (ou
fundadoras) iniciam a construcdo de novos ninhos. Esta atividade pode ser
desempenhada solitariamente (fundacdo por haplometrose) ou com outras fémeas
auxiliares (fundacdo por pleometrose), sendo este ltimo padrdo comportamental o mais
observado. A fase de operérias se inicia com a eclosdo das primeiras fémeas geradas na
colénia. Como o nome sugere, estas fémeas exercem, principalmente, atividades de
operarias e sua eclosdo demarca o fim da pré-emergéncia. O fim da fase de operarias é
marcado pelo inicio da producdo dos primeiros individuos reprodutores (futuras rainhas
e machos). Este acontecimento marca o inicio da fase de reprodutores, que dura até o
periodo de declinio da col6nia. A fase intermediaria ocorre entre o fim de uma colénia e

0 inicio da préxima.
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Para as espécies de regiGes temperadas, a fase intermediaria ocorre exatamente
no periodo em que as vespas entram em hibernacao, durante o inverno. Isto faz com que
as colbnias desta regido possuam ciclos de desenvolvimento sincronizados durante o
ano. Ja as vespas de regides tropicais possuem ciclo de desenvolvimento assincronico e,
assim, coldnias em diferentes fases de desenvolvimento podem ser encontradas o ano
todo. Neste caso ndo ocorre hibernacdo, sendo que, apenas em épocas mais frias, as
vespas podem se juntar em grupos denominados de agregados de inverno, onde elas
permanecem imodveis a maior parte do tempo (WEST-EBERHARD, 1969; GOBBI,
1977).

Em espécies de clima temperado o ciclo de vida das col6nias dura por volta de
cinco meses (SPRADBERY, 1973). Ja as de clima tropical como Polistes versicolor, o
ciclo de vida das col6nias podem durar de 3 a 10 meses e, além disto, podem ser
observadas colbnias de ciclo curto e colénias de ciclo longo (GOBBI, 1977). As
colbnias de ciclo curto geralmente se desenvolvem entre 0s meses de dezembro e
janeiro e duram de 3 a 6 meses. S&o colonias de alta produtividade que, dependendo das
condicBes climéticas, ddo origem aos agregados de inverno na fase intermediaria. Ja as
colénias de ciclo longo duram de 7 a 10 meses e sdo fundadas logo apds o inverno. Em
alguns casos estas perdurardo até o inverno seguinte, porém com produtividade inferior
ou, no maximo, semelhante as colénias de ciclo curto (GOBBI, 1977).

As colonias de Polistes sédo abastecidas com alimento de origem animal
(geralmente larvas de Lepdoptera), agua e néctar (GOBBI, 1977; PREZOTO, 1996;
GIANNOTTI & MACHADO, 1999; ZARA & BALESTIERI, 2000), sendo este padrao
comumente observado tanto em espécies de climas tropical quanto nas de temperado.
Em algumas espécies ocorre um fator diferencial quanto a atividade forrageira que € a
estocagem de néctar (WEST-EBERHARD, 1969; PREZOTO, 2001).

Como uma espécie social primitiva, a diferenciacdo morfologica de castas &
praticamente inexistente, sendo que rainhas e operarias ndo apresentam distincdo fisica
significante, embora em algumas espécies as rainhas tendam a ser maiores (CUMBER,
1951). A manutencdo da hierarquia nos ninhos de Polistes é feita, principalmente, por
meio da dominacdo fisica e da utilizacdo de oofagia e larvifagia diferenciais, onde as
vespas distinguem sua cria das demais e ingerem os descendentes (ovos e larvas) das

concorrentes. Esse processo faz com que uma das fémeas se torne dominante (ou
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rainha) enquanto as outras serdo as subordinadas. As operarias também se organizam
em uma hierarquia estabelecida pela forca fisica apesar de, em situa¢cdes normais, ndo
botarem ovos. Neste sistema forma-se um tipo de organizacdo hierdrquica denominada
de “hierarquia linear” (PARDI, 1948). Assim, por exemplo, em uma colonia com quatro
individuos (A, B, C e D), o individuo A domina os individuos B, C e D, o individuo B
domina os individuos C e D e o individuo C domina o individuo D. Entretanto, apenas
A é arainha (ou fémea o).

As caracteristicas comportamentais dos individuos apresentam alguns padrdes,
gue podem ou ndo ser observados, dependendo da fase em que a colbnia se encontra.
Em geral, as vespas recém-emergidas de P. versicolor permanecem imdveis na face
posterior do ninho durante a maior parte do tempo, podendo realizar apenas alguns voos
de orientacdo (ZARA & BALESTIERI, 2000). Apos cerca de uma semana elas iniciam
as atividades de forrageamento. As operérias mais velhas tém a tendéncia de participar
de trabalhos domeésticos, permanecendo, boa parte do tempo sobre as pupas, entretanto,
ndo ha nenhuma divisdo de trabalho bem definida segundo a idade (YOSHIKAWA,
1963).

Outras fémeas recém emergidas, ap0s a primeira semana de vida, podem
apresentar desenvolvimento ovariano e se tornar fémeas de substituigdo. A fémea de
substituicdo podera realizar disputa pelo dominio do ninho ou fundar uma nova coldnia
em periodo oportuno (CARNEIRO, 1991). Na fase reprodutiva, comegcam a aparecer 0s
machos, as fémeas com potencial para estabelecer novas col6nias acasalam-se e chega
ao ponto em que a hierarquia linear se desestabiliza. Neste ponto, inicia-se o final do
ciclo da col6nia, onde comega a ocorrer diminui¢cdo no nimero de imaturos, as saidas
para forrageamento sdo poucas e a hierarquia linear fica muito abalada (GOBBI, 1977).

Com relagdo a arquitetura dos ninhos, em geral, a maioria de espécies de
Polistes seguem 0 mesmo padrao. Eles sdo constituidos por uma Unica camada de favo,
sem envelope de cobertura, que € fixada ao substrato por um pedunculo. Ninhos com
estas caracteristicas sdo denominados de stelocyttarus gymnodomous segundo
classificacdo de Richards & Richards (1951). Geralmente, nos favos de Polistes, o
pedinculo encontra-se localizado proximo as células periféricas, fazendo com que em
diversas espécies eles figuem a cerca de 90° de inclinacdo com relacdo ao substrato
(Fig. 1) (DOWNING & JEANNE, 1986). O principal material utilizado para a
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construcdo € a fibra vegetal que, juntamente com a secrecédo salivar produzida por estas
vespas forma um tipo de polpa vegetal que posteriormente € moldado sobre as paredes
do ninho para a construcdo de novas células ou para aumentar as j& existentes
(RICHARDS, 1978). Assim, no final do processo, o ninho adquire a textura de um
papel. Esta caracteristica € responsavel pela denominacao paper wasp (ou vespa papel)

recebida por estas vespas em diversos locais do mundo.

FIGURA 1. Colbnia de Polistes versicolor

2. As Glandulas Hipofaringeas

A funcdo das glandulas exdcrinas nos insetos é de fundamental importancia,
visto que as mesmas podem atuar na producdo de enzimas digestivas, substancias de
comunicacdo (feromonios), substancias nutritivas que sdo oferecidas a outros
individuos, substancias lubrificantes, etc. Assim, as glandulas interferem diretamente
em sua biologia.

Noirot & Quennedey (1974) descreveram trés tipos distintos de organizacgéo para
as células que formam as glandulas exdcrinas dos insetos, sendo estes tipos designados
de classes I, Il e I1l. Na classe | as células secretoras sdo células epidérmicas simples

que se desenvolvem para produzir alguma substancia de exportagdo, sendo recobertas
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em sua face apical pela cuticula tegumentar. A secrecdo produzida é liberada para o
exterior do corpo, atravessando a cuticula (Fig. 2).

A classe 1l é representada por células glandulares que se apresentam rodeadas
por células epidérmicas. Assim as células glandulares ndo estdo em contato direto com a
cuticula, sendo que a secrecdo produzida precisa passar por dentro das células
epidérmicas circundantes antes de atravessar a cuticula e ser eliminada (Fig. 2).

Na classe Il as células sdo oriundas da epiderme, mas , assim como na classe I,
ndo apresentam contato direto com o tegumento cuticular. Estas células destacam-se da
epiderme, sendo geralmente esféricas, e se ligam a cuticula por meio de um canal
condutor (constituido por outra célula). Neste caso o lumen do canal se conecta a um

poro da cuticula, por onde a secrecdo € eliminada (Fig. 2).

FIGURA 2. As trés classes de células secretoras das glandulas de insetos, de acordo com a
classificacdo de Noirot & Quennedey (1974): classe | (cl); classe Il (c2) e classe Il (c3). As
setas indicam o sentido de eliminacdo da secrecao através da cuticula (cu). (Esquema retirado
de Quennedey, 1998).

As glandulas hipofaringeas sdo constituidas por células da classe Ill. S&o
estruturas pares, sendo uma porc¢do localizada de cada lado da placa hipofaringea. A
ligacdo das células secretoras com a placa ocorre por meio de canaliculos que conduzem

a secrecdo. Esta caracteristica é responsavel pelo nome da glandula.
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A placa hipofaringea localiza-se na cabeca dos insetos, porém as glandulas
hipofaringeas somente sdo encontradas na ordem Hymenoptera, a qual representa as
abelhas, formigas e vespas. Entretanto, apesar de serem exclusivas desta ordem, ainda
ndo existem estudos que abranjam todo o grupo. Estas glandulas também ndo estdo
presentes nas larvas e surgem durante a pupacdo. Elas se originam de invaginacoes
latero-ventrais do epitélio da regido anterior da faringe (CRUZ-LANDIM & MELLDO,
1967; GAMA, 1978).

Diferencas entre os tipos anatdmicos das glandulas hipofaringeas estdo
basicamente ligadas ao local onde os canaliculos provenientes das células secretoras
desembocam. Neste aspecto, foram descritos quatro tipos anatdémicos distintos de
glandulas hipofaringeas (CRUZ-LANDIM & COSTA, 1998):

Tipo 1 — Glandulas constituidas por unidades secretoras esféricas unicelulares

conectadas individualmente a placa hipofaringea por seus canaliculos. Neste

caso a placa hipofaringea apresenta-se crivada no local onde os canaliculos
desembocam (Fig. 3 e 4D).

Tipo 2 — Na regido do contato dos canaliculos com a placa hipofaringea ocorre

uma invaginacdo da placa, formando um sulco onde a secrecéo é liberada (Fig.

3).

Tipo 3 — A invaginagdo da placa hipofaringea € mais pronunciada, formando um

pequeno canal axial onde os canaliculos de todas as células secretoras estdo

conectados (Fig. 3). Neste caso a glandula toma o aspecto de um cacho curto.

Tipo 4 — A invaginacdo da placa hipofaringea toma dimensdes ainda maiores,

formando um cacho longo (chegam a alcancar 1cm de comprimento em Apis)

(Fig. 3). Glandulas hipofaringeas do tipo 4 podem ainda apresentar trés subtipos.

No primeiro os canaliculos das células secretoras sdo ligados direta e

independentemente ao canal axial. No segundo os canaliculos das células

secretoras podem se ligar ao canal axial de forma agrupada. No ultimo caso 0s

canaliculos podem estar conectados a ramificacdes curtas do canal axial.

As unidades secretoras de todos 0os Hymenoptera estudados tém se mostrado
como estruturas globulares. Entretanto, no caso de Apis as unidades secretoras ndo sdo

formadas por células individuais, mas sim por agrupamentos de células secretoras.
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Assim, nestas abelhas, as unidades secretoras sao multicelulares (CRUZ-LANDIM &
COSTA, 1998).

p!aca ) invaginagdo da
hipofaringea placa hipofaringea

FIGURA 3. Os diferentes tipos de glandulas hipofaringeas encontradas nos Hymenoptera, de
acordo com classificagdo de Cruz-Landim & Costa, 1998.

Apesar destas variacdes, em todos os casos, as células secretoras continuam
sendo classificadas como células da classe Il (Fig. 2), segundo classificacdo de Noirot
& Quennedey (1974). Nestas glandulas as células secretoras liberam sua secre¢do em
uma célula canalicular que conduz a secrecdo até a placa hipofaringea (no caso das
glandulas dos tipos 1 e 2) ou até o canal axial (glandulas dos tipos 3 e 4). No caso das
unidades secretoras multicelulares, apesar das células secretoras estarem unidas, 0s
canaliculos de cada uma destas células preserva sua individualidade. Assim, embora
estes canaliculos desemboquem agrupados no canal axial, eles sdo independentes e as
células secretoras ndo possuem limen comum.

Estudos em abelhas mostraram que, quando ativas, as células secretoras
possuem nucleos bem desenvolvidos e apresentam-se ricas em reticulo endoplasmatico

rugoso e vesiculas de secrecdo, indicando sintese intensiva de material protéico para
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exportacdo (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969; CRUZ-LANDIM et al., 1986/87;
HUANG & OTIZ, 1989; KNECHT & KAATZ, 1990).

Em geral, a funcdo das glandulas hipofaringeas s6 pode ser inferida
indiretamente, relacionando a sua morfologia e grau de desenvolvimento as atividades
dos individuos, as suas caracteristicas comportamentais e por analogia com Apis
mellifera, onde sua funcdo estd bem definida (COSTA, 2002). Devido a localizacdo de
seu ponto de desembocadura, o produto destas glandulas tanto pode ser misturado com
o alimento que esta sendo ingerido, como pode ser eliminada para o exterior e
distribuido para outros individuos da colénia por trofalaxia.

Em Apis (CRUZ-LANDIM, 1967; CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969) e em
alguns meliponineos (CRUZ-LANDIM, 1967; CRUZ-LANDIM et al., 1986/87) o pico
de desenvolvimento glandular é observado em operarias denominadas nutridoras, as
quais oferecem a secrecdo glandular como alimento a todas as larvas, rainha e machos
da col6nia (SZOLDERTZ & CRAILSHEIM, 1993). A secrecdo produzida por estas
glandulas representa um importante componente do processo de diferenciagdo de castas,
onde, na fase larval, apenas individuos que se tornardo rainhas recebem continuamente
esta secrecdo, que em Apis é denominada geléia real (DIXON & SHUEL, 1963). A
producdo da geléia real ocorre em operarias que tém, normalmente, de 3 a 18 dias de
idade (FREE, 1980). Nesta fase observa-se também a producdo de enzimas, sendo
predominante a glicose-oxidase, a qual tem acdo intracelular, possivelmente atuando na
propria sintese da geléia real (COSTA, 2002).

Sucedendo a atividade nutridora, as operarias iniciam os trabalhos de
forrageamento, sendo, nesta fase, denominadas forrageadoras. Durante esta atividade,
essas operarias realizam voos constantes para a coleta de alimento, suprimindo o
consumo de poélen e substituindo-o por mel, que € um alimento mais energético. Esta
mudanca coincide com a acentuada reducdo das glandulas hipofaringeas (CRUZ-
LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973) e com a marcante producdo de enzimas
digestivas, como a invertase (SIMPSON et al., 1968), sendo a morte celular um evento
facilmente observado neste periodo (SILVA DE MORAES & BOWEN, 2000).
Portanto, no decorrer da vida de uma abelha adulta, as glandulas hipofaringeas sofrem
alteracdes morfologicas de acordo com o0s estagios da vida desses animais,
evidenciando um ciclo secretor (CRUZ-LANDIM et al., 1986/87).
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Nas abelhas solitarias ou nas sociais mais primitivas, onde a funcdo das
glandulas hipofaringeas ndo é conhecida, o padrdo glandular mais comum é o do tipo 1
ou 2, segundo classificacdo de Cruz-Landim & Costa (1998). Entre as familias que
apresentam este padrdo temos os Colletidae, Halictidae, Andrenidae, Oxaeidae,
Megachilidae e Anthophoridae. Ja as abelhas da familia Apidae, que engloba as
espéecies eussociais mais derivadas, os tipos de glandulas encontrados sdao mais
complexos, apresentando principalmente os tipos 3 e 4.

Em formigas, as glandulas hipofaringeas sdo, dentre aquelas do sistema salivar,
as menos conhecidas funcionalmente. Em Dinoponera australis, uma formiga
considerada primitiva, as células secretoras dessas glandulas desembocam
individualmente na placa hipofaringea (tipo 1) (CAETANO et al.,, 2002). J& em
Camponotus (Myrmothrix) rufipes, considerada mais derivada e com organizacao social
biologicamente mais complexa, as glandulas hipofaringeas sdo compostas por células
secretoras que se ligam a um duto excretor (ou axial) unico (tipo 3) (GAMA, 1985). Em
Atta sexdens, apesar das células desembocarem independentemente, ocorre uma
invaginagdo pronunciada da placa hipofaringea no local de liberacdo da secregdo (tipo
2) (AMARAL & CAETANO, 2005). A funcdo desta glandula nas formigas ndo é
conhecida, entretanto, ha a possibilidade de que sua secrecdo possa ser ingerida com o
alimento, servindo na digestdo, ou entdo, possa ser regurgitada para alimentar outros
individuos da coldnia (GAMA, 1985).

Estudos realizados em vespas por Britto et al. (2004) mostraram que as
glandulas hipofaringeas de Polistes versicolor sdo constituidas por células secretoras
esféricas e individuais ligadas diretamente a placa hipofaringea por canaliculos (tipo 1)
(Fig. 4). Isso as torna distintas de abelhas eussociais e espécies de formigas mais
derivadas (CRUZ-LANDIM, 1967; GAMA, 1985; AMARAL & CAETANO, 2005),
sendo esta caracteristica comumente encontrada em vespas solitarias (CRUZ-LANDIM
& SAENZ, 1972). Em Paravespula germanica, uma vespa considerada derivada, as
glandulas hipofaringeas apresentam-se formadas por cachos longos (SPRADBERY,
1973), sendo classificadas como tipo 4. Entretanto, em operarias de Polybia, também
considerada derivada entre os Vespidae, o padrdo glandular foi semelhante ao de

Polistes, ou seja, do tipo 1.
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Alguns estudos com a familia Sphecidae demonstraram a ocorréncia de variacdo
entre espécies totalmente solitarias, que ndo mantém contato com a cria (Sphecinae), e
espécies semi-sociais (Nissoninae), que mantém algum contato com as larvas. No
primeiro grupo foram encontradas glandulas hipofaringeas do tipo 1, enquanto no
segundo grupo, as espécies estudadas possuiam glandulas dos tipos 3 e 4 (SAENZ &
CRUZ-LANDIM, 1972). Assim, as variacbes anatdmicas presentes nas glandulas
hipofaringeas dos Hymenoptera parecem estar mais relacionadas com o grau de
socialidade do que com a filogenia em si.

FIGURA 4. (A) Esquema indicando a localizacdo das glandulas hipofaringeas de Polistes
versicolor (modificado de Edwards, 1980). (B) Glandula hipofaringea (glh) de P. versicolor. (C)
Face externa da placa hipofaringea (ph) de P. versicolor. (D) Detalhe da regido de
desembocadura dos canaliculos das glandulas hipofaringeas (seta). (Figuras B, C e D - Britto
et al., 2004).

Com relacdo a ocorréncia destas glandulas dentro de cada espécie, de um modo

geral elas estdo presentes tanto nos machos quanto nas fémeas, contrastando com o
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padrdo de Apis mellifera, onde estdo ausentes nos zangbes e nas rainhas
(SPRADBERY, 1973). Em algumas espécies de Meliponinae, as glandulas estdo
presentes nos machos e ausentes nas rainhas, enquanto em outras, encontram-se tanto
nos machos quanto nas rainhas (COSTA & CRUZ-LANDIM, 1977). Em Scaptotrigona
postica, por exemplo, as glandulas dos machos e das rainhas estao presentes logo apos a
emergéncia. Porém, apds um curto periodo de tempo as glandulas destes individuos
regridem enquanto as das operarias seguem seu ciclo (COSTA & CRUZ-LANDIM,
1999). Em Bombus atratus as glandulas hipofaringeas possuem desenvolvimento
normal nas operarias e rainhas, mas, nas rainhas, apresentam desenvolvimento mais
acentuado. Os machos possuem glandulas menos desenvolvidas, mas ndo atrofiadas
(LAUER, 1975).

Nas formigas Camponotus pennsylvanicus (FORBES & McFARLANE, 1961) e
Solenopsis invicta (PHILLIPS & VINSON, 1979), as glandulas hipofaringeas
apresentam maior desenvolvimento na casta das operarias. Entretanto, em Camponotus
(Myrmothrix) rufipes o seu maior desenvolvimento ocorre na rainha, sendo
intermedidrio nas operarias e menor nos machos (GAMA, 1985).

Em vespas do género Polistes constatou-se a presenca de glandulas com as
mesmas caracteristicas tanto nos machos quanto nas fémeas (BRITTO et al., 2004).

Apesar das variacdes anatdmicas presentes nas diferentes espécies, 0s aspectos
ultra-estruturais das células secretoras exibem caracteristicas semelhantes nas espécies
de abelhas (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973; CRUZ-LANDIM et al.,
1986/87; COSTA & CRUZ-LANDIM, 2000) e formigas (GAMA, 1985) onde foram
estudadas. O reticulo endoplasmatico € bem desenvolvido, ha grande concentracdo de
secrecdo ao redor dos canaliculos intracelulares e o nucleo das células é caracterizado
por contornos irregulares, nucléolos bem definidos e cromatina dispersa.

Alguns trabalhos realizados com abelhas (CRUZ-LANDIM et al., 1986/87;
COSTA, 2002) sugerem que a secrecdo presente nas glandulas hipofaringeas seja
produzida em nivel de reticulo endoplasmatico rugoso, devido, principalmente, a
auséncia de complexo de Golgi. Poucos estudos relatam a ocorréncia do Golgi nas
glandulas hipofaringeas de Hymenoptera e, quando presente, aparece em pequena
guantidade e assume a forma vesicular (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969; GAMA,
1985).
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

1. Determinar a constituicdo histoquimica da secrecdo, os diferentes aspectos
morfolégicos (inclusive os relacionados com a ocorréncia de morte celular) e as
variagcbes morfométricas das células secretoras das glandulas hipofaringeas de
Polistes versicolor, levando-se em consideracdo a idade dos individuos;

2. Avaliar as variacbes nos niveis de atividade metabolica expressos pelas
glandulas, por meio de técnicas histoquimicas;

3. Analisar as células secretoras ultra-estruturalmente, por meio de técnicas de
rotina e de citoquimica ultra-estrutural, para se avaliar sua dindmica secretora e a
presenca de caracteristicas que indicassem a ocorréncia de morte celular;

4. Determinar a ocorréncia de situagdes comportamentais especificas que levassem

ao desenvolvimento ou a regressao glandular.
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Caracterizagdo Histoquimica da Secrecdo e Variagbes Morfoldgicas
Apresentadas pelas Glandulas Hipofaringeas de Vespas

de Diferentes ldades

CAPITULO 1
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RESUMO

O presente estudo mostrou, por meio de técnicas histoquimicas, a composi¢do da
secrecdo e os aspectos morfoldgicos das células secretoras das glandulas hipofaringeas
de Polistes versicolor. As analises foram realizadas em individuos de diferentes idades.
Os resultados obtidos ndo permitiram o estabelecimento de um ciclo de
desenvolvimento glandular nitido devido ao fato das glandulas ndo possuirem relacéo
definida com a idade das vespas. Entretanto, os diferentes estagios de desenvolvimento
encontrados sugerem que estas passam por uma fase onde as glandulas encontram-se
muito semelhantes logo ap6s a emergéncia. Posteriormente inicia-se a fase de producéo
de secrecdo propriamente dita com as células secretoras apresentando-se ricas em
vesiculas. Uma aparente fase de degeneracdo foi evidenciada pela presenca de extensa
vacuolizagdo citoplasmatica. Entretanto, analises de integridade celular n&o
evidenciaram células completamente mortas dente as glandulas estudadas. Apesar
destas variacdes, as maiores diferencas encontradas entre individuos estdo relacionadas
com a concentracdo da secre¢do e com o diametro celular médio. Ambas as variaveis

ndo apresentaram correlacdo entre si ou com a idade das vespas.
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ABSTRACT

Using histochemical techniques, the present study revealed morphological
aspects of secretory cells and the composition of the secretion of hypopharyngeal glands
in Polistes versicolor. These analyses were accomplished using individuals of different
ages. The results did not allow the establishment of a glandular cycle, as a defined
relationship between these glands and wasp age was not observed. However, the
different developmental stages found suggest that the hypopharyngeal glands exhibit
very similar characteristics during the initial phase soon after wasp emergence. Later,
the secretory phase begins with cells producing several vesicles. A degenerative phase
was characterized by the presence of large vacuoles in the cytoplasm although analyses
of cell integrity did not reveal complete cell death. Despite these variations, the main
differences found among individuals seem to be related to the concentration of secretion
vesicles and the average cell diameter. Both variables were not correlated to each other
or to wasp age.
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INTRODUCAO

Nas espécies de abelhas, onde as glandulas hipofaringeas estdo bem estudadas, a
secrecdo produzida representa um importante componente do processo de diferenciacdo
de castas. Neste processo, algumas larvas sdo selecionadas pelas operérias para
receberem continuamente a secre¢do das glandulas hipofaringeas como alimento, sendo
que estas larvas se desenvolverdo como rainhas. Em Apis esta secrecdo € denominada
de geléia real (DIXON & SHUEL, 1963) e a eficacia das glandulas hipofaringeas na
producdo desta secrecdo requer alimentacdo rica em pdlen (CRAILSHEIM &
STOLBERG, 1989). Nestas abelhas, portanto, o desenvolvimento das glandulas
hipofaringeas é nitidamente maior em operarias do que em rainhas e machos (CRUZ-
LANDIM & SAENZ, 1972).

Dentre as operarias, as glandulas hipofaringeas apresentam-se diferenciadas nas
nutridoras (operarias que estdo alimentando a cria) e nas forrageiras (operarias que estdo
em constante procura por alimento). Cruz-Landim (1967) observou que as glandulas
hipofaringeas entram em processo de degeneracao apos o 20° dia de vida de uma abelha
adulta, que coincide com o abandono do cuidado com a cria e o inicio das atividades de
forrageamento. Nesta fase, as glandulas hipofaringeas demonstraram a presenca de
estruturas degenerativas no citoplasma (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES,
1973). Estas caracteristicas determinam um ciclo secretor para as glandulas
hipofaringeas, sendo que, em Apis, este ciclo passa pelas fases pré-secretora (logo apds

a emergéncia), secretora (durante a fase de nutridora) e pos-secretora (durante a fase de
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forrageira), na qual ocorre a degeneracdo glandular (CRUZ-LANDIM & HADEK,
1969; CRUZ-LANDIM et al., 1987).

Apesar da maioria dos estudos sobre morte celular programada em insetos
ocorrer durante a metamorfose, é crescente o interesse deste tipo de estudo em tecidos
presentes em individuos adultos. As glandulas hipofaringeas, por exemplo, ja foram
alvo de alguns estudos em Apis mellifera (SILVA DE MORAES & BOWEN, 2000).

A morte celular programada, diferentemente da necrose que é desencadeada por
um traumatismo ou doenca, ocorre por meio de controle genético e é tdo importante no
desenvolvimento embrionario, metamorfose e morfogénese, como na manutencdo da
populacdo de células em organismos adultos, sendo considerada uma forca igual e
oposta a mitose (BOWEN & BOWEN, 1990).

Em estudos ultra-estruturais de varios tecidos, foi observada, e proposta, a
existéncia de trés tipos de morte celular programada. A distingcdo fundamental entre
esses tipos de morte celular, se da com relacdo atuacao dos lisossomos. O primeiro tipo,
conhecido como apoptose, ocorre sem a participacdo dos lisossomos da célula que esta
morrendo, mas os fragmentos dessas células sdo destruidos por lisossomos de outras
células (heterofagocitose). No segundo tipo, conhecido como morte celular vacuolar ou
autofagica, ha participacdo efetiva dos lisossomos da propria célula em sua destruicdo
(autofagocitose). Ja no terceiro tipo, também conhecido como atrofia, a célula é
destruida sem a participacdo detectavel de lisossomos (CLARKE, 1990).

Com relacdo a funcdo das glandulas hipofaringeas, as Unicas evidéncias s@o
encontradas, apenas, em grupos com hierarquia altamente organizada, que possuem
divisdo de castas e de trabalho bem definidas e pré-estabelecidas (SZOLDERTZ &
CRAILSHEIM, 1993). A determinacdo de sua funcdo em espécies sociais mais
primitivas, como em diversas vespas, torna-se uma tarefa mais complexa. Como nestas
especies os estudos sobre as glandulas exocrinas sdo escassos, a determinacdo da
morfologia e do tipo de secrecdo produzida pelas células secretoras € muito importante,
sendo este o Unico modo de se determinar a presenca de um ciclo secretor. Além disto,
ndo ha evidéncias de nenhum trabalho a respeito do ciclo secretor e da ocorréncia da
morte celular nas glandulas hipofaringeas de vespas.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivos determinar a constituicdo

histoquimica da secrecdo e os diferentes aspectos morfologicos das células secretoras
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das glandulas hipofaringeas de P. versicolor. Também foram levadas em conta as
idades dos individuos que foram comparadas aos dados de desenvolvimento glandular e
a ocorréncia de caracteristicas que indicassem a presenca de morte celular programada
das glandulas. O desenvolvimento glandular foi determinado pela morfologia, pela

concentracdo de secrecdo e pelo didmetro das células secretoras.
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MATERIAL E METODOS

1. Monitorando as idades dos espécimes

Vespas recem emergidas de trés colbnias foram diariamente coletadas e
transportadas para o laboratério, onde foram anestesiadas rapidamente sob baixa
temperatura. ApOs este procedimento, estas foram marcadas com tinta para
aeromodelismo Testors, na regido central do térax, para o controle das idades. As
marcas foram feitas com o auxilio de pinca para segurar o espécime e com palito de
dente, usado como "pincel” (Apéndice 1). Dando prosseguimento, os espécimes foram
mantidos em recipientes individuais até a completa secagem da tinta e, posteriormente,

reintroduzidas em suas respectivas colonias.

2. Distribuicao dos espécimes e disseccdo das glandulas hipofaringeas

Apds conseguir um nimero adequado de espécimes com idades variadas (Tabela
1 dos resultados), os mesmos foram novamente coletados e anestesiados com gradual
diminuicdo da temperatura até 4°C. Com auxilio de pingas e microtesoura, as glandulas
hipofaringeas foram retiradas sobre placa de Petri de disseccdo com solucéo fisiologica
para insetos (NaCl 7,5¢g/L, Na,HPO4 238g/L e KH2PO4 2,72g/L), sob
estereomicroscopio Westover. As glandulas destas vespas foram fixadas e processadas
para inclusdo em historesina. Em seguida as mesmas foram destinadas para as técnicas
de Azul de Bromofenol, PAS-Alcian Blue, Sudan Black B, Azul de Toluidina, Verde de

Metila-Pironina e Feulgen, que serdo individualmente descritas a seguir.
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Outras 24 vespas tiveram suas glandulas destinadas a técnica de Azul do Nilo
(realizadas em montagem total), a técnica de localizagdo da atividade da fosfatase acida
(em montagem total) e ao ensaio do Cometa (eletroforese de células isoladas), que

também serdo descritas a seguir.

3. Técnicas Histoquimicas
3.1. Processamento das glandulas para incluséo em historesina

Ap0s a disseccdo das vespas, as primeiras 55 glandulas hipofaringeas foram
retiradas e fixadas em Paraformaldeido 4%, durante 4 horas. As idades referentes a estes
individuos podem ser observadas na Tabela 1. Em seguida as glandulas foram colocadas
em tampdo de fosfato de sddio (0,1M; pH 7,4), por 24 horas, e desidratadas por meio de
sucessivos banhos de etanol nas concentracGes 70% , 80% , 90% e, dois banhos, em
etanol 95%, de 30 minutos cada. Apos estes procedimentos, as glandulas foram imersas
numa solucdo de resina de embebicdo (Leica) com etanol 95% (1:1) durante 4 horas a
temperatura ambiente, e so entdo foram colocadas em resina de embebicdo pura, por 24
horas, para perfeita infiltragdo da resina no material, sendo mantidas resfriadas a
aproximadamente 4°C. Dando prosseguimento, as glandulas foram colocadas em resina
de inclusdo (Leica) com polimerizador (15:1) e mantidas em estufa a 37°C, por 24
horas, para completa polimerizacdo da resina.

Os blocos de resina contendo as gléandulas foram colados em suportes e
seccionados no micrétomo Leica RM 2145, com espessura de 5,0um e colocados sobre
laminas de vidro para microscopia Optica. ApoGs passar pelas técnicas histoquimicas
descritas a seguir, as ldaminas foram montadas com laminula e balsamo do Canada
(exceto item 3.4), estando prontas para as analises e documentacdo fotografica no

fotomicroscopio Leica.

3.2. Técnica do Azul de Bromofenol para evidenciar proteinas (PEARSE, 1985)
Laminas contendo os cortes foram coradas com solucdo de Azul de Bromofenol,

a temperatura ambiente, durante 2 horas. Em seguida, as mesmas foram banhadas em

solucdo aquosa de acido acético 0,5%, por 5 minutos e lavadas em &gua destilada, por

mais 5 minutos.
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3.3. Técnica de PAS-Alcian Blue para evidenciar glicoconjugados neutros com
grupamentos 1,2 glicol e glicoconjugados acidos, respectivamente (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983)

Os cortes foram hidratados e em seguida corados em solucéo de Alcian Blue 1%
em acido acético, por 30 minutos. Em seguida as laminas foram lavadas em &gua
destilada e, posteriormente, coradas em acido periédico 1% por 5 minutos. Ap6s nova
lavagem em &gua destilada, as laminas foram colocadas no reagente de Schiff, a
temperatura ambiente, por 15 minutos, no escuro. Em seguida, as laminas foram lavadas

em agua corrente, por 10 minutos.

3.4. Técnica de Sudan Black B para evidenciar lipidios (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA,
1983)

Laminas contendo sec¢des do material foram imersas em um banho rapido de
etanol 70% e, em seguida, foram mergulhadas em solucédo saturada de Sudan Black B
em etanol 70%, por 45 minutos. O material foi, novamente, mergulhado em etanol 70%,
por 2 minutos, e as laminas foram montadas em gelatina glicerinada.

Além da realizacdo da técnica Sudan Black B nos 55 espécimes previamente
descritos, as glandulas de mais 15 vespas foram destinadas para esta técnica, porém, as
mesmas foram processadas de forma distinta. Apo6s a disseccdo, as glandulas foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e, diretamente seccionadas em
criostato (Micron HM 505E). Este procedimento foi realizado para se verificar o efeito
da desidratacdo alcoodlica realizada nos primeiros 55 individuos, ja que o alcool etilico
poderia remover parte dos lipidios das células. Assim, o material congelado foi utilizado

como controle.

3.5 Azul de Toluidina para marcacdo de grupamentos acidos e &cidos nucléicos
(JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983)

As laminas contendo os cortes foram lavadas em agua destilada e colocadas em
solucdo de Azul de Toluidina 0,5% (pH 3,5), por 20 minutos. Apos este procedimento,

as laminas foram lavadas, para se retirar o excesso de corante.
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3.6. Técnica do Verde de Metila-Pironina para marcacéo diferencial de DNA e RNA
(MOFFITT, 1994)

Um grama de Verde de Metila foi adicionado a 200mL de tampéo acetato
(0,2M; pH 4,9). Esta solucdo foi lavada com cloroférmio até tornar-se transparente. Este
procedimento retira as impurezas do Verde de Metila. A solucao resultante serviu como
solucdo estoque, sendo mantida a 4°C. A cada 50 mL da solucdo estoque, previamente
filtrada, foi adicionado 0,1 g de Pironina Y. As seccOes da glandula, dispostas em
laminas, foram coradas por 3 horas, a temperatura ambiente. As laminas foram entéo

lavadas em agua destilada a 1°C, por 4 segundos.

3.7. Técnica de Feulgen para marcacao de nucleos (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA,
1983)

Laminas contendo o material foram tratadas em solucdo de HCI 5N por 45
minutos e, em seguida, lavadas em agua destilada por 5 minutos, sendo posteriormente
submetidas ao reagente de Shiff, por 1hora, no escuro. Em seguida, as laminas foram

lavadas em &gua corrente por 10 minutos.

4. Avaliacdo da integridade celular

As outras 24 glandulas foram obtidas de 12 vespas que tinham 10 dias de idade e
outras 12 que tinham 35 dias de idade. O grupo “35 dias” foi escolhido por dois
motivos: 1) individuos com mais de 40 dias eram escassos nas coldnias; 2) esta idade
foi considerada maior do que o tempo de vida médio observado por Gobbi (1977) para
Polistes versicolor. De acordo com este autor longevidade das operarias €, em média, de
17 dias.

Cada técnica foi realizada com 4 glandulas de vespas com 10 dias e 4 de vespas
de 35 dias.

4.1. Técnica do Azul de Nilo para marcacéao de células em necrose e/ou apoptose tardia
(SAUNDERS et al., 1962)

Com o auxilio de um agitador magnetico 0,001g de Azul do Nilo foi misturado
em 10mL de solucdo salina para insetos. Apds a disseccdo de seis vespas (trés

emergidas ha 10 dias e outras trés emergidas ha 35 dias), as glandulas hipofaringeas
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foram retiradas e transferidas para o corante onde permaneceram por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Apds serem lavadas por duas vezes em solucdo salina, as
glandulas foram colocadas sobre laminas escavadas, contendo a mesma solucdo, e
recobertas com laminula para a analise, em montagem total. Logo em seguida as

mesmas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscépio.

4.2. Localizacéo da atividade de fosfatase acida (HUSSEIN et al., 1990)

Glandulas hipofaringeas de seis vespas (trés emergidas ha 10 dias e outras trés
emergidas ha 35 dias) foram dissecadas em solugéo salina para insetos e imediatamente
fixadas, por 60 minutos, em uma mistura de formalina neutra 10% tamponada e acetona
(9:1), em gelo e sob rotacdo. Apos a fixacdo, o material foi rapidamente lavado em
tampdo acetato (pH 4,8) e incubado por 45 minutos, a 37°C, no meio contendo naftol
AS-TR fosfato (2,0 mg), tampdo acetato (10mL, 0,1M, pH4,8), MnCI2.H20 10% (2,0
mL) e o sal vermelho violeta (6,0 mg). Posteriormente as glandulas foram lavadas em
agua destilada e desidratadas em etanol 70%, 90% e 100 %. O material foi, entdo,
analisado e fotografado sob fotomicroscopio, em montagem total.

Ap0s este procedimento, as mesmas glandulas foram incluidas em historesina e
seccionadas no microtomo Leica RM2145, como segue no item 3.1, sendo,

posteriormente, contra-coradas com hematoxilina para a analise da morfologia celular.

4.3. Teste do Cometa (eletroforese de células isoladas) (GONTIJO & TICE, 2003)

Previamente a realizacdo dos testes, laminas de vidro para microscopia oOptica
foram mergulhadas em solucdo de agarose 1,5% aquecida. O excesso de agarose foi
retirado com o escorrimento e as ldminas foram armazenadas em geladeira.

Com as laminas prontas, as glandulas hipofaringeas de oito vespas (quatro
emergidas ha 10 dias e outras quatro emergidas ha 35 dias) foram dissecadas em
solucdo salina para insetos e, em seguida, foram mergulhadas em solucdo de tripsina-
EDTA (0,25%) por 90 minutos, a 37°C. Apds este procedimento, as glandulas foram
transferidas para Eppendorf's, contendo solucdo salina para insetos, e agitadas
intensamente em um misturador por cerca de 1 minuto, sendo mantidas no gelo, por
duas horas, antes da realizacdo do teste. Este procedimento foi realizado de acordo com

Silva de Moraes (1998), para a separacdo das células glandulares, que normalmente
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permanecem aderidas a placa hipofaringea, devido a presenca dos canaliculos, e
aderidas umas as outras devido ao tecido conjuntivo presente entre elas.

Em seguida, 5SmL de agarose low melting foi fervida e, posteriormente, colocada
em banho Maria a 37°C. Apds este procedimento, 5uL da solucéo salina para insetos
contendo as células das glandulas hipofaringeas foram misturadas a 75ulL da agarose
low melting, sendo a solucdo resultante colocada imediatamente sobre a lamina com
pré-cobertura de agarose. Em seguida, foi colocada uma laminula sobre cada lamina
montada, fazendo com que a solucdo contendo as celulas se espalhasse, sendo estas
colocadas na geladeira até a solidificacdo da agarose low melting. Apos a solidificacao,
as laminulas foram retiradas e as ldminas contendo as células foram dispostas em cubeta
vertical com solucéo de lise gelada e protegida da luz, por 1 hora. A solugéo de lise foi
preparada com 146,1g de NaCl (2,5M), 37,29 de EDTA (100mM) e 1,2g de TRIS
(10mM) em 1 L de agua destilada (pH 10,5).

Dando prosseguimento, foi efetuada a eletroforese (25V e 300mA), por 15
minutos. Em seguida as laminas foram lavadas em tampdo TRIS (solucdo
neutralizadora), trés vezes, por 5 minutos cada vez, sendo, posteriormente, lavadas em
agua destilada.

As laminas foram, entdo, secas em estufa a 37°C por 2 horas e foram
transportadas para solucéo fixadora (etanol 100%), onde permaneceram por 10 minutos.
Em seguida, as laminas foram, novamente, secas em estufa a 37°C, por 2 horas, estando
prontas para serem coradas com nitrato de prata.

Para a coloracdo, as laminas foram, primeiramente, hidratadas em &gua
destilada, por 5 minutos. Dando prosseguimento, estas foram coradas, por
aproximadamente 15 minutos, em uma mistura de 34mL da solucdo denominada A
(250mg de nitrato de amonia, 250mg de nitrato de prata, 625mg de acido tungstosilicico
e 375uL de formaldeido, diluidos em 250mL de agua destilada) e 66mL da solucéo
denominada B (12,509 de carbonato de sddio diluido em 250mL de agua destilada).

Ap0s este procedimento, as laminas foram lavadas trés vezes em agua destilada
e transferidas para uma solucdo de &cido acético 1%, onde permaneceram por 5
minutos. Em seguida as laminas foram novamente lavadas por mais trés vezes em agua
destilada. Apds a secagem, em temperatura ambiente, o material ficou pronto para ser

analisado e fotografado em fotomicroscopio.
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5. Determinacéo da concentracdo de secrecao e do didmetro celular médio

Para efeito de comparacdo, foram calculadas a concentracdo de secrecao
presente nas glandulas hipofaringeas e os diametros medios das células secretoras das
diferentes vespas analisadas. As medidas foram obtidas com o auxilio do programa de
analise de imagens Leica QWin

O diametro celular médio foi determinado logo ap6s a disseccao das vespas. As
glandulas foram individualmente transferidas para laminas escavadas contendo fixador
(paraformaldeido 4%). Para cada glandula, foi calculado o didmetro de 10 células
secretoras, sendo posteriormente obtido o valor médio para cada individuo. Os
resultados obtidos foram estatisticamente testados utilizando a andlise de variancia
ANOVA, para um fator, com nivel de significancia de 0,05.

Para se determinar a concentracdo de secrecdo, as laminas submetidas as
diferentes técnicas foram utilizadas. Para cada glandula foram determinadas a area
recoberta com secrecdo e a area ocupada pelas células inteiras. Este procedimento foi
realizado em seccdes de distintas regides das glandulas, de modo a se cobrir quase o
volume total das mesmas. As porcentagens de &rea recoberta com secrecdo, aqui
denominadas de concentracdo de secrecdo, foram calculadas da seguinte forma:
Concentracio de Secrecdo (%) = Area Recoberta com Secre¢do x 100 / Area Celular
Total.

Estas medidas (didmetro celular médio e concentragdo de secrec¢do) foram,
ainda, relacionadas entre si e com as idades das vespas. Por meio da correlagdo de

Pearson, determinou-se se as variaveis possuiam, ou ndo, relacéo significativa.
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RESULTADOS

1. Composicao histoquimica das células secretoras

As glandulas hipofaringeas de P. versicolor foram submetidas as técnicas de
Azul de Bromofenol, PAS-Alcian Blue (coloracdo simultanea) e Sudan Black B, para a
determinacdo do tipo de secrecdo produzida pelas células secretoras. Estas técnicas
marcam, respectivamente, proteinas, glicoconjugados neutros (PAS) e &cidos (Alcian
Blue) e lipidios totais.

Em geral, as glandulas hipofaringeas mostraram a presenca de proteinas,
glicoconjugados neutros e pequena concentracdo de lipidios (Tabela 2). Os nucleos
foram marcados pelo teste de Azul de Bromofenol para proteinas (Fig. 1). Para o
restante dos testes, 0 nucleo apresentou reacdo negativa (Figs. 2 e 3).

No citoplasma das células secretoras, observou-se reacdo positiva para as
técnicas de marcacdo de proteinas (Figs. 1), reagdo fracamente positiva para lipidios
(Fig. 2) e glicoconjugados neutros (Fig. 2) e reacdo negativa para glicoconjugados
acidos (Fig. 2). Para o teste de marcacdo de proteinas e o de marcagdo de
glicoconjugados neutros, observou-se reacdo fortemente positiva nas regiées onde se
acumulavam vesiculas de secrecdo. Estas se apresentaram em concentra¢cfes variadas
entre individuos (Figs. 1 e 2), entretanto, quando presentes, as vesiculas mostraram-se

fortemente marcadas.
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2. Estagios de desenvolvimento celular

As andlises realizadas com o auxilio das técnicas do Azul de Toluidina, Verde
de Metila-Pironina e Feulgen, deram alguns indicativos de como se comportam as
glandulas hipofaringeas durante o ciclo de vida de Polistes versicolor.

As técnicas de Azul de Toluidina e de Verde de Metila-Pironina mostraram a
existéncia de glandulas que encontravam-se em diferentes estagios, sendo que, em
alguns casos, foram observadas algumas caracteristicas degenerativas (Figs. 4 a 6).

Algumas glandulas mostraram-se bem homogéneas (Figs. 4A e 6A), sendo estas,
principalmente encontradas em vespas recém emergidas. Além de apresentarem
auséncia de secrecdo, a coloracdo do citoplasma pelas técnicas de Azul de Toluidina e
de Verde de Metila-Pironina foi uniforme (Figs. 4A e 6A). Os nucleos das células
nestas condi¢cbes mostraram-se redondos com uma série de pequenos nucléolos
espalhados (Figs. 4A e 6A).

Grande parte das glandulas examinadas apresentou células com citoplasma mais
intensamente corado na regido periférica (Figs. 4B, 6B e 6C). Em outras células,
também freqlientes, o citoplasma apresentou-se repleto de vesiculas e pequenos
vacuolos dispersos, sendo que, nestes casos, a coloracdo periférica do citoplasma foi
menos intensa (Figs. 4C, 6D e 6E). Nestas duas situacdes, presentes em
aproximadamente 80% das glandulas analisadas, as glandulas apresentaram algum
acumulo de secrecdo. A secrecdo estava disposta na regido central do citoplasma, na
forma de pequenas vesiculas agrupadas, possiveis de serem visualizadas ao microscopio
optico (Figs. 1A, 1B e 2A). Os nucleos apresentaram-se arredondados ou achatados,
dependendo da concentragdo de secrecdo presente nas células (Figs. 4B a 4C, 6B a 6E e
7).

Em algumas glandulas foram encontradas células com caracteristicas
degenerativas, apontadas, principalmente, pela grande dimensao e pelo grande nimero
de vacuolos espalhados pelo citoplasma (Figs. 4D e 6F). Glandulas com estas
caracteristicas foram observadas em apenas 5 dos 55 individuos analisados (cerca de
10% dos casos). Estas glandulas estavam presentes em individuos que tinham 9, 15, 26,
30 e 38 dias de idade. Algumas destas células mostraram alta concentracdo de secregédo
(Figs. 1C), enquanto, em outras, a concentracao foi baixa (Fig. 1D e 2B). Os vacuolos

apresentaram-se negativos para as técnicas de Azul de Toluidina, Verde de Metila-
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Pironina e Azul de Bromofenol, entretanto, quando submetidos a reacdo de PAS (para
glicoconjugados), estes se apresentaram fracamente positivos em todas as vespas (Fig.
2B). Os nucleos das glandulas nesta situagdo ndo mostraram caracteristicas distintas dos
nucleos presentes em células consideradas integras, havendo apenas, em alguns casos,
uma deformidade semelhante a encontrada em células com grande acimulo de secrecao.

A técnica do Azul do Nilo, para detec¢do de células em necrose ou apoptose
tardia, ndo demonstrou nenhum destes eventos ocorrendo nas glandulas hipofaringeas.
Todas as glandulas utilizadas nesta técnica ndo incorporaram o corante, mostrando que
nenhuma célula ou regido glandular estava em estagio de morte celular a ponto de
apresentar deteriorizacdo da membrana plasmatica (Fig. 8).

Em um dos individuos estudados, verificou-se que, apesar de todas as células
glandulares estarem com uma série de vaclolos espalhados pelo citoplasma,
apresentando-se como glandulas em estagio de degeneracdo, foi encontrada uma Unica
célula com caracteristicas distintas. Esta célula ndo possuia vactolos e seu nucleo
apresentou-se muito compactado (Fig. 6F).

Outras caracteristicas anémalas foram encontradas em glandulas que
apresentaram assincronia no desenvolvimento das células secretoras (Fig. 5). Nestas
situacOes, observou-se: (a) células que se assemelharam aquelas das glandulas
consideradas integras (células presentes na maioria dos individuos analisados) e (b)
células que se mostraram totalmente distintas, apresentando pouco ou nenhum acumulo
de secrecdo (Fig. 2C) e corando-se fracamente pelas técnicas de Azul de Toluidina e
Verde de Metila-Pironina na regido citoplasmatica (Figs. 5, 6G e 6H). Os nucleos da
maioria destas células diferenciadas mostraram-se bem irregulares (Figs. 5, 6G, 6H, 7E
e 7F).

As andlises de integridade nuclear, realizadas com a técnica de Cometa,
demonstraram que 0s nucleos das diferentes vespas analisadas ndo apresentaram
quebras no DNA que caracterizassem um estagio degenerativo da molécula (Fig. 9).
Estes resultados foram obtidos tanto para as vespas mais jovens (com 10 dias) quanto
para as mais velhas (com 35 dias).

Foram encontrados resultados similares para todas as vespas, com relacdo a
técnica de fosfatase é&cida, onde os individuos analisados apresentaram reacao

fortemente positiva (Fig. 10A e 10B). Nesta técnica, as glandulas analisadas em
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montagem total foram, posteriormente, incluidas em resina e seccionadas para a analise
da morfologia de suas células. Estas, assim como seus nucleos, apresentaram-se
morfologicamente integros (Fig. 10C). Notou-se ainda nos nucleos, a presenca de
grande quantidade de nucléolos e auséncia de caracteristicas degenerativas (Fig. 10C).

Apesar das diferencas encontradas com relacdo a morfologia das células
secretoras, as principais variacfes verificadas nas glandulas hipofaringeas das vespas
analisadas deram-se com relacdo a atividade secretora das células, caracterizada pela
variagdo na concentracdo de secrecdo. Assim, ainda que algumas vespas tenham
demonstrado glandulas com caracteristicas que indicassem um estdgio de
deteriorizacdo, a maioria dos individuos analisados apresentou glandulas consideradas
integras.

Com o auxilio do programa de anélise de imagem Leica QWin, foi calculada a
concentracdo aproximada de secrecdo presente em cada glandula das diferentes vespas
(Tabela 3). Com o0 mesmo programa, foram também obtidos os didmetros médios das
células secretoras (Tabela 3).

A concentracdo média de secrecdo encontrada nas glandulas hipofaringeas
variou de cerca 0 a 30% nos diferentes individuos estudados. Com relagdo ao diametro
médio das células secretoras de cada vespa, a varia¢do para a maioria dos individuos
ocorreu entre cerca de 50 e 65um, com média de 56um. Neste caso as variagdes
encontradas entre todas as vespas analisadas (n = 55) foram consideradas
estatisticamente significativas, de acordo com as analises de variancia (P<0,0001; F =
7,27).

Como as diferengas encontradas entre as duas variaveis foram significativas,
foram realizadas andlises de correlacdo para se determinar se o didmetro das células
secretoras estava relacionado com a concentracdo secre¢do. A correlacdo de Pearson
demonstrou que o diametro celular médio e a concentracdo de secrecdo presente nas
celulas ndo estavam relacionados (r = -0,207; P = 0,129) (Fig. 11A). A relagdo entre
estas duas varidveis e a idade também foi determinada. Entre a concentracdo de
secrecdo e a idade também ndo foi observada correlacdo (r = -0,0255; P = 0,8537) (Fig.
11B), porém, houve uma pequena relacdo entre a idade e o didmetro celular das células
secretoras (r = 0,3177; P = 0,0181) (Fig. 11C).
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Devido ao pequeno numero de individuos com mais de 50 dias de idade (Tabela
1), as analises de correlacdo também foram realizadas excluindo-se as trés vespas mais
velhas, que poderiam levar os resultados a uma falsa interpretacdo. As analises de
correlacdo entre o diametro celular médio e a concentracdo de secrecdo continuaram
dando resultados néo significantes (r = -0,212; P = 0,131). O mesmo foi observado para
as analises de correlacdo idade versus concentracdo de secrecdo (r = 0,105; P = 0,459).
Porém, agora ndo houve mais resultado significativo para correlacdo entre didmetro
celular médio e idade (r = 0,0402; P = 0,7775).
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TABELA 1. Idade e nimero de espécimes utilizados nas analises morfolégicas e histoquimicas
das glandulas hipofaringeas de P. versicolor (n = 55 vespas).

NuUmero de vespas
capturadas
6

Idade (dias)

N
\I
P NNFPEPNRPPRPPRPORPNPORPPORMOIONWWDNENDN
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TABELA 2 — Testes histoquimicos aplicados nas glandulas hipofaringeas de P. versicolor.

Testes Utilizados Compartimentos Analisados
Nicleo Citoplasma Vesiculas de Secrecédo’
Azul de Bromofenol ++ ++ +++
PAS - + +++
Alcian Blue - - -
Sudan Black B - + -

(-) Negativo; (+) Fracamente positivo; (++) Positivo; (+++) Fortemente positivo.

! As vesiculas de secrecdo ndo estavam presentes em todos os espécimes analisados, além
de apresentarem concentracao variavel entre eles.
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TABELA 3 — Concentracdo média de secrecao (%) e diametro celular médio das glandulas
hipofaringeas de vespas em diferentes idades.

Idade (dias) Concentragélo média de Diémgt_ro celular Desyio P. do
secrecéo (%) médio (xm) diametro
0 1,36 53,25 4,628
0 0,00 49,58 4,554
0 0,00 54,47 6,750
0 2,76 58,67 7,415
0 1,18 57,95 6,830
0 3,55 52,72 5,230
2 22,80 61,20 3,590
2 1,69 53,67 4,096
6 11,01 61,56 13,187
7 10,32 68,60 9,585
7 13,57 61,29 7,116
8 20,43 58,67 7,415
8 1,43 65,80 9,515
8 19,16 50,64 7,879
9 0,14 57,86 3,834
9 8,49 55,83 4,513
9 11,77 52,85 4,892
10 9,76 53,03 4,908
10 12,88 55,47 4,413
15 10,58 60,34 4,673
15 24,92 52,37 5,730
15 10,82 59,41 7,410
15 23,35 54,42 5,471
15 18,17 47,65 4,913
17 0,99 54,33 5,417
17 16,66 45,48 4,714
17 30,17 52,15 5,426
17 13,68 47,04 5,019
18 18,60 65,00 6,617
18 28,02 52,92 6,245
18 27,4 47,73 6,583
20 3,56 57,95 6,830
25 0,00 54,30 6,606
26 1,21 66,09 7,559
26 12,04 51,70 6,715
26 3,60 59,37 7,509
27 1,18 52,02 7,944
28 21,39 55,36 7,389
28 24,10 52,40 4,038
29 13,26 55,65 6,915
30 19,76 47,81 2,833
30 8,95 49,56 6,100
30 19,99 56,55 7,813

Continua na préxima péagina
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Continuacao da tabela anterior

Idade (dias) Concentra(;e“io média de Diémgtro celular Des_yio P. do
secrecéo (%) médio (um) diametro
31 19,09 53,57 6,804
33 1,34 52,32 3,873
34 28,64 58,16 5,679
35 0,00 59,19 7,802
35 0,00 60,05 3,579
38 3,28 49,58 4,554
40 0,27 61,25 4,570
50 16,19 60,79 6,105
50 11,02 63,46 10,128
70 1,37 62,27 5,596
70 16,89 70,94 6,031

92 1,38 65,00 6,617
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FIGURA 1. (A a D) Glandulas hipofaringeas de diferentes individuos submetidas a reacéo de
Azul de Bromofenol. As setas indicam acimulos de secrecdo. Notar que apesar da presenca
de vacuolos, algumas células ainda apresentam acumulos de secre¢éo (C e D). Idades das
vespas: A - 15 dias; B - 17 dias; C - 15 dias; D - 30 dias. ci — citoplasma; n — nlcleo; nu —
nucléolo; va — vacuolo.
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FIGURA 2. Glandulas hipofaringeas de diferentes individuos submetidas a reagéo de PAS. (A)
Glandulas com grande concentracdo de secrecéo, indicada pela seta; (B) Glandulas contendo
alta concentracdo de vacuolos em seu citoplasma com reacdo PAS positiva, apontados pela
seta; (C) Glandulas com algumas células com acimulo de secrecdo e outras sem. Neste
individuo, as células sem secregéo apresentam-se menores e irregulares. Idade das vespas: A
— 15 dias; B — 6 dias; C — 31 dias. ci — citoplasma; n — nucleo.
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FIGURA 3. (A a C) Glandulas hipofaringeas de diferentes individuos, submetidas a reacao de
Sudan Black B. Notar em A algumas regides apresentando acumulo de secrec¢ao no citoplasma
com reacdo negativa para a técnica (seta). Em B, notar a presenca de vacuolos
citoplasmaticos (seta). Em C e D, detalhe das células secretoras processadas em historesina e
em criostato, respectivamente. Idade das vespas: A — 8 dias; B — 26 dias; C - 9 dias. ca —
canaliculos; ci — citoplasma; n — nlcleo; ph — placa hipofaringea.
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FIGURA 4. Diferentes aspectos das glandulas hipofaringeas de P. versicolor coradas com Azul
de Toluidina. Em A, células homogéneas encontradas em vespa recém-emergida. Em B,
células com coloracdo mais acentuada na periferia, presente na maioria das vespas
analisadas. Em C, células com alguns vacuolos pequenos. Em D, células apresentando grande
concentracao de vacuolos citoplasmaticos. Idade das vespas: A — recém emergida; B - 17 dias;
C - 30 dias; D - 10 dias. ci — citoplasma; n — ndcleo; nu — nucléolo; va — vacuolo.
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FIGURA 5. (A a D) Aspectos das glandulas hipofaringeas que apresentaram assincronia no
desenvolvimento das células secretoras, coradas com Azul de Toluidina. A vespa possuia 31
dias de idade. Notar a presenca de células diferenciadas na mesma regido da secgédo. ca —
canaliculos; ci — citoplasma; n — nicleo; nu — nucléolo; va — vacuolo.
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FIGURA 6. Diferentes aspectos das glandulas hipofaringeas de P. versicolor coradas com
Verde de Metila-Pironina. Em A, células homogéneas encontradas em vespa recém emergida.
Em B e C, células com colora¢do mais acentuada na periferia. Em D e E, células com alguns
vacuolos citoplasmaticos. Em F, células altamente vacuolizadas. Notar, ainda, célula com
ndcleo condensado, fortemente corado pelo verde de metila. Em G e H, glandulas
apresentando células com desenvolvimento assicronico. ldade das vespas: A — recém
emergida; B — 17 dias; C — 20 dias; D — 26 dias; E — 6 dias; F — 9 dias; G e H — 31 dias. ci —
citoplasma; n — nucleo; nu — nucléolo; va — vacuolo.
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FIGURA 7. Glandulas hipofaringeas de diferentes individuos submetidas a reacao de Feulgen.
Em A e B, estdo representadas células de individuos com concentracdo média de secrecao
(cerca de 10%); Em C e D estado representadas células de individuos com alta concentracéo de
secrecdo (de 20% a 30%); Em E e F estdo representadas células que apresentaram
assincronia em seu desenvolvimento. Idade das vespas: A - 15 dias; B - 50 dias; C - 17 dias; D
- 15 dias; E e F - 31 dias. n — nucleo.
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Figura 8. Glandula hipofaringea em montagem total submetida ao corante Azul do Nilo. Todas
as glandulas submetidas ao teste (glandulas de individuos de diferentes idades) néo
apresentaram incorporacao do corante. cs — célula secretora; glh — glandula hipofaringea; ph —

placa hipofaringea.
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FIGURA 9 — Nicleo das glandulas hipofaringeas mostrando auséncia de formagéo de cauda,
apos eletroforese em gel de agarose (teste de Cometa). A coloragéo foi efetuada com nitrato
de prata.
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FIGURA 10 — (A e B) Glandulas hipofaringeas submetidas a reacao de deteccao de fosfatase
acida, mostrando reagédo fortemente positiva (granulos vermelhos). (C) Glandulas hipofaringeas
seccionadas e contra-coradas com hematoxilina, apds passarem pela técnica de fosfatase
acida. ci — citoplasma; cs — célula secretora; glh — glandula hipofaringea; n — ndcleo; nu —
nucléolo; ph — placa hipofaringea.
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FIGURA 11 — (A) Relacé@o da concentrac@o de secre¢do com o didmetro celular médio; (B)
Concentracdo média de secrecao em vespas de diferentes idades; (C) Diametro médio das
células secretoras em vespas de diferentes idades.

53
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DISCUSSAO

As glandulas hipofaringeas sdo encontradas exclusivamente nos Hymenoptera,
sendo particularmente evidentes em alguns grupos e apresentando diferencas marcantes
entre castas, dentro de uma mesma espécie (CRUZ-LANDIM, 1967; CRUZ-LANDIM
& HADEK, 1969; CRUZ-LANDIM & COSTA, 1998). Estas glandulas estéo presentes
na cabeca destes insetos, sob a placa hipofaringea e, devido a sua localizacéo, sua
secrecdo tanto pode ser misturada ao alimento que sera ingerido, como pode ser
eliminada para o exterior (COSTA, 1996).

Até 0 momento, o papel dessas glandulas somente foi estabelecido em abelhas
sociais, onde seu desenvolvimento é nitidamente maior em operarias do que em rainhas
e machos, sendo influenciado pela atividade social das operarias (CRUZ-LANDIM &
SAENZ, 1972). Entre as operarias, o maior desenvolvimento destas glandulas é
observado justamente nas que estdo alimentando a cria (as nutridoras). Sucedendo a
atividade nutridora, as operérias iniciam o forrageamento, sendo, nesta fase,
denominadas forrageadoras. Durante esta atividade, essas operarias realizam v00s
constantes para a coleta de alimento, suprimindo o consumo de polen e substituindo-o
por mel, que é um alimento mais energético. Esta mudanca coincide com a acentuada
reducdo das glandulas hipofaringeas (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973;
SILVA DE MORAES & BOWEN, 2000) e com a marcante producdo de enzimas

digestivas, como a invertase (Simpson et al., 1968). Portanto, no decorrer da vida de



Capitulo 1 - Discusséo 55

uma abelha adulta, as glandulas hipofaringeas sofrem alteracdes morfoldgicas de acordo
com os estagios da vida, evidenciando um ciclo secretor (CRUZ-LANDIM et al., 1986).

Isso facilita o entendimento da funcdo dessas estruturas nestas espécies, onde as
glandulas hipofaringeas sofrem mudancas morfoldgicas, que refletem seu estado
fisiolégico em diferentes fases da vida. Em Apis, o ciclo secretor passa, sucessivamente,
por uma fase inicial pré-secretora, seguida de uma secretora e, posteriormente, uma pos-
secretora, na qual ocorre degeneracdo glandular. Estas fases sdo resultados dos papéis
desempenhados pelas abelhas na colénia que, em principio, possuem glandulas inativas
logo apds a emergéncia, iniciando seu desenvolvimento tdo logo comecam a cuidar da
cria e, por fim, entram na fase poOs-secretora assim que iniciam as atividades de
forrageamento (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969; CRUZ-LANDIM et al., 1986).

As analises realizadas com P. versicolor ndo permitiram estabelecer um ciclo
secretor nitido para as glandulas hipofaringeas, porque, primeiramente, estas néo
apresentaram relacdo com a idade das vespas e, em segundo, pelo fato da distribuicédo
de tarefas e os comportamentos nas colonias deste género ndo ocorrer de forma téo
uniforme como nas abelhas (PARDI, 1948; ZARA & BALESTIERI, 2000; ver capitulo
4).

Na maioria das vespas analisadas (cerca de 80% delas), as glandulas
encontravam-se na fase secretora, com nucleo bem desenvolvido possuindo Varios
nucléolos. As maiores variagdes encontradas entre estes individuos deram-se com
relacdo a concentracao de secrecdo. Algumas vespas apresentaram glandulas possuindo
células com caracteristicas homogéneas, possivelmente evidenciando a fase pré-
secretora ou refletindo um estado de inatividade glandular e, em outras, foram
observadas algumas caracteristicas tipicas de células em estagio de degeneragéo.

Assim, apesar de, cronologicamente, ndo ter sido possivel determinar um ciclo
glandular, ¢ provavel que as glandulas hipofaringeas passem pelas etapas acima
descritas durante a vida de uma vespa. Deste modo, logo ao emergirem, os individuos
apresentam glandulas com caracteristicas homogéneas, ainda sem acumulo de secrecao.
Apo6s os primeiros dias de vida adulta, suas glandulas iniciam a fase secretora, e a
secrecdo comeca a acumular-se no citoplasma. Com o passar do tempo e de acordo com
as atividades realizadas por cada individuo, da-se inicio a fase de degeneracédo celular,

evidenciada pela grande concentracdo e pelo volume dos vacuolos no citoplasma.
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Downing & Jeanne (1983) estudaram glandulas exdcrinas de Polistes fuscatus,
comparando-as entre vespas dominantes e subordinadas de populacBes naturais e
criadas artificialmente. Nas vespas criadas em laboratdrio, foram estudados individuos
mantidos solitarios e em pares, para se testar a influéncia dos comportamentos de
agressividade sobre as glandulas. Verificou-se que as glandulas hipofaringeas néo
apresentaram diferencas significativas entre as vespas estudadas, concluindo-se que as
glandulas hipofaringeas ndao devam possuir papel social nas col6nias desta espécie. No
entanto, esses estudos foram realizados levando-se em conta somente os diametros
celulares, ndo sendo este 0 melhor meio de se averiguar a atividade destas glandulas.
Apesar de alguns trabalhos demonstrarem que o tamanho dessas glandulas possa estar
relacionado com seu desenvolvimento, em abelhas foi constatado por Huang & Otis
(1989) que, nem as glandulas subdesenvolvidas e nem as hipertrofiadas sé&o parametros
para se inferir a producédo de proteinas devido a maior taxa de sintese protéica ter sido
encontrado em células de tamanho médio.

Estas observaces também foram constatadas em P. versicolor, uma vez que o
didmetro de suas glandulas hipofaringeas ndo apresentou relacdo com a concentracao de
secrecdo, de acordo com as analises de correlacdo entre as duas variaveis. Assim, foram
comuns as glandulas que apresentaram didmetro celular acima da média geral e
concentragdo de secre¢cdo muito baixa. Alem disto, o nivel de atividade metabdlica
encontrado nas células glandulares esta estritamente relacionado com a concentracéo de
secrecdo presente nas celulas (ver capitulo 2), ndo tendo relacdo com o diametro celular.

Assim, em P. versicolor foi constatado que as glandulas hipofaringeas
apresentam regifes contendo acumulos de secrecdo que variaram de individuo para
individuo e esses acumulos sdo compostos de glicoconjugados neutros e proteinas,
indicando que sua natureza é glicoprotéica. Estudos histoquimicos mostraram que a
secrecdo glandular de Apis também € constituida por polissacarideos neutros e
proteinas, com modificacdo qualitativa e quantitativa ao longo da idade e em funcédo da
dieta das operarias (FURQUIM, K.S. — dados ndo publicados).

Até o momento, todos os estudos envolvendo as glandulas hipofaringeas de
abelhas, mostraram que, independente da anatomia glandular, histologicamente e ultra-
estruturalmente as células secretoras ndo variam entre espécies, evidenciando que o tipo
de secrecdo produzida é predominantemente protéica (CRUZ-LANDIM, 1967; COSTA,
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2002). O mesmo pode ser considerado para P. versicolor devido a reacdo positiva para
as técnicas de deteccdo de proteinas e a grande concentracdo RNA (principalmente
RNAr) no citoplasma, que pode indicar, indiretamente, a presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso. Assim, associando-se esta caracteristica com a secrecao
encontrada nas celulas secretoras, observou-se que onde havia grande concentragdo de
secrecdo, o reticulo endoplasmatico se acumulava na regido periférica da ceélula,
formando um anel com coloragéo forte. Nos casos onde ndo havia presenca de secrecao,
a coloragdo do citoplasma pela técnica do Azul de Toluidina deu-se de forma
homogénea.

Apesar de algumas células apresentarem nucléolos mais desenvolvidos do que
outras, o tamanho dos nucleos ndo variou significativamente entre as glandulas
analisadas. Aparentemente ndo houve aumento da quantidade de DNA, indicando que a
poliploidizacdo nédo é utilizada como estratégia para aumentar a producdo de secrecao.
O mesmo foi observado em A. mellifera que ndo apresentou aumento da quantidade de
DNA, embora tenha apresentado aumento significativo no volume dos nucleos em
coldnias onde o nimero de operéarias era baixo (SILVA DE MORAES & CRUZ-
LANDIM, 1984).

Com relacdo aos lipidios, as células demonstraram apenas reacdo fracamente
positiva para o citoplasma e reacdo negativa para secrecdo e ndcleo. Sabe-se que
componentes de natureza lipidica séo comumente secretados em glandulas exdcrinas de
insetos, principalmente naquelas produtoras de feroménios, incluindo os atraentes
sexuais, substancias de alarme e marcadores de trilha (BILLEN & MORGAN, 1998).
Portanto, a hipdtese de que as glandulas hipofaringeas atuem em eventos de
comunicacgdo social parece ndo conferir com os resultados obtidos, pois, pelo contrério,
seria de se esperar que as concentracdes de substancias lipidicas fossem maiores.
Alguns trabalhos sugerem que as principais glandulas que atuam na producdo de
substancias desta natureza seriam as mandibulares e as de veneno, sendo que, nesses
casos, os feromonios estariam envolvidos com as principais armas de defesa destes
insetos, ou seja, as mandibulas e o ferrdo (BILLEN & MORGAN, 1998).

A relacdo das glandulas hipofaringeas com a idade das vespas nao foi
considerada estatisticamente significativa, de modo que, tanto as glandulas mais quanto

as menos desenvolvidas, estavam presentes nas diferentes faixas etarias. Entretanto, a
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oscilacdo na concentracdo de secrecdo entre vespas pode estar relacionada com a
variacdo nos comportamentos por elas exercidos dentro das col6nias. Isto ocorre
justamente devido & distribuicdo das tarefas observadas para a espécie ndo estarem
estritamente relacionadas com a idade das vespas. Assim sendo, se as glandulas
hipofaringeas estiverem envolvidas no desempenho de alguma tarefa social especifica,
seu desenvolvimento ndo deve estar relacionado com algum fator temporal.

Em estudos comportamentais Giannotti & Machado (1999) e Zara & Balestieri
(2000) ndo encontraram atividades definidas por faixas de idade para Polistes lanio
lanio e para P. versicolor, respectivamente, ocorrendo grande plasticidade
comportamental. Além disto, a mesma plasticidade foi observada para o
desenvolvimento das glandulas hipofaringeas de P. versicolor, ja que estas
apresentaram desenvolvimento variando em vespas com a mesma idade e, em outros
casos, apresentaram-se semelhantes em vespas com idades distintas.

Em abelhas, o fato de haver relacdo do desenvolvimento glandular com a idade
estaria relacionado com a sincronia no desenvolvimento das atividades das operarias ao
longo de suas vidas. Isso promoveria o desenvolvimento e a regressao das glandulas em
periodos semelhantes. Porém, o verdadeiro responsavel pela atividade celular das
glandulas desses insetos esta relacionado com o comportamento, que, de uma maneira
mais organizada do que em Polistes, também é guiado pelas necessidades da coldnia.
Em trabalhos realizados em diferentes épocas do ano, observou-se que as glandulas
hipofaringeas de A. mellifera se desenvolvem mais rapidamente no verdo do que no
inverno (BROUWERS, 1982). Durante o verdo, as operarias nutridoras que estdo
cuidando da cria na colméia exibem glandulas hipofaringeas com altas taxas de sintese
protéica, mas no inverno, quando a quantidade de cria esta reduzida, a atividade de
sintese também se reduz. Com a formacdo de nova cria, na primavera, a atividade
glandular aumenta drasticamente.

Experimentos relacionando a influéncia da cria no desenvolvimento das
glandulas hipofaringeas revelaram que a atividade de sintese protéica na glandula se
desenvolve em operarias quando ovos sao introduzidos artificialmente na col6nia,
devidamente suprida de pélen, durante o inverno (BROUWERS, 1983).

Assim como o desenvolvimento das glandulas hipofaringeas ndo parece estar

relacionado com a idade das vespas analisadas, o0 mesmo ocorre com relagdo a



Capitulo 1 - Discusséo 59

degeneracdo destas estruturas. No estagio de degeneracdo, caracteristicas como a
vacuolizacdo celular sdo comuns em tecidos de insetos, sendo estas observadas em
diversos estudos envolvendo as glandulas hipofaringeas (CRUZ-LANDIM, 1967;
CRUZ-LANDIM et al., 1986). Variagdes no padrdo de vacuolizacdo também foram
observados quando comparadas glandulas hipofaringeas de abelhas confinadas e livres.
Em operérias forrageiras confinadas, foram encontradas células muito intumescidas,
chegando a atingir o triplo do diametro das células integras e possuindo quantidade bem
acentuada de vacuolos, havendo ainda algumas glandulas que se diferenciaram pela
forte condensacdo nuclear. Nas forrageiras livres, as células em degeneracédo
apresentaram caracteristicas semelhantes as encontradas em algumas glandulas de P.
versicolor, sendo ainda observado que, em alguns casos, estas abelhas apresentaram
células com caracteristicas apoptoticas (SILVA DE MORAES, 1998). Na apoptose, as
células se condensam por perda de &agua, ocorre marginalizacdo cromatinica e
condensacdo nuclear. A producdo de energia é mantida e as bombas da membrana
plasmética continuam funcionando de modo que as células excluem corantes vitais
como 0 Azul do Nilo. Neste tipo de morte celular, a destruicdo do citoplasma ocorre
pela fragmentacdo da célula (ZAKERI et al., 1995). Estes eventos foram encontrados
apenas em ceélulas isoladas, ndo sendo descritos em regiGes de destruicdo total
(SCHWEICHEL & MERKER, 1973).

De todas as vespas analisadas, em um Unico individuo foi evidenciada uma
célula com condensacdo nuclear tipica de células apoptdticas. Entretanto, esta célula
estava presente em uma glandula em estagio avancado de degeneracédo, sendo que, com
excecdo desta, todas as outras células apresentaram significativo nimero de vacuolos.
Neste caso, fica dificil afirmar que esta célula estaria em um processo tipico de
apoptose, pois, ndo teria sentido uma célula Unica sofrer este processo no meio de um
tecido inteiramente comprometido.

Os estudos envolvendo morte celular em insetos evidenciaram que o tipo mais
comum encontrado em seus tecidos é a vacuolar. Assim como seu nome indica, sua
caracteristica proeminente é a vacuolizacdo do citoplasma, ndo havendo marginalizacao
cromatinica. Neste processo, 0s nucleos sobrevivem até sua extrusdo da célula ou
autolise. Este tipo de morte celular foi estudado, principalmente, durante eventos de

metamorfose dos insetos. Foi amplamente descrito por Bowen & Ryder (1976), Bowen
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et al. (1982) e Jones & Bowen (1980) como supressao celular individual em uma grande
variedade de invertebrados, caracterizado por um aumento no nivel de atividade
autofagica, dirigindo a uma eventual fragmentacao celular.

Os resultados apresentados pelas glandulas hipofaringeas de P. versicolor
indicaram que a morte celular vacuolar seria a que mais se enquadra as condicbes
morfoldgicas nas glandulas consideradas em degeneracdo, apesar de ndo ter sido
evidenciado nenhum sinal de eliminac&o total das células por fragmentacéo.

Independente da morfologia celular, Silva de Moraes (1998) evidenciou em
glandulas hipofaringeas de A. mellifera a presenca de fragmentacdo do DNA, por cortes
de sua cadeia dupla, e externalizacdo das fosfatidilserinas na membrana plasmatica.
Apesar destes dois eventos serem encontrados em células apoptdticas, as glandulas
hipofaringeas desta abelha ndo apresentaram outras caracteristicas tipicas deste tipo de
morte celular, como o "blebbing" da superficie celular, a formacdo de corpos
apoptoticos e a fagocitose das células em degeneracéo.

Apesar das diversas caracteristicas que poderiam indicar um processo de
regressdo glandular, a técnica do Azul do Nilo ndo demonstrou glandulas
completamente mortas em P. versicolor. Ja em A. mellifera, onde os processos de morte
celular ocorrem em abelhas forrageiras, foram encontradas células que apresentaram
incorporacgdo deste corante, sendo ainda constatado que o processo degenerativo ndo
ocorre simultaneamente ao longo de toda a glandula hipofaringea. Ficou comprovado
que as celulas da porcao glandular distal sdo as primeiras a morrerem, enquanto aquelas
da porcéo proximal permaneceram vivas, fornecendo evidéncias da ocorréncia de uma
onda degenerativa com consequente morte das células que avanca de uma porcéao para a
outra da glandula. Um assincronismo no processo degenerativo foi registrado,
observando-se que, na porcdo proximal, nem todas as células incorporam o corante, 0
que indica a presenca de células vivas entre a massa de células mortas (SILVA DE
MORAES, 1998).

Entre as vespas analisadas, um individuo apresentou assincronia no
desenvolvimento de suas glandulas. Apesar de apresentar algumas caracteristicas de
desorganizacdo celular, suas glandulas hipofaringeas continuavam ativas, contendo
consideravel concentracdo de secrecdo. No entanto, algumas células secretoras

mostraram-se diferenciadas, com aspecto irregular e com nucleos fora dos padrbes
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normalmente observados. Tais caracteristicas sugerem que esta glandula tenha passado
por uma fase de sobrecarga de atividade. Talvez elas pudessem, também, apresentar
incorporagdo do corante Azul do Nilo em algumas células, como observado em A.
mellifera, entretanto, como esta técnica é realizada em montagem total do material, ndo
foi possivel fazer esta constatacéo para a glandula em questao.

No caso das glandulas hipofaringeas das abelhas a morte das células estaria mais
relacionada com a atividade das operarias na colénia do que com o envelhecimento,
representando para elas, um mecanismo de economia energética. A regressdo e morte
das células glandulares contribuem para a reducdo do peso das operarias que, quando se
tornam forrageiras passam a realizar inumeros voos diarios, necessarios para a coleta de
alimento (SILVA DE MORAES, 1998).

Entretanto, a economia de energia realizada pelas abelhas poderia ser
perfeitamente explicavel, pois suas glandulas atingem cerca de um centimetro de
comprimento quando ativas (COSTA, 2002), representando, portanto, uma massa
consideravel para ser transportada durante as atividades de forrageamento. Também é
importante o fato de que mesmo com a regressdo glandular, algumas de suas células
permanecem ativas, mostrando que elas ainda tém alguma importancia na fase de
forrageamento. Neste periodo as glandulas hipofaringeas ainda sdo necessarias para
estas abelhas, atuando na produgdo de enzimas digestivas como a invertase, que é
importante na digestdo de alguns carboidratos (SIMPSON et al., 1968).

Em Polistes o fato de haver ou ndo morte das glandulas hipofaringeas néo
poderia estar relacionado com o mesmo fator (economia energética) ja& que as
proporgdes atingidas por estas glandulas ndo sdo comparaveis as glandulas das abelhas.
Assim, o principal fator responsavel pela regressao glandular, assim como pelo seu
desenvolvimento, deve estar relacionado com a carga de atividades realizadas por cada
individuo, independentemente do tempo de vida. Neste caso os individuos mais ativos
atingiriam a fase de senescéncia mais precocemente.

Um Unico caso, considerado excepcional, foi encontrado em uma vespa que,
apesar de ser jovem, possuindo seis dias de idade, apresentou glandulas com acentuada
vacuolizacdo. Alguns estudos com Melipona mostraram que, em alguns aspectos, as
glandulas de abelhas em estagio de degeneracao se assemelham as glandulas de abelhas

recéem emergidas, devido a presenca de alguns vactolos citoplasméaticos (CRUZ-
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LANDIM, 1967; CRUZ-LANDIM et al., 1986). Entretanto, estudos do comportamento
de Polistes indicam que individuos com 6 dias de idade ja poderiam ter iniciado
algumas atividades na col6nia, mesmo sendo apenas atividades internas (ZARA &
BALESTIERI, 2000)

Alguns experimentos parecem indicar que as glandulas hipofaringeas de
operarias de A. mellifera com cerca de 20 dias de idade, que j& mostravam unidades
secretoras de tamanhos reduzidos, sdo capazes de desenvolvé-las novamente
(GRACIOLI et al.,1999). Isto ocorreu quando, na auséncia de nutridoras, as forrageiras
foram requisitadas para cuidar da cria novamente. A reativacdo das glandulas
hipofaringeas ocorreria antes de atingido o ponto de ndo retorno no caminho para a
morte celular. Entretanto, diferentemente das abelhas, a grande variedade de atividades
realizadas pelas vespas, sem a especializacdo individual, exerceria uma pressdo maior
nas glandulas hipofaringeas, de modo que dificilmente elas chegariam a um ponto de
ndo retorno, ja que, comportamentalmente, estas precisam ser bem mais versateis do
que as abelhas. Além disto, verificou-se que mesmo em alguns casos onde as glandulas
aprestaram caracteristicas degenerativas, o citoplasma ainda possuia acumulos de
secrecao.

Deste modo, as glandulas de P. versicolor atuam, ou pelo menos permanecem
em condicdes de atuar, durante toda a vida destes insetos. Apesar da técnica de cometa
(eletroforese das células individuais) nao fornecer informagfes sobre a morfologia das
células glandulares, a auséncia de fragmentacdo do DNA observada nas glandulas
hipofaringeas, seria mais um indicativo de que os nucleos das células secretoras
permanecem em condigéo de coordenar as atividades celulares durante todo o ciclo de
vida destes insetos. Além disto, mesmo que as glandulas estivessem sofrendo processos
de morte celular vacuolar, a fragmentacdo do DNA néo é caracteristica deste processo.

A variacdo na concentracdo de fosfatases acidas nas células glandulares também
ndo foi um bom indicativo de atividade autofagica nas glandulas de P. versicolor, uma
vez que esta enzima foi encontrada em altas concentragdes em todos os individuos
analisados. Portanto, a presenga desta enzima deve estar mais relacionada com a
atividade metabolica das células secretoras. Estas enzimas poderiam atuar, portanto, na

digestdo das moléculas absorvidas pelas células secretoras, fornecendo a matéria prima
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para a producdo da secrecdo, ou ainda atuar na maturacdo ou ativacdo de outros
compostos celulares.

Assim sendo, as glandulas hipofaringeas atingem um grau de desenvolvimento
em P. versicolor que as indica como estruturas importantes na biologia destes insetos,
principalmente pela acentuada producdo de glicoproteinas. Nesta espécie, as
caracteristicas degenerativas encontradas em alguns individuos poderiam estar mais
relacionadas com a senilidade do que com algum mecanismo de morte celular
programada propriamente dito. Neste caso, a senilidade das vespas estaria mais
relacionada com a alimentacdo e com o stress promovido pelo grau de atividades
exercidas pelas vespas do que com a idade das mesmas, jA que glandulas com

caracteristicas degenerativas foram encontradas em vespas de idades distintas.
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A Atividade Enzimatica das Glandulas Hipofaringeas

de Polistes versicolor

CAPITULO 2
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RESUMO

Glandulas hipofaringeas de diferentes espécimes de Polistes versicolor foram
estudadas com o auxilio de técnicas enzimoldgicas para a determinacdo da atividade
metabdlica de suas células secretoras. Tendo como controle o tecido muscular presente
na faringe, observou-se que as glandulas hipofaringeas possuem alta atividade
metabolica, sendo que esta atividade pode ser relacionada com a concentracdo de
secrecdo nas células. No presente caso, quanto maior a concentracdo de secrecao,

maiores o0s niveis de atividade.
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ABSTRACT

Hypopharyngeal glands of different specimens of Polistes versicolor were
examined using enzymological techniques to determine the metabolic activity of
secretory cells. Using the pharyngeal muscles as control, we observed that
hypopharyngeal glands have a considerable metabolic activity associated to the amount
of secretion present in secretory cells. In the present study, we observed that the higher

the concentration of secretion, the higher the activity.
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INTRODUCAO

As glandulas hipofaringeas séo elementos do sistema salivar dos Hymenoptera.
Elas estdo localizadas na cabeca e desembocam na placa hipofaringea, que é uma
estrutura cuticular espessa assentada no assoalho bucal. S&o muito bem estudadas em
abelhas sociais, onde sdo conhecidas tanto morfolégica quanto funcionalmente. Em
Apis mellifera, por exemplo, estas glandulas sdo responsaveis pela producdo da geléia
real, que é um dos alimentos oferecidos para as larvas e, também, para outros individuos
da colénia (COSTA, 2002). Nesta espécie, as glandulas hipofaringeas estdo presentes
apenas na casta das operarias, sendo atrofiadas nas rainhas e nos machos (FREE, 1980).
Dentre as operarias, as glandulas hipofaringeas tém seu maior grau de desenvolvimento
nas abelhas que estdo cuidando da cria, sendo claramente observada sua degeneracao
quando estas operarias passam a exercer atividades de forrageamento (COSTA, 2002).

Os estudos destas glandulas em espécies de insetos sociais considerados menos
derivadas s&o escassos. Pouco se conhece sobre sua morfologia e, principalmente, sobre
a funcéo destas glandulas, nestes grupos. O género Polistes, em particular, tem atraido a
atencdo de pesquisadores, por ser considerado o “género chave” para o entendimento da
evolucdo dos insetos sociais, devido, principalmente, & pequena ou inexistente
diferenciacdo morfoldgica entre castas (EVANS, 1958).

Assim, considerando-se a importancia das glandulas hipofaringeas nas espécies

mais derivadas, onde estas sdo bem estudadas, torna-se também relevante o seu estudo
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em insetos como os do género Polistes. Deste modo, um dos meios de se avaliar a
importancia de sua acdo, seria por meio da analise dos niveis de atividade metabolica.

O nivel metabdlico de uma célula pode ser interpretado como a quantidade de
reagdes quimicas energeticamente favordveis e desfavordveis que ocorrem em seu
interior. Muitas das rea¢Ges quimicas, energeticamente desfavoraveis, ocorrem com o
auxilio da energia liberada pela hidrélise de ATP, por enzimas que acoplam diretamente
as reacOes desfavoraveis as reacOGes favoraveis. Entre essas reagdes estdo aquelas
envolvidas na sintese de moléculas biolégicas, no transporte ativo de moléculas através
da membrana plasmatica, e na geracdo de forca e movimento. As macromoléculas
formadas nas reacdes biossintéticas, por exemplo, levam informacéo, catalisam reac6es
especificas e sdo montadas em estruturas altamente ordenadas. Bombas ligadas a
membrana mantém a composic¢do especial interna das células e permitem que muitos
sinais passem para dentro e entre as células (ALBERTS et al., 1997).

Uma das maneiras de se determinar a atividade metabdlica de uma célula é por
meio da quantificacdo de estruturas, ou enzimas, envolvidas nos processos energeéticos.
As mitocondrias, por exemplo, tém papel crucial no fornecimento de energia para as
células eucariontes. Particularmente a enzima Succinato Desidrogenase (SDH) ocorre
com exclusividade dentro desta organela e € possivel ser demarcada atraves de técnicas
histoquimicas (PEARSE & SCARPELLI, 1958). Portanto, neste caso, a concentragcdo
de mitocndrias em uma célula pode ser indiretamente observada. Também ha outras
enzimas como a Nicotinamida Adenosina Dinucleotideo (NADH) que tanto pode ser
encontrada no interior das mitocondrias, fazendo parte do ciclo do acido citrico, ou no
citoplasma, fazendo parte das reaces de glicdlise ou, ainda, participando de reagdes
relacionadas com a sintese de moléculas lipidicas. Algumas enzimas como as ATPase’s
podem ser identificadas nas células para a localizagdo de sitios envolvidos com o gasto
de energia. Esta enzima pode atuar, por exemplo, na membrana do reticulo
endoplasmatico, na liberacdo de neurotransmissores, na membrana plasmatica das
células em geral, atuando na liberacdo de energia contida no ATP para garantir o
gradiente de concentracgdo entre dois meios diferentes. Em outros casos, por exemplo, as
ATPase’s atuam na degradacdo de moléculas complexas, como o glicogénio, presente
no citoplasma das células (ALBERTS et al., 1997).
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Além destas enzimas, o metabolismo celular poderia também ser mensurado
com a identificacdo de outras enzimas envolvidas em processos de digestdo de materiais
capturados pela célula. Estas enzimas, conhecidas como hidrolases, sdo utilizadas na
digestdo controlada de macromoléculas no interior das células e concentram-se,
principalmente, na face interna da membrana dos lisossomos (SADAVA, 1993).

Portanto, com o auxilio de técnicas histoquimicas, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar as variagdes nos niveis de atividade metabdlica expressos pelas
glandulas hipofaringeas da vespa social primitiva Polistes versicolor.
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MATERIAL E METODOS

Individuos adultos de P. versicolor (n = 15) foram coletados e anestesiados com
diminuicdo gradual da temperatura até 4 °C. Com auxilio de pingas e microtesoura, as
glandulas hipofaringeas foram retiradas sob estereomicroscépio, em placa de Petri para
disseccdo contendo solucdo fisioldgica para insetos (NaCl 7,5¢/L, Na,HPO,4 2,38¢/L e
KH,PO, 2,72g/L).

Logo apos a dissecgdo, as glandulas foram mergulhadas em resina apropriada
(Cryo-embedding compound — Microm Laborgerdte GmbH) dentro de pequenos
suportes individuais feitos com papel aluminio. Deste modo as glandulas foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, sendo posteriormente afixadas em
suporte metalico e mantidas entre -20°C a -15°C no Criostato Microtomo HM 505 E.

Apb6s o congelamento das amostras, as mesmas foram seccionadas, com
espessura de 7um, e os cortes foram aderidos as laminas de vidro. Apds este
procedimento as laminas foram destinadas a diferentes técnicas para deteccdo das
enzimas descritas a seguir. A musculatura da faringe, presente nas seccdes juntamente
com as células secretoras das glandulas hipofaringeas, foi utilizada como tecido
controle das técnicas. Assim, a intensidade de reacdo presente neste tecido, foi
relacionada com os resultados encontrados nas glandulas hipofaringeas.

Também foram utilizadas as técnicas de Azul de Bromofenol para a deteccao de
proteinas e PAS para a deteccdo de glicoconjugados para efeito de comparacéo entre a

presenca de secrecdo e a ocorréncia das enzimas nas células secretoras.
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1. Localizacdo da atividade de ATPase 4cida (DUBOWITZ & BROOKE, 1973)
Laminas contendo o material foram pré-incubadas por cinco minutos, a
temperatura ambiente, na seguinte solucdo: 5mL de cloreto de célcio (0,18M); 0,15mL
de acido acetico glacial; 45mL de &gua destilada. A solucéo foi preparada com pH 4,35.
Apds este procedimento, as laminas foram incubadas, por 30 minutos, a 37°C, em
solucdo contendo 2mL de barbiturato de sédio (0,1M), 1mL de cloreto de célcio
(0,18M), 7mL de agua destilada e 15mg de ATP, sendo o pH desta ajustado para 9,4.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em cloreto de calcio (1%), por 10 minutos, e
em cloreto de cobalto (2%), por trés minutos, sendo, em seguida, lavadas em agua
destilada e transferidas para solucdo de sulfeto de aménio (1%), por 20s. As laminas

foram lavadas em &gua destilada e montadas em gelatina glicerinada.

2. Localizacéo da atividade de ATPase alcalina (DUBOWITZ & BROOKE, 1973)
Laminas contendo o material foram pré-incubadas por 15 minutos, a temperatura
ambiente, na seguinte solucdo: 2mL de sddio barbitol (0,1M); 2mL de cloreto de calcio
(0,18M); 6mL de &gua destilada. A solucao foi preparada com pH 9,4.
Ap0s este procedimento, a incubacao e as outras etapas da técnica de deteccédo

de ATPase alcalina foram idénticas as realizadas para a ATPase acida.

3. Localizacao da atividade de Nicotinamida Adenosina Dinucleotideo-Tetrazolium
Redutase (NADH-TR) (DUBOWITZ & BROOKE, 1973)

Laminas contendo o material foram incubadas, por 30 minutos, a 37°C, em
solugéo contendo 8mg de NADH e 10mg de NBT dissolvidos em 10mL de tampéo Tris
(0,2M; pH 7,4). Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e fixadas em
formol 5% tamponado (pH 7,0), por 5 minutos, sendo, posteriormente, lavadas em agua

destilada e montadas em gelatina glicerinada.

4. Localizacdo da atividade de Succinato Desidrogenase (SDH) (WEGMAN &
TORDET-COIDROIT, 1960)

Laminas contendo o material foram incubadas, por 30 minutos, a 37°C, em
solucdo contendo 1mL de succinato de sodio (0,2M) e 4mL de NBT 0,5mg dissolvidos

em 2mL tampdo fosfato (0,1M; pH 7,4). Em seguida, as laminas foram lavadas trés
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vezes com agua destilada e fixadas em formol calcio por cinco minutos. As laminas
foram novamente lavadas em &gua destilada, por mais trés vezes, e montadas em

gelatina glicerinada.

5. Localizagdo da atividade de Fosfatase acida (BANCROFT & STEVEN, 1990)

Primeiramente foram misturados 0,4mL de pararosalina hidroclorada e 0,4mL de
nitrato de sodio, sendo esta solugdo deixada de repouso por dois minutos. Apds este
tempo, foram adicionados a solucéo, 5mg de naftol AS-BI dissolvido em 0,5mL de n-n-
dimetilformamide, 2,5mL de tampé&o veronal acetato e 6,5mL de agua destilada. O pH
da solucédo resultante foi ajustado para 5,0.

As laminas foram incubadas, a 37°C, na solucdo previamente preparada, por
uma hora. Em seguida, foram lavadas em agua destilada e transferidas para o corante
verde de metila (2%), por 10 minutos. Apos este tempo, as laminas foram lavadas em

agua destilada para retirar o excesso de corante e montadas em gelatina glicerinada.

6. Localizacdo da atividade de Fosfatase alcalina (BANCROFT & STEVEN, 1990)

Primeiramente foi preparado o meio de incubacdo, onde foram misturados 9mL
de tampéo borato (0,2M), 10mg de alfa-naftil fosfato, 10mg de fast blue RR e 1mL de
sulfato de magnésio (0,1M). O pH da solucéo resultante foi ajustado para 8,8.

As laminas contendo o material foram incubadas a 37°C por 40 minutos e, em
seguida, lavadas em agua destilada. Apds este procedimento o material foi fixado em
formalina (10%) por 20 minutos, sendo, posteriormente, mantidas em glicerina por 20h.
Ap0s este tempo, as laminas foram lavadas em agua destilada corrente por 45 minutos e
montadas em gelatina glicerinada.

7. Azul de Bromofenol (PEARSE, 1985)

As laminas contendo material foram coradas com solucdo de Azul de
Bromofenol, a temperatura ambiente, durante duas horas. Em seguida foram banhadas
em solugdo aquosa de &cido acético 0,5%, por cinco minutos, e lavadas em &gua

destilada. Apds este procedimento, as ldminas foram montadas em gelatina glicerinada.
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8. PAS (Acido Periodico de Schiff) (McMANUS, 1946)

Os cortes foram hidratados e em seguida levados para solucdo de acido
periddico 1% por cinco minutos a temperatura ambiente. Apos nova lavagem em agua
destilada, as ldminas foram colocadas no reagente de Schiff a temperatura ambiente, por
15 minutos, no escuro. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente, por 10

minutos e, apos retirar 0 excesso de agua, foram montadas em gelatina glicerinada.
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RESULTADOS

As celulas glandulares submetidas as diferentes técnicas enzimologicas foram
comparadas com o tecido muscular da faringe, que atuou como tecido controle das
técnicas (Figs. 1A a 6A). Utilizou-se tecidos musculares, por eles apresentarem
pronunciada atividade metabdlica.

Algumas variagOes encontradas entre as diferentes vespas foram, também,
comparadas a quantidade de secrecdo presente nas células secretoras, que apresentaram
reacdo maior ou menor para as técnicas de Azul de Bromofenol (proteinas) (Figs. 7A e
7B) e PAS (glicoconjugados) (Figs. 7C e 7D).

As glandulas hipofaringeas apresentaram reacao positiva para as ATPase’s acida
e alcalina. Entretanto, com relacdo a musculatura, a reacdo das duas técnicas ocorreu
diferencialmente, onde houve reacdo positiva para a técnica de ATPase acida (Fig. 1A)
e reacdo fortemente positiva para a técnica de ATPase alcalina (Fig. 2A). Com relagdo a
ATPase acida, a intensidade de reagdo observada na musculatura da faringe foi
semelhante a observada nas células secretoras das glandulas hipofaringeas (Fig. 1A). As
células secretoras apresentaram reacdo positiva de forma relativamente homogénea
(Figs. 1B e 1C). A regido nuclear também apresentou reagdo positiva, entretanto esta
ocorreu de forma menos intensa (Fig. 1B). Para a ATPase alcalina a reacdo apresentada
pelas células secretoras ocorreu de forma similar a apresentada pela ATPase acida,

sendo que a concentracdo destas duas enzimas nas glandulas hipofaringeas foi
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semelhante (Figs. 1 e 2). O mesmo pdde ser observado com relacdo aos nucleos das
células secretoras (Figs. 1B e 2B).

As variagdes observadas nas diferentes vespas, tanto para a ATPase acida quanto
para a alcalina, foram observadas nos individuos que apresentaram células com maior
concentracdo de secregédo (Figs. 1B, 2B, 7A e 7C) e a reacdo menos intensa ocorreu nas
células com menor concentracdo de secrecao (Figs. 1C, 2C, 7B e 7D).

Com relacdo a técnica para a deteccdo da enzima SDH as glandulas
hipofaringeas apresentaram reacdo positiva (a musculatura da faringe apresentou reagdo
fortemente positiva) (Fig. 3A). No citoplasma das células secretoras a intensidade de
reacao foi semelhante a observada para as técnicas de ATPase, entretanto, em algumas
glandulas, notou-se a presenca de regides diferencialmente marcadas, mostrando a
presenca de pequenos sitios de concentracdo desta enzima (Fig. 3B). Embora a variacdo
com relacdo a intensidade de marcacdo ndo tenha sido muito grande entre individuos,
notou-se que a reacdo SDH mais positiva estava novamente associada a maior
concentracdo de secrecdo nas células secretoras (Figs. 3B, 3C e 7). Os nucleos
glandulares apresentaram reagédo negativa (Fig. 3B e 3C).

Para a técnica de deteccdo da enzima NADH-TR, as glandulas hipofaringeas
apresentaram reacdo fortemente positiva para todos os individuos analisados (Fig. 4).
Também foi constatada reacdo fortemente positiva para o tecido controle (Fig. 4A). A
marcacdo das células secretoras ocorreu de forma heterogénea, sendo que a reagdo
NADH-TR mais intensa ocorreu, preferencialmente, na regido periférica e ao redor do
nucleo das células secretoras (Fig. 4B e 4C). Mais uma vez, a variacao individual das
glandulas ocorreu de acordo com a concentracdo de secre¢do presente nas células
secretoras. As glandulas com marcagdo mais intensa para NADH-TR eram aquelas com
maior concentracdo de secregdo (Figs. 4B, 7A e 7C), e reacdo menos intensa ocorreu
nas células secretoras com menor concentracdo de secrecdo (Figs. 4C, 7B e 7D). Os
nucleos apresentaram reacdo NADH-TR negativa (Figs. 7B e 7C).

As glandulas submetidas a técnica de fosfatase &cida apresentaram reacédo
fortemente positiva (a musculatura da faringe ndo apresentou reagdo) (Fig. 5A). As
células secretoras demonstraram a presenca da enzima sempre concentrada em suas
regibes periféricas (Fig. 5B e 5C). Variacdo na intensidade de coloracdo entre as

glandulas também foi observada com relacdo a concentragdo de secre¢do, onde quanto



Capitulo 2 - Resultados 76

maior a concentracdo de secrecdo mais intensa a coloracdo para a técnica de fosfatase
acida (Fig. 5B e 5C).
As glandulas hipofaringeas apresentaram reacdo negativa para a técnica de

fosfatase alcalina em todas as vespas analisadas (Fig. 6).
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FIGURA 1 - Glandulas hipofaringeas submetidas a reacdo de deteccdo de ATPase acida. (A)
Células secretoras apresentando reacdo positiva, semelhante a encontrada na musculatura da
faringe (tecido controle). (B) Detalhe de células secretoras mostrando reagdo positiva mais
intensa em glandula com maior concentracdo de secregdo. (C) Detalhe de células secretoras
mostrando reacgdo positiva menos intensa em glandula com menor concentracdo de secrecao
ci — citoplasma; glh — glandula hipofaringea; m — musculatura da faringe; n — ndcleo; ph —
placa hipofaringea.
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FIGURA 2 — Glandulas hipofaringeas submetidas a reacdo de deteccdo de ATPase alcalina.
(A) Células secretoras apresentando reacdo positiva e musculatura da faringe (tecido controle)
mostrando reacdo fortemente positiva. (B) Detalhe de células secretoras mostrando reacéo
positiva mais intensa em glandula com maior concentracdo de secre¢do. (C) Detalhe de células
secretoras mostrando reagdo positiva menos intensa em glandula com menor concentragédo de
secrecao ci — citoplasma; glh — glandula hipofaringea; lu — limen da faringe; m — musculatura
da faringe; n — nlcleo; ph — placa hipofaringea.
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FIGURA 3 — Glandulas hipofaringeas submetidas a reacdo de deteccdo de SDH. (A) Células
secretoras apresentando reacdo positiva e musculatura da faringe (tecido controle) mostrando
reacdo fortemente positiva. (B) Detalhe de células secretoras mostrando formacdo de
pequenas regides mais intensamente coradas (seta) em glandula com maior concentracdo de
secrecao. (C) Detalhe de células secretoras mostrando reagdo positiva pouco menos intensa
em glandula com menor concentracdo de secrecdo ci — citoplasma; glh — glandula
hipofaringea; lu — limen da faringe; m — musculatura da faringe; n — nudcleo; ph — placa
hipofaringea.
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FIGURA 4 — Glandulas hipofaringeas submetidas a reacdo de deteccdo de NADH-TR. (A)
Células secretoras apresentando reacdo fortemente positiva, semelhante a encontrada na
musculatura da faringe (tecido controle). (B) Detalhe de células secretoras mostrando reacao
positiva mais intensa em glandula com maior concentracdo de secre¢do. (C) Detalhe de células
secretoras mostrando reagdo positiva menos intensa em glandula com menor concentragédo de
secrecao ci — citoplasma; glh — glandula hipofaringea; lu — limen da faringe; m — musculatura
da faringe; n — nlcleo; ph — placa hipofaringea.
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FIGURA 5 — Glandulas hipofaringeas submetidas a reacao de deteccédo de fosfatase &cida. (A)
Células secretoras apresentando reacao fortemente positiva. (B) Detalhe de células secretoras
mostrando reacdo positiva mais intensa em glandula com maior concentracdo de secrec¢éo. (C)
Detalhe de células secretoras mostrando reacédo positiva menos intensa em glandula com
menor concentracdo de secrecdo ci — citoplasma; glh — glandula hipofaringea; lu — limen da
faringe; m — musculatura da faringe; n — nucleo; ph — placa hipofaringea.
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FIGURA 6 — Glandulas hipofaringeas submetidas a reacdo de deteccdo de ATPase alcalina.
(A) Células secretoras apresentando reacdo negativa para a técnica. (B) Detalhe de células
secretoras mostrando reacdo negativa em glandula com maior concentracdo de secrecdo. (C)
Detalhe de células secretoras mostrando reacdo negativa em glandula com menor
concentracdo de secrecgdo ci — citoplasma; glh — glandula hipofaringea; m — musculatura da
faringe; n — ndcleo; ph — placa hipofaringea.
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FIGURA 7 — Glandulas hipofaringeas submetidas a reacdo azul de bromofenol para deteccao
de proteinas (A e B) e PAS para a deteccao de glicoconjugados neutros (C e D). Em A e C,
células com reacgédo positiva mais intensa, demonstrando maior concentracdo de secre¢do. Em
B e D, células com reacdo positva menos intensa, demonstrando pequena concentracao ou
auséncia de secrecao. ci — citoplasma; cs — célula secretora; n — nlcleo.
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DISCUSSAO

As glandulas hipofaringeas de P. versicolor apresentaram reacéo positiva para as
técnicas de ATPase acida, ATPase alcalina e SDH; reacdo fortemente positiva para as
técnicas de NADH-TR e fosfatase 4cida e, por fim, reacdo negativa para a técnica de
fosfatase alcalina. As comparag0es realizadas com a musculatura da faringe permitiram
avaliar a relevancia da presenca de algumas destas enzimas para as glandulas
hipofaringeas.

As glandulas hipofaringeas apresentaram reacdo positiva, tanto para a ATPase
acida quanto para a alcalina, entretanto, as reacGes se deram de forma moderada. A
presenca das ATPase’s nas células indica a ocorréncia de processos onde ha hidrdlise de
ATP, produzindo ADP e fosfato (VOET et al., 2002). Portanto, estdo relacionadas aos
processos que requerem gasto de energia. Este fato explicaria a presenca destas enzimas
no interior do nucleo das glandulas hipofaringeas, ja que a intensa atividade de sintese
em uma célula também requer gasto de ATP em determinados processos como, por
exemplo, a transcricdo (AZEREDO-OLIVEIRA & MELLO, 1986).

A presenca de tanto ATPase acida quanto alcalina em concentracfes
semelhantes nas células secretoras das glandulas hipofaringeas, pode estar relacionada a
presenca de diferentes sitios de acdo destas enzimas ja que as mesmas atuam em
diferentes pHs. Em geral, estas enzimas podem atuar na membrana do reticulo
endoplasmatico, nas vesiculas secretoras, lisossomos, vesiculas endossémicas e

membrana plasmatica, além de estarem presentes na membrana mitocondrial interna
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(NELSON & COX, 2002). Entretanto, fica claro que o grau de atividade metabdlica
encontrado nas glandulas hipofaringeas é bem inferior ao encontrado na musculatura da
faringe, devido ao musculo apresentar reacdo fortemente positiva para, pelo menos, uma
das ATPase’s. Este fato era previsto, ja que as células musculares usadas como
referéncia neste teste, em geral, estdo relacionadas com alta atividade metabolica,
requerendo altas demandas de ATP para realizarem sua funcdo (ALBERTS et al.,
1997).

A presenca de reacdo positiva para a enzima SDH indica a ocorréncia de
mitocondrias nas células, ja que esta enzima, em particular, ocorre exclusivamente nas
mitocondrias (PEARSE & SCARPELLI, 1958). Deste modo, a reacdo negativa para
esta técnica nos nacleos das células secretoras ja era esperada. Novamente, a presenca
de reacdo fortemente positiva para esta enzima ocorreu na musculatura da faringe. As
células secretoras, por sua vez, apresentaram reacdo mais moderada, quando
comparadas a musculatura, demonstrando que as mitocondrias presentes nas glandulas
hipofaringeas apresentam-se em menor concentracdo. Estes resultados corroboram os
encontrados para a técnica de ATPase alcalina, ja que células que possuem muitos sitios
de quebra de ATP, devem possuir, também, sitios de producédo desta molécula.

No teste para NADH-TR os granulos encontrados no citoplasma das células
secretoras apresentaram-se em quantidade superior aquele apresentado pelo teste para
SDH, o que revela a existéncia de outros sitios contendo a enzima, além das
mitocondrias, como ja observado por Rocha (2004) nas glandulas salivares do torax de
P. versicolor e, também, por Caetano (1998) na glandula pos-faringea da formiga
Dinoponera australis. No caso destas formigas, o autor relaciona a existéncia destes
sitios extra-mitocondriais com a presenca de NADH-TR ligado a cadeia do citocromo
P450, envolvido no metabolismo de lipidios destas células.

Portanto a presenca consideravel de NADH-TR nas glandulas hipofaringeas
também deve também estar relacionada a ocorréncia de sitios extra-mitocondriais desta
enzima, pois, tem-se reacdo mais forte para 0 NADH-TR do que para o0 SDH. Além de
poder participar da cadeia do citocromo P450 nas glandulas pés-faringeas, esta enzima
também é um dos produtos da glicolise, que ocorre fora das mitocondrias (ALBERTS et
al., 1997). No caso da musculatura da faringe, que também apresentou reacdo intensa

para a técnica, provavelmente o NADH-TR esteja mais relacionado a alta concentragdo
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de mitocéndrias, ja que as intensidades de reacdo para NADH-TR e SDH se deram de
forma semelhante.

A forte reacdo apresentada pelas glandulas hipofaringeas para a técnica de
fosfatase acida pode estar relacionada com o préprio metabolismo das células secretoras
das glandulas hipofaringeas. As fosfatases acidas estdo largamente distribuidas nos
organismos vivos. Elas ocorrem principalmente no interior de lisossomos, mas
fosfatases acidas extra-lisossdbmicas também estdo presentes em muitas células (MOSS,
1984). Grande concentragdo destas enzimas tambeém foi encontrada nas celulas da
regido distal dos tdbulos de Malpighi de Triatoma infestans (AZEREDO-OLIVEIRA &
MELLO, 1997). Esta regido do 6rgéo estaria relacionada com mecanismos de excrecao,
sendo que a marcante presenca de fosfatase &cida encontrada nas células da regido distal
parece estar mais envolvida com o intenso catabolismo destas células. As analises ultra-
estruturais mostraram a presenca de grande quantidade de lisossomos nesta regido
(AZEREDO-OLIVEIRA & MELLO, 1998). Em A. mellifera esta enzima foi encontrada
nas microvilosidades das células epiteliais do intestino, bem como em sua regido basal,
sendo este um indicativo da alta atividade metabolica nestas células (GREGORC et al.,
1998), uma vez que estas secretam enzimas e absorvem nutrientes (HARVEY &
BLANKENMEYER, 1975). Nas glandulas hipofaringeas de A. mellifera a presenca de
fosfatase &cida foi relacionada a digestdo intracelular e, também, a processos de sintese
protéica. Aléem disto, visto que estas enzimas foram encontradas em maior concentracao
em glandulas de operarias forrageiras, elas também estariam envolvidas com processos
de autofagia celular, porque netas operarias as glandulas hipofaringeas se encontram em
processo de involugdo (COSTA & CRUZ-LANDIM, 2001a). O mesmo foi constatado
guando esta enzima foi encontrada livre no citoplasma de células de insetos durante
processos de metamorfose, onde eventos de morte celular séo facilmente observados
(SKELTON & BOWEN, 1987). Entretanto, a presenca de reacdo fortemente positiva
para fosfatase &cida nas glandulas hipofaringeas de P. versicolor ndo deve estar
relacionada a eventos de morte celular, uma vez que esta enzima foi encontrada de
forma significativa em todas as vespas analisadas.

As fosfatases alcalinas estdo relacionadas a processos bioguimicos
fundamentais, como 0s mecanismos de absorcdo e transporte. Estas enzimas ocorrem

nas membranas celulares da maioria dos 6rgdos e tecidos do corpo humano. Quando
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encontradas no figado e nos o0ssos, as fosfatases alcalinas tém sido utilizadas como
valores diagnosticos pra monitorar doencas associadas a estes 6rgaos (BRETAUDIERE
& SPILLMAN, 1984). Entretanto a presenca desta enzima nas glandulas hipofaringeas
de P. versicolor ndo foi observada no nivel das analises histolégicas. Em A. mellifera e
S. postica, a analise quimica da secrecdo de glandulas hipofaringeas e de glandulas
salivares do torax demonstrou a presenca de fosfatase alcalina, mas a concentracdo
desta foi muito baixa (COSTA & CRUZ-LANDIM, 2001b; 2002). O estudo dos tubulos
de Malpighi de ninfas e imagos de T. infestans revelou a presenca de células com reagéo
positiva para fosfatase alcalina na regido distal deste 6rgdo. A resposta positiva para
esta técnica ocorreu principalmente em globulos citoplasmaticos que se supde sejam
esferocristais (globulos mineralizados), ja que estas estruturas sdao muito frequentes
neste 6rgdo. No presente caso, as fosfatases alcalinas poderiam atuar em processos de
calcificacdo dos esferocristais, bem como atuar na quebra do glicogénio, que €
freqlientemente estocado nestas estruturas celulares (AZEREDO-OLIVEIRA &
MELLO, 1986).

Para as glandulas hipofaringeas de P. versicolor as analises enzimoldgicas
realizadas revelaram que o nivel de atividade metabolica das células pode, também, ser
expressa pela concentracdo de secrecdo nelas presente. Em células consideradas mais
ativas, ou seja, com reacdo mais positiva para as enzimas, foi também observada maior
concentracdo de secrecdo. Por outro lado, as células consideradas menos ativas
apresentaram menor concentracdo de secre¢do. Apenas para a enzima SDH esta
observacdo ndo pdde ser constatada nitidamente, ja que a concentracdo de enzimas
encontradas em glandulas com muita ou pouca secrecdo foi semelhante. Entretanto, este
fato apenas mostra que o nivel de atividade das glandulas hipofaringeas, ndo esta
relacionado com o nimero de mitocéndrias presentes nas células secretoras. Assim, 0
numero de mitocondrias nas células secretoras das glandulas dos diferentes individuos
deve ser semelhante, independente das células estarem mais ou menos ativas.

Considerou-se, portanto, que os niveis de atividade metabolica das glandulas
hipofaringeas estdo de acordo com a principal funcdo das células secretoras, que € a
producéo de proteinas (no presente caso, glicoproteinas, devido a reacdo PAS positiva).
A alta concentracdo de fosfatase acida encontrada nas células glandulares estd,

provavelmente, envolvida com processos metabolicos das células e ndo estdo
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relacionados a morte celular. Isto pode mostrar, indiretamente, a alta taxa de importacao
de materiais presentes na hemolinfa destes insetos, que serdo processados para o
fornecimento de matéria-prima para a producgéo de secrecao. Outra hipotese é a de que a
fosfatase &cida poderia atuar na maturacdo ou modificacdo de outras moléculas
celulares.

Apesar de ocorrerem de forma mais moderada, as ATPase’s e SDH presentes
nas celulas secretoras devem estar de acordo com o ritmo metabolico das celulas
secretoras, que deve ser menor do que 0s apresentados pelas células da musculatura da
faringe.

Com relacdo a NADH-TR, sua presenca foi equivalente na musculatura da
faringe e nas glandulas hipofaringeas. Entretanto, na musculatura esta enzima deve estar
mais relacionada com a presenca de muitas mitocondrias, enquanto nas glandulas elas
certamente ocorrem em outras localidades. De qualquer forma, a presenca desta enzima
foi interpretada como uma evidéncia de que as glandulas hipofaringeas possuem alta

atividade metabdlica.
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Um olhar mais profundo & Morfologia e a Quimica das
Glandulas Hipofaringeas de Polistes versicolor-

Ultra-estrutura e Citoquimica Ultra-estrutural

CAPITULO 3
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RESUMO

Por meio de técnicas de rotina e de citoquimica aplicadas a microscopia
eletronica de transmissdo pdde-se conhecer as caracteristicas ultra-estruturais e a
natureza quimica de algumas estruturas celulares das glandulas hipofaringeas. Os
resultados mostraram que em P. versicolor as glandulas hipofaringeas sdo constituidas
por células esféricas, nucleo grande e reticulo endoplasméatico rugoso bem
desenvolvido. O acUimulo de vesiculas de secrecdo é grande. As técnicas ultra-
estruturais para a detecgdo de proteinas apresentaram apenas marcagdes inespecificas,
tanto no citoplasma quanto no ndcleo, mostrando que o tipo de proteinas previamente
detectada nas vesiculas de secrecdo pelas técnicas citoquimicas (Capitulo 1) nédo é
detectavel pela técnica de Prata Amoniacal. Com relacdo ao lipidio, apenas em um dos
espécimes foi observado o acumulo desta substancia nas glandulas hipofaringeas. A
técnica para a detec¢do de depdsitos de glicogénio ndo demonstrou a presenca deste
composto nas células glandulares. A técnica do Tetroxido de Osmio, para a deteccdo de
complexos de Golgi evidenciou regides golgianas, sem, contudo, mostrar estruturas com
caracteristicas tipicas. Foi detectada a ocorréncia da enzima fosfatase acida nas células
secretoras e, assim como previamente observado nos estudos histolégicos (Capitulos 1 e
2) as glandulas hipofaringeas de todas as vespas analisadas apresentaram reacdo

positiva, porém sua forte presenca ocorreu na forma extra-lisossomal.
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ABSTRACT

Through routine and cytochemical techniques for transmission electron
microscopy, the ultrastructural characteristics and the chemical nature of some cellular
structures of the hypopharyngeal glands were examined. The results showed that the
glands of Polistes versicolor are constituted by spherical cells, large nucleus and highly
developed rough endoplasmic reticulum. Secretion vesicles are abundant. The
ultrastructural techniques for protein detection only stained nonspecific areas in the
cytoplasm and nucleus, indicating that the type of proteins previously detected in
secretion vesicles by histochemical techniques (chapter 1) is not detectable by
Ammoniacal Silver reaction. Lipids were observed in the hypopharyngeal glands only
in one specimen. The technique for detection of glycogen deposits did not demonstrate
the presence of this substance in glandular cells. The Osmium Tetroxide technique
detected structures that, although not typical, resembled the Golgi apparatus. The
enzyme acid phosphatase was detected in secretory cells as previously observed in the
histochemical studies (chapters 1 and 2). The hypopharyngeal glands of all analyzed
wasps presented a positive reaction, however, this enzyme was mainly present in the

non-lysosomal form.
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INTRODUCAO

As glandulas hipofaringeas s@o estruturas presentes apenas na ordem
Hymenoptera e apresentam variacdo em sua morfologia e grau de desenvolvimento nas
diferentes espécies deste grupo. Sdo muito bem estudadas em abelhas, onde estdo
relacionadas com a producdo de secrecdo utilizada para alimentar as larvas da colénia.
Em Apis mellifera, esta secrecéo é conhecida como geléia real (FREE, 1980).

Ja em espécies sociais mais primitivas, as glandulas hipofaringeas sao pouco
conhecidas. Seu papel nestas espécies, s6 pode ser inferido indiretamente, relacionando
a sua morfologia e grau de desenvolvimento as atividades dos individuos, as
caracteristicas comportamentais e por analogia com Apis mellifera, onde sua funcéao esta
estabelecida com relativa seguranca (COSTA, 2002). Nesta abelha, as glandulas
hipofaringeas ndo estdo presentes nas rainhas e machos, mas apresentam-se bem
desenvolvidas nas operérias, demonstrando seu alto grau de especializagdo. Dentre as
operéarias, 0 maior desenvolvimento glandular é observado na fase onde estas estdo
alimentando a cria, sendo denominadas de operarias nutridoras (FREE, 1980). Com
cerca de 20 dias ap6s a emergéncia, estas operarias iniciam a fase de forrageamento e
suas glandulas hipofaringeas comecam a regredir, diminuindo muito em volume.
Porém, neste periodo, elas ainda produzem enzimas digestivas, como a invertase
(SIMPSON et al., 1968). Deste modo, as glandulas hipofaringeas apresentam um ciclo

de desenvolvimento intimamente ligado ao ciclo de vida destas abelhas.
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Entre as espécies sociais mais primitivas, o ciclo de vida dos individuos pode
ndo ser tdo definido, de modo que, por exemplo, o desenvolvimento glandular pode nao
coincidir entre individuos de idades semelhantes. Em Polistes versicolor, as glandulas
hipofaringeas ndo possuem relacdo com a idade ou com o comportamento social destas
vespas (vide Capitulo 4). Além disto, com a auséncia de castas morfologicamente
diferenciadas, as glandulas apresentaram desenvolvimento muito semelhante entre todas
as fémeas analisadas, além de estarem presentes e ativas nos machos. Assim, a
verdadeira fungdo destas glandulas permanece, ainda, desconhecida.

No género Polistes, a manutencdo da hierarquia nas colbnias se da de forma
distinta das abelhas sociais (PARDI, 1948). Em geral, a separacdo das castas ocorre por
meio da dominacao fisica e pelo uso de oofagia e larvifagia diferenciais, onde as vespas
distinguem sua cria das demais e ingerem os descendentes da concorrente. Esse
processo faz com uma das fémeas se torne a dominante. Deste modo, as castas presentes
nestas col6nias sdo formadas pela vespa dominante (rainha) e pelas suas subordinadas
(operérias). Entre as subordinadas ndo ha especializacdo na realizagdo das tarefas, de
modo que a divisdo de trabalho ocorre de acordo com as necessidades da colonia
(GOBBI, 1977; GIANNOTTI & MACHADO, 1999; ZARA & BALESTIERI, 2000).

Com relacdo as glandulas hipofaringeas de P. versicolor, as caracteristicas
anatdmicas por elas apresentadas também as definem como estruturas primitivas dentre
0s Hymenoptera. Nesta espécie as glandulas hipofaringeas sdo constituidas por unidades
secretoras unicelulares ligadas, individualmente, a placa hipofaringea por canaliculos.
Por este motivo esta placa apresenta-se crivada por inimeros poros (Fig. 4C e 4D da
introdugdo geral) (BRITTO et al, 2004). Nas espécies mais derivadas, as glandulas
hipofaringeas também sdo constituidas por grupos de células que contém um canaliculo
coletor da secregdo em seu interior. Entretanto, as unidades secretoras podem ser
multicelulares, como ocorre em A. mellifera. Além disto, estas unidades secretoras
liberam sua secre¢do em um canal axial Unico, que a conduz até a placa hipofaringea
(CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969).

Apesar das variacdes anatdmicas presentes nas diferentes espécies, 0s aspectos
ultra-estruturais das células secretoras exibem caracteristicas semelhantes nas espécies
de abelhas (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973; CRUZ-LANDIM et al.,
1986; COSTA & CRUZ-LANDIM, 2000) e formigas (GAMA, 1985) onde foram
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estudadas. O reticulo endoplasmatico € bem desenvolvido, ha grande concentracdo de
secrecdo ao redor dos canaliculos intracelulares e o nacleo das células € caracterizado
por contornos irregulares, nucléolos bem definidos e cromatina dispersa.

Alguns trabalhos realizados com abelhas (CRUZ-LANDIM et al.,, 1986;
COSTA, 2002) sugerem que a secrecdo presente nas glandulas hipofaringeas seja
produzida em nivel de reticulo endoplasmatico rugoso, devido, principalmente, a
auséncia de complexo de Golgi. Poucos estudos relatam a presenca desta organela nas
glandulas hipofaringeas de Hymenoptera e, quando presentes, aparecem em pequena
quantidade ou assumem a forma vesicular (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969;
GAMA, 1985).

Em Melipona quadrifasciata anthidioides as glandulas hipofaringeas sofrem
mudangas ao longo da vida destas abelhas que refletem um ciclo secretor Unico. Este
ciclo é resultado dos papéis desempenhados pelas abelhas na colénia. Apds a
emergéncia, elas possuem glandulas inativas. Iniciando as atividades de cuidado com a
cria, as glandulas se desenvolvem e entram na fase secretora. Apds este periodo, elas
entram na fase pds-secretora, que coincide com o inicio das atividades de forrageamento
(CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969).

Analises ultra-estruturais, realizadas na fase pds-secretora das glandulas
hipofaringeas de abelhas, demonstraram a presenga de estruturas degenerativas no
citoplasma (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973). Outros estudos sobre a
morte celular programada das glandulas de Apis mellifera, demonstraram que apesar das
células em fase degenerativa apresentarem aspectos mais relacionados com a necrose,
algumas caracteristicas apoptéticas, como fragmentacdo do DNA e externalizagdo de
fosfatidilserinas (fosfolipidio de membrana que em situacdes normais esté voltado para
o citoplasma), foram encontradas (SILVA DE MORAES & BOWEN, 2000). Analises
ultra-estruturais de varios tecidos propdem a existéncia de trés tipos de morte celular
programada. A distincdo fundamental entre esses tipos de morte celular, se da com a
participacdo dos lisossomos. O primeiro tipo, conhecido como apoptose, ocorre sem a
participacdo dos lisossomos da célula que estd morrendo, mas os fragmentos dessas
células sdo destruidos por lisossomos de outras células (heterofagocitose). No segundo
tipo, ha participacdo efetiva dos lisossomos da propria célula em sua destruicdo

(autofagocitose). Ja no terceiro tipo, a célula é destruida sem a participacdo detectavel
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de lisossomos (CLARKE, 1990). A autofagocitose € o tipo de morte celular mais
caracteristico dos insetos, sendo observada principalmente durante a metamorfose
(BOWEN, 1997). Neste caso, as células que estdo morrendo tornam-se ricas em
lisossomos secundarios e vacuolos autofagicos que, nesta situacdo, apresentam-se muito
mais extensos do que 0s normalmente encontrados em células saudaveis. Também pode
ser observada a dilatacdo de organelas celulares, tais como mitocondria e reticulo
endoplasmatico.

O presente trabalho teve como objetivos os estudos ultra-estrutural e citoquimico
ultra-estrutural das glandulas hipofaringeas da vespa social primitiva P. versicolor.
Estes estudos permitirdo a realizacdo de observacGes mais detalhadas a respeito da
organizacdo destas glandulas, podendo oferecer mais indicios que colaborem na

determinacéo de seu papel nos ninhos desta vespa.
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MATERIAL E METODOS

1. Técnica de rotina para microscopia eletrénica de transmissao

Espécimes de trés ninhos de Polistes versicolor foram coletados (n = 14 fémeas e
1 macho) para a obtencdo das glandulas hipofaringeas. A dissec¢do dos espécimes foi
realizada diretamente em fixador glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sodio
(0,AM, pH 7,2) sob estereomicroscopio, com o auxilio de pinca e microtesoura. Em
seguida, as glandulas foram submetidas ao processamento para a técnica de rotina para
microscopia eletronica de transmissdo. Para tanto, as glandulas foram fixadas durante
duas horas. Transcorrido este tempo, as mesmas foram lavadas, duas vezes, em tampéo
cacodilato de sodio, por 15 minutos cada vez. Em seguida foi realizada a pos-fixagédo
em tetroxido de 6smio 1%, durante uma hora, e, posteriormente, as glandulas foram
novamente lavadas em tampao, duas vezes, por 15 minutos cada banho.

Para a contrastacdo em bloco, o material foi submetido ao acetato de uranila 1%
dissolvido em etanol 10%, pelo periodo de quatro horas, sendo, em seguida, desidratado
em sequéncia concentracdes progressivas de acetona (50 a 100%) e, posteriormente,
embebido em resina Epon com acetona (1:1), onde permaneceu por 24 horas.

O material foi entdo incluido em resina Epon pura e levado para estufa, onde
permaneceu por 72 horas a 60°C, para polimerizagéo.

Os cortes finos e ultra-finos foram obtidos em ultra-micrétomo Sorval MT2-B.
Os cortes ultra-finos foram colocados em telas de malha de cobre e contrastados com

acetato de uranila, por 45 minutos, e citrato de chumbo, por 15 minutos.
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2. Citoquimica ultra-estrutural
Glandulas de diferentes individuos foram submetidas aos testes citoquimicos
para a detecgdo de proteinas bésicas, lipidios, complexos de Golgi, fosfatase acida e

glicogénio.

2.1 - Técnica da Prata Amoniacal para deteccdo de proteinas basicas (MACRAE &
MEETZ, 1970)

Glandulas de nove vespas foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampé&o
cacodilato de sodio (0,1M pH 7,2) por duas horas a temperatura ambiente. Apos a
fixacdo, o material foi lavado, por 20 minutos, em agua destilada, sendo, em seguida,
incubado, por cinco minutos, em solugédo de prata amoniacal preparada imediatamente
antes do uso, a temperatura ambiente, da seguinte maneira: adicionou-se gradualmente
uma solucdo de nitrato de prata a 10% a uma solucdo concentrada de hidroxido de
amoOnia até que aparecesse uma leve turvacao de cor castanho-avermelhada. Logo apés
as amostras foram lavadas em &gua destilada e incubadas em solugdo de formalina 3%,
por cinco minutos, & temperatura ambiente, onde se observou o escurecimento do
material (0 qual adquiriu tons de marrom). Depois da incubacdo o material foi lavado
em agua destilada, por 20 minutos, e posteriormente banhado em tampéo cacodilato, por
dez minutos. A pods-fixacdo foi realizada em tetroxido de dsmio 1% em tampdo
cacodilato, durante duas horas, a temperatura ambiente, no escuro. Terminado este
procedimento as glandulas foram lavadas em tampéo cacodilato, por dez minutos, e, em

seguida, desidratadas e incluidas em Epon.

2.2. Técnica do Tampdo Osmio-Imidazol para detecgdo de lipidios (ANGERMULLER
& FAHIMI, 1982)

As glandulas hipofaringeas de seis vespas foram fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampdo cacodilato de sdédio (0,1M pH 7,2) e sacarose 3% por duas horas.
Posteriormente, o material foi lavado no mesmo tampéo por dez minutos. Um segundo
banho foi realizado com tampéo imidazol (0,1 M pH 7,5), por dez minutos. Em seguida,
as glandulas foram pos-fixadas em tetréxido de ésmio 2% em tampdo imidazol, a

temperatura ambiente, por 30 minutos. Depois de dois banhos de dez minutos em
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tampdo imidazol, o material foi desidratado em acetona e incluido em Epon. Os cortes

ultra-finos foram observados sem contrastacgéo.

2.3. Técnica do Tetroxido de Osmio para detecgdo de complexos de Golgi (HAYAT,
1972)

As glandulas hipofaringeas de 6 vespas foram fixadas em tetroxido de 6smio
2%, ndo tamponado (pH 6,2-6,8), por 24 horas, a temperatura de 40°C. Transcorrido
este tempo, as amostras foram submetidas a uma nova solucdo de tetroxido de 6smio
2% por outras 16 a 24 horas, na mesma temperatura. Posteriormente, as amostras foram
tratadas com acetato de uranila, por 90 minutos, a temperatura ambiente e, em seguida,
foram desidratadas e incluidas em Epon conforme rotina. Os cortes ultra-finos foram

observados sem contrastacdo em microscépio eletrénico de transmisséo.

2.4. Técnica do p-Nitrofenilfosfato para deteccdo de fosfatase acida (RYDER &
BOWEN, 1975)

Glandulas hipofaringeas de 10 vespas foram dissecadas e fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sodio (0,1M pH 7,4), durante 1 hora, a
4°C. Apés a fixacdo as glandulas foram rapidamente lavadas em tampédo acetato (pH
5,0) e incubadas, & 21°C no seguinte meio: a) 5 tabletes de paranitrofenilfosfato (Sigma
Tablets); b) 0,025g de acetato de chumbo em 25mL de tampdo acetato pH 4,8. Como
controle, foram usadas mais 4 glandulas incubadas em meio contendo apenas a solugéo
de acetato de chumbo em tampdo acetato, eliminando-se 0 substrato
(paranitrofenilfosfato).

Apo0s a incubacdo, as glandulas foram lavadas em tampéo cacodilato (pH 7,4),
por 30 minutos, a 4°C e colocadas em tetroxido de 6smio de Milloning & mesma
temperatura, por 1 hora. Posteriormente as glandulas foram desidratadas com acetona e
incluidas em Epon, conforme rotina. Os cortes ultra-finos foram observados ao

microscopio eletrénico de transmissdo, sem contrastacgao.

2.5. Técnica de Afzelius para deteccéo de depositos de glicogénio (AFZELIUS, 1992)
Grades contendo os cortes ultra-finos, obtidos com material processado

conforme a técnica de rotina em microscopia eletrénica de transmisséo (item I), porém
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sem a contrastacdo em bloco com uranila, foram tratados com &cido tanico 1% (em agua
destilada), por 30 minutos. Posteriormente, as grades foram lavadas com agua destilada
e contrastadas com acetato de uranila 4%, por 60 minutos, lavadas em agua destilada e
examinadas sem qualquer outra contrastacdo. Esta técnica foi realizada com as

glandulas de nove vespas.

3. Anélise do material e documentacéo fotografica

As telas obtidas em todas as tecnicas foram analisadas e fotografadas em
microscopio eletrénico de transmissao Philips CM 100, no Laboratério de Microscopia
Eletronica do Departamento de Biologia da Unesp de Rio Claro e Laboratério de

Microscopia Eletronica da Unesp de Botucatu.
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RESULTADOS

1. Ultra-estrutura das células secretoras

As glandulas hipofaringeas de P. versicolor sdo constituidas por unidades
secretoras formadas por células individuais ligadas a canaliculos (Figs. 1 e 2) que
conduzem a secre¢do até a placa hipofaringea. As células secretoras sdo esféricas, com
nucleos bem desenvolvidos e apresentam vesiculas de secrecdo em concentracdes que
variam de individuo para individuo (Figs. 2 e 3).

Além dos nucleos serem relativamente grandes, eles apresentam contorno
irregular e cromatina descondensada em quase toda sua extensdo (Fig. 4A). Os
nucléolos sdo conspicuos e variam em numero, ocorrendo em média de trés ou quatro
(Fig. 3 e 4B). Alto nivel de troca de substancias entre o nlcleo e o citoplasma, pode ser
evidenciado em decorréncia dos numerosos poros presentes no envoltério nuclear (Fig.
5) e pelo préprio contorno irregular deste, que garante maior superficie de contato entre
os dois compartimentos. Em algumas células sdo encontradas profundas invaginacdes
no envoltdrio nuclear (Fig. 4A).

As vesiculas de secrecdo, além de estarem presentes em concentracdes variadas
nos diferentes individuos, também mostram eletrondensidade varidvel dentro das
células (Figs. 2, 4A, 6A, 6B, 7B, 8A e 13B). Em todos 0s casos, as vesiculas de
secrecdo se agrupam, principalmente, ao redor dos canaliculos coletores (também

conhecidos como canaliculos “intracelulares”), os quais sdo circundados pelas
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microvilosidades das células secretoras. Estas microvilosidades delimitam uma regido
denominada de aparato terminal (Figs. 1A, 6A, 7A e 7B).

Os canaliculos coletores (ou intracelulares), na realidade, constituem uma regido
formada pela invaginacdo da membrana plasmatica da propria célula secretora, que cria
um espaco, aparentemente intracelular, onde é secretada uma delgada camada de
cuticula (Figs. 1A, 7A e 7B). Esta camada de cuticula, que recobre todas as células de
origem ectodérmica, em seu poélo apical, estad depositada sobre as microvilosidades da
célula secretora de forma descontinua, num espaco topologicamente extracelular. Além
disto, esta mesma cuticula delimita o lmen do canaliculo coletor (Figs. 1A, 7A e 7B).
Duas camadas distintas podem ser observadas na cuticula do canaliculo coletor: uma
mais interna e esponjosa (pré-cuticula) (Fig. 7B) e outra mais elétron-densa, voltada
para o lumen do canaliculo (epicuticula) (Fig. 7B).

Entre as microvilosidades do aparato terminal e a camada de cuticula do
canaliculo coletor, forma-se um espaco, denominado espaco secretor (Figs. 1A e 7B),
para onde a secrecdo € primeiramente liberada logo ap6s a exocitose (Figs. 1A, 6A, 6B,
7A e 7B). Este espago pode ser considerado um reservatorio glandular. Somente apos
atravessa-lo, a secrecdo produzida pelas células secretoras segue para o limen do
canaliculo coletor pelas interrupcbes presentes na epicuticula e passando pela pro-
cuticula esponjosa.

Dentro do espacgo secretor também séo observadas algumas figuras mielinicas
(Fig. 6A), que sdo ai formadas devido a constante fusdo de vesiculas de secre¢do com as
microvilosidades.

Apos atravessar toda a extensdo dos canaliculos coletores, a secre¢do produzida
pelas glandulas hipofaringeas chega ao Iimen do canaliculo condutor (Figs. 1A, 1B,
8A e 8B). Estes canaliculos apresentam uma camada de cuticula espessa e continua,
diferentemente dos canaliculos coletores (Figs. 1A, 1B, 2, 8A e 8B). Eles sdo formados
por uma célula propria e sdo responsaveis por levar a secrecdo até sua desembocadura
na placa hipofaringea (ver Figs. 4C e 4D da Introducdo Geral). Os canaliculos
condutores apresentam uma porcdo inserida no interior da invaginacdo que forma os
canaliculos coletores. Por isto, em alguns cortes, eles sdo observados no interior das
células secretoras, na regido citoplasmatica (Figs. 1A, 1B, 2, 8A e 8B). Nas células que

formam os canaliculos coletores ndo sao observadas microvilosidades abaixo da camada
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de cuticula (Figs. 1A e 8B). No contato da célula canalicular com a célula secretora
ocorrem juncgdes septadas, que impedem o fluxo de secrecdo no espaco intercelular
(Figs. 1A e 8B).

Nas porcGes mais periféricas das células secretoras, observa-se a presenca de
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido (Fig. 9A). Esta caracteristica
pode ser observada com frequéncia nas células que apresentam algum acumulo de
vesiculas de secre¢do no citoplasma. Nas células que se encontram integras, porém, sem
a presenca das vesiculas de secrecdo (Fig. 3), 0 RER se apresenta pouco desenvolvido
(Fig. 9B). Ja nas regides do citosol onde o RER ndo esta presente, observa-se grande
namero de ribossomos livres, sendo alguns como polirribossomos (Fig. 10).

Entre a por¢cdo mediana e periférica das células secretoras nota-se a presenca de
inimeras mitocdndrias. Estas sdo alongadas e bem caracteristicas, estando presentes
entre 0 RER (Figs. 9A e 9B) e entre invagina¢des da membrana plasmatica (Figs. 11A e
11B). Por sua vez, estas invaginacdes sao profundas e estdo presentes em quase toda
extensdo da membrana plasmatica (Figs. 11A e 11B).

Externamente, as células secretoras sdo recobertas por uma lamina basal,
intimamente ligada & membrana (Fig. 11A e 11B). As celulas secretoras podem
apresentar-se justapostas (Fig. 2 e 12A), porém, ndo sdo observadas estruturas de
comunicacdo intercelular, sendo este contato meramente topolégico (Fig. 12A).

Estruturas como vacuolos digestivos aparecem em quantidade moderada, sendo
que, alguns se apresentam como vacuolos heterofagicos (Fig. 12B), enquanto outros
possuem aspectos de autofagicos. No ultimo caso, sdo observados vacuolos contendo
estruturas membranosas dispostas concentricamente, apresentado aspecto de RER (Fig.
12B), mitocbndrias envoltas por membranas (Fig. 11A) e algumas estruturas
membranosas eletrondensas concentricamente arranjadas, sendo provavelmente
constituidas por figuras mielinicas ou RER em estagios mais avancado de digestéo (Fig.
11B).

Em trés das glandulas analisadas, ocorrem grandes vacuolos no citoplasma (Fig.
13A e 13B). Os resultados das técnicas de citoquimica, mostrados a seguir,
evidenciaram a natureza ndo lipidica destes vacuolos. Apesar da presenca destes, as
células apresentam-se bem desenvolvidas com quantidade consideravel de vesiculas de

secrecdo em seu citoplasma (Figs. 13A e 13B). Dentre os individuos que apresentam
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estas caracteristicas, um deles ¢ o macho. Estes vaclolos apresentam contetdo
homogéneo e eletrondensidade baixa (Figs. 13A e 13B). Estes vacuolos sdo formados
pela dilatacdo dos compartimentos previamente denominados de espagos secretores.
Analisando-se 0s aspectos dos espacos secretores e dos vacuolos, nota-se que ambas as
regibes possuem eletrondensidade semelhante e podem estar bem proximas (Fig. 13B).
Além disto, em alguns destes vacuolos ocorrem figuras mielinicas (Fig. 13B) assim
como as observadas nos espacos secretores de células que ndo contém tais vacuolos
(Fig. 6A). Em algumas células as figuras mielinicas tomam conta de todo o
compartimento (Fig. 14).

Em outra glandula as células secretoras apresentam, dentro dos vacuolos,
estruturas cilindricas com aspecto de membrana lipidica (Figs. 15A, 15B e 16).

Em uma das glandulas analisadas observa-se a presenca de um grande granulo

de proteina localizado no citoplasma de uma das células secretoras (Figs. 17A e 17B).

2. Citoquimica Ultra-estrutural

A técnica do Osmio Imidazol para a deteccdo de acimulo de material lipidico
ndo demonstra acumulo de substancias desta natureza na maioria das glandulas
analisadas (Fig. 18A). Como ja& mencionado anteriormente, mesmo nos grandes
vacuolos que se assemelhavam as gotas lipidicas e apareceram no citoplasma de
algumas células, ndo foi detectada reacao positiva para a técnica (Fig. 18A). Entretanto,
nas glandulas hipofaringeas de um dos individuos estudados, ocorrem algumas gotas
lipidicas pequenas acumuladas no citoplasma, assim como nos espacos secretores
proximos ao canaliculo coletor (Fig. 18B, 19A e 19B). Neste caso, observa-se que a
marcacdo dos lipidios ocorreu sempre em contato intimo com a membrana plasmaética
do espaco secretor e fora do lumen do canaliculo coletor (Fig. 19A). Nota-se que esta
glandula apresenta muitas vesiculas de secrecdo no citoplasma, apesar da falta de
contrastacdo (Fig. 18B). Além disto, ao redor das gotas lipidicas, localizadas proximas a
periferia celular, o reticulo endoplasmatico apresenta um formato que parece ser de
transicdo entre a forma lamelar e a tubular, podendo constituir uma regido de passagem
da forma rugosa para a forma lisa (Fig. 19B).

A técnica para a deteccdo de complexos de Golgi ndo mostra a presenca desta

organela nas células secretora da maioria das vespas analisadas. Apenas em um
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individuo se nota a ocorréncia de uma estrutura com caracteristicas tipicas de
complexos de Golgi de insetos, que ocorrem na forma vesicular (Fig. 20). Neste
individuo, o provavel complexo de Golgi aparece na forma de vesiculas que nao
apresentam marcacdo, rodeadas por outras vesiculas elétron-densas (Fig. 20B). Estas
vesiculas marcadas podem ter se originado das outras ndo marcadas devido a posicao de
ambas. Estas mesmas vesiculas elétron-densas ja foram observadas nas glandulas
hipofaringeas de outra vespa submetida a técnica de rotina (Fig. 21). Elas sdo menores,
menos elétron-densas e bem menos abundantes do que as vesiculas de secre¢do (Fig
20A e 21A).

A técnica de Prata Amoniacal para a deteccdo de proteinas basicas evidencia
apenas pequenas marcacdes inespecificas nas células glandulares que sdo quase
imperceptiveis em pequeno aumento (Fig. 22A). Além disto, as marca¢fes ndo séo
fregiientes nas vesiculas de secrecdo (Fig. 22B). No citoplasma a marcacao apresenta-se
de forma aleatdria, mas homogénea (Fig. 23A). Também pode ser observada marcacgédo
no nucleo, sendo que esta se da, principalmente, nas regides de acumulo de
heterocromatina (Fig. 23B).

A técnica de p-nitrofenilfosfato, para deteccdo de sitios contendo a enzima
fosfatase acida mostra a ocorréncia desta em todas as células das glandulas estudadas. A
fosfatase 4acida localiza-se preferencialmente nas regides periféricas das células
secretoras dentro de lisossomos ou livre no citoplasma, além de estar presente nos
nucleos das células (Figs. 24 e 25). Aparentemente as células secretoras apresentam
marcacdo diferenciada dentro de uma mesma glandula, com algumas células
apresentando maior quantidade da enzima do que outras (Fig. 24A). No entanto,
acredita-se que isto seja apenas uma consequéncia da regido onde foi realizada a secgéo
da célula. A fosfatase &cida extra-lisossomal é muito freqliente entre as cisternas do
reticulo endoplasmatico, onde pode ser observado um padrdo de listras regulares no
citoplasma (Fig. 25B). Mesmo nas células onde a concentracao de vesiculas lisossomais
é alta, observa-se a ocorréncia de alguma fosfatase livre no citoplasma (Fig. 25A). No
controle do experimento, realizado com glandulas que ndo foram submetidas ao p-
nitrofenilfosfato, ndo ocorre reacdo. Este resultado pode ser observado tanto no nucleo

guanto nas distintas partes do citoplasma (Figs. 26 e 27).
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Com relacéo a técnica de Afzelius para a detec¢do de acumulo de glicogénio,

ndo houve marcacdo nas células secretoras (Fig. 28).
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FIGURAS
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FIGURA 1. (A) Esquema de uma célula secretora das glandulas hipofaringeas de P. versicolor
mostrando sua ligagcdo com a célula canalicular (ou canaliculo condutor - cd). O esquema
detalha as estruturas que fazem parte do aparato terminal, que é delimitado pelo canaliculo
coletor (cl). Note que o canaliculo coletor é formado pela invaginacdo da prépria célula
secretora. Tanto a célula secretora quanto a outra célula, que forma o canaliculo condutor,
possuem seus proprios revestimentos de cuticula (ct). No caso do canaliculo coletor, o
revestimento de cuticula ndo € continuo e encontra-se localizado sobre microvilosidades (mv).
Nos locais onde as microvilosidades se desprendem da cuticula, forma-se o espaco secretor
(es). Na regido de contato entre a membrana da célula secretora e da célula canalicular
ocorrem juncdes septadas (js). As estruturas celulares representadas no esquema nhao
encontram-se na mesma escala. (B) Micrografia do aparato terminal demonstrado no esquema,
indicando o canaliculo coletor (cl) e o canaliculo condutor (cd). (lu - limen; n - ndcleo; nu -
nucléolo; s - vesicula de secrecao).
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FIGURA 2. Células secretoras das glandulas hipofaringeas em vista geral. Note a
concentragcdo de vesiculas de secregdo (s) e a presenga dos canaliculos coletores (cl) e
condutores (cd). (n - ndcleo).
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FIGURA 3. Célula secretora presente em glandula que ndo apresentou acimulo de secrecao.
No citoplasma observa-se a presenca dos canaliculos coletores (cl). As mitocéndrias (m)
apresentam-se regularmente distribuidas (n - nicleo; nu - nucléolo).
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FIGURA 4. Detalhe dos nucleos (n) das células da glandula hipofaringea. (A) Nucleo (n) com
contorno irregular, mostrando invagina¢des em seu envoltorio. (B) Detalhe de nudcleo (n) com
nucléolos (nu) bem desenvolvidos. (s - vesiculas de secre¢ao).
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FIGURA 5. Detalhe de envoltério nuclear em corte tangencial, apresentado complexos-poro
(p). (ci — citoplasma; n - ndcleo).
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FIGURA 6. Vesiculas de secrecéo (s) ao redor dos canaliculos coletores (cl). (A) Canaliculo
coletor com microvilosidades (mi) bem caracteristicas, visto em corte longitudinal. Note a
presenca de algumas figuras mielinicas (fm) na regido do espago secretor (es). (B) Canaliculos
coletores em corte transversal, apresentando espaco secretor (es) desenvolvido.
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FIGURA 7. Detalhe dos canaliculos coletores. (A) Canaliculo coletor (cl) sinuoso cortado
longitudinalmente. (B) Detalhe de canaliculo coletor com suas das duas camadas cuticulares. A
camada mais eletrondensa constitui a epicuticula (ep). Abaixo desta, encontra-se uma camada
mais esponjosa, voltada para 0 espaco secretor, que constitui a pré-cuticula (pr). Note que a
epitucticula ndo é continua. (ct - citicula; es - espago secretor; lu - lamen do canaliculo; mv —
microvilosidades; s — vesicula de secrec¢ao).
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FIGURA 8. (A) Canaliculo condutor (cd) apresentando camada de cuticula continua e espessa.
(B) Detalhe da figura A demonstrando a presenca de juncdes septadas (js) no contato entre a
célula canalicular e a célula secretora. O asterisco indica o citoplasma da célula canalicular. (lu
- limen do canaliculo condutor; s - vesicula de secrecao).
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FIGURA 9. (A) Detalhe do reticulo endoplasmatico rugoso na periferia celular (rer). Reticulo
com estas caracteristicas foi encontrado na maior parte das glandulas analisadas. (B) Reticulo
endoplasmatico rugoso pouco desenvolvido presente em células que ndo apresentaram
vesiculas de secregdo (ver figura 3). (iv - invagina¢cbes da membrana plasméatica; m -

mitocdndria).
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FIGURA 10. Detalhe de alguns ribossomos livres e um polirribossomo (seta) onde podem ser
observadas as duas subunidades dos ribossomos.
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FIGURA 11. Porcao periférica da célula secretora demonstrando a presenca de profundas
invaginacdes (iv) da membrana plasmética e, externamente, a presenca de lamina basal (Ib).
Em A, a seta indica uma mitocdndria envolta por estrutura membranosa, constituindo um
vacuolo autofagico em sua fase inicial. Em B, a seta indica um vacuolo digestivo. Note a
grande quantidade de ribossomos livres (m - mitocdndria; rer - reticulo endoplasmatico
rugoso).
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FIGURA 12. (A) Detalhe do contato entre duas células secretoras. A seta indica as laminas
basais de ambas as células justapostas. Note que uma apresenta maior quantidade de reticulo
rugoso (rer) e a outra de ribossomos livres. (B) Regido periférica de célula secretora
apresentando vacuolos digestivos (setas). As setas brancas indicam dois vacuolos digestivos
em estagio avancado e a seta preta indica um vacuolo autofagico com parte do reticulo
endoplasmatico rugoso. (iv - invaginacdes da membrana plasmatica; Ib - lamina basal; rer -
reticulo endoplasmatico rugoso).
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FIGURA 13. (A) Célula secretora com presenga de grandes vacuolos (va) no citoplasma. Note
gue alguns vacuolos apresentam caracteristicas semelhantes a vesiculas lipidicas, estando
alguns presentes em invaginac¢des do envoltorio nuclear ou proximas a este. (B) Detalhe da
figura anterior, mostrando um vacuolo (va) em contato com canaliculo coletor através do
espaco secretor (es). Note que a eletrondensidade do espacgo secretor e a do vacuolo séo
semelhantes. Note ainda a presenca de grande quantidade de vesiculas de secre¢do (s) no
citoplasma. (cd - canaliculo condutor; fm - figura mielinica; n - ndcleo; mv - microvilosidade).
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FIGURA 14. Figura mielinica (fm) volumosa encontrada em uma das glandulas. Note as
dimensdes das vesiculas de secre¢do (s) com relagdo a figura mielinica. Compare com as
figuras mielinicas mostradas nas figuras 6 e 13B.
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FIGURA 15. (A e B) Partes das estruturas cilindricas (setas) encontradas no interior dos
vacuolos (va) de uma celula glandular. (c - citoplasma).
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FIGURA 16. Detalhe das estruturas cilindricas (setas) mostradas na figura anterior. Note que
algumas delas sdo mostradas em corte transversal enquanto outras encontram-se seccionadas
obliguamente.
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FIGURA 17. (A) A seta indica um granulo de proteina encontrado em uma das glandulas
analisadas. (B) Detalhe do granulo de proteina. (rer - reticulo endoplasmatico rugoso).
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FIGURA 18. Citoplasma de células submetidas a técnica de Osmio Imidazol para a detecgéo
de lipidios. (A) Célula com auséncia de material lipidico, encontradas na maioria das vespas,
mostrando, ainda, vaclolo sem reacdo a técnica. (B) Célula em vista geral mostrando
pequenos pontos reacdo positiva para a técnica (setas) na regido dos espacgos secretores (es),
proximos aos canaliculos coletores (cl). (cd — canaliculo condutor; ci — citoplasma; m —
mitocdndria; n — nlcleo; nu — nucléolo; s — vesicula de secre¢éo).
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FIGURA 19. Detalhe de células submetidas a técnica de Osmio Imidazol para a deteccédo de
lipidios. (A) Gotas lipidicas com reacdo positiva para a técnica (setas) na regido dos espacos
secretores (es), préximos aos canaliculos coletores (cl). (B) Gotas lipidicas (Ip) presentes na
periferia celular de uma das vespas analisadas. Note a morfologia diferenciada do reticulo
endoplasmatico (re), que, apesar da falta de contrastacdo, aparenta estar em transicdo de
rugoso para liso. (ci — citoplasma; m — mitocéndria; n — nlcleo; s — vesicula de secrecéo).
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FIGURA 20. Células submetidas a técnica do Tetroxido de Osmio para a deteccdo de
complexos de Golgi. (A) Vista geral da célula com vesiculas marcadas (setas) proximas a
vesiculas com morfologia tipica de complexos de Golgi de insetos (*). Note que nesta técnica
as vesiculas de secrecéo (s) também foram marcadas e apresentam-se maiores do que as
vesiculas encontradas proximas ao Golgi (setas). (B) Detalhe dos complexos de Golgi (*) e das
vesiculas marcadas ao seu redor (setas). (m — mitocdndria; va — vacuolo).
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FIGURA 21. Célula submetida a técnica de rotina mostrando as mesmas vesiculas observadas
na técnica do Tetroxido do Osmio para detec¢do de complexos de Golgi. (A) Vista geral da
célula mostrando a posi¢cdo onde ocorrem as vesiculas (seta). (B) Detalhe das vesiculas
eletron-densas. (ci — citoplasma; ¢l — canaliculo coletor; n — nlcleo; nu — nucléolo; s — vesicula
de secrecdo).



Capitulo 3 - Resultados 129

FIGURA 22. Células submetidas a técnica de Prata Amoniacal para a deteccéo de proteinas
béasicas. (A) Vista geral da célula onde podem ser observadas pequenas pontuaces escuras
que correspondem aos locais de marcacdo da técnica. Note que a marcacao ocorre tanto no
nacleo (n) quanto no citoplasma (ci). (B) Detalhe do citoplasma mostrando que a marcacgéo
(setas) ndo ocorreu especificamente nas vesiculas de secrecdo, sendo observadas muitas
proteinas citosolicas basicas. (es — espaco secretor; nu — nucléolo; s — vesiculas de secrecao).
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FIGURA 23. Células submetidas a técnica de Prata Amoniacal para a deteccdo de proteinas
basicas. (A) Detalhe da periferia celular mostrando a ocorréncia de proteinas citosolicas
basicas (setas). (B) Detalhe da periferia do nudcleo (n) mostrando reacdo positiva para
proteinas presentes na heterocromatina e proteinas citosélicas (setas). (ci — citoplasma; Ib —
lamina basal; m - mitocondria).
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FIGURA 24. Células submetidas a técnica de p-Nitrofenilfosfato para a deteccéo de sitios de
ocorréncia de fosfatase acida. (A) Vista geral de células submetidas a técnica onde nota-se a
marcacdo diferenciada das porcdes celulares com algumas regides mais elétron-densas
(setas) e outras mais elétron-lucidas. Note a presenca de muitos lisossomos proximos a
periferia celular. Note também a forte marcacao do nicleo da célula secretora. (B) Detalhe do
nacleo (n). Observe que os nucléolos (nu) ndo foram marcados.
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FIGURA 25. Células submetidas a técnica de p-Nitrofenilfosfato para a deteccéo de sitios de
ocorréncia de fosfatase acida. (A) Detalhe da regido onde ocorrem as vesiculas de secregéo
(s), onde podem ser observados alguns lisossomos (li) e, também, a ocorréncia de fosfatase
acida extra-lisossomal (setas). (B) Detalhe da regido periférica da célula mostrando a
ocorréncia de fosfatase acida extra-lisossomal ocorrendo entre as cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (rer) e um lisossomo (li). (cd — canaliculo condutor; m — mitocéndria).



Capitulo 3 - Resultados 133

FIGURA 26. Controle da técnica de p-Nitrofenilfosfato mostrando auséncia de reacdo. (A)
Detalhe do nucleo (n). (B) Detalhe do citoplasma na regido onde ocorre o reticulo
endoplasmatico rugoso (rer). (nu — nucléolo; s — vesiculas de secre¢éo).
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FIGURA 27. Controle da técnica de p-Nitrofenilfosfato mostrando auséncia de reagdo. (A) Vista
geral do citoplasma (ci). (B) Detalhe do citoplasma na regido onde ocorrem as veiculas de
secrecdo (s). (ci — citoplasma; es — espaco secretor; n — ndcleo; s — vesiculas de secrecédo).
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FIGURA 28. Técnica de Afzelius para a deteccéo de sitios de deposicao de glicogénio. Note a
auséncia de reacdo positiva para a técnica. (A) Regido do canaliculo coletor (cl) onde se
acumulam as vesiculas de secrecéo (s). (B) Detalhe do citoplasma, mostrando a auséncia de
marcacao. (ci — citoplasma; cl — canaliculo coletor; es — espaco secretor; fm — figura mielinica;
m — mitocOndria; rer — reticulo endoplasmatico rugoso; s — vesicula de secrec¢éo).
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DISCUSSAO

Apesar da anatomia das glandulas hipofaringeas apresentarem grande
diversidade entre as espécies de Hymenoptera, a morfologia das células secretoras e sua
especializacdo na sintese de proteinas parece ser um padrdo neste grupo. Baseando-se
nas andlises ultra-estruturais, a dindmica do processo secretor das glandulas
hipofaringeas de P. veriscolor mostrou-se analoga a algumas espécies de abelhas
(CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973; CRUZ-LANDIM et al., 1986;
COSTA & CRUZ-LANDIM, 2000) e formigas (GAMA, 1985). As células secretoras
sdo individualmente ligadas a dutos que conduzem a secrecédo até a placa hipofaringea,
correspondendo, segundo classificacdo de Noirot & Quennedey (1974), as glandulas
exocrinas da classe I11. As andlises ultra-estruturais também revelaram que estas células
possuem reticulo endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido e citoplasma com
grande concentracdo de vesiculas de secre¢do em volta dos canaliculos coletores. Os
nacleos possuem contornos irregulares, cromatina dispersa, nucléolos bem
desenvolvidos e poucos e pequenos granulos de heterocromatina.

Estudos com abelhas demonstraram que, ap6s a emergéncia, 0 RER apresenta-se
com aspecto vesicular e ndo sdo observadas vesiculas de secre¢do ao redor do aparato
terminal. No terceiro dia de vida adulta as vesiculas de secrecdo aparecem e 0 aparato
terminal apresenta microvilosidades bem desenvolvidas. Nesta fase o RER é
parcialmente vesicular e parcialmente lamelar. O pico de producdo, com o maior

acumulo de vesiculas de secre¢do é observado entre 0 sexto e 0 nono dias de vida. Neste
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periodo, as vesiculas secretoras apresentam-se grandes com contorno irregular e
eletrondensidade relativamente baixa, sendo estas correspondentes as vesiculas que
carregam a geléia real. A partir do nono dia comega ocorrer assincronismo no
desenvolvimento das células secretoras, que podem estar produzindo diferentes tipos de
secrecdo. Apds o 18° dia, a concentracao de secrecdo de geléia real é consideravelmente
reduzida (KNECHT & KAATZ,1990; DESEYN & BILLEN, 2005). Halberstad (1980)
descreveu duas fases no ciclo secretor de Apis: producdo de geléia real, seguida pela
producgéo de enzimas digestivas. A producdo de a-glicosidase, por exemplo, aumenta
com a idade da abelha operaria. Em abelhas de 18 dias, que estdo exercendo atividades
de forrageamento, sdo encontradas massas de secre¢cdo, mas estas S40 mais
eletrondensas em comparacdo com as vesiculas que contém geléia real. O autor ainda
sugere que a producdo de enzimas digestivas continua ocorrendo mesmo apds a
degeneracéo parcial da glandula. Tipos diferentes de vesiculas secretoras sdo claramente
visualizados nas abelhas durante o inverno, quando as atividades de cuidado com as
larvas ndo sdo realizadas ou diminuem drasticamente. Nestes casos, dois tipos de
vesiculas secretoras foram observados. O primeiro € idéntico ao apresentado no verao e
é assumido como sendo a geléia real, entretanto, o segundo tipo apresenta-se como
vesiculas menores, mais eletrondensas e distribuidas aleatoriamente no citoplasma das
células secretoras. Foi ainda proposto que ambas as secre¢des sao estocadas até o verao,
tendo como conseqiiéncia a hipertrofia das células (DESEYN & BILLEN, 2005). Este
ultimo tipo de vesiculas assemelha-se ao encontrado em P. versicolor e os autores
atribuem uma provavel fungdo enzimatica para elas. Além disto, a possibilidade destas
vesiculas possuirem contetdo enzimatico ja foi mencionada em trabalhos prévios com
as glandulas hipofaringeas de Apis (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969).

As vesiculas de secrecdo presentes nas glandulas hipofaringeas de P. versicolor
apresentaram eletrondensidade desigual entre alguns individuos. Este fato pode ter
ocorrido em decorréncia de variagcdes no processo de contrastacdo do material, ja que
algumas glandulas foram processadas separadamente. Nos casos onde a variagdo
ocorreu dentro da mesma celula, acredita-se que as diferencas na eletrondensidade
possam estar relacionadas com distintos estdgios de maturacdo da secrecdo. Esta
hipdtese se baseia no fato de que, mesmo com a variacdo na eletrondensidade, as

vesiculas mantém as mesmas caracteristicas morfolégicas. Assim, aparentemente, as
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vesiculas ficam mais eletrondensas a medida que vdo amadurecendo. Este processo
denota a ocorréncia de um mecanismo de reabsor¢do de substancias especificas e/ou de
agua das vesiculas.

Trabalhos com outras espécies de Hymenoptera também evidenciaram variacoes
relacionadas ao tipo de secrecdo produzida pelas glandulas hipofaringeas. Em
Camponotus (Myrmotryx) rufipes a secrecdo apresenta-se amorfa na maioria dos casos,
entretanto, as vezes, um material filamentoso surge formando feixes irregulares. Para
esta espécie ndo fica claro se ocorrem dois tipos diferentes de secrecdo ou se sdo apenas
dois estados diferentes da mesma (GAMA, 1985). Variacdes significativas quanto ao
tipo de secrecdo foram encontradas em Scaptotrigona postica, onde trés tipos de
vesiculas foram encontrados nas células. Um dos tipos de vesiculas, que apresentou
secrecdo de caracteristica mucosa, foi a mais abundante e a que mais se acumulava ao
redor dos canaliculos coletores. Estes aspectos encontrados nas glandulas hipofaringeas
sugerem que estas podem ter outras funcdes além da producdo de alimento para os
imaturos. No caso de P. versicolor € provavel que a fungdo das glandulas hipofaringeas
possa estar associada com outras caracteristicas que ndo a alimentagdo das larvas,
devido a morfologia apresentada pelas vesiculas de secrecao.

Outra caracteristica constatada nas vesiculas de secrecdo é que as mesmas foram
previamente coradas com técnicas histoldgicas para a deteccdo de proteinas bésicas,
porém, em nivel ultra-estrutural, com a técnica da Prata Amoniacal, 0 mesmo néo
ocorreu. Sabe-se que esta técnica marca proteinas basicas tanto do citoplasma quanto do
nucleo (histonas). No presente estudo a marcacdo destas duas regifes ocorreu, porém,
de forma inespecifica. Entretanto, a maior afinidade desta técnica se da com proteinas
basicas que sejam ricas em arginina (MACRAE & MEETZ, 1970), mostrando apenas
que na secrecdo das glandulas hipofaringeas este aminoacido ndo esta presente de forma
significativa. Alguns estudos mostram que, no organismo humano, a arginina é um
aminoacido muito importante na liberacdo de hormonios de crescimento, no aumento da
imunidade, aumento da massa muscular e em processos de desintoxicagdo
(BRAVERMAN et al., 1997; COLGAN, 1993). Além disto, tambeém foram encontradas
referéncias de estudos que consideram este aminoacido como chave para a eficiéncia
muscular devido seu papel no transporte, estocagem e eliminacdo do nitrogénio

(COLGAN, 1993). Uma possibilidade para a marcagdo das proteinas citoplasmaticas
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descrita pelos ultimos autores seria a da producdo das novas histonas ricas em arginina.
A sintese citoplasmatica de novas histonas foi reportada em cultura de células Hela,
sendo que esta atividade foi continua mesmo na auséncia de sintese de DNA
(ROBBINS & BORUN, 1967). Entretanto, além das histonas, MacRae & Meetz (1970)
também indicam que a técnica marca outras proteinas ricas em arginina, o que ndo foi o
caso da secrecdo das glandulas das vespas aqui estudadas.

A variagdo na concentragdo de secregdo encontrada nas glandulas destas vespas
pode ser considerada como um fato que estd de acordo com suas caracteristicas
comportamentais, ja que estas vespas ndo apresentam especializacdo em alguma
atividade determinada como as abelhas. Nestes ultimos, os habitos comportamentais
bem definidos de individuos da mesma faixa etéria e o tempo relativamente prolongado
com que eles realizam cada atividade, auxiliam a determinacéo da funcdo das glandulas
hipofaringeas como produtoras de alimento para as larvas (CRUZ-LANDIM &
HADEK, 1969). Entretanto, como P. versicolor apresenta caracteristicas
comportamentais muito distintas das abelhas sociais, a relagdo do desenvolvimento
glandular com de idade também néo foi observada (BRITTO & CAETANO, 2005; ver
Capitulo 1).

Com relacdo ao reticulo endoplasmatico rugoso, a maior parte das vespas
analisadas apresentou-o de forma lamelar, sendo que estas glandulas sempre possuiam
vesiculas de secrecdo em seu citoplasma. No entanto, em uma das vespas, que nao
apresentou acumulo de secrecdo, o reticulo estava pouco desenvolvido. Como ja
mencionado para Apis (KNECHT & KAATZ, 1990; DESEYN & BILLEN, 2005),
alteracGes morfoldgicas nesta organela ao longo da idade também foram observadas em
Melipona (CRUZ-LANDIM et al., 1986). No inicio, quando a glandula ainda ndo
apresenta acumulos de secre¢cdo em seu citoplasma, o reticulo rugoso é pouco
desenvolvido e possui forma mais vesicular, assumindo o aspecto lamelar com o passar
do tempo. De qualquer forma, em P. versicolor o reticulo endoplasmatico rugoso
mostrou-se como uma organela bem desenvolvida, sendo que esta caracteristica
confirma a importancia destas glandulas na producdo de substancias protéicas.

Assim como foi proposto para as abelhas (CRUZ-LANDIM et al., 1986), foi
estudada a possibilidade de que a secrecdo presente nas células glandulares seja

produzida em nivel de reticulo endoplasmatico rugoso. Poucos trabalhos relatam a
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presenca de complexo de Golgi glandulas hipofaringeas e, quando presentes, aparecem
em pequena quantidade e assumem a forma vesicular (CRUZ-LANDIM & HADEK,
1969; GAMA, 1985). No presente estudo, as analises citoquimicas mostraram a
presenca de estruturas que provavelmente constituam os complexos de Golgi das
glandulas hipofaringeas. Os complexos de Golgi observados nas glandulas de P.
versicolor também sdo constituidos por estruturas vesiculares. Além disto, constatou-se
gue nas células onde foram encontradas, estas organelas apresentavam-se rodeadas por
vesiculas elétron-densas. Estas vesiculas sdo menores e morfologicamente distintas das
vesiculas de secrecdo. Porém, mais estudos serdo necessarios para se determinar se estas
vesiculas se amadurecem para posteriormente formar a secrecdo ou se elas se elas
seguem outro caminho. Na segunda hipétese, estas vesiculas poderiam dar origem a
estruturas como lisossomos ou, ainda, a outros componentes que fardo parte da
constituicdo celular. Entretanto, a presenca do Golgi nas glandulas hipofaringeas de P.
versicolor nao foi muito freqiiente, e provavelmente, esta organela pode estar mascarada
pelo excesso de vesiculas de secrecéo.

Alguns estudos também sugerem que, com a auséncia da atuacdo do Golgi nas
vesiculas de secrecdo, alteracbes pos-traducionais possam ser realizadas pelas
microvilosidades presentes ao redor dos canaliculos coletores. Assim, além de aumentar
a superficie de troca entre o citoplasma e o espaco secretor, estas atuariam em alteracdes
nas moléculas de secrecdo pela reabsorcao de alguns de seus componentes (COSTA &
CRUZ-LANDIM, 2000). Outros autores ressaltam a importancia de reacdes
extracelulares. Noirot & Quennedy (1974) sugerem que a ocorréncia de regides como 0s
espacos secretores (que séo topologicamente extracelulares) podem constituir uma boa
adaptacdo para células que produzem substéncias toxicas, por exemplo. Assim, as
organelas celulares poderiam elaborar e secretar precursores ndo tdxicos, em suas
formas zimogénicas que, posteriormente, alcancariam a forma do produto final apenas
qguando chegassem ao exterior das células. Esta caracteristica pode estar totalmente de
acordo com hipotese das glandulas hipofaringeas de P. versicolor estarem produzindo
enzimas digestivas. Além disto, as vesiculas presentes no interior das células secretoras
destas vespas assumem caracteristicas de granulos zimogénicos, que ocorrem
normalmente em células pancreéticas de vertebrados e sdo constituidos de precursores

de enzimas digestivas que somente serdo ativadas em seu sitio de atuacdo
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(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1971). Devido ao local de desembocadura da secrecao
das glandulas hipofaringeas (que ocorre na cavidade bucal) e aos habitos alimentares
destes insetos (que sdo predadores), a maturacdo de enzimas digestivas ocorrendo
apenas apds sua saida da célula secretora é completamente viavel. Em geral os estudos
com enzimas digestivas de diversas espécies de insetos relatam que estas sdo mais
comumente produzidas de forma direta, ndo ocorrendo uma forma zimogénica inativa
(TERRA & FERREIRA, 1994). Outros autores relatam a ocorréncia de enzimas em sua
forma precursora ndo ativa em Aedes aegypti (GRAF et al., 1986). De qualquer forma,
estudos neste aspecto, com as glandulas hipofaringeas de Hymenoptera predadores, ndo
foram realizados até o momento.

Os canaliculos coletores, que podem ser designados como canaliculos
intracelulares, sdo, na realidade, extracelulares, ja que estdo delimitados pela membrana
plasmatica da propria célula secretora. Esta caracteristica dos canaliculos coletores ja foi
amplamente discutida para as glandulas exocrinas de insetos (CRUZ-LANDIM &
HADEK, 1969, NOIROT & QUENNEDEY, 1974; KNECHT & KAATZ, 1990). Em
geral, nesta regido, a membrana da célula secretora apresenta-se composta por
microvilosidades. Durante a exocitose, logo apds atravessar as microvilosidades, a
secrecdo € primeiramente enviada para 0 espaco secretor, antes de atingir o limen do
canaliculo coletor. O espaco secretor, por sua vez, pode ser considerado um reservatorio
celular. Knecht & Kaatz (1990) ja haviam descrito o espaco secretor das glandulas
hipofaringeas de Apis mellifera como um tipo de reservatorio. Além disto, 0S mesmos
autores descreveram a ocorréncia de variacdo nas dimensdes deste espaco nas diferentes
fases de desenvolvimento das abelhas operarias. Segundo eles, durante o
desenvolvimento, a parte cuticular e o lumen delimitado por esta cuticula permanecem
com as mesmas caracteristicas durante toda a vida da abelha. Entretanto, o volume do
espaco secretor vai gradualmente se alterando. Logo ap0s a emergéncia, as abelhas
possuem apenas um pequeno espaco entre a cuticula e a membrana da célula secretora,
ndo havendo presenga de secrecdo nesta regido. Deseyn & Billen (2005) descrevem
ainda que nesta fase o aparato terminal das células secretoras ndo apresenta
microvilosidades bem definidas. Com o passar dos dias o espaco secretor vai sendo
preenchido com os produtos da secrecado, alcancando o tamanho méximo no oitavo dia.

Este volume persiste até a abelha iniciar a fase forrageira, na qual o espaco secretor
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comeca a se encolher gradualmente, até sobrar apenas um pequeno espaco. Os autores
também discutem que as alteracdes em volume dos espacos secretores é o fator primario
a determinar as altera¢@es de volume nas glandulas hipofaringeas das abelhas.

Por meio de técnicas histoldgicas, os capitulos anteriores mostraram, em P.
versicolor, a presenca de algumas glandulas com indmeros vaclolos presentes no
citoplasma. As analises em microscopio eletrbnico mostraram que estes vacuolos sdo
formados pela dilatacdo dos espagos secretores, sendo as mesmas estruturas encontradas
nas glandulas hipofaringeas de Apis mellifara (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969).
Em alguns casos, ainda, os vacuolos podem ser confundidos com reservas de material
lipidico, porém, as analises citoquimicas demonstraram que néo seria este o caso, ja que
estas estruturas tiveram reagao negativa para a técnica de Osmio Imidazol. Levando-se
em consideracdo que as glandulas hipofaringeas de P. versicolor ndo apresentaram um
reservatorio propriamente dito, pode-se concluir que, nos casos onde os vacuolos
estavam presentes, as glandulas estavam ativas devido a presenca das vesiculas de
secrecdo. Entretanto, a formacdo dos vacuolos sugere que o ritmo com que a secrecao
estava sendo sintetizada era superior a freqliéncia de utilizacdo destas substancias. Deste
modo ocorreria a dilatacdo dos espacos secretores que atuariam armazenando esta
secrecdo. Entre as vespas que apresentaram glandulas com estas caracteristicas, uma
delas era 0 macho. Em determinados casos 0s machos ndo sdo muito ativos nas colonias
de vespas sociais, entretanto, Giannotti (2002) observou em Polistes lanio lanio que
estes individuos permanecem, em media, apenas 10,5 dias no ninho e que neste periodo
eles se integram a vida social da col6nia e passam a desempenhar determinadas tarefas,
inclusive aquelas que envolvem contato com as larvas. Em Polistes fuscatus (HUNT &
NOONAN, 1979) e Polistes ferreri (SINZATO et al., 2003) observou-se que 0s machos
também apresentaram comportamentos tipicos de fémeas. Em Scaptotrigona postica foi
ainda observado que, os padrdes eletroforéticos e a ocorréncia de enzimas nos extratos
glandulares de machos mostraram varios pontos de semelhanca com as operérias,
sugerindo funcdo semelhante entre machos e fémeas (COSTA, 2002). Assim, como nas
outras vespas onde 0s vacuolos estavam presentes, nos machos também foram
encontradas vesiculas de secrecdo em grande quantidade, mostrando que suas glandulas

realmente estavam ativas, e 0 seu produto estava sendo acumulado no espaco secretor.
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Assim, constatou-se que a presenca dos vacuolos, por si sO, pode ndo estar
relacionada com a ocorréncia de algum evento de morte celular nestas vespas. As
glandulas inativas poderiam apresentar seus vacuolos, mas, logo que as atividades
relacionadas com a utilizacdo da secrecdo glandular voltassem a ocorrer, 0s vacuolos
poderiam diminuir gradualmente. Além disto, outras caracteristicas, como presenca de
vacuolos digestivos, foram observadas apenas em quantidades moderadas. Também
foram evidenciadas algumas estruturas com caracteristicas de vacuolo autofagico,
entretanto, a baixa concentracdo destas indica que elas devem estar envolvidas apenas
com o metabolismo normal da célula, ndo apresentando caracteristicas de morte celular.
Apesar disto, admite-se que, nos casos onde ocorre a vacuoliza¢gdo mais intensa do
citoplasma, as glandulas poderiam entrar em um estagio de atrofia que as levaria a um
processo de degeneracdo. Porém, dentre as glandulas que apresentaram vacutolos, foram
observadas organelas estruturalmente integras, sem indicios de alteragéo.

Dentro dos vactolos ou dos espacos secretores ndo dilatados sdo observadas
algumas figuras mielinicas. Porém, um dos individuos apresentou uma figura mielinica
bem mais extensa, o que pode ser um indicio de alta atividade de sintese ja realizada por
parte desta glandula. Estruturas similares ja foram observadas em glandulas
hipofaringeas de Melipona em sua fase forrageira, sendo estas consideradas como
estruturas degenerativas (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973). No
entanto, em Polistes observou-se que, apesar da presenca desta estrutura, as vesiculas de
secrecdo ainda se acumulavam no citoplasma, evidenciando que estas glandulas néo
estavam sofrendo algum processo degenerativo naquele momento.

Observou-se também, no vacuolo de uma das glandulas, a presenca de estruturas
cilindricas ocas com caracteristicas de membrana. Uma das hipoteses seria de que estas
estruturas seriam microvilosidades. Apesar de somente terem sido observadas no
vacuolo de apenas um individuo, estas “microvilosidades” poderiam ser consideradas
comuns nos espacos secretores, pois, como foi constatado que os vacuolos sdo apenas
regibes mais dilatadas dos espagos secretores, a presenca de microvilosidades ao seu
interior pode ser considerada uma caracteristica normal. Microvilosidades j& foram
previamente observadas nos espacos secretores dilatados de glandulas hipofaringeas de
Apis mellifera (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969). Outra hipdtese é a de que estas
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estruturas seriam algum tipo de produto das células secretoras, porém nada com as
mesmas caracteristicas foi encontrado na literatura.

Como jé discutido nos capitulos anteriores, a auséncia de rea¢ao positiva para as
técnicas de deteccdo de material lipidico indicou que as glandulas de P. versicolor
podem ndo estar envolvidas, por exemplo, com a producdo de substancias como o0s
feromoénios (BILLEN & MORGAN, 1998). No entanto, em uma das glandulas
submetidas as analises ultra-estruturais foi observada a presenca de pequenos acimulos
lipidicos localizados nas porcGes periféricas do citoplasma e, também, no interior dos
espacos secretores. A quantidade de material lipidico foi pequena, mas pdde ser
claramente evidenciada pela técnica de Osmio-Imidazol. Além disto, na regido do
citoplasma onde as gotas foram encontradas, observou-se a morfologia diferenciada do
reticulo endoplasmatico. Neste local, o reticulo estava, aparentemente, em fase de
transicdo da forma rugosa para a forma lisa, ja que 0 mesmo apresentou-se em uma
forma intermediaria entre a lamelar e a tubular. A forma tubular de reticulo € tipica das
células que produzem material de natureza lipidica. Além disto, a ocorréncia desta
organela nesta forma, bem como das gotas lipidicas na mesma regido, indica que talvez
as glandulas hipofaringeas de P. versicolor pudessem estar produzindo este material
para seu préprio uso, mesmo porque a quantidade destas vesiculas ndo foi tdo grande.
Entretanto, a ocorréncia de reacdo positiva no interior dos espacos secretores é um
indicio de que pequenas quantidades deste material poderiam ser misturadas a secregao.
Convém lembrar que, na glandula deste espécime, o citoplasma mostrou a ocorréncia de
muitas vesiculas de secrecdo, indicando que sua atividade metabolica estava alta.

Nas andlises histologicas foi evidenciada reacdo fortemente positiva para a
enzima fosfatase acida (vide Capitulos 1 e 2) e, assim, foi esperada grande concentracéo
de lisossomos nas analises ultra-estruturais. A técnica de deteccdo de fosfatase acida foi
utilizada para a identificacdo destas organelas e estas foram encontradas em quantidades
significativas dentro das células secretoras. Entretanto, observou-se que, em todas as
vespas, a fosfatase &cida também estava fortemente presente em sua forma extra-
lisossomal. Em geral a presenca desta enzima fora dos lisossomos pode ser considerada
como um indicativo de morte celular (BOWEN et al., 1982; BOWEN & BOWEN,
1990; SILVA DE MORAES & BOWEN, 2000), porém, seria dificil afirmar que em

todos os individuos estudados e, além disto, em todas as células presentes nas glandulas,
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estivesse ocorrendo morte celular. A principio, acreditou-se que a forte marcagéo
observada nas células pudesse estar mais relacionada com a formacdo de artefatos,
entretanto, analisando-se o material processado em histologia em dois procedimentos
distintos para a detec¢do da enzima (Fig. 10 do Capitulo 1 e Fig. 5 do Capitulo 2) ficou
claro que as glandulas hipofaringeas de P. versicolor realmente possuem células que
carregam grandes quantidades desta enzima. Entretanto, se realmente a fosfatase ocorre
em quantidades téo altas fora dos lisossomos e ndo esta envolvida com o0s processos de
morte celular, permanecem diversas ddvidas sobre este tipo de “estratégia” utilizada
pela célula. Este seria um mecanismo muito arriscado de armazenar esta enzima,
mesmo que seja para atuar no proprio metabolismo celular. Desta forma, uma das
Unicas maneiras da fosfatase ndo danificar a célula, seria pela rigorosa manutencéo do
pH citoplasmatico o qual deveria estar diferente do pH 6étimo para a atuacdo da enzima.
Porém, mesmo nestas condi¢des esta seria uma estratégia totalmente atipica. Costa &
Cruz-Landim (2001a) e Costa (2002b) observaram a atividade da enzima fosfatase acida
nas glandulas hipofaringeas de S. postica com o uso de diferentes substratos. Embora a
atividade encontrada nestas glandulas ndo tenha sido tdo intensa como nas glandulas de
P. versicolor, os autores sugerem que fosfatases de diferentes tipos provavelmente
estejam agindo nestas células glandulares em quase todas as funcdes das organelas e
ndo somente na autofagia degenerativa que ocorre no final do ciclo glandular destas
abelhas. Os autores também sugerem que a alta atividade da enzima fosfatase acida esta,
aparentemente, relacionada com a alta sintese de proteinas que ocorre nas células
secretoras. Neste caso as fosfatases estariam relacionadas com o0s processos de
maturacdo da secrecdo e, também, com o turnover das organelas citoplasmaéticas que
deve ser intensificado devido ao grande desgaste que ocorre devido a alta atividade
celular.

Pelas técnicas de citoquimica ultra-estrutural, também foi constatada a presenca
de fosfatase acida nos nucleos das glandulas hipofaringeas. O mesmo fato ja foi
observado em diversos trabalhos que utilizaram técnicas citoquimicas para deteccao
desta enzima (LOVE et al., 1969; DELTOUR et al., 1981; CRUZ-LANDIM et al.,
2002; NUNES et al., 2006). Entretanto, as outras duas técnicas histoldgicas previamente
realizadas ndo demonstraram o mesmo resultado. De qualquer forma, os controles

realizados nas técnicas citoquimicas demonstraram que esta enzima pode, realmente,
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estar localizada nos ndcleos das glandulas hipofaringeas. O porqué da ocorréncia desta
enzima no nucleo e seus mecanismos de atuacdo ainda ndo sdo claros, mas, nos
trabalhos onde foi observado este tipo de marcagédo, os autores discutem que a fosfatase
acida nuclear atuaria em dois tipos distintos de processos. O primeiro estaria
relacionado com a degeneracdo da célula que ocorre durante a morte celular. Assim a
enzima poderia hidrolisar proteinas da matriz nuclear ou mesmo estar envolvida nos
processos finais de degradacédo do DNA. Entretanto, a ocorréncia de marcagéo positiva
em todas as glandulas de P. versicolor analisadas mostra que ndo seria este o caso desta
especie. Na segunda hipotese a fosfatase poderia estar envolvida com os proprios
processos fisioldgicos da célula. Deltour et al. (1981) observaram que 0s niveis de
atividade metabdlica de embrides de Zea mays estavam diretamente relacionados com a
concentracdo de fosfatases encontradas no nucleo. Segundo este autor, quando a
transcricdo ocorre, pirofosfatos sdo liberados dos nucleotideos trifosfatados e séo
incorporados as moléculas de RNA em ascensdo. Foi observado que a concentracédo de
fosfato inorganico é proporcional a taxa de transcricdo e, além disto, também é
proporcional a concentragcdo da fosfatase &cida. Entretanto, o autor ndo descarta a
importancia dos fosfatos inorganicos advindos do citosol e mesmo de fora da célula.
Portanto, se realmente a marcacdo observada nas glandulas hipofaringeas for resultado
da presenca da enzima fosfatase acida e ndo de marcagdo inespecifica ou artefato da
técnica, a enzima localizada no interior do nucleo estaria mais relacionada com o
metabolismo das células do que com processos de morte celular.

Entre os indicativos de alta atividade de sintese presente nas glandulas
hipofaringeas de P. versicolor, a morfologia das organelas celulares também evidencia
esta caracteristica. Os nucleos, grandes e irregulares, com cromatina dispersa em sua
maior parte e grande concentracdo de complexos poro é um indicio da alta sintese de
RNA. Além disto, os nucléolos bem desenvolvidos demonstram a alta producdo de
ribossomos, 0 que também pode ser observado pela alta concentracdo destas estruturas
em todo o citoplasma. Estes estdo presentes tanto aderidos ao reticulo endoplasmatico
quanto dispersos. Outro indicativo da alta atividade de sintese celular nas glandulas de
P. versicolor € o grande numero de invaginagdes encontradas na membrana plasmatica,
sugerindo alta taxa de importacdo de material da hemolinfa. As invaginacGes estdo

presentes em todas as por¢fes da membrana penetrando até regides relativamente
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profundas. Associadas as invaginacGes encontram-se muitas mitocéndrias,
provavelmente atuando no fornecimento de energia para transporte das substancias
através da membrana, o que reforga a hipdtese da importacdo de material da hemolinfa.

A alta taxa de transferéncia entre a hemolinfa e o citoplasma das glandulas
hipofaringeas também poderia ser indiretamente inferido devido a auséncia de marcacao
para a técnica de deteccdo de glicogénio. Como a grande concentracdo de vesiculas de
secrecdo é um indicio de alta sintese proteica, aparentemente, a fonte de energia para o
funcionamento da célula parece ndo se acumular no citoplasma (em forma de reservas
de glicogénio) e, portanto, a glicose deve ser constantemente importada da hemolinfa
para o funcionamento celular.

A presenca de juncOes septadas observadas entre os canaliculos e a membrana
plasméatica da célula secretora em algumas regides pode estar relacionada a outros
aspectos alem de evitar a rota para-celular de secrecdo. Costa-Leonardo (1981) sugere
gue em Apis mellifera as juncdes septadas também auxiliam no ancoramento das células
secretoras nas células canaliculares, porém, Caetano (comunicacdo pessoal) acredita
apenas na funcao de isolamento.

Com relacdo ao grande granulo de proteina encontrado em uma das células, em
trabalhos com larvas da formiga Pachycondyla (=Neoponera) villosa, Zara et al. (2003)
mostraram estruturas com caracteristicas semelhantes presentes no corpo gorduroso.
Nesta formiga os granulos acumulados em células do corpo gorduroso s&o constituidos
de aminoé&cidos bésicos capturados da hemolinfa e atuariam como material de reserva.
Os autores sugerem que esta reserva poderia ser utilizada na reconstrucdo dos tecidos
durante a metamorfose ou na esclerotizagdo da cuticula do adulto. Entretanto, o granulo
encontrado em P. versicolor estava presente apenas em uma célula secretora de um
unico individuo, ndo sendo possivel fazer maiores inferéncias sobre seu papel.

Em Mellipona quadrifasciata anthidioides as glandulas hipofaringeas sofrem
mudancas ao longo da vida dessas abelhas que refletem um ciclo secretor unico. Este
ciclo é resultado dos papéis desempenhados pelas abelhas na colénia que, em principio,
possuem glandulas inativas apds a emergéncia, iniciando seu desenvolvimento logo
apos o comeco das atividades de cuidado com a cria e, por fim, entram na fase pos-
secretora assim que iniciam as atividades de forrageamento (CRUZ-LANDIM &
HADEK, 1969; CRUZ-LANDIM et al., 1986). Em insetos sociais como Polistes, onde
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a divisdo de trabalho nédo é tdo definida, de modo que os individuos ndo seguem uma
regra fixa e pré-determinada (REEVE, 1991), estabelecer um papel para as glandulas
hipofaringeas se torna uma tarefa mais complexa. Deste modo, ndo foi observado um
ciclo secretor preciso e definido para as glandulas hipofaringeas destes insetos, sendo
apenas descritos 0s principais aspectos da organizacdo das células secretoras destas
glandulas.

Provavelmente, a funcdo de producdo de alimento para larvas, desempenhada
pelas glandulas de abelhas, possa ser uma caracteristica mais derivada (apomorfica),
visto que grande parte dos Hymenoptera sdo predadores e, portanto, necessitam de
enzimas digestivas para processar o0s alimentos ingeridos. Neste caso, de acordo com as
caracteristicas das vesiculas de secre¢do presentes nas glandulas de P. versicolor, o
mais provavel é que, nesta espécie, as glandulas ainda tenham como principal papel, a
producdo de enzimas, aqui considerada como uma funcéo ancestral (plesiomorfica). No
entanto, as variadas caracteristicas anatbmicas apresentadas pelas glandulas
hipofaringeas de diversas espécies demonstram uma grande plasticidade destas
estruturas, que provavelmente, possam ter evoluido nas espécies mais derivadas, para
producdo de outros tipos de secrecdo. Além disto, mesmo nestas especies derivadas, a
funcdo primordial das glandulas hipofaringeas ndo parece se ter perdido. Maurizio
(1959) demonstrou que nas abelhas forrageiras mais velhas, onde as glandulas
hipofaringeas j& estdo em pleno processo de deteriorizacdo, ocorre 0 pico de producdo
de enzimas digestivas e, além disto, mesmo nas glandulas que estdo em franca producéo
de geléia real, alguma producdo de enzimas digestivas também pode ser observada.

O surgimento e a evolugdo da divisdo de castas devem ter sido guiados por
forcas conflitantes que promoveram a eficiéncia da especializacdo de um lado e, do
outro, a flexibilidade para se adequar as variacfes ambientais (ENGELS, 1990). Em P.
versicolor a flexibilidade das glandulas hipofaringeas deve ser um fator fundamental
visto que nesta espécie o custo da especializacdo em determinadas atividades poderia
ndo ser vantajoso para a colonia. Portanto, a especializacdo destas glandulas para uma
fungéo particularizada e puramente social, assim como ocorre nas abelhas, parece nio
ser provavel. O mais viavel seria que estas estruturas devam estar envolvidas com
processos digestivos, tanto por suas caracteristicas ultra-estruturais quanto pelos habitos

comportamentais da espécie.
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RESUMO

O presente estudo mostrou, por meio de técnicas histoquimicas, em conjunto
com analises comportamentais, a relacdo das glandulas hipofaringeas de Polistes
versicolor com as atividades realizadas pelas vespas. As principais variagdes
encontradas nas glandulas hipofaringeas ocorreram com relacdo a concentracdo de
secrecdo e ao diametro das células secretoras. Algumas glandulas com caracteristicas
degenerativas também foram relacionadas com as atividades das vespas. O
desenvolvimento glandular ndo mostrou relagdo especifica com nenhum
comportamento particular, podendo ndo estar relacionado a nenhuma funcdo social.
Entretanto as andlises realizadas nos diferentes ninhos indicaram que a maior média de

desenvolvimento glandular foi observada no ninho mais produtivo.
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ABSTRACT

The present study showed, through histochemical techniques and behavioral
analyses, the relationship between the hypopharyngeal glands and the activities
performed by individuals of some colonies of Polistes versicolor. The main variations
found in the hypopharyngeal glands are associated to the secretion concentration and
the diameter of secretory cells. The glandular development has no specific relationship
with any particular behavior and was not related to any social function. However, the
analyses performed using different colonies indicated that glandular development was
highest in the most productive nest.
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INTRODUCAO

Na grande maioria das espécies de Hymenoptera, uma atribui¢do a funcdo das
glandulas hipofaringeas s6 pode ser feita por inferéncias indiretas, relacionando sua
morfologia e seu grau de desenvolvimento com as atividades dos individuos, com as
caracteristicas comportamentais e, ainda, por analogia com Apis mellifera, onde seu
papel esté estabelecido com relativa seguranca (COSTA, 2002).

Nas espécies de abelha onde as glandulas estdo bem estudadas, a secrecdo
produzida representa um importante componente do processo de diferenciacdo de
castas, onde, na fase larval, apenas individuos que se tornardo rainhas recebem
continuamente esta secrecdo. Em Apis, esta &€ denominada de geléia real (DIXON &
SHUEL, 1963) e sua producdo ocorre nas glandulas de operarias que tém de 3 a 18 dias
de idade (FREE, 1980). A eficacia das glandulas hipofaringeas nesta atividade requer
alimentacdo rica em polen (CRAILSHEIM & STOLBERG, 1989). Sucedendo a
atividade nutridora, as operérias iniciam o forrageamento, sendo, nesta fase,
denominadas forrageiras. Durante esta atividade, as abelhas operérias realizam v60s
constantes para a coleta de alimento, suprimindo o consumo de polen e substituindo-o
por mel, que é um alimento mais energético. Esta mudanca coincide com a acentuada
reducgdo das glandulas hipofaringeas (CRUZ-LANDIM & SILVA DE MORAES, 1973;
SILVA DE MORAES & BOWEN, 2000) e com a marcante producdo de enzimas
digestivas, como a invertase (SIMPSON et al., 1968). Portanto, no decorrer da vida de

uma abelha adulta, as glandulas hipofaringeas sofrem alteragdes morfologicas de acordo
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com os estagios da vida desses animais, evidenciando um ciclo secretor (CRUZ-
LANDIM et al., 1986).

Em formigas, a fungdo desta glandula ndo é conhecida, entretanto, ha a
possibilidade de que sua secrecdo possa ser ingerida com o alimento, servindo na
digestdo, ou entdo, possa ser regurgitada para alimentar outros individuos da coldnia
(GAMA, 1985; AMARAL & CAETANO, 2005).

As Unicas evidéncias presentes, com relacdo a funcdo das glandulas
hipofaringeas, sdo apenas encontradas, como ja mencionado, em grupos com hierarquia
altamente organizada como as abelhas sociais, que possuem divisdo de casta e de
trabalho bem definidas e pré-estabelecidas (SZOLDERTZ & CRAILSHEIM, 1993).

Dentre os Vespidae, 0 género Polistes tem atraido a atencdo de pesquisadores,
por ser tido como “género chave” para o entendimento da evolugdo dos insetos sociais,
tanto pelo fato de ocupar uma larga faixa de areas climaticas, quanto pela a existéncia
de apenas uma leve diferenca entre castas, comprovando o estdgio primitivo na
evolugéo da organizacdo social (EVANS, 1958). Cumber (1951) relata que, em diversas
espécies de Polistes e Mischocyttarus, ndo ha diferenca morfoldgica ou variacdo de cor
significativas.

A hierarquia, nos ninhos desta espécie, ocorre de forma linear e é estabelecida
pela dominagdo fisica e pela utilizacdo de oofagia e larvifagia diferenciais, onde as
vespas distinguem sua cria das demais e ingerem o0s descendentes da concorrente
(PARDI, 1948). Esse processo faz com que uma das fémeas se torne dominante
(PARDI, 1948; GOBBI, 1977). Entretanto, no decorrer do ciclo de vida de uma colénia,
a hierarquia pode ser abalada pelo aparecimento dos individuos reprodutores ou pelo
aumento populacional (GOBBI, 1977).

Além disso, a divisdo das tarefas na col6nia também ndo acompanha um padrédo
restrito (ZARA & BALESTIERI, 2000; GIANNOTTI, 2002), de modo que a
observacdo individual das vespas passa a ser 0 Unico meio para se agrupar os individuos
por categoria comportamental. As principais atividades realizadas em uma colonia de
Polistes sdo as atividades de forrageamento, alimentacdo de imaturos, inspecédo e
manutencdo do ninho, atividades de dominéncia e subordinacdo, e alguns outros
comportamentos relevantes pela sua frequéncia, como, por exemplo, permanecer imovel

no ninho (GIANNOTTI, 2001). Essas caracteristicas somente podem ser determinadas
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pelo fato dos ninhos de Polistes serem abertos, o que possibilita a observacao das suas
atividades.

Poucos estudos relacionados com a morfologia das glandulas hipofaringeas sao
encontrados para P. versicolor. Nesta espécie a glandula é constituida por células
secretoras esféricas e individuais ligadas por canaliculos diretamente a placa
hipofaringea (CRUZ-LANDIM & SAENZ, 1972; BRITTO et al., 2004). Este padrao as
tornam distintas de abelhas eussociais e algumas espécies de formigas mais derivadas,
cujas glandulas possuem um duto excretor unico, ao qual estdo ligadas todas as
unidades secretoras, que podem ser uni ou pluricelulares (CRUZ-LANDIM, 1967;
GAMA, 1985). Assim, anatomicamente, as glandulas de P. versicolor encontram-se em
um estadgio mais primitivo, mas ndo ha evidéncias de outros estudos que estejam
relacionados com a funcdo destas estruturas.

Considerando que na biologia dos insetos sociais o desenvolvimento de um
programa de trabalho é acompanhado por mudancas fisioldgicas importantes,
relacionadas com a idade e o comportamento dos individuos, e que estas sao
acompanhadas por alteracfes funcionais de glandulas exocrinas, o estudo destas
estruturas, praticamente inexistentes em vespas, representa uma excelente contribuigéo
para a melhor compreenséao da biologia destes insetos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos determinar em quais situacfes
comportamentais ocorre o desenvolvimento glandular. Para isso, foram analisados 0s
comportamentos das vespas de diferentes ninhos, na tentativa de melhor conhecer sua
organizacdo hierarquica. Em seguida, foram determinados os principais papeis de cada
individuo, para que suas caracteristicas particulares pudessem ser relacionadas com o

desenvolvimento glandular.
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MATERIAL E METODOS

1. Observacgéao das colonias

Foram estudadas trés col6nias em fase de pos-emergéncia, sendo uma observada
entre os meses de fevereiro e abril de 2003, e as outras duas no més de janeiro de 2004.
As colbnias foram, respectivamente, denominadas de N1, N2 e N3. A colbnia N1 foi
observada por 40 horas e as colonias N2 e N3 por 35 horas cada.

Cerca 45 dias antes das observacgdes (tanto em 2003 quanto em 2004), vespas
recém emergidas foram diariamente coletadas para marcagdo. Apos serem coletados 0s
espécimes foram transportados para o laboratério, onde foram anestesiados rapidamente
sob baixa temperatura. Em seguida, estes foram marcados com tinta de aeromodelismo
Testors, na regido centro-dorsal do térax, para a identificacdo individual (Apéndice 1).
Dando prosseguimento, os espécimes foram mantidos em recipientes individuais até a
completa secagem da tinta e, posteriormente, reintroduzidos em suas respectivas
coldnias. Este procedimento foi efetuado para que espécimes de diferentes idades
estivessem presentes nos ninhos no inicio das observagdes. O mesmo procedimento
também foi realizado durante as observacgdes todas as vezes que novas vespas emergiam
nos ninhos.

As observagdes no ninho N1 foram realizadas por cerca de sete dias
intercalados, por més. As anotacfes foram coletadas em turnos de 2 horas por dia de
observacdo. Ja os ninhos N2 e N3 foram analisados por cinco dias consecutivos, cada

um, em turnos de 7 horas diérias. Assim, as observacfes em N1 corresponderam aos
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atos comportamentais da coldnia durante boa parte do seu ciclo de pds-emergéncia. Ja
as observacOes feitas em N2 e N3, que também estavam em pds-emergéncia, foram
consideradas mais pontuais, determinando apenas as caracteristicas comportamentais
momentaneas das colonias (determinado em 5 dias).

Com todos os espécimes devidamente marcados, iniciaram-se as atividades de
analise comportamental. Tendo como base os trabalhos de Zara & Balestieri (2000) e
Giannotti (2001), foi estabelecido um repertorio comportamental no qual as atividades
de cada individuo foram registradas a cada 5 minutos (Apéndice 2).

Para a analise dos resultados, as atividades consideradas mais relevantes para o
desenvolvimento das glandulas hipofaringeas foram agrupadas em outra tabela, onde
foram levadas em conta as atividades de forrageamento, trofalaxis adulto-adulto,
receber e/ou mastigar presa, trofalaxis larva-adulto, alimentar larva, construcéo,
aplicacdo de secrecdo no ninho, comportamento de dominancia, comportamento de
subordinacdo e permanecer imdvel no ninho.

O comportamento trofalaxis adulto-adulto consistiu na transferéncia de alimento
regurgitado (néctar ou exudatos) entre adultos. Ja em trofalaxis larva-adulto, somente
foi levado em consideracdo o oferecimento de saliva larval para os adultos, sendo
observado quando a vespa inseria sua cabeca em uma célula e Ia permanecia por mais
de 10 segundos.

As atividades de forrageamento incluiram os comportamentos de coleta de
liquido, presa, fibra vegetal e viagem infrutifera. Alimentar larva incluiu os
comportamentos de oferecer alimento liquido ou presa para a larva. Construcao incluiu
0s comportamentos de iniciar nova célula, aumentar células e mastigar fibra vegetal.
Comportamento de dominéncia incluiu vibrar abdome, ataque fisico, confronto e botar

(0)V/oR

2. Analise dos dados comportamentais obtidos

A analise dos dados comportamentais adquiridos somente levou em
consideracdo os individuos presentes na coldénia no momento da coleta, jA que a
presenca ou auséncia de similaridade comportamental foi, posteriormente, relacionada

com o desenvolvimento glandular. Assim, os comportamentos quantificados dos
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especimes que desapareceram da coldnia durante os periodos de observacdo ndo foram
analisados.

Desta forma, as tabelas obtidas em cada ninho foram analisadas utilizando-se a
Anélise dos Componentes Principais (também conhecida como PCA). O mesmo tipo de
analise ja foi previamente utilizado em estudos comportamentais de outros
Hymenoptera (GADAKAR & JOSHI, 1983; FRESNEAU & DUPUY, 1988;
THERAULAZ, 1990).

A PCA é um tipo de manipulacdo matematica que consiste numa transformacéo
linear de "m™" variaveis originais em "m" novas variaveis, de tal modo que a primeira
nova variavel computada seja responsavel pela maior variacdo possivel existente no
conjunto de dados. A segunda varidvel responde pela segunda maior varia¢do possivel.
As proximas variaveis seguem o mesmo padrdo até que toda a variacdo do conjunto
tenha sido explicada (REYMENT & JORESKOG, 1996).

As novas variaveis, originadas através da correlagdo entre os dados, sdo as
componentes principais e, geralmente, as duas ou trés primeiras componentes da nova
matriz gerada explicardo a maior parte da variabilidade presente no conjunto de dados
(no presente caso, a variabilidade presente entre os diferentes comportamentos). Esta
nova matriz apresentara numeros (ou cargas) que podem ser considerados como uma
medida da relativa importancia de cada item analisado dentro de cada componente
principal gerada. Os respectivos sinais de cada carga (positivos ou negativos) indicam
se as relacbes destas com as componentes sdo diretamente ou inversamente
proporcionais.

Ao se multiplicar a nova matriz, que apresenta as cargas de cada variavel nas
componentes principais, pela matriz original de dados, uma terceira matriz é obtida.
Esta Gltima é uma matriz de contagens (scores) de cada caso (no presente estudo, de
cada individuo) em relacdo as componentes principais.

Esses valores poderdo entdo ser dispostos num grafico de dispersdo de duas ou
trés dimensdes, em que 0s eixos SA0 as componentes principais mais importantes. Assim
pode-se mostrar o relacionamento entre os casos (ou entre individuos) de acordo com as
variaveis de interesse (ou seja, 0s comportamentos). Isto permite a visualizacdo mais
nitida da relacdo entre 0os componentes mais representativos do estudo de modo que,

individuos que possuem repertérios comportamentais semelhantes tendem a ficar
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proximos nos graficos de PCA, enquanto os individuos comportamentalmente
diferentes ficardo mais distantes (ver Apéndice 3).

As andlises empregadas no presente trabalho foram realizadas em computador,
com o auxilio do programa PC-Ord 4.0.

3. Preparacdo das glandulas hipofaringeas

Ap0s serem coletadas, as vespas foram anestesiadas com gradual diminuicdo da
temperatura até 4°C. Com auxilio de pincas e microtesoura, as glandulas hipofaringeas
foram retiradas sobre placa de Petri de dissec¢do com solucdo fisioldgica para insetos
(NaCl 7,5¢/L, Na,HPO, 2,38g/L e KH,PO, 2,72g/L), sob estereomicroscépio Westover.

Ap0s a disseccdo, as glandulas foram fixadas em Paraformaldeido 4%, durante 4
horas, colocadas em tampdo de fosfato de sodio (0,1 M; pH 7,4) por 24 horas,
desidratadas por meio de sucessivos banhos de etanol nas concentrages 70% , 80% ,
90% e, dois banhos em etanol 95%, por 30 minutos cada. Em seguida, as glandulas
foram imersas numa solucdo de resina de embebicdo (Leica) com etanol 95% (1:1)
durante 4 horas a temperatura ambiente, e s6 entdo foram colocadas em resina de
embebicdo pura, por 24 horas, para perfeita infiltracdo da resina no material, sendo
mantidas resfriadas a aproximadamente 4°C. Dando prosseguimento, as glandulas foram
colocadas em resina de inclusdo (Leica) com polimerizador (15:1) e mantidas em estufa
a 37°C, por 24 horas, para completa polimerizagdo da resina.

Os blocos de resina contendo as glandulas foram colados em suportes e foram
cortados no micrétomo Leica RM 2145, com espessura de 5,0um e colocados sobre
laminas para microscopia dptica.

Para a andlise das glandulas, foram utilizadas as técnicas histoquimicas de Azul
de Bromofenol e PAS para a determinacdo da concentracdo de secrecdo, ja que foi
constatado que a atividade metabolica das células esté relacionada com a concentracéo
de secrecdo (ver capitulo 2). Também foram levados em conta os didmetros das células
secretoras, que foram relacionados com os comportamentos das vespas. Além disto, foi
também empregada a técnica de Verde de Metila-Pironina, para a verificagdo de

variacdo morfoldgica entre as células secretoras.
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3.1. Técnica do Azul de Bromofenol para evidenciar proteinas (PEARSE, 1985)

As laminas contendo o material foram coradas com solucdo de Azul de
Bromofenol, & temperatura ambiente, durante 2 horas. Em seguida foram banhadas em
solucdo aquosa de &cido acético 0,5%, por 5 minutos e lavados em &gua destilada. Ap6s

a secagem, as laminas foram montadas com Balsamo do Canada.

3.2. Técnica de PAS para evidenciar glicoconjugados neutros com grupamentos 1,2
glicol (McMANUS, 1946)

Os cortes foram hidratados e em seguida mergulhados em acido periodico 1%
por 5 minutos em temperatura ambiente. Ap6s nova lavagem em agua destilada, as
laminas foram colocadas no reagente de Schiff a temperatura ambiente, por 15 minutos
no escuro. Em seguida, as ldaminas foram lavadas em agua corrente, por 5 a 10 minutos

e, apbs a secagem, foram montadas em Balsamo do Canada.

3.3. Técnica do Verde de Metila-Pironina para marcacgéo diferencial de DNA e RNA
(MOFFITT, 1994)

Adicionou-se um grama de Verde de Metila a 200mL de tampéo acetato 0,2M
(pH 4,9). Esta solucdo foi lavada com cloroférmio até tornar-se transparente. Este
procedimento retira as impurezas do Verde de Metila. A solucdo resultante serviu como
solucgéo estoque, sendo mantida a 4°C. A cada 50 mL da solugédo estoque, previamente
filtrada, foi adicionado 0,1 g de Pironina Y. As seccdes da glandula, dispostas em
laminas, foram coradas por 3 horas, a temperatura ambiente. As laminas foram entdo
lavadas em agua destilada a 1°C por 4 segundos. Ap0s a secagem, foram montadas em
Bélsamo do Canada.

4. Determinacdo da concentracdo de secrecdo e do didmetro médio das células
secretoras

Para efeito de comparacdo, foram calculadas a concentracdo de secrecdo
presente nas glandulas hipofaringeas e os didmetros médios das células secretoras das
diferentes vespas analisadas. As medidas foram obtidas com o auxilio do programa de

analise de imagens Leica QWin
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O diametro celular medio foi determinado logo ap6s a disseccao das vespas. As
glandulas foram individualmente transferidas para laminas escavadas contendo fixador
(paraformaldeido 4%). Para cada glandula, foram mensurados os diametros de 10
celulas secretoras, sendo posteriormente obtido o valor médio para cada individuo. Os
resultados obtidos foram estatisticamente testados utilizando a anélise de variancia
ANOVA para um fator com nivel de significancia de 0,05.

Para se determinar a concentracdo de secregéo, as laminas cuja secrecdo obteve
reacdo positiva para as diferentes técnicas foram utilizadas. Para cada glandula foram
determinadas a area recoberta com secrecédo e a area ocupada pelas células inteiras. Este
procedimento foi realizado em seccdes de distintas regides das glandulas, de modo a se
cobrir quase o volume total das mesmas. As porcentagens de area recoberta com
secrecdo, aqui denominadas de concentracdo de secrecdo, foram calculadas da seguinte
forma: Concentragio de Secrecdo (%) = Area Recoberta com Secrecdo x 100 / Area
Celular Total.
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RESULTADOS

As principais variagfes encontradas nas glandulas hipofaringeas estdo
relacionadas com a concentracdo de secrecdo e com o diametro das células secretoras
(Tabelas 1, 2 e 3). De acordo com as andlises de variancia empregadas, as diferengas
entre o didmetro das células secretoras foram consideradas significativas (P<0,0001
para todos os ninhos). Algumas glandulas com caracteristicas degenerativas foram,
também, relacionadas com as atividades das vespas.

1. Anélise comportamental e sua relacao com o desenvolvimento glandular

Foram observados nas colbnias N1, N2 e N3 diversos comportamentos das
vespas que foram julgados relevantes para o desenvolvimento das glandulas
hipofaringeas, sendo os resultados obtidos descritos nas tabelas 4, 5 e 6.

Notou-se que as glandulas hipofaringeas ndo apresentaram maior ou menor grau
de atividade frente a algum comportamento especifico. O mesmo ocorreu com relagéo
ao didmetro das células secretoras, que foi varidvel em individuos que apresentaram
uma série comportamentos em comum e, em outros casos, foram semelhantes em
individuos comportamentalmente diferentes. Por exemplo, analisando-se as atividades
de forrageamento, observou-se que, em determinados casos as glandulas hipofaringeas
apresentaram desenvolvimento acentuado em individuos que possuiam grande

freqiiéncia deste comportamento (individuos L, N e O do ninho N2) (Tabelas 2 e 5).
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Entretanto, outros individuos que ndo realizaram esta tarefa (H e P do ninho N2),
também tiveram glandulas com alto grau de atividade secretora (Tabelas 2 e 5).

O mesmo poOde ser observado com relagdo a todos 0s outros comportamentos
realizados pelas vespas de todos os ninhos analisados (Tabelas 1 a 6).

Também nédo foram encontradas evidéncias claras da funcao glandular quando
foram comparados 0s comportamentos de vespas que possuiam as glandulas com
caracteristica de maior atividade. As vespas H, P e AC do ninho N1 (Tabela 1), por
exemplo, foram as que tiveram glandulas com maior concentragcdo de secrecdo da
colénia. Entretanto, nota-se que, comportamentalmente, estes individuos néo
apresentaram relagfes que os determinassem como um grupo (Tabela 4). O mesmo
pode ser observado para os individuos H e L do ninho N2 (Tabelas 2 e 5) e individuos
B, F e J do ninho N3 (Tabelas 3 e 6). No tocante ao didmetro das células secretoras
também néo foi observada nenhuma relacéo.

Como dificilmente foram observadas vespas que tinham preferéncia no
desenvolvimento de apenas determinadas atividades (especializa¢do de tarefas), tentou-
se organizar as vespas por grupos relacionados com a maior afinidade comportamental
existente. Assim, além das tabelas de comportamentos realizados pelas vespas dos
ninhos N1, N2 e N3, também foram analisados os resultados da PCA para cada um
destes ninhos (Tabelas 7 a 9 e Figs. 1 a 6). Note que as figuras 1 e 2, por exemplo, séo
as mesmas. Entretanto, uma traz as medidas relacionadas com a concentracdo de
secrecdo encontrada nas glandulas e a outra mostra os diametros das células secretoras.
O mesmo foi realizado com as figuras 3 e 4, assim como com as figuras 5 e 6. Deste
modo, o desenvolvimento glandular foi analisado dentro de cada grupo formado, de
modo a se determinar algum tipo de relagdo funcional das glandulas hipofaringeas com
0s principais perfis de cada grupo.

Como os graficos fornecidos pela PCA apresentam apenas 0s trés primeiros
componentes principais (que aparecem em forma de eixos nos graficos), eles podem néo
explicar 100% da variabilidade encontrada entre as vespas. A variancia total obtida com
a soma dos trés primeiros eixos dos ninhos N1 e N3 foram de 74,3% e 84,71%,
respectivamente (Tabelas 7 e 9). Deste modo, o grafico apresentou uma contribuicao
considerada adequada para a explicacdo da variacdo comportamental encontrada nestes

ninhos. No caso do ninho N2, a soma das variancias encontrada nos trés primeiros eixos
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foi de 63,44% (Tabela 8). Somando-se as variancias obtidas no quarto eixo, este valor
aumentou 74,13%. Neste caso a analise ficaria mais representativa. Entretanto, as
analises graficas ndo suportam mais do que trés eixos (ou seja, trés dimensbes). Apesar
disto, diversas caracteristicas encontradas neste ninho, durante as observacdes, puderam
ser constatadas com o auxilio dos graficos da PCA, obtidos apenas com os trés
primeiros eixos.

Assim, com o agrupamento dos individuos pela PCA e com o auxilio das tabelas
de comportamentos, os dados foram comparados de acordo com grau de atividade das

glandulas hipofaringeas.

1.1. Ninho N1

O gréfico obtido com as anélises de PCA demonstrou alguns individuos isolados
dos demais e outros (a maioria deles) agrupados em apenas uma regiao do grafico (Figs.
1 e 2). Esta caracteristica foi observada tanto no grafico que representa o plano formado
pelos eixos 1 e 2 (denominado de Plano A), quanto no grafico que representa o plano
formado pelos eixos 1 e 3 (denominado de Plano B), sendo que, juntos, os dois planos
representam uma unica figura tridimensional (formada pelos eixos 1, 2 e 3) (Fig. 1). No
presente ninho, a concentracdo de secrecdo das glandulas hipofaringeas variou de cerca
de 0 a 20% e o diametro médio das células secretoras variou entre 50 e 70um (Tabela
1).

Algumas vespas como N, AC e AD apresentaram-se isoladas tanto no Plano A
quanto no B (Fig. 1). Esta caracteristica aponta-os como individuos de caracteristicas
comportamentais distintas dos demais. A vespa N apresentou-se bem ativa na colonia,
como uma tipica operaria, mostrando, de forma significativa, os comportamentos de
forrageamento para coleta de liquido, trofalaxia com outros adultos e com as larvas,
além de realizar atividades de alimentacdo das larvas (Tabela 4). Suas glandulas
hipofaringeas apresentaram média de 10,58% (Fig. 1) de secrecdo e diametro celular de
60,34um (Fig. 2). Portanto, para este individuo, ambas as medidas ficaram na média
geral, com relacéo as outras vespas do mesmo ninho.

O individuo AC estd préximo ao individuo N no Plano B (Fig. 1). Este fato
ocorreu, principalmente, pelo grande niumero de comportamentos de trofalaxia (com

larvas e outros adultos) apresentado por ambos. Entretanto, no Plano A, AC aparece
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isolado devido, principalmente ao elevado nimero de comportamentos de dominancia,
além de ser uma das unicas trés vespas no ninho a botar ovos (Tabela 4). Esta vespa
apresentou-se, portanto, como a dominante da colbnia, sendo este fato também
observado pelo comportamento de forrageamento ser raro para ela. Com relagdo as
glandulas hipofaringeas a vespa AC apresentou 16,89% de secre¢do. Ja o diametro
celular médio foi de 70,94um, sendo este o valor mais alto apresentado entre as vespas
estudadas (Fig. 2).

A vespa AD apresentou-se relativamente isolada nos Planos A e B (Fig. 1). Esta
vespa obteve grande numero de comportamentos de dominancia, o que explica sua
aproximacdo a vespa AC, quando comparada com outras vespas da col6nia (Fig. 1).
Além deste comportamento, AD também realizava de forma expressiva 0s
comportamentos de construcdo do ninho e trofalaxia com as larvas. Além disto, esta
vespa apresentou, por algumas vezes, 0 comportamento de botar ovos (Tabela 4). As
glandulas hipofaringeas de AD apresentaram concentracdo de secrecdo muito baixa
(1,38%) (Fig. 1), mas o didmetro celular médio ficou entre os maiores (65,0um) (Fig.
2).

A vespa P apresentou-se isolada no Plano B (Fig. 1), devido ao elevado namero
de comportamentos relacionado com a coleta de presas. Neste ninho, a vespa P foi a que
apresentou este comportamento com maior freqiiéncia. Entretanto, no Plano A, esta
vespa apresentou-se proxima de F, G, R, O, Z e AA (Fig 1). De forma geral, a vespa P
apresentou diversos outros comportamentos, entretanto, estes foram realizados com
frequéncia baixa. Sua proximidade com os outros individuos no Plano A foi relacionada
com o comportamento de trofalaxia adulto-adulto, j& que tanto P quanto estas outras
vespas realizaram este comportamento de forma relativamente pronunciada. As
glandulas hipofaringeas de P apresentaram concentracdo de secre¢do de 18,6% e
didametro celular médio de 65,0um, ficando, ambos os valores, entre os mais altos da
coldnia.

Portanto, as vespas F, G, O, P, R, Z e AA formaram um grupo de vespas
localizadas na regido central do Plano A do gréfico de PCA (Fig. 1). Juntamente com
estas, apareceram diversas outras (K, S, U, X, W e Y), sendo que a caracteristica que
mais as definiram como um grupo foi o comportamento de trofalaxia adulto-adulto.

Entretanto, observando-se o grupo como um todo, atribuiu-se a ele a caracteristica de
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generalista, ndo se observando especializacdo na realizacdo de alguma tarefa especifica.
Apenas G se destacou mais por realizar de forma mais expressiva o comportamento de
forrageamento para coleta de liquido e, R pelo nimero de comportamentos relacionados
com construgdo. Neste caso, observou-se o maior distanciamento no Plano B para
alguns individuos como estes (Tabela 4).

De qualquer forma, a concentracdo de secrecdo apresentada pelas glandulas
hipofaringeas destas vespas foi muito varidvel. Foram encontradas desde glandulas com
auséncia de secrecdo (caso da vespa R), até glandulas com cerca de 18% de secrecao
(Fig. 1). Variacgéo entre vespas proximas, no grafico, também foi observada com relacao
ao diametro das células secretoras (Fig. 2).

O individuo J também se manteve proximo a este grupo no Plano A. Entretanto,
no Plano B ele apareceu mais distanciado, juntamente com O (Fig. 1). Estes individuos
tiveram alguns comportamentos com frequéncia em comum, entretanto, J apresentou o
comportamento de construcdo de forma significativa e 0 comportamento de permanecer
imdvel com baixa freqiiéncia (Tabela 4). As glandulas desta vespa apresentaram claros
sinais de degeneracdo, com o citoplasma apresentando varios vacutolos (Fig. 7).

Os individuos A, B, C, D e E ficaram totalmente sobrepostos no grafico de PCA
(Fig. 1). Estes individuos eram todos recém-emergidos, ndo sendo determinados seus
comportamentos (Tabela 4). Neste caso a concentracdo de secrecdo encontrada foi
muito proxima (A = 1,36%; B = 0%; C = 0%; D = 2,76% e E = 1,18%) e o diametro
celular médio teve uma pequena varia¢do na maioria dos individuos (A = 53,3um; B =
49,6pum; C =54,5um; D = 58,7um e E = 58,0um).

Proximos a estes individuos ficaram H, I, L, M, T e V, sendo estes
determinados como os mais sedentarios ou como 0s mais ausentes da colonia devido ao
baixo numero de comportamentos registrados (Tabela 4). A concentracdo de secre¢do
encontrada nas glandulas destes individuos foi muito varidvel, sendo encontradas desde
glandulas com 1,43% (vespa I) até glandulas com 20,43% de secrecdo (vespa H) (Fig.
1). J& didametro celular médio encontrado nas glandulas destas vespas apresentou
variagdo menor na maioria das vespas (H = 58,7um; | = 65,8um; L = 53,0um; M =
55,5um; T =51,7um e V = 52,0um) (Fig. 2).

O agrupamento apresentado pela maior parte dos individuos, tanto no Plano A

quanto no B, mostrou que o repertorio comportamental das vespas desta colonia foi téo
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variavel que ficou dificil a determinagdo de outros grupos de individuos que tivessem
alguma caracteristica comportamental especifica. Este fato ocorreu principalmente
devido ao baixo numero de comportamentos apresentados por estes individuos. Ou seja,
0 pequeno numero de comportamentos apresentados ndo permitiu a determinacdo de
uma caracteristica comportamental Unica para estes individuos.

Devido ao grande numero de vespas existentes na col6nia durante os periodos de
observagdo e a instabilidade com relacdo ao controle e manutencdo da hierearquia,
observou-se neste ninho um ndmero mais baixo de comportamentos de permanecer
imével do que nos ninhos N2 e N3. Além disto, muitas vespas nao estavam presentes
em todos os dias de observacdo, o que acarretou no baixo nimero de comportamentos

registrados para elas.

1.2. Ninho N2

O PCA de N2 mostrou alguns individuos gque se distanciaram dos demais devido
a algumas caracteristicas comportamentais destacadas. O individuo P apresentou-se
isolado no gréfico, tanto no Plano A, quanto no Plano B (Fig. 3 e 4). As tendéncias
comportamentais desta vespa estavam relacionadas com comportamento de dominancia
e trofalaxia com as larvas, além de botar ovos (comportamento exclusivo). Estas
evidéncias (principalmente a de botar) indicaram esta vespa como a dominante (Tabela
5).

A concentracdo de secrecdo encontrada nas glandulas hipofaringeas desta vespa
foi considerada entre as mais baixas do ninho em questdo (11,02%) (Fig. 3), sendo que,
a variacdo geral encontrada entre as outras vespas do mesmo ninho foi entre 10% e 30%
(Tabela 2). Com relacéo ao diametro das células secretoras, esta vespa apresentou média
de 63,5um, sendo o maior valor encontrado no ninho (Fig. 4).

Notou-se que o gréafico apontou uma divisdao entre individuos que contribuiam
efetivamente para o desenvolvimento da coldnia e individuos que estavam menos
envolvidos com as atividades do ninho.

Os individuos A e J, que apareceram em posicdes relativamente similares nos
planos A e B do gréafico (Fig. 3), foram considerados os mais sedentarios da colonia,
apresentando baixos indices de saidas para forrageamento e de outros comportamentos

que os indicassem como individuos atuantes na coldnia (Tabela 5). Para o individuo A,
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0 baixo numero de comportamentos realizados poderia estar relacionado com sua idade,
que foi inferior a das outras vespas ninho (Tabela 2). As concentracdes de secrecdo
exibidas pelas glandulas destes individuos foram de 11,01% para A e 28,02% para J,
sendo estas diferencas consideradas significantes. Com relagdo ao didametro celular, o
individuo A apresentou 61,5um enquanto o J apresentou 53,0um. Para as duas vespas,
os resultados de concentracdo de secrecdo e diametro das células secretoras foram
inversos.

Também ficaram agrupados nos planos A e B do gréafico de PCA, os individuos
B, C, F, I e K (Fig. 3). Este agrupamento deu-se de forma mais consistente no plano B
e, a distancia maior apresentada no plano A esté relacionada com as particularidades de
cada individuo.

As distancias presentes entre os individuos | e K em ambos os planos foram
praticamente as mesmas (Fig. 3). Observando-se a tabela de comportamentos, notou-se
que estes individuos ndo mostraram preferéncia na realizacdo de alguma tarefa
especifica, realizando vérias delas com freqiéncia muito parecida entre eles. Além
disto, as atividades de forrageamento foram pouco realizadas por estes individuos. Com
relacdo as glandulas hipofaringeas, estes individuos apresentaram células com didmetro
muito similar, sendo que | obteve o valor de 47,0um e K, 47,8um. J4 a concentracdo de
secrecdo encontradas nestas glandulas foi diferente, sendo que I apresentou 13,08% e
K, 27,4%.

O individuo F ficou muito préximo de | no plano B. Diversos comportamentos
apresentados por F foram semelhantes a I, sendo que a distancia maior apresentada no
plano A deva estar relacionado com o fato do individuo F realizar um pouco mais as
atividades de forrageamento e, também, por ser uma vespa mais subordinada. A mesma
situacdo ocorreu com o individuo B, que teve alguns comportamentos com freqliéncia
semelhante a | e K, mas, apresentou com maior destaque 0 comportamento de
forrageamento (principalmente para presas).

O individuo C, que se apresentou préximo aos individuos B, K, | e F, também
mostrou um repertério comportamental bem variado, tendo a freqiéncia de alguns
comportamentos similar aos outros localizados na mesma regido. Entretanto, para este
individuo, destacaram-se as atividades de trofalaxia com as larvas e de forrageamento, o

que explicaria a distancia apresentada com relagdo aos outros individuos com
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comportamentos mais proximos. Entre estes individuos, as glandulas hipofaringeas
também ndo apresentaram semelhancas. As concentracdes de secrecdo encontradas
foram: B = 24,92%; C = 10,82%; F = 0,99%; K = 27,40%. Com rela¢do ao didmetro
das células secretoras, os valores obtidos foram: B = 52,4um; C = 59,4um; F = 54,3um;
| =47,0um; K = 47,8um.

Nas glandulas dos individuos A e B encontrou-se alguma secrecdo, entretanto, o
que chamou mais a atencdo para estas glandulas foi o grande nimero e tamanho dos
vacuolos no citoplasma. Comportamentalmente, estes individuos apresentaram algumas
diferencas, sendo B, uma vespa que se comportava como uma forrageadora e A, uma
vespa mais sedentéria. No caso de A, 0 menor nimero de comportamentos também
pode estar relacionado com sua idade (Tabela 2). As maiores semelhancas entre elas se
deram com relagdo aos comportamentos realizados com menor expressividade.

Para os individuos B e C, os comportamentos de coleta de presa e trofalaxia com
as larvas foram os mais expressivos. Entretanto, estes individuos também apresentaram
variacdo na concentracdo de secrecdo das glandulas hipofaringeas (B = 24,92% e C =
10,82%). O mesmo ocorreu com o didmetro das células secretoras, que apresentaram
diferenca de 7um (B = 52,4um e C = 59,4um).

Os individuos D, E, G, H e M ficaram agrupados em regido préxima no plano
A. Ja no plano B houve o distanciamento dos individuos D e E do grupo (Fig. 3).

Os individuos D e E juntos, se destacaram pelo comportamento de construgéo,
obtendo frequéncia similar para os comportamentos de aplicar secre¢cdo no ninho e
trofalaxia adulto-adulto (Tabela 5). O maior distanciamento apresentado entre estes
individuos no plano A se deu pela diferenciacdo com relacdo ao comportamento de
forrageamento, onde D apresentou alta taxa de forrageamento para fibra vegetal, além
de algumas saidas para coleta de liquido. J& o individuo E apresentou apenas baixa
freqiiéncia de coleta de fibra vegetal. Houve pequena variagdo na concentracao de
secrecdo de suas glandulas, que apresentaram 23,35% para D e 18,17% para E. Os
didmetros das células secretores apresentaram media de 54,4um para D e 47,7um para
E.

J& os individuos G e M, tiveram glandulas com concentracdo de secrecdo
aproximada (G = 16,86% e M = 13,26%), tendo, também, diversos comportamentos

com frequéncias semelhantes, destacando-se trofalaxia com larvas e adultos,
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alimentacdo das larvas e comportamento de dominancia (Tabela 5). As principais
diferencas entre estes individuos se deram com relacdo ao comportamento de
forrageamento, onde G apresentou preferéncia pela coleta de liquido e fibra vegetal,
enquanto M apresentou preferéncia pela coleta de presas. O didmetro médio das células
secretoras de ambas as vespas apresentou variagdo de cerca de 10um (G = 45,5um e M
= 55,7um).

A vespa H apresentou comportamentos muito semelhantes a G e M, destacando-
se as atividades de trofalaxia adulto-adulto e larva-adulto. Entretanto, para H, destacou-
se 0 comportamento de dominéncia (Tabela 5). No ninho N2 este comportamento s6 foi
superado pela vespa P. Nota-se que, apesar da distancia, a vespa H é uma das que mais
se aproxima de P, mantendo distancia relativamente fixa tanto no plano A quanto no B,
podendo ser a possivel substituta de P na dominancia. A concentracdo de secrecdo de H
foi a mais alta da colénia (30,17%). Ja o diametro celular médio obteve medidas
intermediérias (52,1um), quando comparado a outros individuos do ninho.

Juntos, os individuos encontrados nesta regido (vespas D, E, G, H e M) foram
classificados como generalistas, realizando diversas tarefas diferentes de forma
relativamente significativa (Tabela 5). As glandulas destas vespas, porém, nao
demonstraram um padréo Unico com relacdo ao seu desenvolvimento (Figs. 3 e 4).

Os individuos L, N e O, apresentaram-se isolados de todos os outros da col6nia
e entre si no grafico de PCA, tanto no plano A quanto no B (Fig. 2). Estes foram
considerados os individuos mais ativos da col6nia.

O individuo O, destacou-se pelo acentuado comportamento de coleta de liquido
e trofalaxia adulto-adulto, podendo esta ser considerada como uma vespa especialista
nesta tarefa (Tabela 5). Os outros comportamentos desta vespa foram desenvolvidos
com freguiéncia muito baixa, contando com o comportamento de permanecer imoével no
ninho. Além disto, 0 baixo nimero de comportamentos totais observados nesta vespa,
demonstraram que esta permanecia pouco tempo no ninho. Nesta vespa a concentragdo
de secrecdo observada foi de 16,19%, e o didmetro celular médio foi de 60,8um, nédo
sendo observadas caracteristicas de degeneragéo celular.

As vespas L e N tiveram alguns comportamentos com freqiiéncia em comum,
entretanto, N se mostrou mais ativa, possuindo a soma total de comportamentos maior

que L (Tabela 5). Além disto, diferentemente da vespa L, a vespa N apresentou
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acentuado numero de comportamentos de dominancia, o que deve ter determinado a
distdncia apresentada entre as duas vespas no grafico de PCA (Fig. 3). Estas vespas
apresentaram semelhangas com a concentragdo de secre¢do (L = 21,39% e N = 19,09%)
e didmetro celular médio (L = 55,6um e N = 53,6um). Entretanto, alem do
comportamento de dominancia, N também realizou comportamentos de alimentacdo das
larvas e trofalaxia com adultos, de forma expressiva, o que explicaria sua relativa
distdncia das outras vespas no grafico de PCA. Esta vespa apresentou-se como um
individuo muito ativo na realizagdo das tarefas do ninho. Apesar do desenvolvimento
intermediério indicado pela concentragdo de secrecdo, suas glandulas apresentavam
claros sinais de desgaste. Foram verificadas células com desenvolvimento assincronico,
de modo que, algumas apresentaram-se normais enquanto outras eram diferenciadas,

apresentando ndcleos bem irregulares (Fig. 7).

1.3. Ninho N3

Neste ninho, observou que a maioria dos comportamentos significativamente
relevantes para o desenvolvimento da col6nia ficou distribuido entre poucos individuos
(Tabela 6). Em parte, este fato é decorrente da idade de alguns dos espécimes, que
tinham entre zero e dois dias de idade (Tabela 3).

Outra caracteristica marcante deste ninho foi a auséncia do comportamento de
coleta de fibra vegetal e construcdo, durante o periodo de observacdes (Tabela 6).

O grafico de PCA apresentou distribuicdo semelhante dos individuos nos planos
A e B, sendo apenas constatado um distanciamento maior do individuo E em relagdo
aos individuos F e G no plano B do grafico (Fig. 5 e 6). Portanto, a posicéo relativa dos
outros individuos permaneceu semelhante no grafico.

Ficou evidente que o individuo H foi um dos mais envolvidos com os cuidados
com a prole (Tabela 6). Alguns comportamentos como alimentacdo das larvas,
trofalaxia com as larvas e receber e mastigar presas provaram a importancia desta vespa
para colénia. Além destes comportamentos, observou-se que esta vespa também
realizou comportamentos de dominancia e oviposigéo.

Neste ninho, a varia¢do na concentracao de secrecdo das glandulas hipofaringeas
foi mais ampla do que em N2, apresentando valores entre 1% e 29% (Tabela 3). A

vespa H, que foi considerada a dominante da col6nia, apresentou valor entre 0s mais
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baixos (8,95%) (Fig. 5). Esta vespa também apresentou valor entre 0os mais baixos,
referente ao diametro celular médio (49,7um) (Fig. 6).

Em um outro extremo do gréafico, apresentou-se o individuo I (Figs. 5), que
desenvolvia, principalmente, as atividades de forrageamento de liquido, trofalaxia com
os adultos e com as larvas, além das diversas viagens infrutiferas (Tabela 6). Esta vespa
atuava, portanto, como uma tipica operaria, contribuindo efetivamente para a
manutencdo da colbnia. As glandulas desta vespa apresentaram desenvolvimento
intermedidrio, tendo 19,99% de secrecdo e diametro celular de 56,5um.

A vespa G foi a que mais se aproximou de | no plano A (Fig. 5). Ela também se
caracterizou por ser um individuo bem ativo, embora menos que I. Entretanto, a vespa
G destacou-se por ser a unica no ninho envolvida com o forrageamento de presas. O
desenvolvimento glandular de ambas as vespas foi muito similar, sendo que G atingiu
19,76% de secrecdo. Entretanto, as células glandulares desta vespa mostraram claros
sinais de desgaste, sendo encontrado grande numero de vacuolos em seu citoplasma.
Sua proximidade com os individuos E e F, no plano A e, com o individuo D, no plano
B, estaria relacionada com uma série de comportamentos que estas vespas realizam com
freqliéncia parecida. Entretanto, o individuo G se destaca destes outros pelo acentuado
comportamento de forragear presas e pelo comportamento de subordinagéo (Tabela 6).

As vespas E e F ficaram relativamente préoximas a G no plano A (Fig. 5),
entretanto, suas afinidades parecem estar mais relacionadas com o0s comportamentos
que estas realizaram com menor frequéncia, do que com os comportamentos realizados
com maior frequéncia. Este fato p6de ser observado pelo maior distanciamento entre
estes individuos no plano B do gréafico, pois 0s comportamentos mais realizados por
estas vespas ndo foram coincidentes entre elas. Diferentemente de G, a vespa E se
destacou pelo grande nimero de comportamentos de aplicar secrecdo no ninho e, a
vespa F, pelo grande nimero de trofalaxia com as larvas. As glandulas hipofaringeas
das duas apresentaram, respectivamente, 11,77% e 24,10% de secre¢do, possuindo
caracteristicas normais, sem sinais de degeneragdo. O diametro médio apresentado pelas
celulas secretoras foi de 52,9um para E e 52,4um para F.

Também um pouco isolada das demais, encontrou-se a vespa J (Fig. 5). De fato,
ela ndo era uma vespa muito ativa na coldnia, porém, entre todos 0s comportamentos

por ela realizados, sobressaiu-se 0 de dominéncia, que foi o segundo maior da colbnia.
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Assim como no ninho N2, esta foi a vespa mais proxima da dominante (Fig. 5) e
apresentou a mais alta concentracdo de secrecdo da colbnia, atingindo 28,64% de
secrecdo. O didmetro das células secretoras foi o segundo mais alto da col6nia,
apresentando 58,2um. Entretanto, durante as observagOes, percebeu-se que esta vespa
passava pouco tempo na colénia, ndo sendo possivel dizer quais as atividades realizadas
por ela fora do ninho. Este fato também pdde ser constatado pelo baixo nimero de
comportamentos totais deste individuo.

Entre as vespas mais sedentarias desta colonia se enquadraram A, B, C e D,
sendo A e C, machos (Fig. 5). As vespas A, B e C foram as que exerceram menos
atividades no ninho, entretanto estas eram jovens e ainda ndo haviam saido do estagio
de inatividade apresentado pelas vespas emergidas ha pouco tempo. De qualquer forma,
observou-se que as glandulas hipofaringeas destas vespas apresentaram diferencas
bruscas com relacdo a concentracéo de secrecdo (Fig. 5). Notou-se que as glandulas de
A e C ndo apresentaram desenvolvimento significativo, entretanto, B apresentou
22,80% de secrecdo. O individuo D pbde ser considerado um sedentario tipico, ndo
apresentando nenhum comportamento realizado de forma expressiva, com exce¢do do
comportamento de permanecer imovel (Tabela 3). A concentracdo de secrecdo
encontrada em suas glandulas hipofaringeas foi de 19,16% e, o didametro celular médio
foi de 50,7um, aproximando-se de A e C, que apresentaram, respectivamente, 52,7 e
53,7um.

2. Desenvolvimento glandular geral nas diferentes colonias

Os ninhos N1, N2 e N3 apresentaram algumas caracteristicas que 0s
diferenciaram entre si. A primeira col6nia foi observada entre os meses de fevereiro,
marco e abril de 2003. Na fase de coleta dos espécimes, ela encontrava-se préxima ao
final do ciclo de desenvolvimento. Observou-se, entdo, que 0s principais
comportamentos realizados pelas vespas estavam relacionados com forrageamento de
liquido, ndo havendo muita coleta de presa e nem de material para constru¢do. Além
disto, grande parte das vespas permanecia muito tempo no ninho, saindo pouco para
forragear, enquanto as que mais saiam, alimentavam as sedentarias.

Os ninhos N2 e N3 foram observados em janeiro de 2004 e encontravam-se em

fase de pos-emergéncia. Ambos os ninhos foram observados em época de fartura
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alimentar, que ocorreu num periodo mais chuvoso em Rio Claro (Tabela 10). Assim
todos 0s recursos necessarios para o desenvolvimento de uma coldnia estavam
disponiveis.

N2 era uma colonia em plena fase de expanséo, com alta taxa de forrageamento
de presa e fibra vegetal (Tabela 11). O alto fluxo de alimento ai encontrado mostrou o
investimento da colbnia para o desenvolvimento da prole, que contava com grande
guantidade de alimento disponivel a todo tempo. Além disto, a coleta de fibra vegetal
também foi verificada, refletindo a alta taxa de crescimento do ninho e,
conseqiientemente, da col6nia.

O ninho N3 estava na mesma fase que N2, entretanto, no inicio do periodo de
observacdo, este ninho passou pelo processo de substituicdo da vespa dominante, de
modo que as relagdes entre as vespas do ninho ficaram conturbadas. N&o foi observado
forrageamento para coleta de fibra vegetal (Tabela 11) e apenas um individuo estava
realizando coleta de presa para alimentar as larvas (Tabela 6). Portanto, ndo estava
havendo nenhum esforco para garantir o progresso da colnia e, além disso, foi
observado, inimeras vezes, o comportamento de larvifagia (Tabela 11).

Além das diferencas encontradas com relacdo as fases de desenvolvimento de
cada col6nia, também foram observadas diferencas quanto ao desenvolvimento
glandular geral dentro de cada ninho (Fig. 8). Observou-se claramente, que 0 ninho N1
apresentou individuos possuindo desde glandulas sem secrecdo até glandulas com cerca
de 20% de secrec¢do. Ja no ninho N2, quase todos os individuos apresentaram glandulas
com desenvolvimento significativo, variando principalmente entre 10% e 30% de
secrecdo. No ninho N3 o desenvolvimento das glandulas hipofaringeas variou entre 3%
e 29%.



Capitulo 4 - Resultados 174

TABELAS
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TABELA 1. Concentracdo de secrecdo e diametro celular médio em vespas com diferentes
idades do ninho N1.

Concentragéo A Desvio P.
Individuo Idade (dias)  média dg Diametro celular ==
secrecao (%) medio (4m)  jiametro
A 0 1,36 53,25 4,628
B 0 0,00 49,58 4,554
C 0 0,00 54,47 6,750
D 0 2,76 58,67 7,415
E 0 1,18 57,95 6,830
F 7 10,32 68,60 9,585
G 7 13,57 61,29 7,116
H 8 20,43 58,67 7,415
| 8 1,43 65,80 9,515
J 9 0,14 57,86 3,834
K 9 8,49 55,83 4,513
L 10 9,76 53,03 4,908
M 10 12,88 55,47 4,413
N 15 10,58 60,34 4,673
O 18 12,86 ? ?
P 18 18,60 65,00 6,617
Q 20 3,56 57,95 6,830
R 25 0,00 54,30 6,606
S 26 1,21 66,09 7,559
T 26 12,04 51,70 6,715
U 26 3,60 59,37 7,509
\Y 27 1,18 52,02 7,944
W 33 1,34 52,32 3,873
X 35 0,00 59,19 7,802
Y 35 0,00 60,05 3,579
Z 38 3,28 49,58 4,554
AA 40 0,27 61,25 4,570
AB 70 1,37 62,27 5,596
AC 70 16,89 70,94 6,031
AD 92 1,38 65,00 6,617
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TABELA 2. Concentracdo de secrecdo e diametro celular médio em vespas com diferentes
idades do ninho N2.

Concentragdo Desvio
Individuo Idade (dias)  média 46 Diametro celular 5"

secrecio (%)  Medio (um)  giametro

A 6 11,01 61,56 13,187
B 15 24,92 52,37 5,730
C 15 10,82 59,41 7,410
D 15 23,35 54,42 5,471
E 15 18,17 47,65 4,913
F 17 0,99 54,33 5,417
G 17 16,66 45,48 4,714
H 17 30,17 52,15 5,426
| 17 13,68 47,04 5,019
L 18 28,02 52,92 6,245
K 18 27,4 47,73 6,583
L 28 21,39 55,36 7,389
M 29 13,26 55,65 6,915
N 31 19,09 53,57 6,804
O 50 16,19 60,79 6,105
P 50 11,02 63,46 10,128
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TABELA 3. Concentracdo de secrecdo e diametro celular médio em vespas com diferentes
idades do ninho N3.

Concentracao . Desvio P.
individuo Idade (dias)  média o Diametro celular =57

secrecao (%) médio (um) diametro
A 0 3,55 52,72 5,230
B 2 22,80 61,20 3,590
C 2 1,69 53,67 4,096
D 8 19,16 50,64 7,879
E 9 11,77 52,85 4,892
F 28 24,10 52,40 4,038
G 30 19,76 47,81 2,833
H 30 8,95 49,56 6,100
| 30 19,99 56,55 7,813
J 34 28,64 58,16 5,679
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TABELA 4. Numero de comportamentos apresentados por cada vespa coletada do ninho N1.
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TABELA 5. Numero de comportamentos apresentados por cada vespa coletada do ninho N2.
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TABELA 6. Numero de comportamentos apresentados por cada vespa coletada do ninho N3.
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TABELA 7. Autovetores das componentes principais, autovalores (eingenvalues), porcentagem
de variancia e porcentagem de varidncia acumulada obtidos a partir dos comportamentos
apresentados pelas vespas do ninho N1.

Componentes Principais

Comportamentos 1 2 3 4
Forrageamento Liquido -0,2417 0,3356 -0,2713 -0,2575
Forrageamento Presa -0,0713 0,1417 0,4758 0,3758
Coleta de Fibra Vegetal -0,1434 0,1142 0,6416 0,0245
Viagem Infrutifera -0,2999 0,0837 0,0211 -0,5264
Trofalaxis Adulto-Adulto -0,3140 0,3047 -0,0945 0,0203
Receber/Mastigar Presa -0,3201 0,0991 -0,0028 0,4314
Trofalaxis Larva-Adulto -0,3990 -0,0347 -0,0604 0,0102
Alimentar Larva -0,2994 0,3051 -0,0548 0,2474
Construir -0,2401 -0,1579 0,4314 -0,3581
Aplicar Secre¢&o no Ninho -0,2081 -0,3812 -0,2014 0,2685
Dominancia -0,3083 -0,3687 -0,0691 0,1613
Subordinacéo -0,1345 0,3898 -0,1798 0,0535
Botar Ovo -0,2642 -0,4024 -0,0857 -0,0025
Permanecer Imovel -0,3036 -0,1742 0,0356 -0,1942
Autovalores 5,623 3,008 1,774 1,092
Variancia (%) 40,164 21,487 12,673 7,798

Variancia Acumulada (%) 40,164 61,651 74,324 82,122
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TABELA 8. Autovetores das componentes principais, autovalores (eingenvalues), porcentagem
de variancia e porcentagem de varidncia acumulada obtidos a partir dos comportamentos
apresentados pelas vespas do ninho N2.

Componentes Principais

Comportamentos 1 2 3 4
Forrageamento Liquido -0,3931 -0,2768 0,2940 -0,0794
Forrageamento Presa -0,0646 -0,0763 -0,0369 0,5353
Coleta de Fibra Vegetal -0,3718 0,0997 -0,2418 -0,1736
Trofalaxis Adulto-Adulto -0,4504 0,0595 0,2653 -0,0111
Receber/Mastigar Presa 0,0549 0,2243 -0,1887 0,4296
Trofalaxis Larva-Adulto -0,0663 0,4418 0,0100 0,3712
Alimentar Larva -0,4266 0,1421 0,1806 0,2623
Construcao -0,3604 0,3167 -0,2380 -0,1212
Aplicar Secrecao no Ninho -0,3069 0,0824 -0,3829 -0,3029
Dominancia -0,0057 0,4317 0,4172 -0,1146
Botar Ovo 0,1717 0,3391 0,4539 -0,1050
Subordinacao -0,1825 -0,2813 -0,0425 0,3939
Permanecer Imével 0,1546 0,3884 -0,3604 -0,0041
Eigenvalue 3,417 3,037 1,793 1,389
Variancia (%) 26,288 23,364 13,789 10,688

Variancia Acumulada (%) 26,288 49,652 63,441 74,129
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TABELA 9. Autovetores dos componentes principais, autovalores (eingenvalues), porcentagem
de variancia e porcentagem de varidncia acumulada obtidos a partir dos comportamentos
apresentados pelas vespas do ninho N3.

Componentes Principais

Comportamentos 1 2 3 4
Viagem Infrutifera -0,3956 0,1676 0,1225 0,0413
Forrageamento Liquido 0,0062 0,4870 0,3618 0,0664
Forrageamento Presa 0,0636 0,1999 -0,1677 -0,8330
Trofalaxis Adulto-Adulto -0,0599 0,4939 0,3458 0,1094
Receber/Mastigar Presa -0,4113 -0,1346 -0,0724 -0,1797
Trofalaxis Larva-Adulto -0,3618 0,1964 0,0689 0,1480
Alimentar Larva -0,4007 0,0280 -0,0129 -0,1464
Aplicar Secrecdo no Ninho -0,1129 0,1513 -0,6126 0,1465
Dominéncia -0,4295 -0,1023 0,0068 -0,0620
Botar Ovo -0,4081 -0,0919 -0,0145 -0,0525
Subordinacao 0,1015 0,5168 -0,2189 -0,2240
Permanecer Imovel -0,0338 0,2906 -0,5222 0,3664
Eigenvalue 5,183 2,931 2,051 1,148
Variancia (%) 43,195 24,427 17,093 9,565

Variancia Acumulada (%) 43,195 67,622 84,715 94,280
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TABELA 10. Quantidade diaria de chuva, em milimetro, no municipio de Rio Claro, nos meses
de fevereiro, marco e abril de 2003 e janeiro de 2004.

ALTURAS DIARIAS DE CHUVA (mm)

DIA fev/03 mar/03  abr/03 jan/04
1 0,4 27,7
2 28,2
3 2,0
4 314
5 0,4 13,2
6 0,2 0,9
7 0,6 2,9 18,2
8 7,3 2,8
9 8,9 70,0
10 0,3 29,4
11 2,8 25
12 2,3 0,9
13 4,6 1,2
14 33,0
15 12,1 0,7
16 6,8 8,1
17 3,5 27,1
18 6,1
19 34,4
20 0,5 13,6
21 9,3 9,1 6,0
22 2,5 2,7 3,2
23
24 24,5
25
26 73,1
27 34,1
28 3,0 28,3
29 31
30
31

Total 113,3 96,9 42,3 3514
% do ano 8,48 7,25 3,17 20,17
Max 34,4 314 13,6 73,1

Fonte: CEAPLA — Rio Claro
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TABELA 11 — Soma dos comportamentos observados nos ninhos N1, N2 e N3. O
ninho N1 possuia 37 individuos e foi observado por 40 horas. O ninho N2 possuia 16
individuos e N3 possuia 10, sendo ambos observados por 35 horas.

NINHOS N1 N2 N3
ATIVIDADADE FORRAGEADORA
Forragem de liquido 80 85 20
Forragem de presa 14 31 17
Coleta de fibra vegetal 15 39 0
Viagem infrutifera 28 32 57
ALIMENTACAQO
Trofalaxis adulto-adulto 126 109 55
Trofalaxis larva-adulto 80 144 92
Transferir presa de adulto para outro 3 12 10
Dividir presa com outro adulto 10 21 8
Mastigar presa 14 38 28
Receber Presa 16 59 30
Liguido 40 73 10
Oferecer presa para larva 20 51 11
Oferecer alimento liquido para larva 28 43 12
Larvifagia 1 2 8
Oofagia 0 0 0
Tamborilamento com antenas 0 0 6
INSPECAO E MANUTENCAO DO NINHO
Verificar células 140 236 177
Verificar células esfregando o géaster 0 1 4
Iniciar nova célula 4 2 0
Aumentar células 38 78 0
Dividir fibra vegetal c/ outro adulto 10 21 0
Receber fibra vegetal 16 45 0
Mastigar fibra vegetal 9 7 0
Aplicar secregdo ao pedinculo 1 23 11
Aplicar secregéo bucal ao ninho 6 48 32
Aplicar secrecao gastral ao ninho 12 6 8
Destruir células 0 0 0
Limpar células 2 2 6
Po6r agua nas células 0 3 0
Ventilar o ninho 0 0 16
INTERACAO DE DOMINANCIA
Comport. de dominancia Vibrar gaster 117 101 80
Confronto 4 3 4
Ataque fisico 47 35 55
Comport. de subordinacéo 43 43 60
Ovipositar 8 3 2
OUTROS COMPORTAMENTOS
Permancer imével no ninho 2796 3225 2315
Auto limpeza corporal 107 40 179
Alogrooming 0 1 52
Dar alarme 26 0 24
Andar no ninho 133 74 48
Retirar larvas, sem larvifagia 0 1 0
Inserir abdome na célula sem botar 0 0 0
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FIGURA 1. Grafico da analise de componentes principais (PCA) do ninho N1, gerado a partir
dos trés eixos mais representativos obtidos nos calculos de correlacdo realizados pelo
programa PC-Ord. Quanto mais préximos, maior a relagcdo comportamental entre os individuos
dispostos no gréfico. Os planos A e B, juntos, representam uma Unica figura tridimensional. Os
triangulos indicam a posicao exata de cada individuo. Também foram adicionados os valores
de concentracéo de secrecdo glandular (%) de cada individuo.
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FIGURA 2. Grafico da analise de componentes principais (PCA) do ninho N1, gerado a partir
dos trés eixos mais representativos obtidos nos célculos de correlagdo realizados pelo
programa PC-Ord. Quanto mais préximos, maior a relagdo comportamental entre os individuos
dispostos no grafico. Os planos A e B, juntos, representam uma Unica figura tridimensional. Os
tridngulos indicam a posicdo exata de cada individuo. Também foram adicionados os valores
dos didmetros médios das células secretoras de cada individuo.



Capitulo 4 - Resultados 189

FIGURA 3. Grafico da analise de componentes principais (PCA) do ninho N2, gerado a partir
dos trés eixos mais representativos obtidos nos célculos de correlagdo realizados pelo
programa PC-Ord. Quanto mais proximos, maior a relacdo comportamental entre os individuos
dispostos no grafico. Os planos A e B, juntos, representam uma Unica figura tridimensional. Os
tridngulos indicam a posicdo exata de cada individuo. Também foram adicionados os valores
de concentracéo de secrec¢do glandular em porcentagem de cada individuo.
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FIGURA 4. Grafico da analise de componentes principais (PCA) do ninho N2, gerado a partir
dos trés eixos mais representativos obtidos nos célculos de correlagdo realizados pelo
programa PC-Ord. Quanto mais proximos, maior a relacdo comportamental entre os individuos
dispostos no grafico. Os planos A e B, juntos, representam uma Unica figura tridimensional. Os
tridngulos indicam a posicdo exata de cada individuo. Também foram adicionados os valores
dos diametros médios das células secretoras de cada individuo.
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FIGURA 5. Grafico da analise de componentes principais (PCA) do ninho N3, gerado a partir
dos trés eixos mais representativos obtidos nos célculos de correlagdo realizados pelo
programa PC-Ord. Quanto mais proximos, maior a relacdo comportamental entre os individuos
dispostos no grafico. Os planos A e B, juntos, representam uma Unica figura tridimensional. Os
tridngulos indicam a posicdo exata de cada individuo. Também foram adicionados os valores
de concentracéo de secrec¢do glandular em porcentagem de cada individuo.
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FIGURA 6. Grafico da analise de componentes principais (PCA) do ninho N3, gerado a partir
dos trés eixos mais representativos obtidos nos célculos de correlagdo realizados pelo
programa PC-Ord. Quanto mais proximos, maior a relacdo comportamental entre os individuos
dispostos no grafico. Os planos A e B, juntos, representam uma Unica figura tridimensional. Os
tridngulos indicam a posicdo exata de cada individuo. Também foram adicionados os valores
dos diametros médios das células secretoras de cada individuo.
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FIGURA 7. Diferentes aspectos das glandulas hipofaringeas de P. versicolor coradas com
Verde de Metila-Pironina. (A) Células com caracteristicas encontradas na maioria dos
individuos analisados, apresentando coloracdo periférica mais acentuada e nucleos bem
desenvolvidos. (B) Células apresentando grande concentracdo de vaclolos citoplasmaticos.
(C) Glandulas apresentando células com desenvolvimento assicrénico. ci — citoplasma; n —
ndcleo; nu — nucléolo; va — vacuolo.
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Figura 8. Faixas de atividade glandular encontrado nos trés ninhos estudados, medidas pela
concentracdo de secrecao glandular. Cada ponto representa as glandulas hipofaringeas de um
individuo. Os ninhos apresentavam algumas diferencas entre si: o N1 (n=37 vespas)
encontrava-se na fase de final de ciclo na época da coleta das vespas, tendo sido observado
entre fevereiro e abril; N2 (n=16 vespas) e N3 (n=10 vespas) sdo da mesma €época
(observados de 6 a 13 de janeiro) e encontravam-se em fase de pés-emergéncia, sendo que
N2 era uma coldnia bem ativa com crescimento positivo e N3 uma coldnia conturbada devido a
troca da vespa dominante.
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DISCUSSAO

O ajustamento dos comportamentos numa sociedade de insetos pode envolver
varios fatores casuais, como diferencas de habitos individuais, relacionamento social,
estado da cria e recursos disponiveis (alimento e material de construgdo). Alguns desses
fatores afetam, igualmente, todos os membros da col6nia, enquanto outros acarretam na
diferenciacdo de comportamento e, posteriormente, determinam a divisdo de trabalho,
como ocorrem em uma série de sociedades animais (THERAULAZ, 1990).

No presente estudo, observou-se que a divisdo de trabalho em sociedades mais
primitivas, como Polistes, pode ser mais complexa, devido as inimeras semelhangas
que ocorrem entre castas e sexos. Assim, as analises multivariadas foram aqui
empregadas para se tentar definir grupos com o maximo de afinidade comportamental
existente. Estas analises ja foram utilizadas em estudos prévios com outras espécies de
Vespidae como Polistes dominulus (THERAULAZ et al., 1990 — apud THERAULAZ,
1990) Ropalidia marginata (GADAKAR & JOSHI, 1983), assim como em estudos de
polietismo na formiga Neoponera apicalis (FRESNEAU & DUPUY, 1988).

Apds determinar 0s comportamentos das vespas, observou-se que o0
desenvolvimento das glandulas hipofaringeas de P. versicolor ndo parece estar
estritamente relacionado com uma tarefa social especifica, como ocorre em algumas
abelhas (COSTA, 2002). Isto ficou caracterizado devido ao fato destas glandulas
apresentarem-se  bem desenvolvidas em vespas que podem ser consideradas,

comportamentalmente, diferentes, assim como algumas glandulas, que tiveram
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desenvolvimento muito variado, foram encontradas em vespas consideradas,
comportamentalmente, semelhantes. Estas caracteristicas ocorreram em todos 0s ninhos
estudados.

Pbde-se, no entanto, inferir que as glandulas hipofaringeas de P. versicolor ndo
estdo envolvidas com as atividades de construcdo do ninho, devido ao fato do ninho N3
ndo ter apresentado este comportamento durante todo o periodo de observacao e por
seus integrantes apresentarem glandulas hipofaringeas desenvolvidas. A certeza desta
informacdo s6 ficou comprometida, porque, mesmo nestas condigdes, o ninho em
questdo apresentou inumeros individuos que exerceram a atividade de aplicar secrecdo
no ninho. Assim, a secrecdo aplicada no ninho poderia também ser a secrecdo utilizada
para umidificar a polpa vegetal colhida para construgdo. De qualquer forma, as
glandulas mais desenvolvidas ndo estavam presentes nos individuos que exerceram este
comportamento com maior freqliéncia, havendo, ainda, glandulas desenvolvidas em
vespas gque nem exerceram esta atividade. Assim, parece provavel que realmente esta
n&o seja a funcdo primordial destas glandulas.

Com o auxilio da andlise de componentes principais, certas vespas observadas
nos ninhos N1, N2 e N3 puderam ser devidamente classificadas comportamentalmente.
Algumas destas foram denominadas de forrageiras tipicas, enquanto outras foram
consideradas mais generalistas. Também se diferenciaram as vespas sedentérias e as
dominantes. Entretanto, mesmo com a definicdo destes grupos, o desenvolvimento
glandular dentro de cada um foi bem variavel, sendo este fato constatado tanto com
relacdo a concentracao de secrecdo, quanto ao diametro celular médio.

Com relagdo ao comportamento de forrageamento, algumas vespas coletavam
todos os tipos de alimento e materiais para 0 ninho, enquanto outras pareciam ser
especializadas na coleta de apenas um item. Entretanto, em determinadas situagoes,
algumas vespas que apresentaram o comportamento de forrageamento, podem nao ser
consideradas como individuos tipicamente ativos, que atuam efetivamente no
desenvolvimento da col6nia. Theraulaz (1990) realizou experimentos com vespas
confinadas e observou que durante as saidas de forrageamento, cerca de 50% das vespas
ficavam inativas a maior parte do tempo, realizando, esporadicamente, coleta de néctar.

Além disto, estas mesmas forrageiras continuavam inativas quando voltavam para o
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ninho, ficando, principalmente, em sua face posterior. Em alguns aspectos, portanto,
estas vespas forrageiras poderiam ser comparadas com as sedentarias.

Entre as vespas que possuiam glandulas em estagio de degeneracdo, também
foram observadas caracteristicas comportamentais distintas. Ja em abelhas, o0s
individuos que apresentaram glandulas em estagio de degeneracdo sdo aqueles
envolvidos em atividades de forrageamento, onde o principal fator responsavel pela
regressdao glandular esta relacionado com o abandono do cuidado da cria (SILVA DE
MORAES & BOWEN, 2000). Em P. versicolor, foram encontradas diversas vespas que
ndo apresentaram relacdo expressiva com a cria e possuiam glandulas ativas. Além
disto, em algumas glandulas em estagio de degeneracdo, foi observada a presenca de
secrecdo, mostrando que estas ainda podem realizar alguma atividade secretora.

O individuo A do ninho N2 também apresentou vaclolos em suas células
secretoras, entretanto, este individuo era o mais jovem do ninho, com seis dias de idade.
Alguns estudos com Melipona mostraram que, em alguns aspectos, as glandulas de
abelhas em estdgio de degeneracdo se assemelham as glandulas de abelhas recém
emergidas, devido a presenca de alguns vacuolos citoplasmaticos (CRUZ-LANDIM,
1967; CRUZ-LANDIM et al., 1986). De qualquer forma, os recem emergidos dos
outros ninhos ndo apresentaram tais caracteristicas, portanto, o apresentado para as
abelhas n&o se aplicou as vespas aqui estudadas, com exce¢do do individuo A.

Por sua vez, os individuos recém-emergidos foram os que tiveram
desenvolvimento glandular mais semelhante entre si, justamente pela auséncia de
comportamentos. Em geral, estes individuos apresentaram glandulas com baixa
concentracdo de secrecdo e diametro das células secretoras semelhante.

Um fato que ficou claro no experimento, foi no tocante a diferenciacdo entre as
glandulas dos machos e das fémeas. No ninho N3, foram coletados dois machos com
poucos dias de idade adulta. Suas glandulas hipofaringeas ndo apresentaram
desenvolvimento consideravel, entretanto, constatou-se que estes também ndo haviam
realizado nenhuma atividade de forma expressiva. Algumas glandulas de machos,
anteriormente adquiridas sem a observacdo dos comportamentos, eram similares as da
maioria das fémeas, mostrando-se ativas e com acumulo de secrecdo. Observou-se

também, que durante as andlises dos comportamentos, além dos dois machos jovens
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coletados, outros machos, que estavam presentes no ninho e depois desapareceram,
apresentaram determinados comportamentos muito similares aos das fémeas.

Giannotti (2002) observou em Polistes lanio lanio que os machos permanecem,
em média, apenas 10 dias no ninho, mas neste periodo eles se integram a vida social da
colbnia e passam a desempenhar determinadas tarefas, inclusive aquelas que envolvem
contato com as larvas. Em Polistes fuscatus (HUNT & NOONAN, 1979) e Polistes
ferreri (SINZATO et al., 2003) observou-se que 0s machos também apresentaram
comportamentos tipicos das fémeas. Deste modo, a funcdo das glandulas hipofaringeas
nas fémeas e nos machos parece ser a mesma, nao havendo, portanto, diferenciacao
sexual relacionada ao seu desenvolvimento. Em Scaptotrigona postica foi ainda
observado que, os padrdes eletroforéticos e a ocorréncia de enzimas nos extratos
glandulares de machos mostraram véarios pontos de semelhanca com as operarias,
sugerindo funcdo semelhante entre as glandulas de ambos (COSTA, 2002).

Um outro aspecto observado nas coldnias estudadas foi também observado por
Carneiro (1991) que, analisando as areas celulares e nucleares das glandulas
hipofaringeas de P. versicolor, verificou que o maior desenvolvimento estava presente
nas substitutas das fémeas dominantes, enquanto nas dominantes ativas, o0
desenvolvimento glandular estava entre os mais baixos. O mesmo foi verificado nas
colénias N2 e N3 com as fémeas que, no grafico de PCA, ficaram dispostas mais
préximas a dominante do ninho, ou seja, as que seriam as provaveis futuras dominantes.
Isto sugere que a existéncia de glandulas hipofaringeas desenvolvidas € uma das
condicgdes que contribuem para a fémea tornar-se dominante, ao menos inicialmente. No
caso de N1 este fato ndo foi constatado, ja& que a vespa que mais se aproximou da
dominante no gréfico, apresentou glandulas com concentragdo muito baixa. Entretanto,
este ninho estava em fase final de ciclo. Observou-se, portanto, que a hierarquia linear
estava muito abalada nesta colonia, sendo que, provavelmente, outras fémeas com
potencial para se tornarem dominantes ja haviam saido do ninho para fundar suas
proprias colénias (GOBBI, 1977; CARNEIRO, 1991).

Os trés ninhos estudados apresentaram suas peculiaridades. As faixas de
desenvolvimento glandular, encontradas nas trés colonias estudadas, também foram
diferentes entre elas, sendo que os maiores indices de desenvolvimento glandular

ocorreram no ninho mais promissor (N2). Aparentemente, o desenvolvimento acentuado
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das glandulas neste ninho ocorreu devido ao alto fluxo de presas ai observado, que
chegou a atingir o dobro dos outros dois ninhos. Esta afirmacdo esta relacionada com o
fato da ingestdo de proteinas ser importante para o desenvolvimento das glandulas
hipofaringeas, ja que os componentes de sua secrecdo sdo glicoprotéicos (ver capitulo
1). Nas abelhas, o principal responsavel pela alta producdo de secrecdo das glandulas
hipofaringeas na fase de nutridora € a alimentacdo rica em pdlen, que € a principal fonte
de proteinas desses insetos (CRAILSHEIM & STOLBERG, 1989). Deste modo, mesmo
com a presencga de alguns individuos que ndo realizam comportamentos relacionados
com coleta ou mastigacdo de presas, é perfeitamente possivel que quando este alimento
é trazido para o ninho, possa haver um fluxo de proteinas entre individuos, realizado
devido ao comportamento da trofalaxia, tanto entre adultos quanto entre adultos e
larvas. Isto, no entanto, seria apenas um motivo para afirmar que a alimentacéo protéica
é fundamental para o desenvolvimento das glandulas hipofaringeas, ndo tendo este fato,
necessariamente, alguma relacdo com sua funcao.

Entretanto, a aquisicdo de proteinas por meio de presas capturadas e divididas
entre os individuos de uma col6nia, promove algumas discussdes, devido ao aparelho
digestorio das vespas ndo ser adaptado para a ingestdo de alimento sélido de dimensdes
muito grandes, ja que ocorre um pronunciado estreitamento do corpo entre as regides do
torax e abdome (HUNT, 1995). No entanto, o0 comportamento de macerar presas
poderia ser um importante meio de aquisicdo de proteinas, ja que, durante esse
processo, as vespas poderiam retirar boa parte dos nutrientes da hemolinfa e de células
maceradas da presa, antes de oferecé-la para as larvas. Sendo assim, as glandulas
hipofaringeas poderiam ter alguma fun¢do na producéo de enzimas digestivas. Estudos
com estas enzimas revelaram a presenca de inimeras proteases e carboidrases no trato
digestdrio dos insetos. Os pHs mais baixos encontrados no aparelho digestorio destes
animais estavam em sua regido proximal, na maioria dos grupos estudados. Estudos
com Hymenoptera foram realizados apenas com larvas de abelhas, sendo que, o pH
encontrado ao longo do aparelho digestorio foi decrescente, da regido anterior para a
posterior variando de 6,0 a 5,6 (TERRA & FERREIRA, 1994). No caso de uma vespa
adulta, seria compreensivel se a digestdo de material protéico tivesse inicio logo na
regido bucal, j& que as vespas ndo conseguem engolir particulas soélidas grandes.

Corroborando com esta hipdtese, foi verificado durante as observagBes que, apos a
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coleta das presas, estas eram mastigadas por tempos relativamente longos. Deste modo,
a secrecdo das glandulas hipofaringeas poderia atuar na producao de enzimas digestivas,
havendo a digestdo prévia do alimento antes de repassa-lo para as larvas e, além disto,
se realmente ocorre a ingestdo da hemolinfa das presas, poderia também haver o
aproveitamento maior deste alimento devido a mistura de proteases. Outro fator que
também deve ser levado em consideracdo esta relacionado com a morfologia da placa
hipofaringea em P. versicolor. Nesta estrutura estdo presentes inumeras projecdes
cuticulares, que ficam muito proximas as mandibulas, e podem auxiliar na maceracao
das presas (ver Fig. 4C e 4D da introducéo geral) (BRITTO et al., 2004). Elas atuariam
como uma espécie de aparelho triturador de alimento, indicando que a cavidade bucal
destas vespas teria importante funcdo na digestdo das presas coletadas por elas.

Outra questdo relacionada com esta hip6tese ocorre no tocante as substitutas da
dominante. Nestas fémeas, a aquisicdo de proteinas seria um fator fundamental para o
rapido desenvolvimento ovariano. Assim, com as glandulas hipofaringeas atuando na
producdo de enzimas digestivas, estas vespas poderiam otimizar a aquisicdo destes
nutrientes conforme vao macerando o alimento.

Apesar das glandulas hipofaringeas de abelhas produzirem enzimas digestivas
para carboidratos, como a invertase, Terra & Ferreira (1994) relatam que os héabitos
alimentares podem ser mais importantes para a adaptacdo do trato digestorio na
producédo de novas enzimas, do que a propria filogenia dos insetos.

Segundo Montagner (1964; 1966) é possivel que uma glandula, tal como a
hipofaringea, secrete alguma substancia que possa proporcionar a melhor assimilacdo da
fonte de alimento. Os resultados atuais levam a crer que talvez as glandulas
hipofaringeas realmente ndo possuam uma funcdo social especifica, como ja foi
sugerido por Landolt & Akre (1979) para Vespula e Dolichovespula. Downing &
Jeanne (1983) também estudaram as glandulas hipofaringeas de Polistes fuscatus,
comparando-as entre vespas dominantes e subordinadas de populacBes naturais e
criadas artificialmente. Nas vespas criadas em laboratério, foram estudados individuos
mantidos solitarios e em pares, para se testar a influéncia dos comportamentos de
agressividade sobre as glandulas. Verificou-se que as glandulas hipofaringeas néo
apresentaram diferencas significativas entre as vespas estudadas, concluindo-se que as

glandulas hipofaringeas ndo devam possuir papel social nas col6nias desta espécie.
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Assim, apesar das diferencas encontradas entre as glandulas de Polistes
veriscolor, estas ndo se mostraram relacionadas com nenhum comportamento
especifico. Além disto, nas ultimas analises, ficou claro que, no ninho N2 (o mais
produtivo), as glandulas hipofaringeas apresentaram maior faixa de desenvolvimento,
apesar das diferencas comportamentais. Deste modo, os dados mostram que esta
glandula pode ser encontrada com maior ou menor grau de desenvolvimento numa
col6nia e, que tal glandula ndo estéa relacionada com alguma atividade social especifica.

Como esta glandula estd mais ou menos desenvolvida, independente da idade,
sexo ou caracteristica comportamental, a melhor proposta ¢ a de que ela seja uma
glandula relacionada a uma atividade essencial, comum a todos os individuos da
coldnia, tal como a ingestdo de alimentos. Se assim pensarmos, esta glandula deve estar
relacionada a producdo de enzimas e/ou muco para ser agregado durante a maceragdo. A
hipdtese da producdo de enzimas digestivas €, ainda, reforcada pelos resultados obtidos

nas analises histoquimicas (Capitulo 1) e ultra-estruturais (Capitulo 3).
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CONCLUSOES GERAIS

1. As glandulas hipofaringeas de Polistes versicolor atuam, principalmente, na
producéo de substancias glicoprotéicas.

2. As caracteristicas morfologicas, histoquimicas e citoquimicas demonstram que,
aparentemente as glandulas ndo atuam na producdo de substancias de
comunicagdo, como feromonios.

3. Néo existe relacdo definida entre o desenvolvimento glandular e a idade das
vespas.

4. A regressdo das glandulas hipofaringeas parece ser um fator totalmente
relacionado com a senescéncia e o stress pelo qual cada vespa passa durante sua
vida, independente da idade propriamente dita. A especializacdo glandular
voltada para alguma atividade social, com posterior regressdo e morte
programada das células secretoras, assim como ocorre em abelhas, ndo foi
observada em P. versicolor. Além disto, a estratégia de regressdo parece ndo ter
sentido para estas vespas, ja que suas glandulas ndo sdo tdo grandes quanto a das
abelhas e, além disto, 0 modo de vida de ambas as espécies ocorre de forma
totalmente distinta.

5. Um fato importante observado nos estudos de Polistes desde 1970 é que o
sistema social deste género € flexivel depende das condigdes ecoldgicas locais.
Esta flexibilidade atribuida ao sistema social destes insetos, também pode ser

observada no desenvolvimento das glandulas hipofaringeas, pois as mesmas nao



Conclusées Gerals 204

apresentaram um padréo fixo de desenvolvimento e regresséo relacionado com
algum comportamento social especifico.

6. As células das glandulas hipofaringeas de P. versicolor ndo armazenam qualquer
tipo de substrato para a producdo de sua secrecdo. A importacdo dos
componentes da secrecao deve ser direta e continua.

7. Em muitas espécies de abelhas sabe-se que as glandulas hipofaringeas estdo
envolvidas com a produgdo de alimento para as larvas e outros individuos da
coldnia. Entretanto, esta seria uma caracteristica apomorfica (derivada) herdada
nas espécies onde a organizacdo social € mais complexa. Nos Hymenoptera
solitarios ou nos sociais mais primitivos, acredita-se que a principal funcéo
destas glandulas esteja relacionada com a producgéo de enzimas digestivas, sendo

esta sua caracteristica plesiomorfica (primitiva).
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APENDICE 1

Marcacéo das vespas (A e B) e vespas marcadas no ninho (C).
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CODIGO DO NINHO:

IND

ATIVIDADADE FORRAGEADORA

PERIODO: as

DATA: /

IVIDUOS

Forragem de liquido

Forragem de presa

Coleta de fibra vegetal

Viagem infrutifera

ALIMENTACAO

Trofalaxis adulto-adulto

Trofaléxis larva-adulto

Transferir presa de adulto para outro

Dividir presa com outro adulto

Mastigar presa

Receber Presa

Liquido

Fibra vegetal

Oferecer presa para larva

Oferecer alimento liquido para larva

Larvifagia

Oofagia

INSPECAO E MANUTENCAO DO NINHO

Verificar células

Verificar células esfregando o gaster

Receber fibra vegetal

Iniciar nova célula

Aumentar células

Mastigar fibra vegetal

Aplicar secre¢éo ao pedinculo

Aplicar secrecédo bucal ao ninho

Aplicar secrecéo gastral ao ninh

0

INTERACAO DE DOMINANCIA

Comportamento de Vibrar

gaster

dominancia Confronto

Ataque fisico

Comportamento de subordinacéo

Ovipositar

OUTROS COMPORTAMENTOS

Permancer imével no ninho

Auto limpeza corporal

Alogrooming

Dar alarme

Andar no ninho

Retirar larva sem larvifagia

Inserir abdome na célula sem botar

Tabela de comportamentos utilizada para as andlises dos espécimes

(modificada de GIANNOTTI, 2001).
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APENDICE 3

A analise das componentes principais ndo € sindbnimo de analise fatorial ou
analise dos fatores e essa confusdo terminoldgica deve ser evitada. A primeira analise
consiste numa transformacdo linear de "m" variaveis originais em "m" novas variaveis,
de tal modo que a primeira nova variavel computada seja responsavel pela maior
variacdo possivel existente no conjunto de dados, a segunda pela maior variacéo
possivel restante e assim por diante até que toda a variacdo do conjunto tenha sido
explicada. Na anélise fatorial supbe-se que as relagdes existentes dentro de um conjunto
de "m" variaveis seja o reflexo das correlagdes de cada uma dessas variaveis com "p"
fatores, mutuamente ndo correlacionaveis entre si, sendo "p" menor que "m" (Reyment
& Joreskog, 1996).

A anélise das componentes principais €, portanto, uma técnica de transformacéo
de varidveis. Se cada variavel medida pode ser considerada como um eixo de
variabilidade, estando usualmente correlacionada com outras variaveis, esta anlise
transforma os dados de tal modo a descrever a mesma variabilidade total existente, com
0 mesmo numero de eixos originais, porém nao mais correlacionados entre si.
Graficamente pode ser descrita como a rotacdo de pontos existentes num espaco
multidimensional originando eixos, ou componentes principais, que dispostos num
espaco a duas dimensodes representem variabilidade suficiente que possa indicar algum
padrdo a ser interpretado.

A analise das componentes principais inicia-se com o calculo dos autovalores e
correspondentes autovetores da matriz de correlacbes (originada pela matriz de
comportamentos original) entre varidveis. O primeiro autovalor a ser determinado
corresponderd a maior porcentagem da variabilidade total presente, seguido do segundo
autovalor com a segunda maior porcentagem de variabilidade e assim sucessivamente.

Geralmente os dois ou trés primeiros autovetores encontrados explicardo a maior
parte da variabilidade presente. Quando o primeiro autovetor ja explica 90 a 95% da
variabilidade, isso deve ser encarado com cuidado e verificado se ndo estdo presentes
variaveis com valores de magnitudes muito maiores que as demais. Os autovetores
correspondem as componentes principais e sdo o resultado do carregamento das
variaveis originais em cada um deles. Tais carregamentos podem ser considerados como

uma medida da relativa importancia de cada varidvel em relacdo as componentes
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principais e 0s respectivos sinais, se positivos ou negativos, indicam relacOes
diretamente e inversamente proporcionais.

A matriz de carregamentos de cada variavel nas componentes principais ao ser
multiplicada pela matriz original de dados fornecera a matriz de contagens (scores) de
cada caso em relacdo as componentes principais. Esses valores poderdo entdo ser
dispostos num diagrama de dispersdo, em que 0S eixos sdo as duas componentes mais
importantes, e mostrar o relacionamento entre os casos condicionados pelas variaveis
medidas.

A primeira matriz obtida, resultado das interrelacGes entre variaveis pode ser
interpretada como um procedimento estatistico no qual os dados seriam amostras de
populacdes multidimensionais. J& a segunda matriz, que apresenta as interrelacdes entre
as amostras (ou entre as vespas), no sentido de relagdo comportamental, ndo séo

usualmente passiveis de serem submetidas a testes estatisticos.
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