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Canção Da América
Milton Nascimento

Amigo é coisa para se guardar

Debaixo de sete chaves,

Dentro do coração,

assim falava a canção que na América ouvi,

mas quem cantava chorou ao ver o seu amigo partir,

mas quem ficou, no pensamento voou,

o seu canto que o outro lembrou

E quem voou no pensamento ficou,

uma lembrança que o outro cantou.

Amigo é coisa para se guardar

No lado esquerdo do peito,

mesmo que o tempo e a distância digam não,

mesmo esquecendo a canção.

O que importa é ouvir a voz que vem do coração.

Seja o que vier,

venha o que vier

Qualquer dia amigo eu volto pra te encontrar

Qualquer dia amigo, a gente vai se encontrar
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CAPÍTULO 1

Variações regionais na morfologia das células

epiteliais do intestino médio de larvas de 

Diatraea saccharalis (Lepidoptera)

Artigo 1: Ultra-estrutura das células colunares ao longo do intestino

médio de larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:

Pyralidae) ;

Artigo 2: Estudo morfométrico do epitélio do intestino médio de larvas

de Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Pyralidae) ;

Artigo 3: Diferenças morfológicas regionais das células epiteliais ao

longo do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis

(Lepidoptera) .
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INTRODUÇÃO GERAL
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Os insetos são animais bem sucedidos na natureza, sendo responsáveis pela

destruição de percentual importante de plantações, de alimentos armazenados, além de

serem vetores de grande número de doenças que afetam o homem e os animais de

criação (Gillott, 1995).

Dentre os inúmeros Lepidoptera de interesse econômico, a broca da cana,

Diatraea saccharalis Fabricius 1794 (Crambidae, Crambinae) merece destaque

especial, pois afeta direta e indiretamente o cultivo e o aproveitamento industrial da

cana-de-açúcar, além de atacar outras gramíneas como arroz, sorgo, milho e trigo

(Charpentier et al., 1967; Long & Hensley, 1972; Botelho & Macedo, 2002; Rossi &

Fowler, 2003).

As espécies do gênero Diatraea foram por muitos anos enquadrados como

pertencentes à família Pyralidae, sendo separadas sistematicamente, por identificação

morfológica. Recentemente, com os avanços dos estudos filogenéticos baseados em

técnicas moleculares, houve uma mudança e reorganização da árvore filogenética,

incluindo o gênero Diatraea na família Crambidae e sub-família Crambinae (Lange et

al., 2004). Durante alguns anos, numa fase de transição, alguns trabalhos foram

publicados considerando ainda a antiga classificação da D. saccharalis.

A broca da cana é um inseto que apresenta desenvolvimento holometabólico, ou

seja, passa pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Seus ovos são depositados

frequentemente nas folhas ainda verdes, tanto na face superior como inferior da folha; a

duração dessa fase é bastante variável, dependendo principalmente da temperatura,

sendo, nas condições brasileiras de 1 a 2 semanas. Após a eclosão do ovo, a lagarta

migra para a região do cartucho da planta à procura de abrigo, permanecendo ali por um 

período que varia de 1 a 2 semanas, alimentando-se pela raspagem da folha da cana ou

da casca. Durante essa fase, a larva passa por 1 ou 2 ecdises, quando então inicia a

perfuração da casca do colmo. Geralmente essa perfuração ocorre próxima a base do

entrenó, porção mais mole, abrindo galeria no sentido ascendente. Em certas situações,

por razões ainda desconhecidas, a lagarta alimenta-se abrindo uma galeria de forma

circular, enfraquecendo com isso o entrenó, que pode se quebrar principalmente pela

ação do vento (para revisão, ver Botelho & Macedo, 2002).

Muitos são os danos diretos causados pela broca da cana nas plantas

hospedeiras. Quando o ataque se dá próximo a região de crescimento da planta, ocorre a 

morte da gema apical, sendo denominado de coração morto ou olho morto ,

ocasionam também perda de peso (pela abertura de galerias no entrenó), encurtamento



Doutorado - Daniela de Oliveira Pinheiro

- 4 -

do entrenó, brotamento lateral, enraizamento aéreo, canas quebradas e entrenós

atrofiados; esses danos podem ocorrer isoladamente ou associados, agravando os

prejuízos (Gallo et al., 1978; Botelho & Macedo, 2002).

A lagarta, uma vez tendo penetrado no colmo da cana passa toda a fase larval ali

protegida. Durante este período o inseto sofre um número variável de ecdises,

frequentemente 6. A duração dessa fase é a mais longa, sendo em média de 70 dias nas

condições do estado de São Paulo. A lagarta de D. saccharalis apresenta coloração

branco-leitosa, com cápsulas cefálicas marrom-escuro e pequenas manchas de cor

marrom-claro, distribuídas ao longo do corpo. Quando completamente desenvolvida, a

larva mede cerca de 25 mm. Próximo à pupação a lagarta abre um orifício na casca e o

fecha parcialmente com fios de seda e restos de sua alimentação, e assim protegida

passa a fase de pupa, que tem duração média de 10 dias, quando emerge o adulto. O

período de vida do adulto é de 5 dias, em média. A fêmea atrai o macho para a cópula,

pela liberação de feromônio e, após o acasalamento, deposita cerca de 300 ovos (Parra

et al., 2002).

A cana-de-açúcar sofre o ataque dessa praga durante todo o seu

desenvolvimento. Sua incidência é menor quando a cana é jovem e não apresenta

entrenós formados, aumentando os danos com o crescimento da planta. Esse

comportamento, entretanto, pode variar, principalmente em função da época do ano e da 

variedade da planta. Os danos indiretos dessa praga nas plantas hospedeiras são

causados por microorganismos que invadem o entrenó, através do orifício aberto na

casca pela lagarta. Esses microorganismos, predominantemente fungos (Fusarium

moniliforme e/ou Colletotricum falcatum), invertem a sacarose ocasionando a "podridão

vermelha", determinando queda no seu rendimento industrial na produção de açúcar e

de álcool (Graça, 1976; Gallo et al., 1978; Téran, 1988).

Embora existam grandes laboratórios direcionados à criação da D. saccharalis,

poucos são os estudos visando o conhecimento preciso e detalhado da morfologia

interna desse inseto, nas diferentes fases do desenvolvimento (Barduco et al., 1988;

Bombonato & Gregório, 1995; Falleiros & Gregório, 1995; Bombonato & Gregório,

1996; Santos & Gregório, 2002, 2006; Falleiros et al., 2003; Rigoni et al., 2004;

Victoriano & Gregório, 2002; Victoriano et al., 2003). Poucos são os estudos sobre o

seu trato digestivo (Conte, 1985; Ferreira et al., 1997; Azevedo et al., 2003; Mota et al.,

2003; Carneiro et al., 2004; Rang et al., 2004), que é considerado uma das principais

vias de acesso a inseticidas químicos e biológicos.
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O canal alimentar dos insetos é um tubo contínuo entre a boca e o ânus e

compreende três regiões: o intestino anterior ou estomodeo onde o alimento pode ser

armazenado, filtrado e parcialmente digerido; o intestino médio (IM), ventrículo ou

mesêntero onde se realiza a digestão e absorção do alimento e o intestino posterior ou

proctodeo onde pode ocorrer alguma absorção e a formação de fezes (Wigglesworth,

1972; Maranhão, 1978; Chapman, 1985, 1998; Eaton, 1988; Terra, 1990).

O intestino anterior, na maioria dos insetos, apresenta-se como um tubo longo,

tendo sua parte mediana dilatada como uma câmara armazenadora de alimentos.

Segundo Chapman (l998), o intestino anterior pode ser dividido em cavidade bucal,

faringe, esôfago, inglúvio ou papo (reservatório de alimentos), pró-ventrículo ou moela

(porção terminal que pode funcionar como esfíncter) e válvula cardíaca ou válvula

estomodeal. O IM tem início na base do pró-ventrículo e termina um pouco antes das

inserções dos tubos de Malpighi. Já o intestino posterior, em sua estrutura mais simples,

é um tubo que forma um conduto direto para o ânus. Para Judy & Gilbert (l969), o

intestino posterior é dividido em quatro regiões: piloro, íleo, cólon e reto. Na passagem

do IM para o intestino posterior encontra-se uma dobra do epitélio deste último

formando a válvula pilórica.

O IM de Lepidoptera é constituído por um epitélio colunar, esse epitélio é

revestido por uma camada mais interna de fibras musculares estriadas circulares e outra

mais externa de fibras longitudinais, sendo permeado por traquéias e células adiposas

(Barth, 1972; Chapman, 1985, 1998; Conte, 1985). O IM é onde ocorrem os principais

eventos da digestão, assimilação de nutrientes, manutenção da homeostase e liberação

de neurohormônios, que regulam a atividade de vários outros processos fisiológicos;

também funciona como barreira física contra a invasão de microorganismos patogênicos 

(para revisão ver Lehane & Billingsley, 1996). Vários são os estudos, em diferentes

Ordens de insetos, mostrando a importância do IM na absorção de alimentos, troca de

íons e entrada de inseticidas, vírus e toxinas (Santos et al., 1984; Lehane & Billingsley,

1996; Marana, 1997; Jordão et al., 1999; Cristofoletti et al., 2001). A digestão nos

insetos é um processo complexo e compartimentalizado, tendo sido amplamente

estudado (Terra et al., 1988; Terra, 1988, 1990, 1996, 2001; Terra & Ferreira, 1994;

Lehane & Billingsley, 1996).

Na maioria dos insetos, o IM apresenta uma membrana acelular (membrana ou

matriz peritrófica), que separa o conteúdo luminal em dois compartimentos, o espaço

endoperitrófico (no interior da membrana) e o espaço ectoperitrófico (entre a membrana
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e o epitélio) (Wigglesworth, 1972; Chapman, 1985; Dow, 1986; Lehane & Billingsley,

1996; Terra, 2001). A membrana peritrófica é uma camada basófila, composta

principalmente por quitina, um polímero linear N-acetyl-D-glucosamina (Terra, 1996;

Tellam et al., 1999; Tellam & Eisemann, 2000) e glicoproteínas, entre elas destacando-

se as peritrofinas (Tellam et al., 1999; Bolognesi et al., 2001; Terra, 2001); esta

estrutura está ausente nos insetos que se alimentam de fluidos, como em Hemiptera e

adultos de Lepidoptera (Wigglesworth, 1972; Colwell, 2006). Sabe-se que em larvas de

Lepidoptera a membrana peritrófica é secretada ao longo do IM pelas células colunares

(De Priester, 1971; Santos et al., 1984; Terra, 1996; Harper & Hopkins, 1997; Harper et

al., 1998; Harper & Granados, 1999; Hopkins & Harper, 2001), sendo, por isso

caracterizada como membrana peritrófica do tipo I (Richards & Richards, 1977; Peters,

1992). Embora impeça o contato direto do alimento com a bordadura estriada das

células colunares, esta membrana permite a passagem das enzimas digestivas em

direção à luz intestinal e a absorção dos produtos resultantes da digestão, sendo

posteriormente eliminada com as fezes (Tellam, 1996). Sabe-se que também previne

injúrias mecânicas às células do IM e parece dificultar ou impedir a entrada de

microrganismos na hemocele (Barth, 1972; Chi et al., 1975; Terra, 1988; Terra, 1996;

Terra, 2001). Esta estrutura apresenta um espessamento ao longo do IM de larvas de

Lepidoptera, e essa variação regional tem sido descrita para muitas espécies (Harper &

Hopkins, 1997; Harper et al., 1998; Harper & Granados, 1999; Hopkins & Harper,

2001; Levy, 2005). Além dessa variação ao longo do IM, alguns insetos possuem,

somente na região anterior do IM, um gel viscoso, denominado de gel peritrófico, ao

invés de uma membrana peritrófica propriamente dita; este gel apresenta as mesmas

funções da membrana peritrófica, não possuindo quitina em sua composição (Terra,

2001).

A grande maioria dos trabalhos caracteriza morfologicamente as células

epiteliais do IM de insetos, correlacionando-as com suas possíveis funções (Akai, 1970;

Nopanitaya & Misch, 1974; Burgos & Gutiérrez, 1976; Cioffi, 1979; Baker et al., 1984; 

Santos et al., 1984; Del-Bene et al., 1991; Serrão & Cruz-Landim, 1996; Hung et al.,

2000; Levy, 2000, 2005; Caetano & Rodrigues, 2001; Caetano & Zara, 2001; Lello &

Vieira, 2001; Levy et al., 2004, entre muitos outros).

O epitélio do IM em Lepidoptera é constituído, principalmente, por células

colunares, caliciformes, regenerativas e endócrinas (Lehane & Billingsley, 1996). 

As células colunares ou enterócitos, as mais abundantes, são consideradas
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responsáveis pela secreção de enzimas digestivas e da membrana peritrófica, além de

atuarem na absorção dos produtos da digestão (Santos et al., 1984; Richards & Davies,

1994; Lehane & Billingsley, 1996; Jordão et al., 1999). As células caliciformes ou

acidófilas auxiliam as colunares na homeostasia iônica e na absorção de metabólitos

(Anderson & Harvey, 1966; Akai, 1970; Chi et al., 1975; Klein et al., 1991; Moffett et

al., 1995; Chapman, 1998). As células regenerativas estão relacionadas com o processo

de renovação epitelial (Maranhão, 1978; Chapman, 1985, 1998; Dow, 1986; Lehane &

Billingsley, 1996; Cavalcante & Cruz-Landim, 1999). Já as células endócrinas estão

principalmente relacionadas com o controle hormonal: dos movimentos peristálticos

(Scoofs et al., 1993; Nässel et al., 1995), da digestão (Brown et al., 1985), diurese

(Coast & Kay, 1994; Patel et al., 1995), do desenvolvimento e reprodução (Pratt et al.,

1989; Woodhead et al., 1989), entre outras funções (para revisão ver Sehnal & Zitnan,

1996; Edwards & Weaver, 2001). Iwanaga et al. (1981) sugerem que estas células são

funcionalmente semelhantes às células endócrinas dos vertebrados.

As células colunares do epitélio do IM exibem núcleo alongado, superfície

apical com longas, inúmeras microvilosidades e projeções citoplasmáticas volumosas

(Richards & Davies, 1994; Lehane & Billingsley, 1996). No citoplasma apical

predomina retículo endoplasmático liso; já a membrana plasmática basal apresenta

algumas invaginações profundas formando o chamado labirinto basal, associado às

muitas mitocôndrias densas (Martoja & Ballan-Dufrançais, 1984; Dow, 1986; Lehane & 

Billingsley, 1996). Estas células colunares podem apresentar variações ultra-estruturais

ao longo do IM, caracterizando regiões morfo-funcionais distintas, denominadas de

anterior, mediana e posterior, como observado em outros Lepidoptera como: Manduca

sexta (Cioffi, 1979), Erynnis ello (Santos et al., 1984), Spodoptera frugiperda (Jordão et

al., 1999) e Anticarsia gemmatalis (Levy, 2000; Levy et al., 2004), entre muitas outras

espécies (para revisão, ver Lehane & Billingsley, 1996). Várias são as alterações

regionais descritas para as células colunares em larvas de Lepidoptera: aquelas da região 

anterior podem apresentar dilatação na extremidade das microvilosidades e exibir

também grandes vesículas secretoras no citoplasma apical (Cioffi, 1979; Jordão et al.,

1999); também tem sido descrito predomínio de invaginações da membrana basal nas

células da região posterior (Santos et al., 1984; Lehane & Billingsley, 1996).

As células caliciformes recebem esta denominação por possuírem invaginação

da membrana plasmática apical formando uma cavidade semelhante a um cálice; o

interior desta cavidade é margeado por projeções citoplasmáticas semelhantes a
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microvilosidades, contendo mitocôndrias (Anderson & Harvey, 1966; Akai, 1970; Chi

et al., 1975; Cioffi, 1979; Chapman, 1985; Dow, 1986; Binder & Bowers, 1994;

Chapman, 1998; Levy et al., 2004). Embora menos freqüente, tem sido descrito que as

células caliciformes também podem apresentar variação morfológica ao longo do IM;

em M. sexta estas células na região anterior do IM apresentam a cavidade caliciforme

localizada basalmente, enquanto na região posterior esta cavidade localiza-se na porção

apical da célula (Cioffi, l979). Essa mudança no formato da câmara pode estar

relacionada à sua função e já foi observado em várias outras espécies de insetos (Lello

et al., 1984; Lehane & Billingsley, 1996; Jordão et al., 1999; Levy, 2000, 2005).

Outros tipos de células epiteliais funcionalmente similares às células

caliciformes de Lepidoptera foram descritos no epitélio do IM de alguns insetos, como

as células pseudo-caliciforme descritas em Pachycondyla striata (Hymenoptera) e as

células caliciformes atípicas descritas em larvas de Trichoptera (Cavalcante & Cruz-

Landim, 1999); as células oxínticas ou cuprófilas, observadas em Diptera como

Drosophila melanogaster possuem também a função de acumular cobre (Filshie et al.,

1971 apud Martoja & Ballan-Dufrançais, 1984; Terra, 1988; Lehane & Billingsley,

1996).

As células regenerativas são observadas isoladas, em pares ou formando grupos

(nidi) de regeneração, localizados na base do epitélio (Barth, 1972; Maranhão, 1978;

Chapman, 1985; Dow, 1986; Cavalcante & Cruz-Landim, 1999). Esta célula apresenta

citoplasma escasso, com poucas organelas (Smith et al., 1969; De Priester, 1971;

Turbeck, 1974; Conte, 1985; Billingsley & Lehane, 1996; Levy et al., 2004). O número

e morfologia de células regenerativas dependem da proximidade das ecdises e da

duração do ciclo de vida dos insetos (Terra, 1988; Lehane & Billingsley, 1996).

Existem vários trabalhos na literatura que mostram diferenciação da célula regenerativa

em célula colunar, ao nível de microscopia eletrônica de transmissão (Turbeck, 1974;

Endo et al., 1983; Terra, 1988). Na renovação do epitélio intestinal, as células velhas

separar-se-iam da membrana basal, que continuaria intacta, sendo empurradas em

direção ao lúmen pelas células regenerativas em divisão, que teriam assim papel de

reposição celular (Snodgrass, 1935; Endo et al., 1983; Chapman, 1985). O propósito da

renovação celular do epitélio intestinal está relacionado com o crescimento do canal

alimentar a cada ecdise (Snodgrass, 1935) e com a substituição de células envelhecidas

ou que sofreram qualquer tipo de agressão ou mesmo envelhecimento celular (Endo et

al., 1983; Lehane & Billingsley, 1996; Illa-Bochaca & Montuenga, 2006).
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As células endócrinas estão localizadas na base do epitélio, sendo caracterizadas

pela presença de grande quantidade de grânulos citoplasmáticos (Brown et al., 1985;

Andries & Beauvillain, 1988; Sehnal & Zitnan, 1996; Edwards & Weaver, 2001).

Células com funções endócrinas têm sido descritas no IM de muitos insetos, como em

alguns Lepidoptera (Gül et al., 2001; Levy, 2005), Orthoptera (Endo et al., 1982;

Montuenga et al., 1989), Hymenoptera (Cruz-Landim et al., 1996; Neves et al., 2003 a,

b), Odonata (Andries, 1976) e Heteroptera (Andries & Beauvillain, 1988), entre outros.

Segundo Billingsley & Downe (1986), os produtos de secreção hormonal das células

endócrinas (peptídeos) atuam na diferenciação das células regenerativas. As células

endócrinas podem estar associadas com ninhos de células regenerativas, como

observado no IM de algumas espécies, devido à origem das células endócrinas a partir

da extremidade dos ninhos das células regenerativas (Endo & Nishiitsutsuji-Uwo, 1982;

Andries, 1976; Montuenga et al., 1989; Illa-Bochaca & Montuenga, 2006). Sabe-se que

a proporção de células endócrinas em muitos insetos aumenta progressivamente da

região anterior para a região posterior do IM (Cassier & Fain-Maurel, 1977; Andries &

Tramu, 1985; Edwards & Weaver, 2001).

Assim, tendo em vista o interesse econômico de Diatraea saccharalis e a

inexistência de estudos mais aprofundados sobre o epitélio do seu IM, seria interessante

definirmos a morfologia de seus diferentes tipos de células epiteliais, com enfoque em

eventuais diferenças regionais, que possibilitassem entender o papel destas células, no

inseto em questão e em Lepidoptera em geral.

A inexistência, na literatura, de estudos sobre a morfometria destas células ao

longo do IM, é uma lacuna a ser preenchida, pois contribuiria para uma definição

numérica e precisa da existência ou não de diferenças regionais ao longo do IM de D.

saccharalis.
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OBJETIVOS GERAIS
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Tendo em vista as lacunas existentes na literatura quanto a morfo-fisiologia do

intestino médio de Lepidoptera, em geral, e o de larvas de Diatraea saccharalis, em

especial, este primeiro capítulo tem como objetivos principais:

1. Descrição detalhada da morfologia histológica, ultra-estrutural e morfométrica do

intestino médio de D. saccharalis, comparando-a com a de outros Lepidoptera.

2. Identificação de diferenças regionais que possam ocorrer ao longo do intestino

médio, visando caracterizar regiões morfo-funcionais diferenciadas.
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ARTIGO 1

Ultra-estrutura das células colunares ao longo do 

intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis

(Lepidoptera: Pyralidae)

Publicado como: Pinheiro, D.O.; Gregório, E.A. Ultrastructure of the

columnar epithelial cell along the midgut of the Diatraea saccharalis

(Lepidoptera: Pyralidae) larvae. Acta Microscópica, 12(1): 27-30, 2003.
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Resumo

As características morfológicas das células colunares do intestino médio de

Diatraea saccharalis foram estudadas em microscopia eletrônica de transmissão.

Existem diferenças ultra-estruturais na morfologia das células colunares dependendo da

sua localização ao longo do intestino médio. A superfície apical das células colunares

exibe projeções citoplasmáticas, além dos proeminentes microvilos associados a

vesículas de secreção microapócrina; estas projeções citoplasmáticas contêm organelas,

e aumentam em número e conteúdo da região anterior para a região posterior do

intestino médio. A distribuição das mitocôndrias no citosol destas células também é

variável. Na superfície apical da célula são poucas as mitocôndrias na região anterior e

são numerosas na região posterior; o oposto é observado no citoplasma basal, onde as

mitocôndrias são mais abundantes na região anterior. Nossos resultados mostram que a

variação morfológica observada nas células colunares ao longo do intestino médio de

Diatraea saccharalis é similar ao descrito para outras espécies de Lepidoptera. A

secreção executada pelas células colunares do intestino médio devem ser relacionadas

aos processos de secreção microapócrina e liberação de projeções citoplasmáticas.

Palavras-chave: intestino médio, célula colunar, ultra-estrutura, Lepidoptera, larva.
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Abstract

The morphological features of the columnar epithelial cell in the midgut of

Diatraea saccharalis larvae were studied by transmission electron microscopy. There

are ultrastructural differences in the columnar cell morphology depending on their

localization along the midgut. The apical columnar cell surface exhibit protrusions

besides the conspicuous microvilli related with microapocrine vesicles; these

cytoplasmic protrusions contain many organelles and they increase in number and size

from the anterior to the posterior midgut regions. The mitochondria distribution is also

variable. They are few in the apical surface of the anterior region and numerous in the

posterior one; the opposite is observed in the basal cytoplasm, where the mitochondria

are more abundant in the anterior region. Our results show that the morphological

variations in the columnar cell morphology along midgut of the sugarcane borer are

similar to the ones described for other Lepidoptera species. The secretion carried out by

the midgut columnar cell may be related with both the microapocrine process and

cytoplasmic protrusion release.

Keywords: midgut, columnar cell, ultrastructure, Lepidoptera, larvae.
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Introdução

O intestino médio é estruturalmente e funcionalmente diferenciado ao longo do

seu comprimento, na maioria das larvas de Lepidoptera (2, 6). O epitélio do intestino

médio é composto principalmente por 4 tipos celulares: células colunares, caliciformes,

regenerativas e endócrinas (6). As células colunares são predominantes, sendo

responsáveis pelo processamento dos alimentos, absorção dos produtos da digestão e

secreção de enzimas digestivas (6). As células epiteliais colunares em Manduca sexta

apresentam modificações ultra-estruturais graduais da região anterior para a região

posterior do intestino médio (1). Em Spodoptera frugiperda as células colunares da

região anterior do intestino médio apresentam dilatação na extremidade das

microvilosidades e exibem também grandes vesículas secretoras no citoplasma apical

(5). As células colunares da região posterior do intestino médio de Erinnyis ello

apresentam invaginações da membrana basal bem evidente, enquanto que na região

anterior essas invaginações são escassas (7). É comum, na porção apical das células

colunares, a presença de projeções citoplasmáticas que se desprendem em direção ao

lúmen intestinal, e que podem ser responsáveis pela liberação de material secretor,

embora estas projeções, frequentemente não contenham grânulos secretores em seu

interior (6). Muito frequentemente os microvilos apresentam liberação de vesículas ou

bolhas para o lúmen intestinal, condizente com o processo de secreção microapócrina

(2, 5, 6). As células colunares de E. ello liberam porções de microvilosidades contendo

vesículas em direção ao lúmen, e também corpos esféricos recobertos por membrana

(7). A broca da cana, Diatraea saccharalis, é considerada a praga mais importante para

a cultura da cana-de-açúcar, afetando também muitas outras plantas (3). Não existem

estudos descrevendo aspectos ultra-estruturais das diferentes células epiteliais ao longo

do seu intestino médio. Este trabalho tem como objetivo descrever a ultra-estrutura das

células colunares nas diferentes regiões do intestino médio de D. saccharalis, em larvas

de último instar.

Material e Métodos

Larvas de D. saccharalis foram mantidas em dieta artificial (4) com temperatura

(25-27ºC) e umidade (70%) controladas. Fragmentos do intestino médio (regiões

anterior, mediana e posterior) foram coletados de larvas do último instar e processados

convencionalmente para microscopia eletrônica de transmissão. Os fragmentos de

intestino médio foram fixados em solução de glutaraldeído 2% - paraformaldeído 4%
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em tampão fosfato 0,1M (pH 7.3) por 24h, pós-fixado em tetróxido de ósmio 1% no

mesmo tampão por 2h, desidratados com seqüência crescente de soluções de acetona e

incluído em resina Araldite. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de

uranila e citrato de chumbo, e examinados em microscópio eletrônico de transmissão

CM100 da Philips.

Resultados

A superfície apical das células colunares ao longo de todo intestino médio de

Diatraea saccharalis exibe microvilosidades (Figs. 1-3; 5-7). Existem projeções

citoplasmáticas por entre os microvilos; estas projeções aumentam em número, volume

e conteúdo da região anterior (Figs. 1, 2) para a região posterior (Figs. 5-6) do intestino

médio. As mitocôndrias são escassas no citoplasma apical da região anterior (Fig. 4),

enquanto que numerosas e bastante elétron-densas na região posterior (Figs. 5-7). A

membrana plasmática basal das células colunares apresenta invaginações paralelas

associadas às mitocôndrias que se estendem até a metade da altura da célula (Figs. 4, 8).

Esta célula é também diferenciada ao longo do intestino médio: na região anterior,

existem poucas aberturas das invaginações de membrana plasmática basal no espaço

extracelular subjacente (Fig. 4), comparado com aquelas observadas na região posterior

(Fig. 8). Além disso, as mitocôndrias associadas às invaginações são mais numerosas na

região anterior (Fig. 4) enquanto que são poucas na região posterior do intestino médio

(Fig. 8).

Discussão

A morfologia ultra-estrutural geral do intestino médio de D. saccharalis é

similar a descrita para outros Lepidoptera como M. sexta (1), E. ello (7) e S. frugiperda

(5).

Existem modificações ao longo do intestino médio com relação ao número e

morfologia das projeções citoplasmáticas que se desprendem das células colunares em

direção ao lúmen intestinal. As projeções citoplasmáticas aumentam em número e

tamanho da região anterior para a posterior do intestino médio, onde exibem um grande

número de organelas citoplasmáticas, sugerindo que estas células estão envolvidas com

o processo de secreção apócrina. Ao mesmo tempo, as células colunares podem liberar

materiais, por processo de secreção microapócrina como descrito para E. ello (7), como

também mostrado em nossas observações de microvesículas com conteúdo elétron-
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lucente por entre os microvilos, principalmente na região anterior do intestino médio. A

secreção microapócrina consiste na eliminação de pequenas vesículas delgadas

revestidas por membrana simples ou dupla, que se desprendem dos microvilos celulares

(2). A ausência de grânulos secretores nas células colunares nos leva a acreditar que

essas células devem estar secretando enzimas digestivas de uma maneira diferente,

estando relacionada tanto com o processo de secreção apócrina como microapócrina,

como observado em E. ello (7), Tenebrio molitor (2) e S. frugiperda (5). Acredita-se

que a secreção apócrina seja uma adaptação celular para aumentar a dispersão do

conteúdo das vesículas secretoras liberados a partir de um epitélio que absorve água,

enquanto que a exocitose é um mecanismo de secreção eficiente em um epitélio secretor 

de água (2).

As invaginações de membrana plasmática basal na região posterior do intestino

médio de D. saccharalis, ao contrário da região anterior, revelam abertura regular

subjacente ao espaço extracelular, semelhante aos achados de E. ello (7). É possível que

tal organização facilite a secreção de água, em associação com a extrusão de potássio,

principalmente na região posterior do intestino médio. A existência de uma borda

estriada desenvolvida, um grande número de mitocôndrias presente no citoplasma apical 

e das invaginações basais associadas a mitocôndrias, devem capacitar às células

colunares no transporte de íons e água (7). O fato das invaginações de membrana

plasmática basal constituir um compartimento extracelular com acesso restrito para a

hemolinfa (devido às aberturas restritas para o espaço extracelular subjacente), deve

permitir que as células colunares da região anterior do intestino médio concentrem

solutos nesse compartimento e no lúmen, que deve auxiliar a absorção de água (7).

Existem modificações ao longo do intestino médio de larvas de D. saccharalis

relacionadas com o processo de secreção e com o número e morfologia das projeções

citoplasmáticas que se desprendem das células colunares em direção ao lúmen. A região

anterior do intestino médio está principalmente envolvida no processo de secreção

microapócrina enquanto que a região posterior do intestino médio predomina a

liberação de projeções citoplasmáticas. Outra diferença é relacionada com a quantidade

de mitocôndrias no citoplasma apical e basal: na região anterior do intestino médio são

numerosas na base da célula colunar enquanto que na região posterior existem muitas

mitocôndrias concentradas no citoplasma apical.
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Figuras 1- 4. Região anterior do intestino médio da broca da cana. Fig. 1: Projeção
citoplasmática (P) e vesículas (seta) de secreção microapócrina entre as
microvilosidades das células colunares (co); mitocôndria (M); célula caliciforme (go). X
4.600. Fig. 2: Uma bordadura estriada de microvilosidades (m) reveste o lumen;
mitocôndrias (M) e projeção citoplasmática (P) com retículo endoplasmático. X 5.800.
Fig. 3: Superfície apical com microvilos; citoplasma com mitocôndrias (M), gotas
lipídicas (L) e retículo endoplasmático rugoso (RER). X 16.800. Fig. 4: Citoplasma
basal com invaginações da membrana plasmática (In) com mitocôndrias (M) associadas; 
gotas lipídicas (L); lâmina basal (B). X 16.800.
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Figuras 5-8. Região posterior do intestino médio da broca da cana. Fig. 5: Projeções
citoplasmáticas (P) entre as microvilosidades; mitocôndrias densas (M); células
caliciformes (go). X 2.800. Fig. 6: Detalhe da superfície apical com projeções
citoplasmáticas (P) entre os microvilos e contendo retículo endoplasmático rugoso
(RER), mitocôndrias (M) e grandes vacúolos (V) com conteúdo heterogêneo. X 6.400.
Fig. 7: Citoplasma apical com muitas mitocôndrias densas (M) e retículo
endoplasmático rugoso (RER). X 13.200. Fig. 8: Citoplasma basal com invaginações da
membrana plasmática (In) associadas com mitocôndrias (M); gotas lipídicas (L); lâmina
basal (B); núcleo (N) de célula muscular. X 16.800.
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Resumo

A larva de Diatraea saccharalis Fabricius 1794 (broca da cana) tem grande

interesse econômico, pois afeta o cultivo e aproveitamento industrial da cana-de-açúcar.

Entretanto, poucos são os estudos sobre a morfologia interna deste inseto. O objetivo

deste trabalho foi estudar morfometricamente, o seu epitélio intestinal, ao longo de seu

comprimento, visando caracterizar regiões estruturalmente diferentes. O intestino médio

de larvas no último instar foi subdividido em três regiões: anterior, mediana e posterior

e os fragmentos foram processados para observação em microscopia de luz. Os cortes

histológicos foram analisados em sistema computadorizado de análise de imagens para

medir comprimento, largura e área do epitélio, das diferentes células epiteliais, dos seus

respectivos núcleos e do lúmen intestinal. Os dados obtidos foram submetidos ao teste

estatístico de Kruskal-Wallis e à análise multivariada. Nossos resultados mostraram que

o intestino médio apresentou-se constituído, morfometricamente, por duas diferentes

regiões, anterior e posterior; a região mediana apresentou valores coincidentes tanto

com a região anterior quanto com a posterior, sugerindo ser região intermediária. As

células epiteliais (colunares, caliciformes e regenerativas), quando avaliadas pela

análise estatística multivariada, não apresentaram diferença morfométrica nas diferentes

regiões do intestino médio. Entretanto, a análise de variância, realizada para variáveis

isoladas, mostrou que as células regenerativas apresentaram maior variabilidade

morfométrica.

Palavras-Chave: Morfometria, célula epitelial, inseto, broca da cana, mesêntero
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Abstract

The sugarcane borer, Diatraea saccharalis Fabricius has great economical

interest as it affects the culture and industrial use of the sugarcane. However, there are

few studies concerning the internal morphology of this insect. This work aims to study

morphometrically the midgut and the epithelium along their lenght, trying to

characterize different regions. Midgut of last instar larvae was divided in three regions:

anterior, middle and posterior, and the fragments were processed for light microscopic

observation. Histological sections were analyzed in a computerized system concerning

the length, width and area of the epithelium, their cells, and the midgut lumen. The

obtained data were statistically analyzed by the Kruskal-Wallis test and by multivariate

analysis. Our results showed that the midgut has two different regions, the anterior and

the posterior; the middle region presents values that are coincident with the ones of

either the anterior and the posterior portions, suggesting that there is an intermediate

region between the other two ones. The epithelial cells (columnar, goblet and

regenerative cells), when evaluated by multivariate analysis, do not present significant

morphometric differences in the different midgut regions. However, the analysis of

variance for separate variables show that the regenerative cells present wide

morphometric variability along the midgut.

Keywords: Morphometry, epithelial cell, insect, sugarcane borer, mesenteron
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Introdução

O epitélio do intestino médio em Lepidoptera é constituído, principalmente, por

4 tipos de células: colunares, caliciformes, regenerativas e endócrinas (Lehane &

Billingsley 1996). As células colunares, as mais abundantes, são responsáveis pelo

processamento da dieta, pela secreção de enzimas digestivas e pela absorção dos

produtos finais da digestão (Lehane & Billingsley 1996). As células caliciformes

auxiliam as colunares na homeostasia iônica e na absorção de metabólitos (Lello et al.

1984, Chiang et al. 1986). Existem células regenerativas relativamente indiferenciadas

espalhadas por todo o epitélio, observadas isoladas, em pares ou formando grupos

(Turbeck 1974, Cavalcante & Cruz-Landim 1999). As escassas células endócrinas

possuem forma variada, sendo piramidais, ovais e fusiformes (Andries & Beauvillain

1996, Cavalcante & Cruz-Landim 1999).

Embora todos os tipos celulares possam ser encontrados ao longo do intestino

médio, muitos trabalhos sugerem que a distribuição e a morfologia destas células são

variáveis ao longo do intestino médio de Lepidoptera (Cioffi 1979, Lello et al. 1984,

Santos et al. 1984, Chiang et al., 1986; Lehane & Billingsley 1996, Cristofoletti et al.

2001). Estas diferenças morfológicas são principalmente detectadas ao nível ultra-

estrutural em todos os tipos celulares (Cioffi 1979, Lello et al. 1984, Santos et al. 1984,

Lehane & Billingsley 1996). 

A broca da cana, Diatraea saccharalis Fabricius, é uma importante praga que

ataca a cana-de-açúcar e muitas outras plantações incluindo milho, sorgo, trigo e arroz

(Long & Hensley 1972). Estudo preliminar mostrou que suas células colunares

epiteliais apresentam diferenças na organização ultra-estrutural que podem ser

relacionadas com a sua localização no intestino médio (Pinheiro & Gregório 2001). Este 

achado foi previamente descrito para outros Lepidoptera, como Manduca sexta L.

(Cioffi 1979), Spodoptera frugiperda Smith (Jordão et al. 1999) e Erinnyis ello L.

(Santos et al. 1984).

Entretanto, existem poucos trabalhos de estudos morfométricos das células

epiteliais no intestino médio de insetos, a maioria deles em Diptera (Nopanitaya &

Misch 1974, Wood & Lehane 1991, Andrade-Coeho et al. 2001), poucos em

Heteroptera (Ranjini & Mohamed 2000) e Hemiptera (Billingsley 1988), mas até o

momento nenhum em Lepidoptera.
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Este trabalho tem por objetivo estudar morfometricamente o lúmen e epitélio do

intestino médio de larvas de D. saccharalis. Medidas do seu intestino médio, bem como

das células colunares, caliciformes e regenerativas foram obtidas ao longo do seu

comprimento na tentativa de distinguir regiões diferentes nesse órgão.

Material e Métodos

Larvas de D. saccharalis foram mantidas em dieta artificial (Hensley &

Hammond 1968) com temperatura (25-27ºC) e umidade (70%) controladas. Cinqüenta

insetos no começo do último instar larval (12-17 dias de desenvolvimento) foram

dissecados em microscópio estereoscópio, e o intestino médio imediatamente fixado em

solução de glutaraldeído 2% - paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M (pH 7.3)

por 24 horas. 

O intestino médio foi igualmente sub-dividido em 3 fragmentos, nomeados de

região anterior, mediana e posterior. Estes fragmentos foram processados e incluídos em

Historesina (JB4 Polysciences); os cortes obtidos foram corados com azul de

Toulidina (Pearse 1972) ou com reagente de Schiff - azul de Bromofenol  hematoxilina 

de Ehrlich (Coello 1989).

Os cortes histológicos foram analisados morfometricamente em sistema

computadorizado para análise de imagens (QWin Lite 2.5 - Leica), adaptado em

fotomicroscópio DMLB (Leica). As medidas obtidas foram: 1- Eixo maior (LAx) e

menor (SAx), e a área (A) do a) lúmen; b) cada tipo celular epitelial e seu núcleo; c)

intestino médio (epitélio + lúmen); 2) a altura (H) do epitélio, expresso como a média

de 20 medidas obtidas ao longo do perímetro do intestino médio de cada corte

examinado, bem como os valores máximo (HMax) e mínimo (HMin) destas medidas.

Todas as medidas foram realizadas na região central das células e do lúmen do intestino

médio.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis, e a

diferença entre grupos foi determinada pelo método de Dunn, usando o software Sigma-

Stat 2.0. O nível de significância adotado foi de 5%. Empregamos também o teste de

análise multivariada, realizada pelo software MVSP 3.2, para compararmos os valores

do lúmen e dos diferentes tipos celulares epiteliais nas diferentes regiões do intestino

médio.
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Resultados

O intestino médio de larvas de D. saccharalis é um tubo simples composto por

uma camada simples de células epiteliais delimitando um lúmen (Fig. 1A); diferentes

tipos celulares, principalmente células colunares, caliciformes e regenerativas

constituem o epitélio do intestino médio (Fig. 1B). A altura do epitélio é muito variada

em cada uma das três regiões estudadas (Tabela 1); existem diferenças, até o dobro,

entre HMax, e HMin obtidas na mesma região. Entretanto, não existe diferença

significativa entre as diferentes regiões, considerando-se os valores de H e HMax, mas a

HMin das regiões anterior e mediana são significativamente diferentes. Para o lúmen

intestinal, o LAx e SAx das regiões mediana e posterior são similares entre si, mas estas

medidas, em ambas as regiões, são significativamente diferentes das medidas obtidas na

região anterior; a mesma diferença entre as três regiões foi observadas para o intestino

médio como um todo (epitélio + lúmen).

A análise multivariada dos dados obtidos das medidas do lúmen epitelial (Fig. 2) 

mostra que o intestino médio tem duas regiões distintas, a anterior e a posterior; a região 

mediana apresenta valores que são coincidentes tanto com aqueles da anterior, como

com os da posterior, bem como valores diferentes destas duas regiões.

A análise morfométrica de variância (Tabela 2) mostra que algumas das medidas

separadas obtidas das diferentes células epiteliais são variáveis ao longo do intestino

médio. Nas células colunares, a maioria das variáveis não apresenta diferença

significativa entre as regiões anterior e mediana, entretanto o LAx da célula e o Sax e a

A do seu núcleo, das duas regiões, anterior e posterior, eram diferentes dos valores para

a região posterior. A célula caliciforme mostra pouca variabilidade entre as regiões do

intestino médio; o LAx da célula e do seu núcleo na região anterior é significativamente

diferente daqueles das regiões mediana e posterior. As células regenerativas são

morfometricamente variáveis ao longo do intestino médio; o SAx e a A da célula e do

núcleo nas regiões anterior e posterior são significativamente diferente, e estes valores

para a região mediana não diferem daqueles das regiões anterior ou posterior.

A análise multivariada dos valores relacionados com todas as medidas das

células epiteliais no intestino médio (Figs. 3-5) mostra que as células colunares,

caliciformes e regenerativas não constituem populações celulares morfometricamente

distintas, nas três regiões analisadas do intestino médio.
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Discussão

A avaliação morfométrica do intestino médio de D. saccharalis (epitélio e lúmen)

mostrou que as regiões anterior e posterior são distintas; a região mediana apresenta

valores intermediários entre as regiões anterior e posterior, sugerindo que esta porção

pode ser considerada uma transição. Não existem, na literatura, estudos morfométricos

do intestino médio de insetos ao nível de microscopia de luz. Nossos resultados

confirmam a idéia geral que o intestino médio, em larvas de insetos, é estruturalmente

diferenciado ao longo do seu comprimento, como sugerido por observações ultra-

estruturais (Cioffi 1979, Lello et al. 1984, Santos et al. 1984).

Entretanto, quando cada tipo celular foi individualmente analisado

morfometricamente, não foi possível caracterizar diferenças nas células ao longo do

intestino médio. A análise multivariada compara dois ou mais parâmetros, usando o

maior conjunto numérico possível para estas entidades. Moço et al. (2002) usaram este

tipo de análise para caracterização e identificação de Hepatozoon, um protozoário que

parasita eritrócitos de serpentes; medindo variáveis das células e núcleos (comprimento,

largura e área), estes autores foram capazes de identificar diferentes populações deste

parasita sanguíneo.

Relato preliminar sobre a ultra-estrutura das células colunares no intestino médio

da broca da cana (Pinheiro & Gregório 2001) mostrou diferenças na sua organização

subcelular que puderam ser relacionadas com sua localização ao longo do comprimento

do intestino médio; estas diferenças foram principalmente relacionadas com as

projeções citoplasmáticas apicais, a quantidade de mitocôndrias e as invaginações de

membrana plasmática basal. Entretanto, nossos resultados sugerem que estas

características ultra-estruturais não interferem nos parâmetros morfométricos analisados

tanto para esta célula como para seu núcleo (LAx, SAx e A) nas mesmas regiões.

Dados morfométricos referentes à organização da ultra-estrutura das células

epiteliais do intestino médio foram descritos em muitas ordens de insetos, como em

Diptera (Nopanitaya & Misch 1974, Wood & Lehane 1991, Andrade-Coeho et al.

2001), Orthoptera (Srivastava 1997), Heteroptera (Ranjini & Mohamed 2000), e

Hemiptera (Billingsley 1988). Entretanto, esses trabalhos não comparam as células ao

longo da extensão do intestino médio; eles estão, principalmente, relacionados com

aspectos experimentais durante o processo de digestão (Billingsley 1988, Wood &

Lehane 1991, Ranjini & Mohamed 2000, Andrade-Coeho et al. 2001), diferenças

sexuais (Rudin & Hecker 1976) e desenvolvimento dos insetos (Nopanitaya & Misch
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1974). A aplicação da análise multivariada, apresentada neste trabalho, pode ser um

instrumento importante para uma melhor interpretação das diferenças fisiológicas,

sexuais e ontogênicas, como mostrados pelos autores acima.

As células endócrinas não foram consideradas em nossos estudos, por ser escassa

e de difícil observação ao nível de microscopia de luz, principalmente usando técnicas

de colorações convencionais (Endo et al. 1983, Montuenga et al. 1989). O pequeno

número de células endócrinas no epitélio do intestino médio também foi descrito em

muitas outras espécies de insetos (Andries & Beauvillain 1988, Montuenga et al. 1989).

As células regenerativas apresentaram uma ampla variabilidade morfométrica nas

diferentes regiões do intestino médio. Nossos resultados mostram que existem

diferenças nesta célula quando localizadas na região anterior ou posterior. A região

mediana apresenta características intermediárias para os parâmetros das células

regenerativas, apoiando a idéia de que existe uma porção de transição no intestino

médio entre as regiões anterior e posterior.
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Figura 1. Corte histológico do intestino médio de D. saccharalis: A) lúmen (L) e

células epiteliais (E) da região mediana, corados com o reativo de Schiff- azul de

Bromofenol- hematoxilina de Ehrlich (Bar = 100 µm); B) célula colunar (C),

caliciforme (G) e regenerativa (R) no epitélio da região anterior, corado com azul de

Toluidina (Bar = 10 µm).

Tabela 1. Dados morfométricos do lúmen e do epitélio das regiões anterior,

mediana e posterior do intestino médio de larvas de D. saccharalis.

Epitélio Lúmen Epitélio + Lúmen

Regiões H
( m)

HMax

( m)
HMin

( m)
Lax

(mm)
Sax

(mm)
A

(mm2)

Lax
(mm)

SAx
(mm)

A
(mm2)

Anterior
(n = 32)

93.1
(4.7)a

124.3
(12.6)a

70.9
(5.6)a

1.5
(0.2)a

0.4
(0.1)a

471.2
(173.7)a

1.6
(0.2)a

0.6
(0.1)a

826.9
(231.3)a

Mediana
(n = 42)

89.2
(12.0)a

123.8
(18.9)a

62.9
(5.7)b

1.0
(0.2)b

0.5
(0.1)b

374.2
(197.8)a

1.2
(0.2)b

0.7
(0.1)b

671.6
(222.4)a

Posterior
(n = 47)

97.1
(23.1)a

130.7
(31.3)a

61.7
(13.6)ab

1.0
(0.5)b

0.7
(0.3)b

607.8
(472.9)a

1.2
(0.5)b

0.9
(0.3)b

843.3
(572.4)a

Nota: Todos os valores representam a mediana e a amplitude semi-interquartílica. Mesmas

letras nas colunas representam p > 0.05 e diferentes letras representam p < 0.05. H altura;

HMax altura máxima do epitélio; HMin altura mínima do epitélio; LAx eixo maior; SAx

eixo menor; A  área.
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Tabela 2. Dados morfométricos das células colunares, caliciformes e

regenerativas das regiões anterior, mediana e posterior do

intestino médio de larvas D. saccharalis.

Tipos Célula Núcleo

Celulares Lax ( m) SAx ( m) A ( m2) LAx ( m) SAx ( m) A ( m2)

Colunar

Anterior
(n = 51)

68.4 (5.3)a 8.0 (2.0)a 577.3 (127.7)a 11.3 (0.9)a 4.9 (0.9)a 44.6 (8.9)a

Mediana
(n = 55)

64.2 (6.0)ab 9.9 (2.3)a 615.1 (124.6)a 11.3 (1.1)a 4.7 (1.0)a 44.8 (11.0)a

Posterior
(n = 57)

60.4 (3.1)b 9.1 (1.9)a 565.5 (105.7)a 10.8 (0.9)a 4.0 (0.6)b 38.5 (7.6)b

Caliciformes

Anterior
(n = 54)

58.4 (4.2)a 7.2 (0.9)a 408.3 (42.7)a 5.4 (0.7)a 3.4 (0.5)a 17.1 (3.0)a

Mediana
(n = 44)

56.2 (6.8)b 7.7 (1.2)a 421.1 (61.8)a 6.8 (1.2)b 2.9 (0.8)a 17.5 (2.9)a

Posterior
(n = 50)

63.2 (4.4)b 7.6 (1.6)a 418.5 (83.7)a 7.2 (1.2)b 3.0 (0.6)a 17.8 (2.9)a

Regenerativa

Anterior
(n = 51)

14.1 (5.0)a 5.9 (1.3)a 69.2 (18.3)a 6.0 (1.6)a 4.1 (1.2)a 20.3 (4.9)a

Mediana
(n = 61)

14.4 (2.4)a 5.4 (0.9)ab 60.5 (16.1)ab 6.3 (0.8)a 3.7 (0.6)ab 19.9 (3.8)ab

Posterior
(n = 54)

13.9 (3.6)a 5.4 (0.9)b 58.5 (19.7)b 6.0 (2.5)a 3.4 (0.5)b 17.3 (5.4)b

Nota: Todos os valores representam a mediana e a amplitude semi-interquartílica. Mesmas

letras nas colunas representam p > 0.05 e diferentes letras representam p < 0.05. LAx eixo

maior; SAx  eixo menor; A  área.
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Figura 2. Análise multivariada dos principais componentes para comparar dados morfométricos

na região anterior, mediana e posterior do intestino médio de D. saccharalis. Os

valores apresentados nos eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação

dos dados. 
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Figura 3. Análise multivariada dos dados morfométricos das células colunares na região

anterior, mediana e posterior do intestino médio de D. saccharalis. Os valores

apresentados nos eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos

dados.
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Figura 4. Análise multivariada dos dados morfométricos das células caliciformes na região

anterior, mediana e posterior do intestino médio de D. saccharalis. Os valores

apresentados nos eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos

dados.
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Figura 5. Análise multivariada dos dados morfométricos das células regenerativas na região

anterior, mediana e posterior do intestino médio de D. saccharalis. Os valores

apresentados nos eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos

dados.
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ARTIGO 3

Diferenças morfológicas regionais das células

epiteliais ao longo do intestino médio de larvas de 

Diatraea saccharalis (Lepidoptera)

A ser enviado para a revista Neotropical Entomology como: Pinheiro,

D.O.; Quagio-Grassiotto, I.; Gregório, E.A. Morphological regional

differences of epithelial cells along of the midgut in Diatraea saccharalis

(Lepidoptera) larvae.
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Resumo

A Diatraea saccharalis (broca da cana) Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) é

uma praga da cana-de-açúcar e outras plantações. O objetivo deste trabalho foi

caracterizar possíveis variações morfológicas nas células epiteliais (colunares,

caliciformes, regenerativas) ao longo do intestino médio (IM) de larvas de D.

saccharalis. Fragmentos do IM (anterior, mediana e posterior) foram fixados e

processados para microscopia de luz e eletrônica de varredura. Existem diferenças

morfológicas citoquímicas e ultra-estruturais nas células epiteliais, dependendo da sua

localização no IM. A superfície apical de algumas células colunares exibe projeções

citoplasmáticas que aumentam em número e volume da região anterior para a posterior

do IM. Existe aumento dos grânulos PAS-positivos no citoplasma apical das células

colunares e regenerativas, da região anterior para a posterior. A câmara das células

caliciforme na região anterior do IM mostra seu ápice estreito, enquanto que na

posterior esta porção da câmara é alargada; os microvilos da câmara são pequenos e

finos no ápice, sendo numerosos, longos e mais espessos na porção basal. Nossos

resultados sugerem que o IM da broca da cana apresenta duas regiões morfologicamente 

distintas, a anterior e posterior; a região mediana é uma região de transição.

Palavras-Chave: células epiteliais, intestino médio, Lepidoptera, morfologia, Diatraea

saccharalis
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Abstract

The sugarcane borer Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) is 

a pest for the sugarcane and many other crops. This work aims to characterized

morphological variability in the epithelial cells (columnar, goblet and regenerative)

along the midgut of D. saccharalis larvae. Fragments of the midgut (anterior, middle

and posterior regions) were fixed and processed by light and scanning electron

microscopy. There are both cytochemical and ultrastructural differences in the

morphology of the epithelial cells, depending on their localization along the midgut.

The apical surface of columnar cell shows an increase in both number and size of the

apical protrusions from the anterior to the posterior midgut regions. There is an increase

in the amount of PAS-positive granules are detected in the cytoplasm of both the

columnar and regenerative cells, from the anterior to the posterior region. The apical

surface of goblet cell is narrow in the anterior region, and enlarged in the posterior

midgut; the microvilli of the cavity are small and thin at the apical cavity surface, being

thicker, longer and numerous at the basal portion of the cavity. Our results suggested

that the sugarcane borer midgut has two morphological different regions, the anterior

and the posterior; the middle region is a transitional region. 

Keywords: Epithelial cell; midgut; Lepidoptera; Morphology; Diatraea saccharalis
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Introdução

Estudos, em diversas Ordens de insetos, mostram a importância do intestino

médio (IM) na absorção de alimentos, troca de íons, entrada de inseticidas, vírus e

toxinas, e liberação de neurohormônios que regulam a atividade de vários outros

processos fisiológicos (Santos et al. 1984; Chapman 1985, 1998; Dow 1986; Lehane &

Billingsley 1996; Jordão et al. 1999; Edwards & Weaver 2001, entre outros).

O IM de insetos é constituído por um epitélio colunar, revestido por uma camada 

mais interna de fibras musculares estriadas circulares e outra mais externa de fibras

longitudinais (Chapman 1985). O epitélio apresenta, na maioria dos insetos, quatro tipos 

celulares: colunares, caliciformes, regenerativas e endócrinas (Lehane & Billingsley

1996). Muitos dos trabalhos referentes as células epiteliais correlacionam sua

morfologia com possíveis funções (Cioffi 1979; Santos et al. 1984; Hung et al. 2000;

Caetano & Zara 2001; Pinheiro & Gregório 2003; Levy et al. 2004).

O epitélio do IM é revestido internamente por uma membrana acelular

(membrana ou matriz peritrófica), na maioria dos insetos (Chapman 1985; Dow 1986;

Lehane & Billingsley 1996; Terra 2001). Em larvas de Lepidoptera, essa membrana é

secretada ao longo do IM pelas células colunares (De Priester 1971; Terra 1988, 1996;

Harper & Hopkins 1997; Hopkins & Harper 2001). Embora impeça o contato direto do

alimento com a bordadura estriada das células colunares, esta membrana permite a

passagem das enzimas digestivas em direção à luz intestinal e a absorção dos produtos

resultantes da digestão, sendo posteriormente eliminada com as fezes (Tellam 1996),

prevenindo injúrias mecânicas e dificultando ou impedindo a entrada de patógenos

(Terra 1988, 2001).

As células colunares, mais abundantes, são responsáveis pela produção de

enzimas e absorção dos produtos da digestão (Lehane & Billingsley 1996). Sua

superfície apical exibe microvilosidades regulares e exuberantes, enquanto que no

citoplasma basal observa-se labirinto basal associado às mitocôndrias (Nopanitaya &

Misch 1974; Lehane & Billingsley 1996; Hung et al. 2000; Pinheiro & Gregório 2003).

Projeções citoplasmáticas têm sido detectadas em diversas espécies de insetos (Lello et

al. 1984; Ryerse et al. 1992; Caetano & Zara 2001; Cristofoletti et al. 2001; Lello &

Vieira 2001; Levy et al. 2004).

As células caliciformes recebem esta denominação por possuírem invaginação

da membrana plasmática apical formando uma cavidade, semelhante a um cálice; a

morfologia desta cavidade é variável em larvas de Lepidoptera, dependendo de sua
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localização no IM. A cavidade ocupa a maior parte da célula na região anterior do IM

ou somente a parte apical naquelas da região posterior (Anderson & Harvey 1966;

Cioffi 1979; Santos et al. 1984; Lehane & Billingsley 1996). O interior desta cavidade é 

margeado por projeções citoplasmáticas semelhantes a microvilosidades, contendo

mitocôndrias (Anderson & Harvey 1966; Cioffi 1979; Santos et al. 1984; Chapman

1985, 1998; Lehane & Billingsley 1996; Cavalcante & Cruz-Landim 1999; Levy et al.

2004). Estas células estão envolvidas no processo de homeostasia iônica e absorção de

metabólitos, função esta desempenhada em cooperação com as células colunares

(Anderson & Harvey 1966; Chapman 1985, 1998; Dow 1986; Lehane & Billingsley

1996; Terra et al., 2006).

As células regenerativas são observadas isoladas, em pares ou formando grupos

(nidi) de regeneração, localizados na base do epitélio (Chapman 1985; Dow 1986;

Cavalcante & Cruz-Landim 1999); apresentam citoplasma escasso, com poucas

organelas (Turbeck 1974; Lehane & Billingsley 1996; Levy et al. 2004). O número e

morfologia de células regenerativas dependem da proximidade das ecdises e da duração

do ciclo de vida dos insetos (Turbeck 1974; Terra 1988). É consenso que as células

regenerativas teriam papel de reposição de células epiteliais (Endo et al. 1983;

Chapman 1985; Lehane & Billingsley 1996).

As células endócrinas estão localizadas na base do epitélio, sendo caracterizadas

pela presença de grande quantidade de grânulos citoplasmáticos (Sehnal & Zitnan 1996;

Edwards & Weaver 2001). Vários são os papéis atribuídos a esta célula: controle

hormonal dos movimentos peristálticos, da digestão, diurese, do desenvolvimento e

reprodução, entre outras funções (para revisão ver Sehnal & Zitnan 1996; Edwards &

Weaver 2001). 

A broca da cana, Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) é

uma praga que afeta de maneira significativa a produtividade agrícola e industrial da

cultura da cana-de-açúcar, sendo encontrada nas Antilhas, América Central e do Sul. As

lagartas também atacam outras gramíneas, sendo consideradas prejudiciais ao milho,

arroz, sorgo, trigo e algumas espécies de capim (Rossi & Fowler 2003). Apesar da

importância desse inseto, poucos são os trabalhos sobre a sua morfologia interna,

especialmente no que se refere ao IM. As descrições existentes referem-se as diferenças

ultra-estruturais das células colunares (Pinheiro & Gregório 2003), e morfométricas nos

diferentes tipos celulares (Pinheiro et al. 2003, 2006), além de diferenças bioquímicas

de atividade enzimática (Ferreira et al. 1997; Azevedo et al. 2003). Entretanto, nenhum
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deles caracteriza variações morfológicas nos diferentes tipos celulares, ao longo do IM

da broca da cana, que é o objetivo desse trabalho.

Material e Métodos

Larvas de D. saccharalis foram mantidas em dieta artificial, com temperatura

(25-27ºC) e umidade (70%) controladas. Os insetos, no último instar larval, foram

dissecados em microscópio estereoscópio e o IM imediatamente fixado de acordo com a

técnica utilizada.

Microscopia de luz (ML): os IM coletados foram sub-divididos em 3 regiões: anterior,

mediana e posterior; os materiais foram fixados em solução de glutaraldeído 2,5% -

paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M pH 7.3 por 6h, sendo desidratados em

seqüência crescente de soluções de álcool etílico. A inclusão foi realizada em resina JB4 

da Polysciences, sendo polimerizado em estufa à 37oC por 24h. Os cortes de 3-7 µm

foram submetidos às técnicas de colorações por hematoxilina- eosina e PAS (Pearse,

1972).

Microscopia eletrônica de varredura (MEV): o IM não foi retirado do inseto, sendo

apenas realizada incisão longitudinal para expor a superfície luminal, bem como a

superfície lateral do epitélio. Os materiais foram fixados em glutaraldeído 2,5% em

tampão fosfato 0,1M pH 7.3 por 24h e pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 2h no

mesmo tampão. A desidratação foi realizada com seqüência crescente de soluções de

álcool etílico, sendo a secagem realizada por meio do ponto crítico em CPD 020 (Balzer

Union), com CO2 líquido. Os espécimes foram colados em suporte adequado e

recobertos com camada de 20nm ouro em aparelho MED 010 (Balzer Union). A análise

foi realizada em Microscópio Eletrônico de Varredura SEM 515 da Philips.

Resultados

O IM de D. saccharalis é revestido por epitélio colunar simples onde

identificamos células colunares, caliciformes e regenerativas, distribuídas em toda sua

extensão (Figs. 1-8). A superfície epitelial é recoberta internamente por fina membrana

peritrófica (Figs. 9).

Célula colunar: de forma prismática, são as mais numerosas em todo o IM;

mostram citoplasma basófilo e núcleo basal alongado com cromatina descondensada

(Figs. 1-8). Discretos grânulos PAS-positivos estão presentes no citoplasma apical e

dentro das projeções citoplasmáticas na região anterior (Fig. 3), havendo aumento
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desses grânulos para a região mediana (Fig. 5) e posterior (Figs. 7-8). Raras imagens

sugestivas de morte celular são visualizadas (Fig. 2). Projeções citoplasmáticas são

observadas na superfície apical entre a bordadura estriada; poucas são as projeções na

região anterior do IM (Figs. 1-3), aumentando em número da região mediana (Figs. 4-5)

para a região posterior, onde podem ser volumosas (Figs. 6-8). Este achado é

confirmado em MEV (Figs. 9-14). Muitas dessas projeções, na região mediana (Figs.

11-12), são arredondadas e com superfície lisa. Poucos e pequenos microvilos são

eventualmente observados na membrana dessas projeções (Fig. 15). Na região posterior

as projeções citoplasmáticas formam um tapete recobrindo toda a superfície do epitélio,

dificultando a observação das microvilosidades. Estas, quando visualizadas, são curtas e 

ficam restritas à superfície das projeções citoplasmáticas (Fig. 16). Existem imagens

que mostram as projeções ligadas à superfície celular por fino pedúnculo citoplasmático

(Fig. 21).

Células Caliciformes. Apresentam citoplasma acidófilo, com raros grânulos

PAS-positivos, e núcleo basal em forma de U, acompanhando a base da câmara (Figs. 3, 

4, 6-8). Apresentam grande cavidade, em forma de cálice, cuja superfície interna possui

projeções semelhantes a microvilos; na região anterior e mediana, esta cavidade é

localizada predominantemente no ápice da célula (Figs. 3-4), enquanto que na região

posterior observa-se com freqüência alargamento da base da célula (Fig. 7). Em MEV

as células caliciformes são identificadas apenas quando observada a superfície lateral do 

epitélio (Figs. 15-18), pois sua superfície apical é estreita e recoberta pelas

microvilosidades das células colunares. A câmara caliciforme, nas células da região

anterior do IM, mostra ápice estreito (Figs. 3), enquanto que, na região posterior do IM,

esta porção da câmara é alargada (Figs. 6-8). Na região mediana do IM estão presentes

células com dois formatos de câmara (Figs. 4). Ao longo do IM, os microvilos da

câmara são pequenos e finos no ápice da câmara, sendo numerosos, longos e mais

espessos na porção basal da mesma (Figs. 15-18) e apresentam uma discreta dilação na

extremidade (Figs. 18). A quantidade dos microvilos da câmara parece aumentar da

região anterior do IM para a posterior (Figs. 15-18).

Células Regenerativas. São células pequenas com formato arredondado ou

alongado, sendo encontradas isoladas, em pares ou em grupos na base do epitélio;

apresentam núcleo central e citoplasma escasso e basófilo (Figs. 1, 3-6, 8). Observamos

poucos grânulos PAS-positivos no citoplasma supra-nuclear das células situadas na
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região anterior do IM (Fig. 3), grânulos estes que aumentam em número da região

mediana (Fig. 5) para a região posterior (Fig. 8). 

Discussão

A morfologia geral do epitélio do IM de larvas de D. saccharalis é similar

àquela descrita para muitos Lepidoptera, como Manduca sexta Linnaeus (Lepidoptera:

Sphingidae) (Cioffi 1979), Erynnis ello Linnaeus (Lepidoptera: Sphingidae) (Santos et

al. 1984), Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (Jordão et al. 1999),

Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) (Levy et al. 2004) entre muitas

outras espécies (para revisão, ver Lehane & Billingsley 1996).

Nossas observações indicam que as células epiteliais (colunares, caliciformes e

regenerativas) apresentam diferenças regionais na morfologia, ao longo do IM de D.

saccharalis. As células endócrinas não foram detectadas nas nossas preparações por

serem escassas e de difícil observação usando técnicas de coloração histológicas

convencionais, como também apontados em outros trabalhos (Endo & Nishiitsutsuji-

Uwo 1982; Endo et al. 1983).

As células colunares mostram um aumento no número de projeções

citoplasmáticas (desprendendo-se do ápice celular em direção ao lúmen intestinal) e na

quantidade de grânulos citoplasmáticos PAS-positivos, da região anterior para a região

posterior do IM. Essa grande quantidade de material PAS-positivo no citoplasma de

células colunares também foi observada no IM de Dermatobia hominis Linnaeus

(Díptera: Cuterebridae) (Lello & Vieira 2001) e em Triatoma infestans Klug

(Heteroptera: Reduviidae) (Burgos & Gutiérrez 1976).

O significado fisiológico da liberação de projeções citoplasmáticas para o lúmen

intestinal não está totalmente esclarecido. Alguns autores relacionam este processo com

mecanismo de degeneração celular, decorrente da renovação epitelial (Anderson &

Harvey 1966; De Priester 1971; Terra & Ferreira 1994) ou mesmo artefato técnico

(Ryerse et al. 1992), enquanto outros apontam relação com processo de secreção

apócrina, para liberação de enzimas digestivas (Santos et al. 1984; Wood & Lehane

1991; Cristofoletti et al. 2001). Uma vez que os insetos utilizados em nosso trabalho

não estavam próximos de muda, e que realizamos controle das condições técnicas de

processamento dos IM, nossos resultados em D. saccharalis concordam com a idéia de

que estas projeções devem estar relacionadas com o processo de secreção apócrina.
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Poucos trabalhos descrevem a morfologia destas projeções em microscopia de

luz (Caetano & Zara 2001; Lello & Vieira 2001; Levy et al. 2004); e embora os autores

não enfatizem a variabilidade do número de projeções dependente da localização das

células colunares no IM, os aspectos morfológicos descritos são semelhantes aos

observados em D. saccharalis. Nossas observações ultra-estruturais mostram que as

escassas projeções da região anterior exibem microvilosidades em parte de sua

superfície e que estão ausentes naquelas da região posterior, onde sua superfície fica

lisa. Uma vez que o número de projeções é exuberante na região posterior do IM, onde

ocupam extensa área do ápice das células colunar em detrimento das microvilosidades,

é de se supor que em D. saccharalis a liberação de parte do citoplasma apical pode não

estar relacionado com a liberação de enzimas digestivas; em outros insetos, sabe-se que

a liberação de enzimas digestivas está relacionada com o processo de secreção

microapócrina, que ocorre a partir das microvilosidades como sugerido para E. ello

(Santos et al. 1984), Stomoxys calcitrans Linnaeus (Diptera: Muscidae) (Wood &

Lehane 1991) e para Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae)

(Cristofoletti et al. 2001). Observações prévias da organização sub-celular das células

colunares, em D. saccharalis (Pinheiro & Gregório 2003) mostraram que o conteúdo

destas projeções na região anterior é pobre em organelas, enquanto que aquelas

volumosas da região posterior contêm inúmeras organelas, incluindo retículo

endoplasmático, mitocôndrias e vacúolos digestivos, reforçando a idéia de que exista

diferença funcional destas projeções, e conseqüentemente das células colunares,

dependente da localização espacial no IM. 

A quantidade de grânulos PAS-positivos, observados no citoplasma apical das

células colunares, aumenta da região anterior para a região posterior do IM. O material

PAS-positivo pode representar depósitos de glicogênio e/ou grânulos de secreção

contendo polissacarídeos. Depósitos de glicogênio têm sido raramente descritos no

citoplasma de células colunares em Lepidoptera. Sabe-se, entretanto, que a membrana

peritrófica é composta principalmente por quitina, um polímero linear N-acetyl-D-

glucosamina (Terra 1996; Tellam et al. 1999) e glicoproteínas (Tellam et al. 1999;

Terra 2001). Como quitina é passível de ser corada por PAS, nossos achados apontam

para a existência de precursores de quitina, que podem estar concentrados no citoplasma 

apical para secreção (Harper & Hopkins 1997; Hopkins & Harper 2001; Terra 2001). O

fato de aumentar a quantidade de material citoplasmático PAS-positivo da região

anterior para a posterior, sugere que as células colunares da região posterior podem estar 
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secretando mais intensamente os precursores de quitina para a membrana peritrófica do

que as células da região anterior.

O formato da câmara da célula caliciforme tem sido estudado em outros

Lepidoptera, sendo apontado que a porção apical desta cavidade é mais alargada nas

células da região posterior do IM (Cioffi 1979; Lello et al. 1984; Santos et al. 1984;

Jordão et al. 1999). Em larvas de D. saccharalis, diferenças na morfologia desta

cavidade não foram consistentes em ML; entretanto, as análises ao MEV mostram que

além deste alargamento da câmara da região anterior para a posterior, ocorre ainda um

aparente aumento no número dos microvilos da câmara em toda sua extensão. Em

nossas preparações fica claro que a câmara, nas células da região posterior, alcança a

base da célula, diferentemente do apontado em outros Lepidoptera (Cioffi 1979; Terra

1988). O maior diâmetro dos microvilos da base da câmara pode ser explicado pela

presença de mitocôndrias dentro destas projeções citoplasmáticas, como descrito em

inúmeros insetos (Anderson & Harvey 1966; Lehane & Billingsley 1996; Cavalcante &

Cruz- Landim 1999; Levy et al. 2004).

As células regenerativas apresentam citoplasma escasso com poucas organelas e

possuem a função de renovação celular (De Priester 1971; Turbeck 1974; Lehane &

Billingsley 1996). Os dados da literatura mostram diferenciação da célula regenerativa

em célula colunar à microscopia eletrônica de transmissão (Endo et al. 1983; Lehane &

Billingsley 1996). A detecção de material PAS-positivo no citoplasma apical das células 

regenerativas, concomitante com o aumento destes grânulos na região posterior,

semelhante ao observado para as células colunares, reforça o papel precursor destas

células, especialmente na reposição das células colunares. Na renovação do epitélio

intestinal, as células senescentes separar-se-iam da membrana basal, que continuaria

intacta, sendo deslocadas em direção ao lúmen pelas células regenerativas em divisão,

que teriam assim papel de reposição celular (Endo et al. 1983; Chapman 1985, 1998). O 

propósito da renovação celular do epitélio intestinal está relacionado com o crescimento

do canal alimentar a cada ecdise e com a substituição de células senescentes ou que

sofreram qualquer tipo de agressão (Lehane & Billingsley 1996). 

Assim, nossos resultados mostram que existem diferenças morfológicas

regionais nas células epiteliais nas regiões anterior e posterior do IM de D. saccharalis.

A região mediana apresenta características morfológicas intermediárias entre as outras

duas regiões, tanto para as células colunares com relação à quantidade de projeções

citoplasmáticas e marcação PAS-positiva, quanto para a morfologia da câmara da célula
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caliciforme. Estes achados reforçam os dados morfométricos indicativos de que existe

área de transição entre a região anterior e posterior do IM (Pinheiro et al. 2003).
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Legenda das Figuras

Figs 1-8. Histologia do epitélio do intestino médio. Fig. 1- Região anterior. HE. Fig. 2-

Região anterior: imagem sugestiva de corpos apoptóticos (A). HE. Fig. 3- Região

anterior. PAS+H. Fig. 4- Região mediana. HE. Fig. 5- Região mediana:. PAS+H. Fig.

6- Região posterior: HE. Figs. 7-8- Região posterior. PAS+H. Projeções citoplasmáticas 

(P) das células colunares; cavidade das células caliciformes (*), células regenerativas

(R), grânulos PAS-positivo (g). Barras=20 µm.

Figs 9-14 Superfície epitelial do intestino médio em MEV. Fig. 9- Região anterior:

membrana peritrófica rompida (PM); poucas projeções citoplasmáticas (P).

Barra=50µm. Fig. 10- Região anterior: projeções (P) por entre os proeminentes

microvilos ( ). Barra=10µm. Fig. 11- Região mediana: projeções citoplasmáticas (P).

Barra=10µm. Fig.12- Região mediana: muitas projeções arredondadas, algumas delas

com poucos microvilos (seta). Barra=5µm. Fig. 13- Região posterior: muitas projeções

citoplasmáticas (P). Barra=25µm. Fig. 14- Região posterior: abundantes projeções

conectadas as células colunares por fino pedúnculo citoplasmático (setas). Barra=

10µm.

Figs 15-18 Superfície lateral do epitélio do intestino médio em MEV: cavidade (C) da

câmara das células caliciformes. Fig. 15- Região anterior. Barra=10 m. Fig. 16- Região

mediana. Barra=10 m. Fig. 17- Região posterior: pequenos e finos microvilos (seta)

nas células caliciformes. Barra=5 m. Fig. 18- Região posterior: espessos e longos

microvilos na cavidade, com espessamento na extremidade (seta). Bar = 2,5 m
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CONCLUSÕES GERAIS
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Tendo em vista as técnicas utilizadas e os resultados obtidos, pudemos concluir:

1) Existem diferenças morfológicas e morfométricas nas células epiteliais ao longo do

intestino médio de larvas de D. saccharalis, que apontam para a existência de duas

regiões morfo-funcionais distintas, anterior e posterior, com área de transição.

2) A morfologia geral das células epiteliais ao longo do intestino médio de larvas de D.

saccharalis é semelhante à de outros Lepidoptera.
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O esforço para controlar os insetos na natureza tem sido uma tarefa secular do

homem, e várias estratégias têm sido empregadas neste sentido (Gillott, 1995). O

controle biológico é um dos métodos alternativos mais eficazes no combate aos insetos

praga, tendo sido amplamente comprovado sua eficiência, ao mesmo tempo em que

minimiza a ocorrência de danos ao meio ambiente e à saúde pública (Bellows & Fisher,

1999; Parra et al., 2002; Venzon et al., 2006).

Os organismos vivos que atuam como agentes de controle biológico geralmente

fazem parte do grupo dos inimigos naturais, formado pelos parasitóides, predadores e

patógenos, sendo os dois primeiros denominados agentes entomófagos e, o último,

entomopatogênico. Os insetos parasitóides estão entre os agentes naturais mais

utilizados em programas de controle biológico aplicado em todo o mundo. Dentro da

entomologia, considera-se parasitóide o inseto que parasita um hospedeiro, completando 

seu ciclo larval em um único hospedeiro e, geralmente, matando esse hospedeiro; as

suas larvas exibem o hábito parasítico, enquanto os adultos são de vida livre (Bueno,

2006).

A eficiência dos parasitóides está relacionada aos mecanismos de localização e

exploração do seu hospedeiro, desenvolvida por esses insetos ao longo do processo

evolucionário. Várias das interações hospedeiro-parasitóide tornaram-se extremamente

específicas, enquanto outras mantiveram certa inespecificidade. Independentemente da

história evolutiva dessas interações, ambas as estratégias de vida levaram ao

desenvolvimento de mecanismos que permitem a regulação da fisiologia do hospedeiro,

possibilitando que o parasitóide assuma controle sobre o desenvolvimento e

crescimento do hospedeiro, para o seu benefício próprio (Beckage, 1997; Strand, 2000).

Os mecanismos de regulação hospedeira, desenvolvidos por insetos parasitóides

podem ser bastante variáveis, estando relacionados com as secreções provenientes do

aparelho reprodutor feminino, de glândulas de veneno ou mesmo de partículas

simbióticas do parasitóide. De um modo geral, o uso desse arsenal de manipulação do

hospedeiro visa garantir o desenvolvimento do endoparasitóide. Assim, vários sistemas

do hospedeiro devem ser afetados para garantir o início do desenvolvimento larval do

inimigo natural; também deve ser garantido um suprimento de nutrientes suficiente ao

longo do seu crescimento, propiciando um desenvolvimento adequado. Sabe-se que este

arsenal atua nos tecidos envolvidos com o sistema de defesa do hospedeiro para facilitar 

a sua invasão, bem como nos tecidos envolvidos com a manipulação, absorção e

distribuição de nutrientes, alterando, portanto, o metabolismo geral do organismo
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hospedeiro. Os parasitóides manipulam, ainda, o sistema endócrino do hospedeiro,

controlando seu crescimento e desenvolvimento (para revisão ver Edwards & Weaver,

2001).

A eficiência dos processos de regulação empregados para assegurar o

parasitismo desperta o interesse de cientistas a décadas, que buscam identificar estes

mecanismos de regulação, como alternativas para o aprimoramento de medidas de

controle de insetos (Stoltz, 1986; Beckage & Gelman, 2004). Nesse sentido, vários são

os estudos que concentram esforços para a elucidação de vias metabólicas e celulares

ligadas à inibição do sistema imunológico do hospedeiro, principalmente pela ação dos

vírus simbiontes associados a alguns grupos de parasitóides (Wyder et al., 2003;

Kroemer & Webb, 2004). Em contraposição, poucos são os trabalhos destinados a

verificar o efeito do parasitismo em estruturas ligadas ao metabolismo geral do

hospedeiro, principalmente aqueles visando o estudo do aparelho digestivo, apesar do

efeito nocivo do parasitismo na atividade desse órgão, em alguns insetos (para revisão

ver Vinson et al., 2001).

Parasitóides afetam o crescimento e desenvolvimento do inseto hospedeiro não

apenas pelo seu desenvolvimento na hemocele do hospedeiro, mas também pela injeção, 

no momento da oviposição, de substâncias derivadas da fêmea. Estas inoculam no

hospedeiro, juntamente com seus ovos, secreções protéicas do ovário e veneno

(Beckage & Gelman, 2004). 

O veneno injetado durante a oviposição é produzido em glândula acessória do

trato reprodutor; é um fluido complexo com propriedades tóxicas e, recentemente,

muitos de seus componentes foram caracterizados; sugere-se que, além da toxicidade, o

veneno esteja envolvido na supressão da resposta imune do hospedeiro, e também deve

intensificar a ação das outras substâncias inoculadas (para revisão ver Weaver et al.,

2001; Moreau & Guillot, 2005). O veneno de muitos insetos parasitóides causa paralisia

no inseto hospedeiro, podendo essa paralisia ser parcial ou completa, transitória ou

permanente, dependendo da espécie (Piek, 1985).

Muitas fêmeas Hymenoptera parasíticas inoculam também no inseto hospedeiro,

polidnavírus (PDV) juntamente com as proteínas do fluido contidas no cálice do

aparelho reprodutor. O PDV está relacionado com a função de alterar o

desenvolvimento do inseto hospedeiro, retardando a metamorfose (Tanaka & Vinson,

1991; Beckage et al., 1994). Em ovos de Cotesia rubecula que parasitam Pieres rapae

(Asgari & Schmidt, 1994) foi identificada uma proteína do fluido do cálice que
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apresenta a função de proteger o ovo do endoparasitóide contra a reação de defesa do

tipo encapsulação hemocítica. Em algumas espécies de Braconidae, o veneno pode agir

em conjunto com PDV (Tanaka, 1987); neste caso, acredita-se que o veneno deve estar

facilitando a entrada do PDV nas células do hospedeiro (Stoltz et al., 1988). 

Os teratócitos são células pequenas, que aumentam consideravelmente de

volume através da captação de nutrientes da hemolinfa, onde circulam livremente junto

com os hemócitos do hospedeiro. São células derivadas da serosa do ovo do parasitóide

sendo fontes de produtos que auxiliam na manipulação da fisiologia do hospedeiro e

levam à regulação de seu crescimento e desenvolvimento. Postula-se que estas células

teriam a função trófica e secretora (Dahlman & Vinson, 1993; Bell et al., 2004), e

também poderiam estar envolvidas no prolongamento da fase larval do hospedeiro

(Wani et al., 1990; Dahlman et al., 2003).

Alterações bioquímicas induzidas pela ação de todos estes produtos inoculados

no hospedeiro são acompanhadas de modificações celulares e morfológicas dos tecidos

ou órgãos-alvo (Edwards & Weaver, 2001).

Além disso, durante o parasitismo, o parasitóide pode também liberar hormônios

específicos que afetam o desenvolvimento normal da larva hospedeira (Cole et al.,

2002); sabe-se também que o endoparasitismo altera os níveis de hormônios do inseto

hospedeiro (Edwards & Weaver, 2001). O hormônio juvenil (HJ), em conjunto com os

ecdisteróides e outros componentes endócrinos, representa o principal regulador do

desenvolvimento, reprodução, comportamento, ecdise e metamorfose de insetos

hospedeiros (para revisão ver Edwards & Weaver, 2001). Os parasitóides devem

completar o seu desenvolvimento em sincronia com as transformações endócrinas do

hospedeiro, ou mesmo devem manipular as transformações do hospedeiro, para proteger 

sua própria sobrevivência (Vinson & Iwantsch, 1980; Vinson et al., 2001).

A capacidade de escapar das reações imunes do hospedeiro faz com que os

parasitóides sejam utilizados como poderosa arma no controle biológico de insetos que

causam problemas nas produções agrícola, florestal e animal. Essa alta eficiência dos

parasitóides, associada à tecnologia de criação e produção permite que os mesmos

sejam produzidos em larga escala e utilizados em áreas extensas de cultivo, levando a

um rápido declínio da população praga (Bellows & Fisher, 1999; Parra et al., 2002). O

sucesso do controle biológico é primariamente dependente da qualidade dos inimigos

naturais que são produzidos por meio dessa criação massal por companhias comerciais

(biofábricas) e vendidos aos agricultores (Parra et al., 2002; Venzon et al., 2006). Desde 
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muito tempo, tem-se tirado proveito desta capacidade dos parasitóides utilizando-os no

controle biológico de pragas de cultura, como é o caso da Diatraea saccharalis,

popularmente chamada de broca da cana (Wiedenmann et al., 1995).

Apesar de inúmeras tentativas de controle da broca da cana, não existe inseticida

que controle este inseto de maneira eficiente. 

Na década de 70, o programa de controle biológico da broca da cana-de-açúcar,

conduzido pela Copersucar e IAA/planalsucar, testaram, no Estado de São Paulo,

diferentes formas de controle biológico baseado na produção massal de

endoparasitóides e liberação na lavoura, não obtendo resultados positivos. Tentou-se o

controle biológico com um parasitóide importado de Cuba, Lixophaga diatrae (Towns.), 

também com dípteros taquinídeos nativos, Lydella minense (Towns.) e Paratheresia

claripalpis (Wulp.) e Metagonistylium minense (Towns.), ao mesmo tempo em que o

controle químico era também investigado (Degaspari et al., 1983). Em todas as opções

testadas, os resultados eram poucos encorajadores (para revisão ver Botelho & Macedo,

2002).

Para o controle biológico desse inseto na cultura canavieira utiliza-se com

sucesso o parasitóide Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae), o qual é produzido

em larga escala e liberado em áreas extensas em vários estados do Brasil (Gallo et al.,

1978; Botelho & Macedo, 2002; Bueno, 2006); é um endoparasitóide larval gregário de

vários gêneros de Crambidae e brocas de colmos de gramíneas (Botelho & Macedo,

2002).

O comportamento de localização do hospedeiro é mediado por uma substância

hidrossolúvel, presente nas fezes das lagartas de D. saccharalis, e o contato com estas

induzem à procura, caracterizada pela redução do ritmo de locomoção do parasita e

tateamento das fezes com as antenas (Van Leerdam et al., 1986). 

O endoparasitóide C. flavipes apresenta desenvolvimento holometabólico com

ciclo de vida ao redor de 20 dias, dependendo da temperatura e idade do hospedeiro

(Pádua et al., 1994; Campos-Farinha, 1996). A luz forte exerce importante influência na

emergência e na cópula, que ocorre logo após o nascimento (Mohyuddin, 1971 apud

Botelho & Macedo, 2002). Depositados pela fêmea na hemocele, os ovos flutuam

livremente na hemolinfa da lagarta hospedeira. O número de ovos depositados pela

fêmea varia de acordo com a idade do hospedeiro, podendo chegar a algumas dezenas,

sendo maior nas lagartas mais desenvolvidas (Brewer & King, 1981). Após 3 a 4 dias,

emerge a larva do parasitóide, que passa por 3 instares em um período de 4 a 12 dias,
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medindo no final desse estágio aproximadamente 3mm de comprimento. A pupa é

protegida por um casulo construído pela larva com fios de seda, sendo que os indivíduos 

provenientes de um mesmo hospedeiro geralmente se dispõem agrupadamente,

formando uma massa também denominada de massas de parasitóides (Riscado, 1982;

Lima Filho, 1989). Os insetos permanecem nessa fase por um período variável,

dependendo da temperatura, em média de 5 dias (Campos-Farinha, 1996).

Cerca de 23,6 milhões de massas de C. flavipes foram liberados em área de cerca 

de 200.000ha de cana-de-açúcar, em 1996 (Macedo, 2000) e relatos da Copersucar

indicam que, ainda hoje, são liberados milhões de insetos por ano em áreas de plantio de 

cana-de-açúcar, e que C. flavipes, é, atualmente, o inimigo natural mais comercializado

no país (Bueno, 2006).

Para avaliar o desempenho do parasitóide no campo, faz-se a coleta de material

biológico e, depois da amostragem da área, com os dados tabulados, avalia-se o

desempenho do parasitóide. Resultados de vários anos demonstram que o controle

biológico de D. saccharalis, por meio de liberações sistemáticas (inundativas) de C.

flavipes, foi e continua sendo sucesso, com real contribuição na redução da intensidade

de infestação da praga sem causar prejuízos (Botelho & Macedo, 2002; Bueno, 2006).

Poucos são os trabalhos que enfocam o efeito deste parasitismo em

órgãos/tecidos da larva hospedeira, em D. saccharalis. Sabe-se que este

endoparasitismo provoca modificações em vários órgãos do inseto hospedeiro. Conte,

1994 analisou a ultra-estrutura e a histoquímica do corpo gorduroso de larvas de D.

saccharalis endoparasitadas por C. flavipes, observando que o parasitismo inibe a

formação de depósitos de proteínas, lipídeo, glicogênio e ácido úrico nesta célula.

Bombonato (1994) analisando os hemócitos do mesmo inseto hospedeiro

endoparasitado por C. flavipes, observou que existe reação de defesa da broca da cana

frente aos agentes invasores (parasitóide e material inerte) devido a queda no número

total de hemócitos circulantes e encapsulação do agente invasor. Já Nunes & Gregório

(2005) mostraram que C. flavipes induz modificações ultra-estruturais em um tipo de

hemócito de D. saccharalis, o oenocitóide, que poderia estar afetando o mecanismo de

defesa relacionado com a produção/ativação do sistema de profenoloxidase. Já Borges

(2001) observou que o endoparasitismo retarda as modificações morfológicas

degenerativas decorrentes da metamorfose na glândula mandibular do inseto

hospedeiro, ao invés de causar direta ou indiretamente danos celulares no tecido

glandular.
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Embora o parasitismo possa provocar mudanças na fisiologia do inseto

hospedeiro, postula-se que além de conseguir nutrientes para sua sobrevivência, ainda

tem que propiciar alimento e espaço para o desenvolvimento das larvas do parasitóide

(Slanky, 1986), ou seja, o hospedeiro deve consumir nutrientes para o crescimento do

endoparasita, bem como para garantir sua própria sobrevivência durante o processo do

endoparasitismo (Thompson & Redak, 2005; Thompson et al., 2005).

O endoparasitismo acarreta modificações marcantes no metabolismo do

hospedeiro, inclusive provocando supressão na sua resposta imune (Beckage, 1998;

Beckage & Gelman, 2004), o que deve afetar a função do tubo digestivo como barreira

efetiva contra a entrada de patógenos pela alimentação (Dow, 1986; Lehane &

Billingsley, 1996; Chapman, 1998).

Não existem trabalhos sobre o efeito do endoparasitóide C. flavipes na

morfologia e funcionamento do trato digestivo do inseto hospedeiro, especialmente no

intestino médio da D. saccharalis. Assim, nosso interesse se concentrou em analisar o

intestino médio da broca da cana, na vigência do parasitismo pela C. flavipes, para

verificar as possíveis repercussões morfo-funcionais do endoparasitismo neste órgão do

inseto hospedeiro, em especial nas suas diferentes células epiteliais.
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OBJETIVOS GERAIS
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O presente capítulo deste trabalho tem como objetivos gerais:

1- Determinar o efeito do parasitismo pela Cotesia flavipes nas células epiteliais do

intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis no último instar;

2- Verificar a existência de variações regionais de alterações celulares decorrentes

do endoparasitismo, ao longo do intestino médio;

3- Caracterizar o eventual processo de morte celular, ao longo do intestino médio da

broca da cana, e o efeito do endoparasitismo pela C. flavipes neste processo.
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ARTIGO 4

Morfometria do epitélio do intestino médio de

larvas de Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 

(Lepidoptera) parasitadas pela Cotesia flavipes

Cameron, 1891 (Hymenoptera)

Publicado como: Pinheiro, D.O.; Silva, R.J.; Gregório, E.A. Morphometry

of the midgut epithelium of Diatraea saccharalis Fabricius, 1794

(Lepidoptera) parasitized by Cotesia flavipes Cameron, 1891

(Hymenoptera). Journal of Invertebrate Pathology, 2006, in press.
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Resumo

O estudo morfométrico do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis

(Lepidoptera) parasitadas pela Cotesia flavipes (Hymenoptera) mostrou que existe um

aumento significativo nos valores referentes às células colunares, caliciformes e

regenerativas, bem como nos seus núcleos; o diâmetro do lúmen do intestino médio e a

altura do epitélio também aumentaram em larvas parasitadas. A análise multivariada

mostrou que o parasitismo afetou somente as células colunares da região posterior do

intestino médio, e as células caliciformes ao longo do comprimento do intestino médio

(regiões anterior e posterior).

Palavras-chave: Morfometria, broca da cana, intestino médio, Lepidoptera,

Hymenoptera, parasitismo.

Abstract

This work aims to study morphometrically the midgut and its epithelium of the

Diatraea saccharalis larvae parasitized by the Cotesia flavipes. Our results showed that

the development of the wasp endoparasite into the hemocele of the sugarcane borer

induced morphometric variability in the midgut epithelium and lumen of the insect host. 

The columnar (posterior region) and goblet (anterior and posterior regions) cells were

the affected by the parasitism.

Keywords: Morphometry, sugarcane borer, midgut, Lepidoptera, Hymenoptera,

parasitism
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Introdução

O epitélio do intestino médio em Lepidoptera é constituído, principalmente, por

células colunares (CO), caliciformes (GO), regenerativas (RE) e endócrinas (Lehane e

Billingsley, 1996). Muitos trabalhos sugerem que a distribuição e a morfologia destas

células podem ser variáveis ao longo do comprimento do intestino médio (Cioffi, 1979;

Santos et al., 1984; Jordão et al., 1999). Estudo preliminar mostrou que as CO de larvas

de Diatraea saccharalis apresentam diferenças na organização ultra-estrutural que

podem ser relacionadas com sua localização no intestino médio (Pinheiro e Gregório,

2003). Além disso, existe o estudo morfométrico de todas as células epiteliais que

permitiu a caracterização de duas regiões distintas (anterior e posterior) ao longo do

intestino médio de larvas de D. saccharalis (Pinheiro et al., 2003). O objetivo desse

trabalho foi investigar os efeitos do parasitismo pela Cotesia flavipes na morfometria do

epitélio do intestino médio de larvas de D. saccharalis.

Material e Métodos

Os insetos foram mantidos em dieta artificial com umidade e temperatura

controladas. Fêmeas fertilizadas da C. flavipes foram colocadas manualmente para

ovipositar na superfície dorsal de larvas de D. saccharalis no último instar; as larvas de

D. saccharalis parasitadas foram dissecadas após 6 dias de parasitismo. O intestino

médio de 50 larvas parasitadas e não parasitadas foi fragmentado em região anterior e

posterior, fixado em solução de glutaraldeído 2% - paraformaldeído 4% em tampão

fosfato 0,1M (pH 7.3) por 24h e incluído em Historesina; os cortes histológicos foram

corados com Hematoxilina-Eosina. Cortes transversais foram morfometricamente

analisados em sistema computadorizado para análise de imagens (QWin Lite 3.1 -

Leica).

As medidas realizadas foram: 1- Eixo maior e menor, e a área do a) lúmen; b) de

cada tipo celular e de seu respectivo núcleo; c) intestino médio (epitélio + lúmen); 2) a

altura do epitélio, expresso como a média de 20 medidas obtidas ao longo do perímetro

do intestino médio. Todas as medidas foram realizadas na região central das células e do 

lúmen. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Mann-

Whitney, usando o software Sigma-Stat 2.0. O nível de significância adotado foi de 5%.

Empregamos também o teste de análise multivariada, realizada pelo software MVSP

3.2, para compararmos os valores do lúmen e dos diferentes tipos celulares (CO, GO e

RE) nas duas regiões do intestino médio.
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Resultados

Os dados morfométricos das células epiteliais da região anterior e posterior do

intestino médio mostraram que o parasitismo afetou principalmente as CO da região

posterior do intestino médio, que apresentou um aumento significativo em todas as

variáveis analisadas, exceto para o eixo menor do núcleo; estas células, na região

anterior do intestino médio, mostraram aumento significativo somente no seu eixo

maior, na vigência do parasitismo (Tabela 1). As GO de larvas parasitadas mostraram

um aumento no eixo maior e área celular da região anterior, bem como no eixo menor e

área do núcleo; na região posterior foram observados um aumento no eixo maior e área

da célula, bem como no eixo menor e área do núcleo (Tabela 1). Houve um aumento

significante no eixo menor e área do núcleo das RE de larvas parasitadas na região

anterior do intestino médio; também foi observado um aumento da área da célula, bem

como do eixo menor e área do núcleo na região posterior do intestino médio durante o

parasitismo (Tabela 1). A análise multivariada das células epiteliais da broca da cana em 

larvas não-parasitadas e parasitadas mostrou que o endoparasitismo afeta somente os

dados morfométricos das CO na região posterior, e das GO nas regiões anterior e

posterior do intestino médio.

O desenvolvimento do parasitóide C. flavipes dentro da hemocele do inseto

hospedeiro, D. saccharalis, induz um aumento significativo na altura do epitélio das

regiões anterior e posterior do intestino médio (Tabela 2). A região anterior do intestino

médio de larvas parasitadas mostrou um aumento significativo no eixo menor do lúmen

e do epitélio + lúmen, bem como na área total do epitélio + lúmen (Tabela 2). A análise

multivariada dos dados morfométricos do lúmen e do epitélio, obtidos nas regiões

anterior e posterior do intestino médio, permitiram uma distinção entre larvas

parasitadas e não-parasitadas.

Discussão

Sabendo que como larvas de Lepidoptera parasitadas consomem menos

nutrientes que as não-parasitadas, o aumento observado no lúmen e no epitélio do

intestino médio pode ser um ajuste fisiológico para melhorar a assimilação nutricional e

digestão do alimento ingerido; o hospedeiro deve consumir nutrientes para o

crescimento do endoparasita, bem como para garantir sua própria sobrevivência durante

o processo do endoparasitismo (Thompson e Redak, 2005; Thompson et al., 2005).
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Nossos resultados mostraram que as CO eram diferentes somente na região

posterior de larvas parasitadas. Sabe-se que as CO são responsáveis pelo processamento

da dieta e pela secreção de enzimas digestivas, além de atuarem na absorção dos

produtos da digestão (Santos et al., 1984; Jordão et al., 1999). Este trabalho sugere que

suas funções devem ser mais expressivas na região posterior do intestino médio,

reforçando a idéia de que este tipo celular executa funções diferenciadas ao longo do

intestino médio, como indicado pelas análises morfométricas e ultra-estruturais em

larvas não-parasitadas (Pinheiro e Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003), e ultra-

estruturalmente descrita para muitos outros Lepidoptera (Cioffi, 1979; Santos et al.,

1984; Jordão et al., 1999).

A análise multivariada da GO mostrou que este tipo celular foi afetado pelo

parasitismo, de maneira semelhante nas regiões anterior e posterior do intestino médio;

assim sendo, as funções desempenhadas por estas células, incluindo homeostasia iônica

e transporte de metabólitos (Dow, 1986; Klein et al., 1991; Lehane e Billingsley, 1996), 

devem ter sido prejudicadas ao longo do intestino médio.

A análise multivariada da RE mostrou que o endoparasitismo não afetou as

populações destas células nas regiões anterior e posterior do intestino médio. Entretanto, 

este tipo celular apresenta uma maior variabilidade morfométrica ao longo do intestino

médio, como previamente mostrado em larvas não-parasitadas (Pinheiro et al., 2003). A

variabilidade morfométrica das RE deve estar relacionada com a função desempenhada

por estas células ao longo do intestino médio (Lehane e Billingsley, 1996); sabe-se que

estas células podem se diferenciar nos outros tipos de células epiteliais, apresentando

um alto índice de divisão celular e variabilidade morfológica (Spies e Spences, 1985), o

que devem ter refletido na morfometria da célula.
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Tabela 1 - Dados morfométricos das células colunares, caliciformes e
regenerativas nas regiões proximal e distal do intestino médio de larvas de
Diatraea saccharalis não-parasitadas e parasitadas pela Cotesia flavipes

Célula Núcleo
Tipos

Celulares/
Região

Grupo do 
inseto

SAx
( m)

LAx
( m)

A
( m2)

SAx
( m)

LAx
( m)

A
( m2)

Células Colunares

N
(n = 51)

8.0
(2.0)

68.4
(5.3)*

 557.3 
(127.7)

4.9
(0.9)

11.3
(0.8)

44.6
(9.1)

Proximal
P

(n = 51)
7.9

(2.6)
76.9
(8.8)

 597.3 
(168.3)

4.9
(1.4)

10.3
(2.0)

46.1
(18.7)

Distal
N

(n = 57)
9.1

(1.9)*
60.4

(3.1)*
565.5

(105.7)*
4.0

(0.6)
10.8

(0.9)*
38.5

(7.6)*

P
(n = 51)

7.7
(1.0)

103.5
(8.8)

793.2
(154.0)

4.3
(0.6)

13.4
(1.0)

53.2
(8.8)

Células Caliciformes

Proximal
N

(n = 54)
7.2

(0.9)
63.2

(4.4)*
408.3
(42.7)

3.4
(0.4)*

5.4
(0.7)

17.1
(3.0)*

P
(n = 54)

7.1
(1.0)

75.3
(11.9)

441.8
(108.2)

4.7
(0.8)

5.1
(1.2)

24.8
(5.3)

Distal
N

(n = 50)
7.6

(1.6)
56.1

(6.8)*
418.5

(83.7)*
3.0

(0.6)*
7.2

(1.2)
17.8

(3.0)*

P
(n = 51)

7.7
(1.2)

89.0
(8.6)

621.4
(101.0)

3.4
(1.4)

7.1
(2.5)

27.6
(7.4)

Células Regenerativas

Proximal
N

(n = 51)
5.8

(1.3)*
14.1
(5.0)

69.1
(18.3)

4.0
(1.2)

6.0
(1.6)

20.3
(5.0)*

P
(n = 55)

7.2
(1.4)

14.1
(2.6)

74.2
(17.7)

4.6
(0.5)

6.3
(1.0)

25.1
(5.1)

Distal
N

(n = 54)
5.4

(0.9)
13.9
(3.8)

58.5
(19.7)*

3.4
(0.5)*

6.0
(1.2)

17.3
(5.4)*

P
(n = 50)

5.4
(1.1)

16.7
(4.1)

67.4
(20.3)

3.8
(0.7)

6.3
(1.2)

21.0
(4.0)

Nota: Todos os valores representam a mediana e a amplitude semi-interquartílica. N= larvas não-
parasitada, P= larvas parasitada, n= número de cortes histológicos analisados, LAx = eixo maior, SAx =
eixo menor, A = área. * representa diferença estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Tabela 2. Dados morfométricos do lúmen e do epitélio das regiões proximal e

distal do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis não-parasitadas e

parasitadas pela Cotesia flavipes

Epitélio Lúmen Epitélio + Lúmen

Regiões
Grupo

do
Inseto

H
( m)

HMax

( m)
HMin

( m)
SAx

(mm)
LAx
(mm)

A
(mm2)

SAx
(mm)

LAx
(mm)

A
(mm2)

N
(n=32)

93.0
(4.7)*

124.3
(12.6)*

70.8
(6.0)*

0.4
(0.1)*

1.5
(0.2)

0.5
(0.2)

0.5
(0.1)*

1.6
(0.2)

0.8
(0.3)*

Proximal

P
(n=31)

146.9
(12.5)

184.9
(17.0)

113.2
(11.8)

0.6
(0.2)

1.5
(0.7)

1.1
(0.5)

0.9
(0.1)

1.9
(0.7)

1.8
(0.7)

N
(n=47)

97.1
(25.1)*

130.7
(31.2)*

61.7
(13.6)*

0.7
(0.3)

1.0
(0.5)

0.6
(0.5)

0.8
(0.3)

1.2
(0.5)

0.8
(0.6)

Distal

P
(n=35)

149.0
(17.0)

188.9
(18.0)

114.1
(12.7)

0.5
(0.2)

0.7
(0.5)

0.3
(0.3)

0.7
(0.2)

1.1
(0.4)

0.7
(0.5)

Nota: Todos os valores representam a mediana e a amplitude semi-interquartílica. N= larvas não-
parasitada, P= larvas parasitada, n= número de cortes histológicos analisados, H=altura, HMa=altura
máxima do epitélio, HMin=altura mínima do epitélio, LAx=eixo maior, SAx=eixo menor, A=área. *
representa diferença estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Apêndice do Trabalho

Neste item, apresentaremos as figuras que foram excluídas do trabalho, por

sugestão dos revisores da revista Journal of Invertebrate Pathology , mas que

comprovam nossos resultados e podem contribuir para o entendimento mais detalhado

da análise multivariada dos dados morfométricos.

(A)

A
xi

s
2

Axis 1

-0.01

-0.02

-0.03

-0.04

-0.05

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

-0.03-0.07-0.10-0.13-0.16 0.00 0.03 0.07 0.10

(B)

A
xi

s
2

Axis 1

-0.01

-0.02

-0.03

-0.04

-0.05

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

-0.04-0.08-0.12-0.16-0.21 0.00 0.04 0.08 0.12

Figure 1. Analise multivariada dos dados morfométricos do lúmen e do epitélio na região
anterior (A) e posterior (B) do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis
não-parasitadas ( ) e parasitadas ( ) pela Cotesia flavipes. Os valores apresentados
nos eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos dados. 
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Figure 2. Analise multivariada dos dados morfométricos das células colunares na região

anterior (A) e posterior (B) do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis não-

parasitadas ( ) e parasitadas ( ) pela Cotesia flavipes. Os valores apresentados nos

eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos dados.
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Figure 3. Analise multivariada dos dados morfométricos das células caliciformes na região

anterior (A) e posterior (B) do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis não-

parasitadas ( ) e parasitadas ( ) pela Cotesia flavipes. Os valores apresentados nos

eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos dados.
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Figure 4. Analise multivariada dos dados morfométricos das células regenerativas na região

anterior (A) e posterior (B) do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis não-

parasitadas ( ) e parasitadas ( ) pela Cotesia flavipes. Os valores apresentados nos

eixos da ordenada e abscissa representam a maior variação dos dados.
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ARTIGO 5

Esferitos nas células epiteliais do intestino médio

da broca da cana parasitadas pela Cotesia flavipes

A ser enviado para a revista Biocell como: Pinheiro, D.O.; Conte, H.;
Gregório, E.A. Spherites in the midgut epithelial cells of the sugarcane
borer parasitized by Cotesia flavipes



Doutorado - Daniela de Oliveira Pinheiro

- 87 -

Resumo

Diatraea saccharalis, importante praga da lavoura canavieira, tem sido

controlada pelo endoparasitóide Cotesia flavipes. Pouco se sabe sobre o efeito do

parasitismo em órgãos do inseto hospedeiro, especialmente no intestino médio (IM). O

epitélio do IM é composto por células colunares, caliciformes, regenerativas e

endócrinas. Esferitos têm sido descritos no citoplasma das células colunares e

regenerativas de várias espécies de Lepidoptera, e suas funções são pouco esclarecidas.

Este trabalho objetiva identificar esferitos nas células epiteliais no IM de larvas de D.

saccharalis, bem como o efeito do parasitismo pela C. flavipes na morfologia e

distribuição desta estrutura. Fragmentos das regiões anterior e posterior do IM de larvas

não-parasitadas e parasitadas foram fixados e processados convencionalmente para

microscopia eletrônica de transmissão. Todas as células epiteliais mostraram esferitos,

sem localização preferencial dentro das células. O aumento na quantidade de esferitos

observado em larvas endoparasitadas, especialmente nas células colunares, pode ser

correlacionado com desequilíbrio iônico do inseto hospedeiro; a predominância de

esferitos nas células colunares da região anterior sugere que esta região deve estar

envolvida no transporte de íons, por via intra e/ou paracelular. A variabilidade

morfológica dos esferitos de larvas endoparasitadas foi associada com grau de

maturação desta estrutura.

Palavras-chave: Esferito, célula epitelial, ultra-estrutura, Lepidoptera, parasitismo
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Abstract

Diatraea saccharalis, main pest for the sugarcane crop, has been controlled by

Cotesia flavipes. Very little is known about the effect of the endoparasitism in the host

organs, including the midgut. The Lepidoptera midgut epithelium is composed by

columnar, goblet, regenerative and endocrine cells. Spherite have been described into

columnar and regenerative cells of several Lepidoptera species, and presented

controversial functional meaning. This work identifies spherites in the midgut epithelial

cells of non-parasitized D. saccharalis larvae, as well as the effect of endoparasitism in

the spherite morphology and distribution along of the midgut. Midgut fragments of both

non-parasitized and parasitized larvae were processed for transmission electron

microscopy. All the midgut epithelial cells showed spherites, without preferential

localization into the cells. There is an increase in the amount of spherites in the

parasitized larvae, mainly in the columnar cell. This observation was related with ionic

unbalance of the insect host. Spherites were more abundant in the anterior midgut

region, suggesting that this region is involved in ion transport by intra and/or

paracellular pathways. The morphological variability of the spherites in the cells of

parasitized larvae was related with the developmental stage of this structure.

Keywords: Spherite, epithelial cell, ultrastructure, Lepidoptera, parasitism
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Introdução

Os esferitos são grânulos citoplasmáticos esféricos, cujo conteúdo mineral

assume a forma de laminação concêntrica. Estas estruturas têm sido descritas em células 

de diferentes órgãos de invertebrados. Além de sua descrição em intestino médio (IM)

de insetos (Wright & Newel, 1964; Cruz-Landim, 1971, 2000; Nopanitaya & Misch,

1974; Turbeck, 1974; Waku & Sumimoto, 1974; Sohal et al., 1977; Humbert, 1978;

Serrão & Cruz-Landim, 1996, 2000; Cruz-Landim & Serrão, 1997), os esferitos também 

estão presentes nos túbulos de Malpighi de insetos (Teigler & Arnott, 1972; Ryerse,

1979; Krüger et al., 1987; Hazelton et al., 1988; Spring & Felgenhauer, 1996; Cruz-

Landim, 2000; Hazelton et al., 2001), nas glândulas do IM de invertebrados (Ludwig &

Alberti, 1988; Lipovsek et al., 2002, 2004; Pigino et al., 2006) e tecido de revestimento

de bivalves (Vesk & Byrne, 1999).

A composição química dessas estruturas é variada nos invertebrados. Turbeck

(1974) constatou que os esferitos representam uma reserva de cálcio para Lepidoptera,

possuindo também magnésio na sua estrutura. Lipovsek et al. (2002) demonstraram que

esferitos jovens de bivalves são compostos por cálcio, fósforo e silício, sendo que o

cálcio e fósforo estão localizados nas camadas elétron-densas, enquanto que o silício

está presente nas camadas elétron-lucentes. Os autores mostram, ainda, que as camadas

dos esferitos contêm material orgânico, como glicoproteína e proteoglicanas, associado

aos compostos inorgânicos citados.

Pouco se sabe sobre a origem destas estruturas em células de insetos. Em

Hymenoptera, foi proposto que o material orgânico, precursor dos esferitos, seja

produzido dentro do retículo endoplasmático rugoso e inorgânico seja seqüestrado

também por esta organela, que perderia os ribossomas, originando a membrana

envolvente do cristalóide (Cruz-Landim, 2000). 

A broca da cana, Diatraea saccharalis Fabricius, é considerada a principal praga 

da cana de açúcar, afetando também outras culturas como o sorgo, milho e arroz. Este

inseto praga tem sido controlado, pela liberação na natureza, do endoparasitóide Cotesia

flavipes (Hymenoptera: Braconidae). O epitélio do IM em Lepidoptera é constituído,

principalmente, por células colunares, caliciformes, regenerativas e endócrinas (Lehane

& Billingsley, 1996). Muitos trabalhos sugerem que a distribuição, a morfologia e a

morfometria destas células podem ser variáveis ao longo do comprimento do IM

(Santos et al., 1984; Pinheiro & Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003). Este trabalho

descreve ultra - estruturalmente os esferitos em células epiteliais do IM de larvas de D.
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saccharalis não-parasitadas e na vigência do parasitismo pela C. flavipes,

correlacionando estes achados com a distribuição espacial das células ao longo do IM.

Material e Métodos

Larvas de D. saccharalis foram mantidas em dieta artificial, em condições

controladas de temperatura (27oC) e umidade (70 + 10%). Fêmeas fertilizadas da C.

flavipes foram colocadas manualmente para ovipositar na superfície dorsal de larvas de

D. saccharalis no último instar. Os IM de larvas de D. saccharalis não-parasitadas e

após 6 dias de parasitismo foram dissecadas. De cada peça foram retiradas e divididas

as regiões anterior e posterior. Os materiais foram imediatamente fixados em

glutaraldeído 2,5% - paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M (pH 7.3) por 24h,

pós-fixado em tetróxido de ósmio 1% no mesmo tampão por 2h, desidratados com

seqüência crescente de soluções de acetona e incluídos em Araldite; os cortes ultra-finos

foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em

microscópio eletrônico de transmissão.

Resultados

Em larvas de D. saccharalis não-parasitadas observamos escassos esferitos no

citoplasma de todos os tipos celulares do epitélio, tanto na região proximal como na

distal do IM (Figs. 1-6). Os esferitos não apresentam localização preferencial dentro das

células, tendo forma, tamanho e estrutura variáveis. Pode apresentar-se com lamelas

elétron-densas, localizado excentricamente à membrana vacuolar envolvente ou

preenchendo o vacúolo, com várias lamelas, de espessuras variáveis e disposição

concêntrica (Figs. 1-6).

Em larvas parasitadas, os esferitos são abundantes, de tamanhos e formas

variadas; estão presentes no citoplasma de todos os tipos celulares do epitélio, sendo

mais freqüentes nas células colunares, especialmente aquelas da região anterior do IM

(Figs. 7-11). Os esferitos são volumosos, e geralmente apresentam lamelas menos

espessas do que as observadas em larvas não-parasitadas (Figs. 7-13). A morfologia

interna também é variável. Alguns não apresentam lamelas estruturadas, contendo

material finamente floculado e pouco elétron-denso, às vezes concentrados próximos à

membrana vacuolar (Figs. 7, 9-10). Outros exibem apenas uma fina lamela ou inúmeras

lamelas concêntricas (Figs. 7-9, 11-13). Os esferitos agrupados, ou isolados, não

apresentam localização preferencial dentro das células epiteliais (Figs. 7-13). Foi
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freqüente a observação da fusão de membranas de esferitos (Figs. 8-11). Raros foram os 

esferitos observados na região distal do IM, sendo os mesmos pouco volumosos e seu

conteúdo constituído por poucas lamelas (Figs. 12-13). Não observamos a liberação de

esferitos para o lúmen intestinal, em qualquer célula epitelial das duas regiões do IM.

Discussão

A visualização de cristais em esferas ou esferitos no citoplasma dos quatro tipos

celulares presentes no epitélio do IM de D. saccharalis, tanto não-parasitadas como nas

parasitadas pela C. flavipes, foi um achado interessante neste trabalho, uma vez os

esferitos têm sido descritos apenas em células colunares e regenerativas de IM de

insetos (Turbeck1974; Cruz-Landim, 1971).

Independente do tipo e da localização das células epiteliais no IM de D.

saccharalis, os esferitos aparecem com morfologia variada tanto em relação à ultra-

estrutura da inclusão cristalóide como no tamanho e forma do vacúolo envolvente. Os

esferitos têm sido descritos, em microscopia eletrônica de transmissão, como vesícula

membranosa contendo camadas de material elétron-denso, intercaladas com outras

elétron-lucentes, formando lamelas concêntricas (Cruz-Landim, 1971, 2000; Nopanitaya 

& Misch, 1974; Turbeck, 1974; Serrão & Cruz-Landim, 1996; Corrêa et al., 2002,

2003; Lipovsek et al., 2002, 2004). No trabalho de Wright & Newell (1964) células

colunares de Anystis sp não mostra com precisão a membrana vacuolar do esferito.

Provavelmente isso se deve a problemas técnicos, pois trabalhos posteriores, após a

melhoria das técnicas de fixação, mostram claramente que os esferitos são delimitados

por membrana (Nopanitaya & Misch, 1974; Turbeck, 1974; Serrão & Cruz-Landim,

1996; Cruz-Landim, 2000; Corrêa et al., 2003).

A localização de esferitos nas células epiteliais de insetos tem sido descrita

como variada. Turbeck (1974) mostrou, em sete espécies de Lepidoptera, que os

esferitos localizam-se preferencialmente no citoplasma apical, tanto nas células

colunares e regenerativas. O mesmo foi descrito por Cruz-Landim (1971) em células

colunares do IM de Trigona postiça. Entretanto, Serrão & Cruz-Landim (2000)

estudando IM de larvas de Meliponinae, observaram esferitos localizados na porção

mediana das células colunares. Em D. saccharalis tanto no IM de larvas não-parasitadas

como em parasitadas, os esferitos não apresentam localização preferencial dentro das

células.
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Em D. saccharalis endoparasitadas observamos um aumento no número de

esferitos nas células epiteliais, especialmente nas células colunares da região anterior do

IM. A abundância de esferitos na região anterior do IM de Diptera, em situação normal

de desenvolvimento do inseto, foi relatada por Nopanitaya & Mish (1974). Cruz-

Landim (1971), estudando as células colunares do IM de T. postica, relata que o

acúmulo de esferitos no final do desenvolvimento larval causa hipertrofia celular.

Estudo morfométrico das células epiteliais de D. saccharalis endoparasitadas por C.

flavipes mostrou que o endoparasitismo induz aumento celular somente nas células

colunares da região posterior do IM independente do aumento na abundância dos

esferitos (Pinheiro et al., 2006); sendo assim, acreditamos que a abundância de

esferitos, por nós observados, principalmente nas células colunares da região anterior,

não pode estar relacionada com a hipertrofia celular. 

A função dos esferitos nas células epiteliais do IM ou outros órgãos de insetos,

ainda não está totalmente esclarecida. Uma das funções postuladas seria relacionada

com a degeneração celular, pois Turbeck (1974) observou que os esferitos em células

epiteliais do IM aparecem em larvas antes da ecdise e desaparecem durante a

diferenciação celular. Sua presença próxima ao complexo de Golgi em células

secretoras do IM de Anystis sp levou Waku & Sumimoto (1974) a proporem sua

participação no processo de secreção. Outros autores relacionaram essa estrutura com

excreção celular de íons e desintoxicação (Wright & Newel, 1964; Cruz-Landim, 1971,

2000; Ludwig & Alberti, 1988; Serrão & Cruz-Landim, 1996; Lipovsek et al., 2002,

2004). Ainda segundo Sohal et al. (1977), a presença de esferitos poderia estar

associada com a alimentação ou idade do inseto; quanto mais rica em metais a

alimentação ou mais idosa a larva, maior seria a quantidade de esferitos observados no

citoplasma das colunares. Como os esferitos contendo cálcio desaparecem depois da

pupação, alguns autores os correlacionam com a mineralização da cutícula (Ludwig &

Alberti, 1988; Lipovsek et al., 2002). Não podemos confirmar nem descartar essa

correlação, uma vez que nossas observações em D. saccharalis, se restringem ao início

do 5o instar. Como as larvas parasitadas e não-parasitadas tiveram acesso à mesma

dieta, descartamos a possibilidade desse aumento no número dos esferitos nas

endoparasitadas estar relacionada à variação na dieta do inseto, sendo correlacionada

com excreção de íons.

Observaram liberação de esferitos para o lúmen intestinal (Wright & Newell,

1964; Gouraton 1968 apud Serrão & Cruz-Landim, 1996; Cruz-Landim, 1971). O
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memso fenômeno foi observado em túbulos de Malpighi de alguns insetos (Hazelton et

al., 1988; Spring & Felgenhauer, 1996). Sabe-se que os túbulos de Malpighi são

responsáveis pela manutenção do equilíbrio hídrico e iônico do inseto (Chapman, 1998). 

Os esferitos são relacionados com o rápido processo de transporte de fluidos e com a

excreção de metais pesados, materiais orgânicos e inorgânicos, armazenados pelos

esferitos (Hazelton et al., 2001). Sabe-se também que as células colunares do IM

auxiliam as caliciformes na homeostasia iônica e na absorção de metabólitos por vias

intracelulares (Lehane & Billingsley, 1996; Terra et al., 2006). Recentemente, Fiandra

et al. (2006) observaram que também nas células colunares do IM de Lepidoptera

ocorre transporte de eletrólitos por vias paracelulares, inclusive de íons cálcio,

equivalente ao proposto para túbulos de Malpighi (Beyenbach et al., 2000), possuindo

mecanismos intracelulares de modulação deste processo no IM.

Acreditamos que o endoparasitismo da D. saccharalis pela C. flavipes possa

estar provocando um desequilíbrio iônico, induzindo o aumento no número de esferitos

nas células colunares; além disso, a presença de inúmeros esferitos nas células colunares 

da região anterior do IM apontam para um papel das mesmas, nesta região do IM, de

maior envolvimento nesse transporte de íons por via intra e/ou paracelular, o que precisa 

ser melhor investigado. Corroborando nossos achados, recentemente constatou-se que

os esferitos do IM devem representar uma barreira iônica regulando a quantidade de

íons metais que entram no organismo de invertebrados, através do trato alimentar

(Pagini et al., 2006).

Em células do túbulo de Malpighi de Acheta domesticus, observou-se interação

direta entre esferitos e mitocôndria (Hazelton et al., 2001); os autores postulam que

deve estar havendo passagem de fosfato inorgânico e íons cálcio, entre a membrana

externa das mitocôndrias e a membrana envolvente dos esferitos sendo, portanto,

favorável essa íntima associação para ambas as organelas. Em D. saccharalis não

observamos associação entre esferitos e mitocôndrias, sugerindo que a movimentação

iônica deve estar acontecendo por outros mecanismos.

O significado funcional da freqüente observação da fusão entre as membranas

dos esferitos, observada nas células colunares do IM em insetos parasitados, é uma

incógnita. Existe relato de fusão entre esferitos e vacúolos autofágicos nas células

colunares de abelhas, que seriam eliminados em conjunto para o lúmen intestinal

(Serrão & Cruz-Landim, 1996; Lipovsek et al., 2002).



Doutorado - Daniela de Oliveira Pinheiro

- 94 -

Em larvas parasitadas, os numerosos esferitos observados mostram uma grande

variabilidade na morfologia de seu conteúdo. A maioria dos esferitos apresenta-se

pouco denso, contendo material floculado esparso, concentrado na periferia da

membrana vacuolar, formando discreta camada elétron-densa ou poucas lamelas

concêntricas. Já nas larvas não-parasitadas, os poucos esferitos observados contêm

lamelas espessas e contrastadas. Acreditamos que os esferitos menos estruturados

podem representar esferitos mais jovens, que foram formados em decorrência das

alterações metabólicas do inseto hospedeiro no período de seis dias de endoparasitismo,

especialmente de alterações no seu equilíbrio iônico. A variabilidade morfológica destes

esferitos, especialmente em larvas parasitadas, poderia ser também atribuída à

manifestação da instabilidade do conteúdo destas estruturas, em decorrência das

alterações relacionadas ao metabolismo.
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Legenda das figuras

Figs. 1-6 - Células epiteliais do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis não-

parasitadas: esferitos (S); glicogênio (G); retículo endoplasmático rugoso (RER);

cavidade da célula caliciforme ( ); grânulos (seta); mitocôndria (M); complexo de

Golgi (CG). Fig. 1 - Célula colunar. Barra = 1 m. Fig. 2 - Célula colunar. Barra =

0,5 m. Fig. 3 - Célula caliciforme. Barra = 1 m. Fig. 4 - Célula regenerativa. Barra = 1

m. Fig. 5 - Célula endócrina. Barra = 1 m. Fig. 6 - Célula endócrina. Barra = 1 m.

Figs. 7-13 - Células colunares da região anterior (Figs. 7-11) e posterior (Figs. 12-13)

do intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis endoparasitadas pela Cotesia

flavipes: esferito (S); retículo endoplasmático rugoso (RER); mitocôndria (M); fusão de

membranas de esferitos (seta); material floculado ( ). Fig. 7 Esferitos de morfologia

heterogênea. Barra = 1 m. Fig. 8 - Esferitos de morfologia heterogênea. Barra = 0,5 m.

Fig. 9 - Inúmeros esferitos com lamelas elétron-lucentes entre material floculado,

poucos esferitos com lamelas elétron-densas. Barra = 0,5 m. Fig. 10 - Esferitos com

morfologia variada; concentração de material elétron-denso (cabeça de seta) próximo à

membrana vacuolar do esferito. Barra = 0,5 m. Fig. 11 - Esferitos com lamelas

estruturadas espessas, pouco elétron-densas. Barra = 0,5 m. Fig. 12 - Esferito com

lamela elétron-densa. Barra = 0,25 m. Fig. 13 - Esferito com lamela elétron-lucente.

Barra = 0,5 m.
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ARTIGO 6

Morte celular de células epiteliais do intestino

médio de larvas de Diatraea saccharalis

(Lepidoptera) parasitadas pela Cotesia flavipes

(Hymenoptera)

A ser enviado para a revista Micron como: Pinheiro, D.O.; Santos, D.C.;

Gregório, E.A. Cell death in the midgut epithelium of the sugarcane borer

parasitized by Cotesia flavipes (Hymenoptera). 
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Resumo

A broca da cana, Diatraea saccharalis, pode ser endoparasitada pela Cotesia

flavipes; entretanto, pouco se sabe sobre o efeito do parasitismo nos órgãos do

hospedeiro, inclusive no intestino médio (IM). A morte celular no epitélio do IM de

larvas de insetos tem sido investigada, mas o efeito do endoparasitismo neste processo

não está esclarecido. Este trabalho tem por objetivo identificar e caracterizar o processo

de morte celular no epitélio do IM de larvas de D. saccharalis não-parasitadas e

endoparasitadas. Fragmentos de IM foram fixados e processados para observação em

microscopia eletrônica de transmissão e microscopia de luz (método convencional e

técnica do TUNEL). O epitélio do IM de D. saccharalis não-parasitadas e

endoparasitadas mostrou aspectos morfológicos de morte celular programada do tipo

apoptosis-like em células colunares e regenerativas, nas regiões anterior e posterior do

IM. O núcleo destas células mostrou formato irregular e massas coalescentes e bem

delimitadas de cromatina na periferia do núcleo; o envelope nuclear apresentou ruptura

pontual de suas membranas. As mitocôndrias apresentaram rarefação da matriz, e

algumas delas se mostraram rompidas. O retículo endoplasmático rugoso e o envelope

nuclear mostraram alargamento de suas cisternas. Nossos resultados mostram que

ocorre morte celular programada do tipo apoptosis-like no epitélio do IM de D.

saccharalis, especialmente em células colunares; o endoparasitismo pela C. flavipes não 

afeta a indução da morte celular nas células epiteliais. Não existem diferenças regionais

no processo de morte celular ao longo do IM do inseto hospedeiro.

Palavras-chave: inseto, intestino médio, morte celular programada, Diatraea

saccharalis, TUNEL, Cotesia flavipes, parasitismo, ultra-estrutura
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Abstract

The Diatraea saccharalis may be endoparasitized by Cotesia flavipes; however,

very little is known about the effect of the parasitism in the host organs, including the

midgut. The programmed cell death in the midgut epithelium of insect larvae has been

investigated but the effect of the parasitoid development in this process is not clarified.

This work aims to identify and characterized the death process in the D. saccharalis

larvae non-parasitized and parasitized by C. flavipes. Fragments of the midgut were

fixed and processed for light microscopy (conventional and TUNEL labeling) and

transmission electron microscopy observations. The D. saccharalis midgut epithelium

of both non-parasitized and parasitized larvae showed morphological features of

apoptosis-like programmed cell death in columnar and regenerative cells in the anterior

and posterior midgut regions. The nucleus of these cells showed irregular shape and

coalescence of chromatin into sharply delineated masses at the nuclear periphery; the

nuclear envelope presented punctual disruption of their membranes. The mitochondria

presented matrix rarefaction; some mitochondria presented disrupted membranes. The

rough endoplasmic reticulum and the nuclear envelope showed enlarged cistern. Our

results suggest that apoptosis-like programmed cell death occurs in the sugarcane borer

midgut epithelium, mainly in the columnar cell; the endoparasitism by C. flavipes does

not affect the apoptosis-like induction in the epithelial midgut cells. There are no

regional differences in the death cell process along the host midgut length.

Keywords: insect, midgut, programmed cell death, Diatraea saccharalis, TUNEL,

Cotesia flavipes, parasitism, ultrastructure
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Introdução

A morte celular programada é definida como uma importante função celular,

essencial para a morfogênese, desenvolvimento, diferenciação, e manutenção da

homeostase dos tecidos e órgãos em organismos multicelulares (Kerr et al., 1972;

Majno & Joris, 1995; Hockenbery, 1995; Hacker, 2000; Guimarães & Linden, 2004;

Roach et al., 2004).

A apoptose clássica é um processo geneticamente regulado e com expressão

morfológica específica, no qual células que já desempenharam suas funções têm a

habilidade de se auto destruírem, por ativação de um programa suicida celular. Uma vez 

que o processo de apoptose é desencadeado, as células sofrem uma série de mudanças

moleculares e morfológicas. Estas mudanças incluem condensação da cromatina, quebra 

inter-nucleossomal do DNA, fragmentação nuclear, encolhimento celular, reorganização 

do citoesqueleto, alterações da membrana mitocondrial, formação de múltiplos

brotamentos de membrana e, finalmente, a ruptura da célula em corpos apoptóticos

contendo organelas e pedaços de núcleo degradado, que são fagocitados por células

adjacentes (Kerr et al., 1972; Majno & Joris, 1995; Hockenbery, 1995; Hacker, 2000;

Guimarães & Linden, 2004; Lockshin & Zakeri, 2004).

Além da apoptose clássica, as células podem sofrer diferentes tipos de morte

celular programada, já descritos na literatura, especialmente necrose e autofagia.

Enquanto a apoptose clássica representa a morte celular individual sob estímulos

fisiológicos e patológicos (Kerr et al., 1972; Majno & Joris, 1995; Guimarães & Linden, 

2004), a necrose envolve a morte de grupos de células em decorrência de agressões ao

tecido (Majno & Joris, 1995); já a morte celular autofágica, além de ocorrer por

agressão tecidual, pode ser também uma resposta adaptativa à privação de nutrientes

(Baehrecke, 2003). Ainda com referência à morte celular programada, células podem

sofrer processos distintos, exibindo características morfológicas mescladas entre

aquelas dos tipos citados acima, processos estes que receberam inúmeras terminologias

como apoptosis-like , necrapoptose, parapoptose, condroptose, partitioning

apoptosis entre outras (Schwartz et al., 1993; Chandrashekhar & Narula, 2003; Roach

et al., 2004; Zang et al., 2005). 

A morte celular programada tem sido estudada em diferentes órgãos de insetos

(Lockshin & Beaulaton, 1974; Gregorc & Bowen, 1999; Hartfelder & Steimbruck,

1997; Boleli et al., 1999; Silva de Moraes & Bowen, 2000; Nezis et al., 2003).
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Entretanto, existem poucos estudos considerando a morte celular programada em

intestino médio (IM) de larvas de insetos (Gregorc & Bowen, 1997), sendo a maioria

deles feitos em cultura de células (Palli et al., 1996; Garcia et al., 2001; Loeb et al.,

2001; Takeda et al., 2001; Ishikawa et al., 2003; Gregorc & Bowen, 2004). A apoptose

de célula epitelial do IM em insetos pode ser induzida por uma variedade de estímulos,

incluindo inibidores de síntese de RNA e proteína (Palli et al., 1996), infecções viral

(Garcia et al., 2001; Ishikawa et al., 2003) e bacteriana (Gregorc & Bowen, 1999;

Daborn et al., 2002; Silva et al., 2002).

A broca da cana, Diatraea saccharalis Fabricius 1794 (Lepidoptera), é

considerada uma das mais sérias pestes da cultura da cana de açúcar e muitas outras

plantações (Long & Hensley, 1972; Rossi & Fowler, 2003). Para minimizar os efeitos

da D. saccharalis na cultura da cana de açúcar, o controle biológico com endoparasitas

tem sido amplamente utilizado, incluindo a Cotesia flavipes Cameron, 1891

(Hymenoptera). Este trabalho visa identificar a morte celular no epitélio do IM de larvas 

de D. saccharalis, e o efeito do endoparasitismo pela C. flavipes neste processo.

Material e Métodos

Os insetos foram mantidos em dieta artificial com umidade e temperatura

controladas. Fêmeas fertilizadas da C. flavipes foram colocadas manualmente para

ovipositar na superfície dorsal de larvas de D. saccharalis no último instar; as larvas de

D. saccharalis parasitadas foram dissecadas após 6 dias de parasitismo. 

Para microscopia de luz convencional, o material foi fixado em solução de

glutaraldeído 2,5% - paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M (pH 7.3) por 24h e

incluído em Historesina; os cortes histológicos foram corados com Hematoxilina-

Eosina.

Para a técnica do TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated

dUTP nick end labeling), o material foi fixado em solução de formalina tamponada 10% 

(24h) para posterior inclusão em parafina. O material foi submetido ao protocolo do Kit

(FRAG-EL da Oncogene), como descrito por Gavrieli et al. (1992). Os alvos dessa

marcação foram os novos finais 3 -OH gerados pela fragmentação inter-nucleossomal

do DNA. Os cortes foram desparafinizados, permeabilizados com proteinase K e

incubados em solução de H2O2 e tampão TBS (20mM tampão TRIS pH 7.6 em 140mM

NaCl) para inativação da peroxidase endógena. Em seguida foram incubados em

solução contendo a enzima TdT e posteriormente a revelação da reação foi realizada
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com solução de DAB (diaminobenzidina). As lâminas foram montadas em glicerol e

analisadas em microscópio de luz.

Para microscopia eletrônica de transmissão, fragmentos das regiões anterior e

posterior do IM foram fixados em solução de glutaraldeído 2,5% - paraformaldeído 4%

em tampão fosfato 0,1M pH 7.3 por até 24h, pós-fixado em tetróxido de ósmio 1% no

mesmo tampão por 2h, desidratados em seqüência crescente de soluções de acetona e

incluídos em Araldite®. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila

e citrato de chumbo e examinados em microscópio eletrônico de transmissão CM100 da

Philips.

Resultados

Células colunares e regenerativas do epitélio do IM em larvas de D. saccharalis

não-parasitadas e parasitadas pela C. flavipes mostram aspectos morfológicos de morte

celular com características do tipo apoptosis-like . Essas características foram

semelhantes nas regiões anterior e posterior do IM e puderam ser observadas em

microscopia de luz convencional (Figs. 1-3) e em microscopia eletrônica de transmissão

(Figs. 8-12), sendo confirmada a fragmentação do DNA pela reação de TUNEL (Figs.

4-7).

Em microscopia de luz observa-se condensação da cromatina na periferia do núcleo

dos dois tipos celulares (Figs. 1-2). É possível detectar fragmentos celulares

arredondados na região apical do epitélio, formado por citoplasma escasso e porção

nuclear densa (Fig. 3), que também apresenta reação positiva para o TUNEL (Fig. 5).

A análise ultra-estrutural mostra o núcleo destas células epiteliais com formato

irregular e cromatina coalescente em massas bem delimitadas adjacentes ao redor de

todo o envelope nuclear (Figs. 8-12), que pode apresentar pontos de ruptura (Figs. 11-

12). No citoplasma as alterações morfológicas mais evidentes são observadas nas

mitocôndrias e retículo endoplasmático rugoso (RER). As mitocôndrias exibem

rarefação da matriz e desestruturação das cristas, podendo ainda ser detectadas algumas

mitocôndrias com as membranas interna e externa rompidas (Figs. 9-10). O RER exibe

dilatação evidente de suas cisternas, assim como o envelope nuclear (Figs. 9-10).

Vacúolos autofágicos foram ocasionalmente identificados.
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Discussão

No IM de larvas de D. saccharalis existem evidências morfológicas de que as

células epiteliais podem sofrer morte celular programada, tanto em larvas não-

parasitadas como parasitadas pela C. flavipes; esta morte celular ocorre de maneira

semelhante na região anterior como na posterior do IM. Neste processo de morte celular

acontece marginalização de massas compactas de cromatina (TUNEL-positivas) no

núcleo das células colunares e regenerativas, além de alteração morfológica nas

mitocôndrias, RER e envelope nuclear. Tais alterações morfológicas, associadas com a

presença de vacúolo autofágico e identificação de fragmentos celulares envolvidos por

membrana, levaram-nos a enquadrar o processo de morte celular programada no IM da

broca da cana no tipo apoptosis-like .

De acordo com a literatura recente, diferentes tipos de morte celular programada

podem ser identificados baseados em características morfológicas (Majno & Joris,

1995). Dentre estes tipos, a apoptosis-like tem sido amplamente investigada (Chao &

Nagoshi, 1999; Leist & Jäättelä, 2001; Lockshin & Zakeri, 2002; Guimarães & Linden,

2004; Roach et al., 2004; Lapointe et al., 2005). Uma das características morfológicas

diagnósticas mais pertinentes da apoptosis-like é a intensa condensação da cromatina,

que aparece em pequenos grumos de formatos irregulares com concentração por toda a

periferia do núcleo (Roach et al., 2004), ao contrário da apoptose clássica, cuja

marginalização da cromatina condensada ocorre em um dos pólos do núcleo, em forma

de meia lua (Leist & Jäättelä, 2001). Embora exista esta morfologia nuclear diferente

nos dois tipos de morte celular, tanto as células em apoptosis-like como em apoptose

clássica expõem moléculas de reconhecimento na sua superfície, sendo fagocitadas

antes de eventual lise da membrana plasmática (Leist & Jäättelä, 2001). 

Alterações morfológicas ultra-estruturais nas mitocôndrias, tais como rarefação da

matriz e desestruturação das cristas, foram observadas especialmente nas células

colunares de D. saccharalis, que também exibem RER e envelope nuclear com cisternas 

bastante dilatadas. Estas alterações morfológicas mitocondriais e de RER foram

descritas em outros tipos celulares em processo de morte celular apoptosis-like (Leist

& Jäättelä, 2001). Trabalhos recentes enfatizam o papel das organelas citoplasmáticas

na ativação das vias de indução e/ou vias de execução da morte celular em diversos

tecidos. Alguns autores mostram que a alteração mitocondrial, incluindo

permeabilização da membrana externa da mitocôndria juntamente com alterações

bioquímicas, está estritamente envolvida na manifestação da morte celular (Bras et al.,
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2005). Na morte celular programada é possível observar remodelação das mitocôndrias,

que podem causar liberação de proteínas apoptogênicas, diminuição no potencial

transmembrana, descontinuidade da cadeia transportadora de elétrons e diminuição na

síntese de ATP (para revisão ver Bras et al., 2005). Outros autores mostram que existem 

efeitos combinados entre alteração mitocondrial e alterações em outras organelas, como

por exemplo, o stress no retículo endoplasmático, que seriam responsáveis por essas

vias de manifestação da morte celular (Pinton et al., 2001; Jin et al., 2004). Além disso,

existem trabalhos que mostram apenas a participação do retículo endoplasmático na

ativação da morte celular (Ferri & Kroemer, 2001; Nakagawa et al., 2001;).

Acreditamos que as mitocôndrias, em conjunto com o RER e envelope nuclear, podem

estar participando nas vias de indução e/ou execução da apoptosis-like em D.

saccharalis. O rompimento das membranas externa e interna de algumas mitocôndrias,

além do eventual rompimento do envelope nuclear por nós observados, foram achados

inesperados, cujo significado funcional deverá ser melhor investigado. Alteração ultra-

estrutural nas mitocôndrias de células em apoptose foi observada em diferentes

linhagens de células em cultura, sendo caracterizada pelo rompimento apenas da

membrana mitocondrial externa, formando o que Sesso et al. (1999) denominou de

vesícula mitocondrial com membrana única; os autores correlacionaram este

rompimento com a liberação de citocromo C, fator promotor conhecido no processo de

apoptose.

Fragmentos celulares envolvidos por membrana, com morfologia semelhante ao

de corpos apoptóticos, foram observados ao longo do epitélio do IM da broca da cana,

em larvas parasitadas e não parasitadas. O termo corpo apoptótico é freqüentemente

adotado durante o processo de morte por apoptose clássica, para definir porções

celulares envolvidas por membrana contendo resíduos nucleares e citoplasmáticos

resultantes da fragmentação da célula em apoptose (Kerr et al., 1972). As estruturas por

nós observadas, tanto em microscopia de luz como eletrônica de transmissão, continham 

também DNA fragmentado comprovado pela técnica do TUNEL, confirmando serem

resultantes do processo de morte celular das células epiteliais do IM de D. saccharalis.

Nossos resultados mostram que a morte celular ocorre principalmente nas

células colunares nas regiões anterior e posterior do IM da broca da cana, e que o

desenvolvimento do endoparasita C. flavipes na hemocele de larvas de D. saccharalis

não induz um aumento da morte celular programada nas células epiteliais do IM do

inseto hospedeiro. Sabe-se que as células colunares são as mais abundantes do epitélio
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do IM de insetos, as quais são responsáveis pelo processamento da dieta, secreção de

enzimas digestivas e pela tomada dos produtos finais da digestão (Lehane & Billingsley, 

1996). Já as células regenerativas, espalhadas na base do epitélio, são responsáveis pela

renovação celular (Lehane & Billingsley, 1996); admite-se que estas células sejam

precursoras dos outros tipos celulares, inclusive das células colunares (Lehane &

Billingsley, 1996; Illa-Bochaca & Montuenga, 2006). A prevalência de apoptose em

células colunares também foi observada por Gregorc & Bowen (2004) estudando o IM

de larvas de Apis mellifera tratadas com ácidos oxálico e fórmico, e por Loeb et al.

(2000) em cultura de células do IM de larvas de Heliothis virescens.

Sabe-se que a distribuição, morfologia e morfometria das células epiteliais é

variável ao longo do IM em larvas de D. saccharalis não-parasitadas (Pinheiro &

Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003) e parasitadas pela C. flavipes (Pinheiro et al.,

2006); entretanto, não foi detectada diferenças na morte celular programada ao longo da

extensão do IM, confirmando a idéia de que a apoptosis-like , da mesma maneira que

para a apoptose clássica, é um processo fisiológico normal e essencial para a

manutenção da integridade celular, não afetando diretamente a função celular ao longo

da extensão do IM (Kerr et al., 1972; Majno & Joris, 1995; Hockenbery, 1995; Hacker,

2000; Guimarães & Linden, 2004; Roach et al., 2004).

Na estratégia de desenvolvimento do parasitóide na hemocele do inseto

hospedeiro, é necessário que as células epiteliais do IM continuem a desempenhar suas

funções, garantindo o crescimento e o desenvolvimento do endoparasita, bem como a

sobrevivência do inseto hospedeiro durante o parasitismo (Thompson et al., 2005), o

que vem de encontro com nossos achados de que o parasitismo não deve induzir

aumento de morte celular destas células no IM.
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Legenda das Figuras

Figuras 1- 3: Intestino médio de larvas de D. saccharalis parasitadas pela C. flavipes-

HE. 1) Região Anterior. Núcleo de célula colunar com distribuição normal de cromatina 

(N) e marginalização da cromatina condensada (seta). Célula caliciforme (G). Barra =

10µm. 2) Região Posterior. Célula regenerativa (R) mostrando cromatina condensada na 

periferia do núcleo. Barra = 10µm. 3) Região Posterior. Detalhe de fragmento celular

semelhante a corpo apoptótico (A). Barra = 5µm.

Figures 4-7: Intestino médio de larvas de D. saccharalis não-parasitadas (Figs. 4-5) e

parasitadas (Figs. 6-7) pela C. flavipes - TUNEL. Núcleo de célula colunar (C) e célula

regenerativa (R) TUNEL-positivo; núcleo (N) de célula caliciforme TUNEL-negativo;

fragmento celular semelhante a corpo apoptótico (A). 4) Região anterior. Barra = 10µm. 

5) Região anterior. Barra = 5µm. 6) Região posterior. Barra = 10µm. 7) Região

posterior. Barra = 10µm.

Figuras 8- 12: Intestino médio de larvas de D. saccharalis parasitadas pela C. flavipes -

MET. Cromatina condensada em grumos (seta reta) na periferia do núcleo; pontos de

ruptura do envelope nuclear (seta curva); retículo endoplasmático rugoso (RER);

cisterna do envelope nuclear dilatado (*). 8) Região Anterior. Núcleo (N) de célula

colunar com formato irregular. Barra = 1µm. 9) Região Anterior. Mitocôndrias (m).

Barra = 1µm. 10) Região Posterior. Mitocôndrias (m), algumas mitocôndrias rompidas

(M). Barra = 1µm. 11-12) Região posterior. Barras = 1µm.
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ARTIGO 7

Mitocôndrias das células epiteliais do intestino

médio de Diatraea saccharalis (Lepidoptera) 

parasitadas pela Cotesia flavipes (Hymenoptera)

A ser enviado para a revista Tissue & Cell como: Pinheiro, D.O.; Silva,

M.D.; Gregório, E.A. Mitochondria in the midgut epithelial cells of

Diatraea saccharalis (Lepidoptera) larvae parasitized by Cotesia flavipes

(Hymenoptera).
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Resumo

Larvas de Diatraea saccharalis afetam a cultura da cana de açúcar e têm sido

combatidas pelo endoparasitóide Cotesia flavipes; pouco se sabe sobre o efeito do

parasitismo no intestino médio (IM) do inseto hospedeiro. O objetivo desse trabalho foi

verificar as alterações mitocondriais das diferentes células epiteliais do IM de larvas de

Diatraea saccharalis parasitadas pela Cotesia flavipes. Fragmentos das regiões anterior

e posterior do IM de larvas de D. saccharalis não-parasitadas parasitadas foram

processados segundo técnica convencional para microscopia eletrônica de transmissão.

Para análise do metabolismo oxidativo o IM foi congelado e os crio-cortes submetidos a 

protocolo para detecção de atividade de nicotinamina adenina dinucleotídeo tetrazolium

reductase (NADH-TR) e succinato desidrogenase (SDH). As mitocôndrias das células

epiteliais do IM de larvas parasitadas exibem alterações mitocôndrias, especialmente

rarefação e vacuolização da matriz, que foram mais pronunciadas nas células epiteliais

da região anterior do IM; existe também um aumento no metabolismo oxidativo do IM,

na vigência do parasitismo, em especial nas células colunares.

Palavras-chave: intestino médio, Diatraea saccharalis, mitocôndria, Cotesia flavipes,

célula epitelial.
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Abstract

The Diatraea saccharalis, sugarcane borer, has been widely controlled by Cotesia

flavipes; however, very little is known about the effect of the parasitism in the host

organs, including the midgut. This work aims to verify mitochondrial alteration in the

different midgut epithelial cells of D. saccharalis parasitized by C. flavipes. Midgut

fragments (anterior and posterior region) of both non-parasitized and parasitized larvae

were processed for transmission electron microscopy. For oxidative metabolism

analysis, the midgut was frozen and the cryo sections processed to the activity of detect

nicotinamina adenina dinucleotídeo tetrazolium reductase (NADH-TR) and succinato

desidrogenase (SDH). The mitochondria of midgut epithelial cell in the parasitized

larvae exhibit morphological alteration, represented by matrix rarefaction and

vacuolization. These mitochondrial alterations are more pronounced in the anterior

midgut region; there is an increase of oxidative metabolism in the epithelial cells during

the parasitism process, mainly in the columnar cell.

Keywords: midgut, Diatraea saccharalis, mitochondria, Cotesia flavipes, epithelial cell
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Introdução

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), uma das mais sérias pragas da

cultura canavieira, tem sido controlada pelo endoparasitóide larval Cotesia flavipes

(Hymenoptera: Braconidae) (Long e Hensley, 1972; Rossi e Fowler, 2003).

O intestino médio (IM) de larvas de Lepidoptera é morfologicamente diferenciado

ao longo do seu comprimento (Santos et al., 1984; Jordão et al., 1999; Levy et al.,

2004), inclusive o de D. saccharalis (Pinheiro e Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003);

seu epitélio é composto por 4 tipos de células: colunares, caliciformes, regenerativas e

endócrinas (Lehane e Billingsley, 1996).

Muitos são os trabalhos que citam a importância e a distribuição das mitocôndrias nas

células epiteliais do IM de insetos (Mandel et al., 1980; Baker et al., 1983; Hung et al.,

2000; Serrão e Cruz-Landim, 2000; Clark et al., 2005). Sabe-se que as mitocôndrias da

porção apical das células colunares estão envolvidas com a absorção e metabolismo de

nutrientes, enquanto que, na porção basal das células colunares, essa organela está

relacionada com o transporte de nutrientes e íons da célula para a hemolinfa (Lehane e

Billingsley, 1996; Hung et al., 2000). Já as mitocôndrias das projeções filiformes da

cavidade das células caliciformes estariam relacionadas aos mecanismos de transporte

ativo de íons K+, realizado por estas células (Anderson e Harvey, 1966; Harvey et al.,

1983; Dow, 1986; Moffett et al., 1995). 

A maioria dos estudos do efeito do endoparasitismo em larvas de Lepidoptera

aborda alterações no desenvolvimento, reprodução, comportamento e níveis hormonais

de insetos hospedeiros (para revisão ver Edwards e Weaver, 2001), sendo pouco

enfatizadas as modificações morfológicas, incluíndo as ultra-estruturais, nos diferentes

órgãos do inseto hospedeiro.

Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito do endoparasitismo pela C.

flavipes nas mitocôndrias das células epiteliais do IM em larvas de D. saccharalis, e se

as eventuais alterações nas mitocôndrias e metabolismo oxidativo podem ser

relacionadas com a localização da célula epitelial ao longo do IM.

Material e Métodos

Os insetos foram mantidos em dieta artificial com umidade e temperatura

controladas. Fêmeas fertilizadas da C. flavipes foram colocadas manualmente para
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ovipositar na superfície dorsal de larvas de D. saccharalis no último instar, que foram

utilizadas após 6 dias de parasitismo. 

Para análise ultra-estrutural, os fragmentos de IM (região anterior e posterior)

foram fixados em solução de glutaraldeído 2,5% - paraformaldeído 4% em tampão

fosfato 0,1M (pH 7.3) por 24h, pós-fixado em tetróxido de ósmio 1% no mesmo tampão 

por 2h, desidratados com seqüência crescente de soluções de acetona e incluído em

resina Araldite . Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e

citrato de chumbo, e examinados em microscópio eletrônico de transmissão CM100-

Philips.

Para detecção de atividade enzimática, o IM de larvas não-parasitadas e

parasitadas foi congelado em nitrogênio líquido. Os cortes de 7 m, obtidos em criostato

(JUNG CM 1800), seguiram os protocolos de determinação de atividade enzimática

para Nicotinamina adenina dinucleotídeo tetrazolium reductase (NADH-TR) e

Succinato desidrogenase (SDH) (Louglin, 1993).

Resultados

ANÁLISE ULTRA-ESTRUTURAL. As características e modificações das

mitocôndrias das células epiteliais do IM de larvas de D. saccharalis não-parasitadas e

parasitadas pela C. flavipes, ao longo do IM estão representadas nas TABELA 1.

Células colunares: em larvas não-parasitadas, as mitocôndrias são geralmente bastante

elétron-densas, com matriz contrastada e muitas cristas (Figs. 1A-E), sendo abundantes

na base das células colunares da região anterior (Fig. 1B); já na região posterior,

concentram-se  no ápice da célula (Fig. 1C). Em larvas endoparasitadas, as mitocôndrias 

aumentam em quantidade nas duas regiões do IM, a maioria delas apresentando poucas

cristas e menor elétron-densidade (Figs. 1F-K) do que em larvas não-parasitadas. Estas

mitocôndrias mostram-se mais alteradas nas células da região anterior do IM, onde

apresentam rarefação (Figs. 1F,H) e vacuolização (Figs. 1G,I) da matriz mitocondrial,

na vigência do parasitismo. Células caliciformes: em larvas não-parasitadas, as

mitocôndrias concentram-se no interior das projeções filiformes do tipo

microvilosidades, presentes na região baso-lateral da cavidade da câmara, onde são

geralmente bastante elétron-densas, com matriz contrastada e muitas cristas, tanto nas

células da região anterior como na posterior do IM (Figs. 2A-B). As larvas parasitadas

apresentam mitocôndrias com alteração na porção baso-lateral destas células nas duas

regiões do IM, representadas por rarefação (Figs. 2C-E) e vacuolização (Figs. 2F-G) da
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matriz mitocondrial, alterações estas que afetam um maior número de mitocôndrias na

região anterior do IM (Figs. 2C-F). Células regenerativas: em larvas não-parasitadas, a

distribuição, número e morfologia das suas escassas mitocôndrias não apresentam

variação nas células das regiões anterior e posterior (Fig. 3A). Em larvas

endoparasitadas, são mais abundantes (Fig. 3B) e apresentam discreta rarefação da

matriz (Figs. 3C), apresentam também diminuição na quantidade de cristas e

vacuolização mitocondrial naquelas da região anterior (Fig. 3C), não mostrando

alteração naquelas da região posterior (Fig. 3D). Células endócrinas: em larvas não-

parasitadas, a distribuição, número e morfologia das suas mitocôndrias não apresentam

variação nas regiões anterior e posterior do IM (Fig.3E). As células endócrinas mostram

variabilidade na quantidade de cristas e elétron-densidade da matriz na região anterior

do IM (Figs. 3F-H). Em larvas endoparasitadas observamos rarefação da matriz apenas

nas células da região anterior (Figs. 3F-G).

DETECÇÃO DE ATIVIDADE DE NADH-TR E SDH. Em larvas não-

parasitadas, o citoplasma das células colunares apresenta reação positiva para ambas as

enzimas NADH-TR e SDH, na forma de estruturas puntiformes que se espalham por

todo o citoplasma, concentrando-se na região basal (Figs. 4A-D). Existe aumento na

intensidade para ambas as reações enzimáticas da região anterior (Figs. 4A-B) para a

posterior (Figs. 4C-D) do IM. Nas células caliciformes, existe reação positiva

preferencialmente no citoplasma basal, formando faixa fina ao redor da câmara, mais

intensa no seu terço inferior (Figs. 4A-C). As células regenerativas não evidenciaram

claramente a reação para ambas enzimas. Larvas endoparasitadas apresentam aumento

de intensidade de reação nas células colunares para as duas enzimas, tanto na região

anterior (Figs. 4E-F) quanto para a posterior (Figs. 4G-H); não observamos diferenças

de reação para as células caliciformes e regenerativas. Não identificamos as células

endócrinas em nossos crio-cortes.

Discussão

As células epiteliais apresentam alterações no metabolismo oxidativo e na

morfologia ultra-estrutural das mitocôndrias das células epiteliais ao longo do IM de

larvas de D. saccharalis decorrentes do parasitismo pela C. flavipes. As alterações,

evidenciadas principalmente pela rarefação da matriz mitocondrial levando até à

vacuolização das mitocôndrias e diminuição do número de cristas, variam em

intensidade ao longo da extensão do IM, sendo as células epiteliais afetadas pelo
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endoparasitismo de maneira diferente, dependente da região do IM. 

Nossos achados ultra-estruturais para as células colunares de larvas

endoparasitadas de D. saccharalis mostram que suas mitocôndrias são mais abundantes

ao longo do IM, tanto na porção apical quanto na porção basal da célula; entretanto,

preferencialmente aquelas da região anterior mostram modificações ultra-estruturais

evidentes, representadas por rarefação e até vacuolização da matriz mitocondrial. O

aumento de intensidade de reação para as enzimas NADH-TR e SDH no citoplasma das

células colunares da região anterior para a posterior do IM corrobora o achado ultra-

estrutural de maior quantidade de mitocôndrias, mostrando que existe aumento no

metabolismo oxidativo em decorrência do parasitismo. Sendo assim, as mitocôndrias

das células colunares da região anterior do IM são as mais afetadas pelo

endoparasitismo.

As células colunares, especialmente as da região anterior do IM, são consideradas

responsáveis pela secreção de enzimas digestivas e da membrana peritrófica, além de

atuarem na absorção dos produtos da digestão (Santos et al., 1984; Lehane e

Billingsley, 1996; Jordão et al., 1999). Vários estudos mostram que a digestão ao longo

do IM é dependente de várias enzimas digestivas, cuja produção pelas células colunares

é variável ao longo do IM. Em Tenebrio molitor, a maioria das enzimas é produzida

pelas células colunares da região anterior do IM, onde aparece em maior quantidade e

apresenta maior atividade (Ferreira et al., 1990); uma maior secreção de amilase e

tripsina pelas células colunares da região anterior do IM foi observado em Spodoptera

frugiperda (Jordão et al. 1999) e Erinnys ello (Santos et al., 1984). As enzimas

digestivas seriam secretadas para o lúmen na região anterior e direcionadas à região

posterior do IM; o alimento parcialmente digerido e as enzimas digestivas atravessariam 

a membrana peritrófica e, no espaço ectoperitrófico, seguiriam o fluxo contracorrente de 

água, sendo direcionados novamente para a região anterior do IM, onde ocorreria a

digestão final e absorção de alimentos na superfície das células colunares (Ferreira et

al., 1981; Santos et al., 1984). Vários trabalhos sobre a secreção de MP em larva de

Lepidoptera sugerem que seus constituintes são produzidos pelas células colunares,

preferencialmente na região anterior do IM de insetos (Santos et al., 1984; Terra, 1996).

Trabalho anterior em D. saccharalis endoparasitadas mostrou que existe aumento

na quantidade de esferitos das células colunares da região anterior, o que foi

correlacionado com desequilíbrio iônico do inseto hospedeiro e mostrando que a região

anterior deve estar extremamente envolvida no transporte de íons (Pinheiro et al., em
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elaboração- Artigo 5). As células colunares apresentam aumento citoplasmático e

nuclear na região posterior do IM de larvas de D. saccharalis, em decorrência do

endoparasitismo, aferidos por meio de análise morfométrica (Pinheiro et al., 2006).

Assim. Os achados de maior alteração nas mitocôndrias e nos esferitos das células

colunares da região anterior do IM indicam que essa região do IM é a mais afetada pelo

parasitismo, enquanto que o aumento do volume celular na região posterior,

concomitante com o menor comprometimento mitocondrial, sugerem que a região

posterior deve ser menos comprometida pelo endoparasitismo, e possa estar

compensando o funcionamento do IM, para o crescimento e desenvolvimento do inseto

hospedeiro juntamente com seus parasitóides.

As mitocôndrias das células caliciformes de larvas de D. saccharalis

endoparasitadas exibem alterações nas duas regiões do IM, afetando um maior número

de mitocôndrias e com intensidade maior nas células da região anterior. A rarefação e

vacuolização da matriz mitocondrial é bastante evidente nas mitocôndrias das projeções

filiformes da câmara das células caliciformes. Estas projeções filiformes são

relacionadas com os mecanismos de transporte ativo de íons K+ da hemolinfa para o

lúmen intestinal, em cooperação com as células colunares adjacentes (Anderson e

Harvey, 1966; Harvey et al. 1983; Dow, 1986; Moffett et al., 1995; Lehane e

Billingsley, 1996; Zeiske, 2002). A maior intensidade das lesões mitocondriais na

região anterior, em decorrência do parasitismo, não se reflete na morfometria das

células caliciformes (Pinheiro et al., 2006), uma vez que existe aumento citoplasmático

e nuclear nas duas regiões do IM de D. saccharalis endoparasitadas. 

O endoparasitismo de larvas de D. saccharalis afeta as mitocôndrias das células

regenerativas, que aumentam em quantidade nestas células das regiões anterior e

posterior do IM; além disso, aquelas da região anterior parecem ser mais afetadas, com

as alterações ultra-estruturais evidentes. Trabalhos morfométricos prévios mostram que

estas células não sofrem alteração nos volumes citoplasmático e nuclear na vigência do

endoparasitismo, em ambas as regiões do IM (Pinheiro et al., 2006), que foi atribuído à

grande variabilidade na morfologia destas células, existente mesmo em larvas não

parasitadas (Pinheiro et al., 2003). Essa variabilidade das células regenerativas deve

estar relacionada com a sua função ao longo do IM; sabe-se que estas células podem se

diferenciar nos outros tipos de células epiteliais, apresentando um alto índice de divisão

celular e variabilidade morfológica (Lehane e Billingsley, 1996; Illa-Bochaca e

Montuenga, 2006). Entretanto, como o endoparasitismo em D. saccharalis não acarreta
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aumento de morte celular de células epiteliais no IM do inseto hospedeiro (Pinheiro et

al., em elaboração- Artigo 6), a reposição celular em decorrência da apoptose não deve

estar sendo alterada pelo parasitismo. 

Já as células endócrinas não apresentam alteração morfológica ultra-estrutural

evidente nas suas mitocôndrias em decorrência do endoparasitismo, exceto pela discreta

rarefação da matriz nas células da região anterior do IM, embora haja uma variabilidade

de morfologia mitocondrial nestas células, mesmo em larvas não parasitadas. Existem

poucos dados na literatura sobre a morfologia das células endócrinas, há indicações da

existência de diferentes tipos de célula endócrina no IM de insetos, considerando a sua

forma, localização e morfologia, além da elétron-densidade dos grânulos. Desta

maneira, foram descritos dez tipos em Aeshna cyanea (Andries, 1976), seis tipos em

Periplaneta americana (Nishiitsutsuji-Uwo e Endo, 1981), quatro tipos em Nauphoeta

cinerea (Cassier e Fain-Maurel, 1977) e dois tipos em Melipona quadrifasciata

anthidioides (Neves et al., 2003). A variabilidade das mitocôndrias observadas nas

células visualizadas ao longo do IM de D. saccharalis pode estar relacionada à presença 

de diferentes tipos de célula endócrina no IM, que não puderam ser identificados devido

ao número reduzido destas células no epitélio do IM, como já foi descrito em muitas

outras espécies de insetos (Andries e Beauvillain 1988; Montuenga et al. 1989).

De uma maneira geral, em larvas de D. saccharalis endoparasitadas, observamos

um aumento do metabolismo oxidativo para as células epiteliais, evidenciado pelo

aumento da intensidade de reação para as enzimas NADH e SDH nessas células, bem

como na quantidade de mitocôndrias, que pode ser relacionado ao melhor

aproveitamento da dieta ingerida. Sabe-se que larvas de Lepidoptera parasitadas

consomem menos nutrientes que as não-parasitadas (Thompson e Redak, 2005;

Thompson et al., 2005); sendo assim, as modificações mitocondriais detectadas podem

refletir um ajuste fisiológico para assimilação nutricional e digestão do alimento

ingerido, já que o hospedeiro necessita de nutrientes para garantir sua própria

sobrevivência e para o crescimento do endoparasita durante o processo do

endoparasitismo.
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Legenda das Figuras de Ultra-estrutura

Fig. 1- Célula colunar em larvas de D. saccharalis não parasitadas (A-C) e parasitadas

pela C. flavipes (D-K). Mitocôndria (M); lúmen intestinal (L); lâmina basal (b); A)-

Citoplasma apical - região anterior. Barra=0,5 m. B)- Citoplasma basal - região

anterior. Barra=1 m. C)- Citoplasma apical - região posterior. Câmara de célula

caliciforme ( ). Barra=1 m. D)- Citoplasma apical - região posterior. Barra=0,5 m.

E)- Citoplasma basal - região posterior. Barra=1 m. F) Citoplasma apical região

anterior. Rarefação da matriz (seta). Barra= 1 m. G)- Citoplasma basal- região anterior.

Vacuolização da matriz mitocondrial ( ). Barra= 1 m. H) Detalhe de rarefação da

matriz (seta). Barra= 1 m. I) Detalhe de vacuolização ( ) da matriz. Barra= 1 m. J)

Citoplasma apical - região posterior. Barra= 0,5 m. K) Citoplasma basal - região

posterior. Barra=1 m.

Fig. 2- Célula caliciforme em larvas de D. saccharalis não parasitadas (A-C) e

parasitadas  pela C. flavipes (D-G). Mitocôndria (M); câmara de célula caliciforme ( );

A)- Região anterior. Barra= 0,5 m. B)- Região posterior. Barra= 0,5 m. C)- Região

anterior. Rarefação da matriz (seta). Barra= 1 m. D)- Região anterior. Dilatação

mitocondrial com discreta rarefação da matriz (seta). Barra= 0,5 m. E)- Região

anterior. Rarefação da matriz (seta). Barra= 0,5 m. F)- Região anterior. Vacuolização

da matriz ( ). Barra= 0,25 m. G)- Região posterior. Vacuolização da matriz ( ).

Barra= 1 m.

Fig. 3- Células regenerativa e endócrina em larvas de D. saccharalis não parasitadas e

parasitadas pela C. flavipes. Mitocôndria (M); Núcleo (N); grânulos (G). Rarefação da

matriz mitocondrial (seta). A)- Célula regenerativa, região anterior - larva não-

parasitada. Barra= 0,5 m. B)- Célula regenerativa, região anterior - larva parasitada.

Barra= 1 m. C)- Célula regenerativa, região anterior - larva parasitada.. Barra= 1 m.

D)- Célula regenerativa, região posterior - larva parasitada. Barra= 1 m. E)- Célula

endócrina, região anterior - larva não-parasitada. Barra= 1 m. F)- Célula endócrina,

região anterior - larva parasitada. Barra= 1 m. G)- Célula endócrina, região anterior -

larva parasitada. Barra= 0,5 m. H)- Célula endócrina, região posterior - larva

parasitada. Barra= 0,25 m.
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TABELA1: Características ultra-estruturais das mitocôndrias das diferentes células epiteliais do 
intestino médio, em larvas de Diatraea saccharalis não-parasitadas e parasitadas pela Cotesia
flavipes

Tipo de larvas/Região do intestino médio

Não-Parasitadas Parasitadas
Região

citoplasmática
Característica

Anterior Posterior Anterior Posterior
CÉLULAS COLUNARES

Ocorrência + ++ +++ +++
Quantidade cristas +++ +++ + ++
Elétron densidade +++ +++ + ++
Rarefação da matriz - - + -

Apical

Vacuolização - - + -

Ocorrência ++ + +++ +++
Quantidade cristas +++ +++ ++ ++
Elétron densidade +++ +++ ++ ++

Rarefação da matriz - - + -

Baso-lateral

Vacuolização - - + -
CÉLULAS CALICIFORMES

Ocorrência + + + +
Quantidade cristas ++ ++ + +
Elétron densidade ++ ++ + +
Rarefação da matriz - - - -

Apical

Vacuolização - - - -

Ocorrência ++ ++ ++ ++
Quantidade cristas ++ ++ + +

Elétron densidade ++ ++ + +

Rarefação da matriz - - ++ +

Baso-lateral

Vacuolização - - ++ +
CÉLULAS REGENERATIVAS

Ocorrência + + ++ ++
Quantidade cristas ++ ++ + ++
Elétron densidade ++ ++ + ++
Rarefação da matriz - - + -
Vacuolização - - + -

CÉLULAS ENDÓCRINAS
Ocorrência ++ ++ ++ ++
Quantidade cristas variável ++ variável ++
Densidade matriz variável ++ variável ++
Rarefação da matriz - - + -
Vacuolização - - - -

*Representação da intensidade gradativa da presença (+) ou ausência ( ) da 
característica ultra-estrutural analisada para as mitocôndrias.
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Figura 01
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Figura 02
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Figura 03
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Figura 04

Fig.4- Detecção de atividade enzimática de NADH-TR e SDH no intestino médio de

larvas de D. saccharalis não parasitadas (A-D) e parasitadas pela C. flavipes (E-H).

Célula colunar (CO); célula regenerativa (CR); célula caliciforme (CA); núcleo (N). A)-

Região anterior. NADH-TR. Barra= 20 m. B)- Região anterior. SDH. Barra= 20 m.

C)- Região posterior. NADH-TR. Barra= 20 m. D)- Região posterior. SDH. Barra=

10 m. E)- Região anterior. NADH-TR. Barra= 10 m. F)- Região anterior. SDH.

Barra= 10 m. G) Região posterior. NADH-TR. Barra= 10 m. H)- Região posterior.

SDH. Barra= 10 m.
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ARTIGO 8

Células colunares do intestino médio de larvas de

Diatraea saccharalis (Lepidoptera) parasitadas pela 

Cotesia flavipes (Hymenoptera)

A ser enviado para a revista Journal of Invertebrate Pathology como:
Pinheiro, D.O.; Ribeiro, A.F.; Terra, W.T.; Novelli, E.L.B.; Faine, L.A.;

Galhardi, C.M.; Gregório, E.A. Midgut columnar cells of Diatraea

saccharalis (Lepidoptera) larvae parasitized by Cotesia flavipes

(Hymenoptera).
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Resumo

Diatraea saccharalis, praga da cana-de-açúcar, tem sido controlada pela Cotesia

flavipes; pouco se sabe sobre o efeito do parasitismo no intestino médio (IM) do

hospedeiro. A célula colunar (CC) é responsável pelo processamento da dieta, secreção

de enzimas digestivas e matriz peritrófica (MP), e pela absorção dos produtos finais da

digestão. Este trabalho enfoca o efeito do endoparasitismo nas CC do IM de larvas de

D. saccharalis. Fragmentos das regiões anterior e posterior do IM de larvas não-

parasitadas e parasitadas pela C. flavipes foram processados para análise em

microscopia eletrônica de transmissão e varredura. A quitina da MP foi visualizada em

microscópio de fluorescência após marcação com aglutinina de germe de trigo-

isocianato de fluoresceina (WGA-FITC). A atividade específica de amilase foi

determinada em extratos das regiões do IM. Existe um aumento no número de vacúolos

digestivos e peroxissomas na região anterior do IM de larvas parasitadas. O conteúdo de 

quitina da MP é maior na região posterior do IM, tanto em larvas de D. saccharalis

parasitadas como não-parasitadas, sugerindo diferenças regionais na MP ao longo do

IM; entretanto, a marcação com WGA-FITC está diminuída em larvas parasitadas. Não

existe diferença significativa na atividade específica de amilase entre os extratos das

regiões anterior e posterior do IM em larvas não-parasitadas; entretanto, em larvas

parasitadas esta atividade está diminuída na região posterior do IM. Nossos resultados

mostraram que endoparasitismo da broca da cana afeta a morfologia e atividade das CC

relacionadas com as secreções da MP e amilase.

Palavras-chave: intestino médio, matriz peritrófica, parasitismo, amilase, ultra-

estrutura, Diatraea saccharalis, Cotesia flavipes, WGA, célula

colunar.



Doutorado - Daniela de Oliveira Pinheiro

- 136 -

Abstract

Diatraea saccharalis, pest for the sugarcane crop, has been widely controlled by

Cotesia flavipes; very little is known about the effect of the parasitism in the host

midgut. The columnar cell (CC) is responsible for processing the diet, secretion of the

digestive enzymes and the peritrophic matrix (PM), and for the uptake of the final

digested product. This work study the effect of endoparasitism in the CC of the D.

saccharalis larvae midgut. Fragments of the anterior and posterior midgut regions from

parasitized and non-parasitized larvae were processed for transmission and scanning

electron microscope analysis. The chitin of the PM was visualized under fluorescence

microscope, after the labeling with fluorescein isothiocyanate-wheat germ agglutinin-

(WGA-FITC). The specific amylase activity was determined in the midgut regions

extracts. There is an increase in the number of digestive vacuoles and peroxisomes in

the anterior midgut region of parasitized larvae. The chitin content of the PM is higher

at the posterior region in both non-parasitized and parasitized D. saccharalis larvae,

suggesting regional differences in the PM along the midgut; however, the WGA-FITC

labeling is diminished in the parasitized larvae. There is no significant difference in the

specific amylase activity between the anterior and posterior midgut extracts of non-

parasitized larvae; however in the parasitized larvae this activity is diminished in the

posterior midgut region. Our results showed that the endoparasitism of the sugarcane

borer affect the morphology and activity of the CC related with the PM and amylase

secretions.

Keywords: midgut, peritrophic matrix, parasitism, amylase, ultrastructure, Diatraea

saccharalis, Cotesia flavipes, WGA, columnar cell 
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Introdução

O epitélio do intestino médio (IM) é composto principalmente por células

colunares (CC). As CC são consideradas responsáveis pela secreção de enzimas

digestivas, especialmente a amilase, além de atuarem na absorção dos produtos da

digestão (Chapman, 1998; Lehane & Billingsley, 1996). Este tipo celular está presente

ao longo de toda a extensão do IM de larva de Lepidoptera; entretanto, vários trabalhos

sugerem que a distribuição, morfologia, morfometria e a função deste tipo celular sejam

variáveis ao longo deste órgão, em diferentes espécies de Lepidoptera (Cioffi, 1979;

Santos et al., 1984; Pinheiro & Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003; Levy et al., 2004). 

Santos et al. (1984), estudando Erinnys ello, evidenciam que a amilase e a tripsina são

secretadas pela região anterior do IM para o espaço endoperitrófico, durante a passagem 

do bolo alimentar. Em Spodoptera frugiperda (Jordão et al., 1999) a secreção de

amilase apresenta rota de secreção semelhante à da tripsina na região anterior do IM,

que pode ser correlacionada ao pH dessa região.

O epitélio do IM é recoberto internamente, na maioria dos insetos, por

membrana acelular denominada de membrana ou matriz peritrófica (MP) (Chapman,

1998; Dow, 1986; Lehane & Billingsley, 1996). A MP é composta principalmente por

quitina, um biopolímero linear de N-acetyl-D-glucosamina (Terra, 1996; Tellam et al.,

1999; Tellam & Eisemann, 2000; Hogenkamp et al., 2005; Zimoch et al., 2005),

glicosaminoglicanas e proteínas (Tellam et al., 1999; Terra, 2001; Wang & Granados,

2001). Embora impeça o contato direto do alimento com a bordadura estriada das CC,

ela permite a passagem das enzimas digestivas em direção à luz intestinal e a absorção

dos produtos resultantes da digestão, sendo posteriormente eliminada com as fezes

(Tellam, 1996); também previne injúrias mecânicas às células do IM e parece dificultar

ou impedir a entrada de microrganismos na hemocele (Terra, 1988). 

A composição e estrutura da MP têm sido extensivamente analisadas por estudos 

bioquímicos, moleculares e morfológicos, sendo enfatizados, principalmente, aspectos

de sua formação e função nos diferentes insetos (Terra, 1990, 1996; Peters, 1992;

Tellam, 1996; Terra & Ferreira, 1981; Santos et al., 1984; Terra 2001, entre muitos

outros). Em alguns destes estudos, a MP tem sido evidenciada pela afinidade da quitina, 

um dos seus principais componentes (Richards & Richards, 1977; Tellam & Eisemman,

2000; Wang & Granados, 2000), com lectina específica (WGA- wheat germ agglutinin)

acoplada a fluorocromo (Peters & Latka, 1986). Em larvas de Lepidoptera a MP tem

sido classificada como do Tipo I, isto é, seria secretada ao longo do IM (Richards &
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Richards, 1977). Trabalhos recentes mostram que apenas as CC apresentam expressão

do gene quitina-sintase que é responsável pela síntese de quitina da MP (Hogenkamp et

al., 2005; Zimoch et al., 2005).

Diatraea saccharalis, praga da cultura canavieira, tem sido controlada pelo

parasitóide larval Cotesia flavipes. Pouco se conhece sobre a morfologia do IM deste

inseto, em larvas normais ou endoparasitadas. Sabe-se que existem diferenças ultra-

estruturais das CC ao longo do IM de larvas Diatraea saccharalis (Pinheiro &

Gregório, 2003); além disso, estudo morfométrico das células epiteliais de D.

saccharalis endoparasitadas por C. flavipes mostrou que o endoparasitismo induz

aumento citoplasmático e nuclear significativo nas CC da região posterior do IM

(Pinheiro et al., 2006). Assim, seria interessante verificar as possíveis repercussões

morfo-funcionais do endoparasitismo nas CC do IM do inseto hospedeiro.

Material e Métodos

Obtenção dos insetos: Larvas de D. saccharalis no último instar foram fornecidas pelo

Laboratório de Entomologia da Usina da Barra Grande, Lençóis Paulista-SP e mantidas

em dieta artificial. Fêmeas fertilizadas da C. flavipes foram colocadas para ovipositar na 

superfície dorsal de larvas de D. saccharalis. As larvas não-parasitadas e após 6 dias de

parasitismo foram dissecadas para retirada do IM.

Processamento em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV): O IM não foi retirado

do inseto, sendo apenas realizada incisão longitudinal para expor a superfície luminal; o

material foi imediatamente fixado em glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 0,1M pH

7.3 (24h) e pós-fixado em tetróxido de ósmio 1% (2h) no mesmo tampão. A

desidratação foi realizada com seqüência crescente de soluções de álcool etílico, sendo a 

secagem realizada por meio do ponto crítico em CPD 020 (Balzer Union), com CO2

líquido. Os espécimes foram colados em suporte adequado e recobertos com camada de

20nm ouro em aparelho MED 010 (Balzer Union). A análise foi realizada em MEV-

SEM 515 da Philips.

Processamento em Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET): Fragmentos do IM

(regiões anterior e posterior) foram fixados em solução de glutaraldeído 2,5% -

paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M pH 7.3 (24h), pós-fixado em tetróxido de

ósmio 1% no mesmo tampão (2h), desidratados com seqüência crescente de soluções de

acetona e incluídos em Araldite. Os cortes ultrafinos foram contrastados e examinados

em MET-CM100 da Philips.
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Processamento em Microscopia Confocal (MC): Os IM foram fixados em solução de

formalina tamponada 10% (24h), desidratados em seqüência crescente de álcool etílico,

diafanizados e incluídos em parafina. Os cortes de 5 m foram desparafinizados e

lavados em PBS (tampão fosfato salina) por 5 min. Para a visualização da membrana

peritrófica, foi utilizado WGA- (aglutinina do gérmen de trigo), acoplado a fluorocromo

(isocianato de fluoresceína-FITC). Para tornar a reação específica para quitina, usamos

o WGA-FITC junto com a N-acetilglicosamina livre na incubação do material em

câmara úmida escura (4oC), por cerca de 16h. Em seguida o material passou por

lavagem em PBS sendo, posteriormente, montado em lâminas histológicas com Vecta-

shield. Os materiais foram analisados em MC-LSM410 da Zeiss, com laser de 488 nm.

Determinação de Atividade Específica de Amilase: Fragmentos do IM (regiões anterior

e posterior) foram pesados e colocados frascos contendo 1,25ml de tampão fosfato

0,1M pH 7.4, até totalizarem aproximadamente 0,05g; para isto, foram utilizados, no

mínimo, 10 larvas de D. saccharalis não-parasitadas e 14 larvas endoparasitadas. Este

procedimento foi realizado com cinco repetições, em cada grupo de insetos. A atividade

específica de amilase foi expressa em Unidade Amilolítica-UA/mg de proteínas totais,

para as diferentes regiões do IM em larvas não-parasitadas e parasitadas. Para

determinação quantitativa da atividade da amilase, utilizou-se o método amiloclástico

iodométrico (kit da Celm), com a leitura de absorbância em comprimento de onda de

640nm. Para a quantificação da concentração total de proteínas foi empregado o método

do ácido bicinconínico (BCA Protein Assay Kit, da Pierce), com leitura de em

comprimento de onda de 562nm. Os valores de atividade específica de amilase obtidos

foram analisados estatisticamente empregando-se análise de variância ANOVA e o teste 

de Tukey-Kramer, com nível de significância estipulado em 5%.

Resultados

Análise ultra-estrutural: Na região anterior do IM de larvas parasitadas, a superfície

das CC, em MEV, apresenta projeções citoplasmáticas sendo liberadas para o lúmen

intestinal (Figs. 1B-D), maiores que as projeções observadas nas larvas não-parasitadas

(Fig. 1A); essas estruturas arredondadas apresentam morfologia variada, lisa ou com

micro-projeções, algumas com interrupções da membrana também foram detectadas

(Fig. 1B). Crateras na superfície intestinal também foram detectadas, algumas

contendo projeção citoplasmática (Fig. 1D). As CC de larvas parasitadas, em MET

(Figs. 2E-G) apresentam abundância de vacúolos digestivos com conteúdo heterogêneo
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e algumas figuras do tipo mielina, e de peroxissomos de tamanhos variados e com

cristalóide evidente, principalmente no citoplasma apical, onde o retículo

endoplasmático liso é evidente, os complexos de Golgi são exuberantes e o retículo

endoplasmático rugoso é desenvolvido (Figs. 2F-G); aspectos semelhantes são

observados em larvas não-parasitadas (Figs. 2C, D), exceto a presença de peroxissomos. 

A liberação de pequenas vesículas pelas microvilosidades, interpretadas como secreção

microapócrina, bem como a observação de estruturas membranosas vesiculares, de

formas e tamanhos variados e com conteúdo elétron-lucente foi semelhante em larvas

não-parasitadas (Figs. 2A, B) e parasitadas (Fig. 2E). Na região posterior do IM de

larvas parasitadas, a superfície das CC, em MEV, exibe projeções citoplasmáticas de

tamanho e morfologia variada (Figs. 1F-H), na maioria das vezes mais volumosas do

que as observadas em larvas não-parasitadas (Fig. E); as projeções em larvas parasitadas 

exibem superfície lisa ou com microvilosidades (Figs. 1F-H), algumas com interrupções 

da membrana plasmática (Fig. 1F). As CC de larvas parasitadas (Fig. 3C), em MET,

apresentam citoplasma apical com morfologia geral semelhante ao de larvas não-

parasitadas (Fig. 3A). O labirinto basal e as organelas presentes no citoplasma basal

também não apresentam variações ultra-estruturais em larvas não-parasitadas e

parasitadas, tanto na região anterior como na posterior (Figs. 3B,D) do IM.

Análise ao Microscópio Confocal: A MP de larvas não-parasitadas exibe marcação

pelo WGA com intensidade crescente da região anterior (Fig. 4A) para a posterior (Fig.

4B) do IM. Em larvas endoparasitadas, existe uma diminuição na intensidade da

marcação por WGA, mais evidente na região posterior do IM (Figs. 4C,D). Na

bordadura estriada das CC houve marcação positiva para WGA em toda a extensão do

IM, tanto em larvas não-parasitadas (Figs. 4A,B), como na vigência do endoparasitismo

(Figs. 4C,D).

Atividade específica de amilase: A atividade específica de amilase no IM de larvas de

D. saccharalis não-parasitadas e parasitadas pela C. flavipes está representada na Figura 

5. Em larvas não-parasitadas não existe diferença significativa nesta atividade

enzimática nas regiões anterior e posterior do IM; já em larvas parasitadas, a atividade

específica da amilase na região posterior mostrou-se significativamente diminuída em

relação à região anterior. Comparando-se a atividade específica da amilase dentro da

mesma região, em larvas não-parasitadas e parasitadas, observamos diminuição

significativa nas endoparasitadas somente na região posterior.
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Discussão

O desenvolvimento do parasitóide C. flavipes dentro da hemocele da broca da

cana provoca alteração nas CC do IM, que podem ser detectadas por análise ultra-

estrutural. Quando analisamos a superfície epitelial das CC em MEV, observamos que o 

parasitismo induz modificações na morfologia das projeções citoplasmáticas que se

desprendem das CC em direção ao lúmen intestinal. Estas projeções são estruturas

comumente observadas no epitélio do IM de larvas de insetos (Lello et al. 1984; Ryerse

et al. 1992; Cristofoletti et al. 2001; Levy et al. 2004; Levy, 2005) e já haviam sido

descritas em D. saccharalis, onde também foi mostrado aumento no seu número ao

longo do IM (Pinheiro & Gregório, 2003). Embora as projeções das CC tenham sido

consideradas manifestações morfológicas decorrentes de secreção apócrina (Anderson

& Harvey, 1966), outros trabalhos correlacionam as projeções com o processo de

degeneração celular, que ocorreria tanto entre as mudas sofridas pelos insetos quanto na

metamorfose (Terra & Ferreira, 1994; Cruz-Landim et al., 1996). Em larvas de D.

saccharalis endoparasitadas, a superfície das CC apresentam projeções muitas vezes

aumentadas em tamanho, dando a impressão de que pedaços consideráveis do

citoplasma apical das CC estão sendo liberados, cujo significado funcional ainda não foi 

esclarecido, uma vez que as larvas examinadas não estavam em metamorfose ou

próximas a muda. Outra observação interessante foi a detecção de crateras na

superfície da CC e também interrupções da membrana plasmática das projeções

citoplasmáticas. Poucos trabalhos mostram modificações das CC, alguns em

decorrência da adesão de endoparasitas no epitélio do trato digestivo de insetos

(Romeiro et al., 2003), que não é nosso caso, e outros mostrando aspectos de lesão nas

CC em decorrência da infecção viral no IM de insetos (Matos et al., 1999; Brooks et al.,

2002; Levy, 2005). Os trabalhos de Matos et al. (1999) e de Brooks et al. (2002) não

abordam aspectos ultra-estruturais de modificações na superfície celular, restringindo-se

a avaliar o desenvolvimento viral dentro da CC; já Levy (2005) mostra aspectos

semelhantes aos nossos achados de modificações na superfície das projeções

citoplasmáticas, além de aumento no número destas projeções em decorrência da

infecção viral, que foram associadas com a liberação de porções celulares para

eliminação de carga viral. 

Não observamos modificações na organização sub-celular do citoplasma das CC

do IM em larvas de D. saccharalis não-parasitadas e parasitadas pela C. flavipes, exceto 

para presença de inúmeros peroxissomos e vacúolos digestivos nas larvas parasitadas;
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essas estruturas foram mais freqüentes no citoplasma apical da região anterior do IM,

corroborando a idéia de funcionalidade distinta dependente da região do trato digestivo

de D. saccharalis (Pinheiro & Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003) como observado

também em outros Lepidoptera (Cioffi, 1979; Santos et al., 1984; Jordão et al., 1999).

Estudos anteriores do IM de D. saccharalis endoparasitadas mostraram que existe ainda

aumento na quantidade de esferitos e maior intensidade de lesões mitocondriais nas CC

da região anterior do IM (Pinheiro et al., em elaboração- Artigo 5 e 7), corroborando a

idéia de que a região anterior deve ser a mais afetada pelo parasitismo. A descrição de

aumento de peroxissomos e de vacúolos digestivos em CC de Lepidoptera foi

relacionada com infecção das larvas por baculovírus (Granados & Lawler, 1981; Levy,

2005), sem que os autores discutissem o significado funcional do aumento de

peroxissomos, mas relacionaram os vacúolos digestivos com a degradação do patógeno. 

Não observamos diferenças na morfologia de vesículas secretoras no citoplasma

apical das CC, quer entre a região anterior e posterior de larvas não-parasitadas, quer em 

decorrência do parasitismo. Estas vesículas têm sido relacionadas com o processo de

secreção de enzimas digestivas (Terra & Ferreira, 1994; Jordão et al., 1999; Cristofoletti 

et al., 2001). O processo de secreção de enzimas digestivas no IM de insetos é bastante

variado, dependendo do inseto e do tipo de enzima. Santos et al. (1984), trabalhando

com larvas de E. ello (Lepidoptera), sugeriram que vesículas contendo tripsina e amilase 

seriam liberadas pela mesma rota, através das membranas das microvilosidades, quer

por brotamento lateral ou na extremidade, quer com desprendimento de fragmentos das

próprias microvilosidades contendo as vesículas. Espinoza-Fuentes et al. (1987)

observaram, em Musca domestica (Diptera), que estas microvesículas liberadas pelas

CC do IM seriam responsáveis pela secreção de tripsina. Cristofoletti et al. (2001),

estudando larvas de Tenebrio molitor notaram liberação de amilase por secreção

apócrina, enquanto a tripsina seria liberada por exocitose. Entretanto, alguns trabalhos

contestam o papel destas projeções na secreção de enzimas, mostrando que a atividade

das enzimas digestivas no IM era reduzida mesmo com aumento na quantidade de

projeções apicais ao longo do IM, em Blatella germanica (Day & Powning, 1949 apud

Jimenez & Gilliam, 1990). Em nosso material, embora haja aumento no número de

projeções na região posterior em larvas não-parasitadas, essa região não mostra

diferença significativa na atividade enzimática de amilase, excluindo a participação

destas estruturas na secreção desta enzima. 

Já em larvas de D. saccharalis endoparasitadas, observamos diminuição
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significativa de atividade específica de amilase ao longo do IM, sendo que a região

posterior é a mais afetada pelo endoparasitismo. O endoparasitismo acarreta um

processo semelhante à anorexia do hospedeiro, diminuindo o aporte de nutrientes, que

serão utilizados para a manutenção do hospedeiro e crescimento dos endoparasitas

(Thompson et al., 2005; Thompson & Redak, 2005). Hill & Orchard (2005), estudando

adultos de Locusta migratoria, observaram que existe diminuição da atividade da

amilase no IM em situações de restrição alimentar, comparando-se com os insetos

alimentados. A diminuição de atividade de amilase também foi observada na vigência

de infecção viral, em larvas de Bombyx mori (Mahesha et al., 2002) e de Helicoperva

armigera (Kumar & Murugan, 1999). Uma vez que na oviposição da C. flavipes ocorre

inoculação de partículas virais (Edwards & Weaver, 2001), não podemos descartar a

possibilidade desta infecção viral estar acarretando a diminuição desta atividade

enzimática.

Não podemos excluir que a diminuição da atividade específica de amilase,

observada na região posterior em larvas parasitadas, possa ser decorrente da alteração

hormonal no inseto hospedeiro, especialmente de neuropeptídeos, induzida pelo

parasitóide. Em situação de endoparasitismo, existe alteração dos níveis de

neuropeptídeos no hospedeiro, necessários para completar o desenvolvimento do

endoparasitóide (Edwards & Weaver, 2001). Sabe-se que incubação in vitro de

neuropeptídeos no IM de larvas de Lepidoptera afeta a secreção de amilase pelo IM,

aumentando ou diminuindo dependendo do hormônio (Harshini et al., 2002a, b).

Embora houvesse uma queda pronunciada da atividade específica de amilase na

região posterior do IM de larvas parasitadas em relação a esta região de larvas não-

parasitadas, bem como em relação à região anterior de larvas parasitadas, não

conseguimos identificar diferenças na quantidade e/ou morfologia das vesículas

secretoras, entre estes insetos; também não conseguimos observar uma variação na

secreção microapócrina nestas larvas. Sendo assim, outras abordagens metodológicas

deverão ser utilizadas, visando identificar se a alteração seria de síntese/secreção ou

ativação da amilase.

Outra função importante atribuída às CC do IM de larva de Lepidoptera é a

produção e secreção dos constituintes da MP, especialmente da quitina (Tellam, 1996;

Terra, 1996; Zimoch et al., 2005; Hogenkamp et al., 2005). Assim sendo, também

abordamos o efeito do endoparasitismo na MP ao longo do IM de larvas de D.

saccharalis, através de sua marcação da quitina com WGA-FITC. A MP em larvas não-
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parasitadas mostra variabilidade de intensidade de reação ao WGA-FITC, ao longo do

IM; a MP é delicada na região anterior, aumentando em espessura para a região

posterior, como já descrito em outros insetos (Harper & Hopkins, 1997; Harper &

Granados, 1999; Hopkins & Harper, 2001). Como a secreção dos constituintes da MP

em larva de Lepidoptera acontece ao longo do IM dos insetos (Santos et al., 1984;

Terra, 1996), o acúmulo destes materiais ao redor do bolo alimentar, para eliminação

com as fezes, poderia explicar o seu espessamento na região posterior do IM.

Entretanto, como também detectamos uma maior intensidade de reação positiva na

borda estriada, da região anterior para a posterior, poderia também estar havendo maior

secreção de quitina pelas células desta última região. Precursores de quitina

concentram-se por entre microvilosidades apicais, para posterior polimerização (Harper

& Hopkins, 1997; Harper & Granados, 1999; Hopkins & Harper, 2001; Terra, 2001), o

que explica a marcação por WGA na bordadura estriada das CC de D. saccharalis.

O endoparasitismo da broca da cana parece afetar a produção/polimerização de

quitina da MP, uma vez que detectamos diminuição de marcação pelo WGA nas larvas

parasitadas, em ambas as regiões do IM. Material membranoso vesicular, liberados a

partir da membrana plasmática das microvilosidades, seria solubilizado no espaço

ectoperitrófico e incorporado à MP, auxiliando assim a sua formação, como descrito por 

Jordão et al. (1999) em larvas de S. frugiperda. Em D. saccharalis, o acúmulo destes

materiais por entre as microvilosidades ocorre em toda a extensão do IM, sem

diferenças ultra-estruturais perceptíveis em larvas parasitadas e não-parasitadas. Uma

vez que a MP delimita compartimentos que são importantes para a fisiologia da digestão 

em larvas de Lepidoptera, é compreensível que o endoparasitismo não provoque

grandes modificação nesta estrutura, como estratégia de sobrevida do parasitóide e de

seu hospedeiro. 
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Legenda das Figuras

Figura 1- Ultra-estrutura da superfície das células colunares do intestino médio de

larvas de D saccharalis não-parasitadas (A, E) e parasitadas pela C. flavipes (B-D, F-

H). Região anterior (A-D); região posterior (E-H). Projeções citoplasmáticas (P),

microvilosidades (m), cratera (C), interrupção de membrana (seta), membrana

peritrófica (MP), transição para o intestino posterior (IP). Barras = 25 m.

Figura 2- Ultra-estrutura da célula colunar da região anterior do intestino médio de

larvas de D. saccharalis não-parasitadas (A-D) e parasitadas pela C. flavipes (E-G).

Mitocôndria (M), lúmen intestinal (L), material membranoso (seta), vesículas (v) sendo

liberadas pelas microvilosidades, complexo de Golgi (CG), retículo endoplasmático liso

(REL) e rugoso (RER), gota lipídica (Li), peroxissomo (P), vacúolo digestivo (vd).

Barras=1 m.

Figura 3- Ultra-estrutura da célula colunar da região posterior do intestino médio de

larvas de D. saccharalis não-parasitadas (A-B) e parasitadas pela C. flavipes (C-D).

Labirinto basal (b), mitocôndria (M), lúmen intestinal (L), complexo de Golgi (CG),

retículo endoplasmático liso (REL) e rugoso (RER), corpo multivesicular (*), vacúolo

digestivo (vd), glicogêneo (G). Barra = 0,5 m.

Figura 4- Corte histológico do intestino médio de larvas de D. saccharalis não-

parasitadas (A-B) e parasitadas pela C. flavipes (C-D) submetido a incubação em

WGA-FITC. Região anterior (A,C) e posterior (B,D) do intestino médio. Membrana

peritrófica (MP), espaço ecto-peritrófico (EC), espaço endo-peritrófico (EN), reação

WGA+ na bordadura estriada (seta), epitélio intestinal (E). A-B) Barras=25 m. C-D)

Barras=50 m.
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FIGURA 01
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FIGURA 02
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FIGURA 03
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FIGURA 04
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Regiões do Intestino Médio
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Artigo 9

Óxido nítrico no intestino médio de larvas de 

Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera) 

parasitadas pela Cotesia flavipes Cameron, 1891 

(Hymenoptera)

Observação: este trabalho será ainda complementado antes de ser enviado
para publicação com a localização da enzima óxido nítrico sintase no
intestino médio dos insetos estudados (material já processado).
Pinheiro, D.O.; Faraldo, A.C.; Guimarães, S.; Gregório, E.A. Nitric oxide

in the midgut of Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera)
parasitized by Cotesia flavipes Cameron, 1891 (Hymenoptera). Journal of
Invertebrate Pathology .
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Resumo

A broca da cana, Diatraea saccharalis, afeta a cultura da cana de açúcar. Esta

praga tem sido combatida pelo endoparasitóide Cotesia flavipes; pouco se sabe sobre o

efeito do parasitismo no intestino médio (IM) do inseto hospedeiro. O óxido nítrico

(NO) tem sido apontado como molécula citotóxica e sinalizadora em diversos processos

fisiológicos. O objetivo desse trabalho foi quantificar os níveis de NO em extrato de IM

em larvas de D. saccharalis não-parasitadas e parasitadas pela C. flavipes. Fragmentos

das regiões anterior e posterior do IM foram processados para determinação dos níveis

de NO com base no reagente de Griess e avaliada pela concentração do íon nitrito.

Existe produção basal de NO em larvas não-parasitadas que não difere entre as duas

regiões examinadas. O mesmo padrão foi observado em larvas parasitadas. Em larvas

parasitadas existe aumento significativo na produção de NO, semelhante nas regiões

anterior e posterior do IM. Nossos resultados sugerem que embora o endoparasita C.

flavipes esteja crescendo na hemocele do inseto hospedeiro, o mesmo não afeta o IM de

maneira direta; o desenvolvimento do endoparasita no inseto hospedeiro deve afetar a

função do IM, que age como uma barreira efetiva contra a entrada de patógenos pela

alimentação.

Palavras-Chave: Endoparasitismo, broca da cana, óxido nítrico, intestino médio,

Lepidoptera, Hymenoptera
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Abstract

The sugarcane borer, Diatraea saccharalis, affects the culture and industrial use

of the sugarcane. Although the sugarcane borer has been widely controlled by the

endoparasitoid Cotesia flavipes, very little is known about the effect of the parasitism

on the host organs, including the midgut. The nitric oxide (NO) has been considered

cytotoxic substance and act as a signaling molecule in several physiologic process. This

work aims to determine NO levels produced in the midgut of D. saccharalis non-

parasitized and parasitized by C. flavipes. The midgut fragments (anterior and posterior

region) of both non-parasitized and parasitized larvae were processed to determine NO

production, using Griess s reagent by measuring the nitrite ion concentration. NO basal

production in non-parasitized larvae showed no significant difference between anterior

and posterior midgut region, as well as observed in the parasitized larvae. Our results

suggest that the endoparasite development in the host hemocoel may provide

modifications in the host midgut, witch act as an effective barrier protecting the insects

against the pathogen invasion during the alimentation.

Keywords: Endoparasitism, sugarcane borer, nitric oxide, midgut, Lepidoptera,

Hymenoptera



Doutorado - Daniela de Oliveira Pinheiro

- 158 -

Introdução

Os insetos protegem-se contra agentes patogênicos produzindo moléculas ou

reações celulares que combatem invasores, porém com estratégias diferentes das

observadas em vertebrados (Gupta, 1991). O arsenal defensivo dos insetos é composto

por barreiras estruturais passivas e por mecanismos de defesas ativos, mediados por

células e moléculas. Dentre as barreiras físicas temos o exoesqueleto, as barreiras do

trato digestivo e respiratório; já o sistema de defesa ativo compreende cascata de

resposta, principalmente da hemolinfa (Dunn, 1986). Essas respostas imunes inatas dos

insetos, que inclui respostas humorais com a ativação de cascata proteolítica, dão início

a muitos eventos, incluindo a produção de óxido nítrico (NO).

O NO têm sido apontado como sendo molécula citotóxica, capaz de destruir

células tumorais e patógenos, e molécula sinalizadora em diversos processos

fisiológicos (Colasanti e Venturini, 1998; Nappi et al., 2000; Gourdon et al., 2001;

Foley e O Farrel, 2003; Faraldo et al., 2004, 2005). A síntese da molécula de NO pela

NO sintase (NOS) ocorre a partir da L-arginina. Em invertebrados, muitos estudos têm

sido feitos relacionando a produção de NO com os efeitos citotóxicos contra patógenos

(Nappi et al., 2000; Gourdon et al., 2001; Foley e O Farrel, 2003). Poucos são os

estudos sobre a produção dessa molécula em órgãos de insetos, incluindo sua produção

em neurônios (Haase et al., 2003) e especialmente em hemolinfa (Weiske e Wiesner,

1999; Nappi et al., 2000; Whitten et al., 2001; Foley e O Farrel, 2003; Faraldo et al.,

2004, 2005). O aumento da produção de NO em hemócitos de insetos tem sido

correlacionado com a resposta contra agentes estranhos (Weiske e Wiesner, 1999;

Whitten et al., 2001; Faraldo et al., 2005), tendo sido detectado o aumento da produção

de NO em hemócitos de duas espécies de Drosophila durante o endoparasitismo da

vespa Leptonina boulardi (Nappi et al., 2000). 

Os trabalhos que descrevem a produção de NO no trato alimentar, além de

escassos, enfocam principalmente insetos hematófagos (Dimopoulos et al., 1998;

Luckhart et al., 1998; Hao et al., 2003; Herrera-Ortíz, et al., 2004; Vodovotz et al.,

2004; Azambuja et al., 2005; Lim et al., 2005).

Vários são os estudos, em diferentes Ordens de insetos, mostrando a importância 

do intestino médio (IM) na absorção de alimentos, troca de íons e entrada de inseticidas, 

patógenos e toxinas (Santos et al., 1984; Lehane e Billingsley, 1996).
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Diatraea saccharalis é uma das mais sérias pragas da cultura canavieira,

afetando direta e indiretamente o processo de produção de açúcar e álcool. Para o

controle desse inseto na cultura canavieira utiliza-se, com sucesso, o parasitóide larval

Cotesia flavipes (Rossi e Fowler, 2003). Trabalhos preliminares mostraram que o IM de

D. saccharalis é constituído por duas regiões morfo-funcionais distintas, anterior e

posterior (Pinheiro e Gregório, 2003; Pinheiro et al., 2003); mais ainda, este

endoparasitismo afeta, de maneira diferente, as células epiteliais dependendo da sua

localização ao longo do IM (Pinheiro et al., 2006).

Este trabalho tem por objetivo verificar o teor de NO em extratos das regiões

anterior e posterior do IM de D. saccharalis, bem como o efeito do endoparasitismo

pela C. flavipes na produção de NO.

Material e Métodos

Os insetos foram mantidos em dieta artificial com umidade e temperatura

controladas. Fêmeas fertilizadas da C. flavipes foram colocadas manualmente para

ovipositar na superfície dorsal de larvas de D. saccharalis no último instar; as larvas de

D. saccharalis parasitadas foram dissecadas após 6 dias de parasitismo. 

Fragmentos das regiões anterior e posterior do IM de 10 larvas de D. saccharalis

não parasitadas e 14 parasitadas foram agrupados e pesados, totalizando cerca de 0,05g

de tecido/grupo experimental; os materiais foram imediatamente colocados em 1,25ml

de tampão fosfato 0,1M pH 7.4, homogeneizados no mesmo tampão e, em seguida, os

extratos foram congelados e acondicionados em freezer a 80oC, para uso posterior. O

procedimento de coleta foi realizado com 5 repetições. 

A produção de NO foi determinada com base no reagente de Griess (Green et

al., 1981), sendo avaliada pela concentração do íon nitrito (NO2-). Para isso, foram

adicionados 50 l de cada amostra em poços de microplaca contendo 50 l de solução

de sulfanilamida 1% em ácido fosfórico (H3PO4) 5% + 100 l de solução de NEED

0,1% (dihidroclorito de naftiletilenoamina) (Faraldo et al., 2005). Após 5 min de

incubação à temperatura ambiente, a densidade óptica (D.O.) foi obtida em leitor de

microplacas com filtro de 540nm (Labsystem, modelo Multiskan EX). A curva padrão

foi realizada com soluções de concentrações crescentes de nitrito de sódio. A

comparação entre os níveis de NO produzidos no IM de larvas não parasitadas e

parasitadas foi realizada por análise de variância (ANOVA) e teste t, com nível de

significância de 5%.
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Resultados e Discussão

Os níveis de NO presente no IM de larvas de D. saccharalis não parasitadas e

parasitadas por 6 dias pela C. flavipes estão apresentados na Tabela 1. Os níveis de NO

produzidos no IM de larvas não parasitadas e com 6 dias de parasitismo não

apresentaram diferença significativa entre suas regiões, anterior e posterior. Entretanto,

existe um aumento significativo no teor de NO nas duas regiões do IM, na vigência do

endoparasitismo.

TABELA 1- Níveis de NO (em M/l) produzidos ao longo do intestino médio de

larvas de Diatraea saccharalis não-parasitadas e parasitadas pela

Cotesia flavipes

Regiões do IM

Grupo de Insetos Proximal Distal

Não-Parasitado (n=10) 6,6 + 2,0 aA 6,8 + 0,9 aA

Parasitado (n=14) 13,1 + 1,8 aB 10,7 + 1,8 aB

Resultados expressos como média das 5 repetições + desvio padrão.
Letras diferentes minúsculas indicam diferenças significantes dentro das regiões de cada tipo de larva,
com p<0,05. Letras diferentes maiúsculas indicam diferenças significantes entre mesma região nos
diferentes tipos de larva, com p<0,05. n= número de insetos utilizados/repetição

Larvas de D. saccharalis não parasitadas não apresentam variação no teor de

NO nas regiões anterior e posterior, indicando que deve haver uma produção basal desta 

molécula ao longo do IM. Sabe-se que existe produção basal ou constitutiva de NO em

diversos tecidos em animais, uma vez que essa molécula atua em diversas funções

fisiológicas (Moncada et al., 1991; Roitt e Rabson, 2003). 

Já o endoparasitismo da D. saccharalis pela C. flavipes induz um aumento

significativo no teor de NO em ambas regiões do IM do inseto hospedeiro. Patógenos

tem sido descritos como capazes de aumentar a produção de NO em diferentes tecidos

de insetos, incluindo o IM, como acontece com várias espécies de Anopheles e Aedes na 

vigência do parasitismo por Plasmodium sp; sabe-se que em Anopheles e Aedes

diferentes fases de vida do Plasmodium ocorrem no IM, hemolinfa e nas glândulas

salivares, onde o aumento de NO foi atribuído a presença do parasita nesses órgãos

(Dimopoulos et al., 1998; Luckhart et al., 1998; Vodovotz et al., 2004; Lim et al.,

2005).
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No endoparasitismo de D. saccharalis não existe uma ação direta do

endoparasita no IM, já que suas larvas crescem na hemocele do hospedeiro. Entretanto,

o endoparasitismo acarreta modificações marcantes no metabolismo do hospedeiro,

inclusive provocando uma alteração na sua resposta imune (para revisão ver Beckage e

Gelman, 2004), o que deve estar afetando a função do IM como uma barreira efetiva

contra a entrada de patógenos pela alimentação (Lehane e Billingsley, 1996; Chapman,

1998). É sabido que durante a oviposição o endoparasita C. flavipes inocula vírus e

veneno e outras secreções protéicas (Beckage e Gelman, 2004). Assim, o aumento de

NO por nós observados pode ter duas explicações possíveis: 1o, o IM está produzindo

essa molécula na tentativa de combater a entrada de eventuais patógenos presentes no

trato digestivo, ou mesmo os vírus inoculados; 2o, como o NO é uma molécula gasosa

que se difunde nas membranas celulares, o IM pode estar produzindo essa molécula

para que alcance a hemolinfa, onde contribuiria na defesa do hospedeiro. Temos que

lembrar que o inseto hospedeiro deve estar, de alguma maneira, com seu sistema imune

alterado para permitir o desenvolvimento dos parasitóides na sua hemocele, mas ao

mesmo tempo deve ser capaz de se defender da entrada e desenvolvimento dos

inúmeros outros patógenos presentes no meio ambiente (como vírus, bactérias, fungos,

protozoários, etc). De todas as maneiras, acreditamos que as larvas hospedeiras estão

reagindo à presença do endoparasita através da produção de NO, uma parte essencial do

arsenal citotóxico de inseto, mas ainda não sabemos o mecanismo certo em que o IM

está envolvido neste processo.

Uma complementação imprescindível para o encerramento deste trabalho, antes

de seu envio para publicação, é a localização da oxido nítrico sintase (NOS) no IM da

D. saccharalis em insetos controle e na vigência do endoparasitismo.

As enzimas NOS, capazes de sintetizar o NO, são dependentes de O2, NADPH,

flavinas e biopterinas para exercer sua atividade (Marletta, 1993). Foram isoladas e

clonadas três isoenzimas da NOS, sendo duas constitutivas (c-NOS) e uma induzível (i-

NOS) (Marletta, 1993; Moncada et al., 1991). As NOS também podem ser

classificadas, segundo Nathan e Xie (1994), como cálcio-dependentes (isoformas I e

III) e cálcio-independentes (isoforma II).

Com relação à função das NOS em insetos, alguns estudos foram realizados no

sistema nervoso, permitindo elucidar o papel do NO no aprendizado, memória,

locomoção e olfato. A percepção quimio-sensorial em insetos ocorre via antenas, com
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processamento e integração de sinais ocorrendo no lóbulo antenal; em Manduca sexta a

NOS é altamente expressa na antena (Nighorn et al., 1998) sugerindo que a

comunicação entre receptores olfativos e centros processadores são modulados por NO.

Trabalho com Drosophila mostrou que o NO é uma importante molécula para

mediar o balanço entre a proliferação e a diferenciação celular, tendo sido demonstrado

a expressão de NOS em todo o disco imaginal da larva de terceiro instar (Kuzin et al.,

1996).

Poucos são os trabalhos que localizam a NOS no intestino de insetos; a maioria

deles foi realizada em insetos hematófagos e correlacionam o aumento da NOS com a

invasão de microorganismos, que têm fase do seu ciclo de vida no intestino

(Dimoupolus et al., 1998; Hao et al., 2003; Kumar et al., 2004; Lim et al., 2005). Em

Anopheles stephensi após a infecção por Plasmodium, existe aumento de atividade de

NOS nas células intestinais, que foi correlacionado com a capacidade de limitar o

desenvolvimento do parasita (Luckhart et al., 1998). Em diversos tecidos de larvas de

Chrysomya megacephala como hemócitos, músculo, intestino, tecido gorduroso,

túbulos de Malpighi e gânglios nervosos, Faraldo et al. (2004) detectaram atividade de

NOS em situações experimentais de não-injeção, injeção de solução salina e injeção de

leveduras; os autores acreditam que a forte reação positiva para NOS no intestino desse

inseto, em todas as situações experimentais, indica que a produção de NO está

relacionada a mecanismo de controle da proliferação dos microorganismos, que estão

presentes no alimento normalmente ingerido pelas larvas. 

Nossos resultados mostram aumento nos níveis de NO no IM de D. saccharalis

endoparasitadas por C. flavipes, além de indicar também que existe produção basal de

NO no IM do hospedeiro. Sabendo que o NO é uma molécula gasosa, que poderia estar

sendo produzida também em outros órgãos e se difundindo para o IM, torna-se

imprescindível a localização da enzima NOS. Esta localização contribuiria para

entendermos se as células epiteliais do IM estão diretamente envolvidas na resposta

frente ao endoparasitismo, ou se o NO observado foi sintetizado em órgãos vizinhos,

alcançando o IM por difusão. A tentativa de localização da enzima NOS em hemócitos

de D. saccharalis parasitadas por C. flavipes não foi bem sucedida (informações

pessoais de Nunes). Sendo assim, a localização da enzima NOS em diferentes órgãos,

especialmente no IM, contribuiria para melhor entendimento da resposta imune do

hospedeiro frente ao endoparasita. 
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CONCLUSÕES GERAIS
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As técnicas utilizadas e os resultados obtidos permitiram concluir que:

1)- O endoparasitismo de larvas de D. saccharalis por C. flavipes altera a morfo-

fisiologia das células epiteliais do hospedeiro, ao longo do intestino médio, sem que

se pudesse definir região ou célula preferencial. 

2)- As celulares colunares e regenerativas sofrem processo de morte celular programada

do tipo apoptosis-like ao longo do intestino médio de larvas de D. saccharalis,

que não é afetado pelo endoparasitismo.
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PINHEIRO, D.O. Variações regionais nas células epiteliais do intestino médio de
Diatraea saccharalis, Fabricius 1794 (Lepidoptera: Crambidae), em larvas não-
parasitadas e na vigência do parasitismo por Cotesia flavipes (Hymenoptera:
Braconidae). Botucatu, 2006. 177p. Tese (Doutorado em Zoologia)- Instituto de
Biociências, Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho .

Resumo
A Diatraea saccharalis (broca da cana) afeta a cultura da cana-de-açúcar e tem

sido controlada pelo endoparasitóide Cotesia flavipes; pouco se sabe sobre a morfologia
do intestino médio-IM da broca da cana, bem como sobre o efeito do endoparasitismo
nesse órgão. O objetivo deste trabalho é, primeiramente, caracterizar morfológica e
morfometricamente as células epiteliais ao longo do IM de D. saccharalis, além de
verificar o efeito do endoparasitismo pelos mesmos parâmetros. Objetivamos, ainda,
estudar a matriz peritrófica, a atividade específica de amilase, o processo de morte
celular e o teor de óxido nítrico ao longo do IM, visando determinar o efeito do
endoparasitismo nas diferentes regiões do IM. Fragmentos do IM de larvas de D.
saccharalis não-parasitadas e parasitadas, subdividido em regiões, foram processados
segundo técnica específica para cada tipo das seguintes análises: ao nível de
microscopia de luz (histoquímica, morfometria, determinação de atividade enzimática
de SDH e NADH-TR e técnica do TUNEL), de microscopia de fluorescência, de
microscopia eletrônica (transmissão e varredura), além de determinação bioquímica de
atividade específica de amilase e de teor de óxido nítrico em extratos do IM. Nossos
resultados mostraram que a morfologia geral das células epiteliais ao longo do IM de
larvas de D. saccharalis não parasitadas é semelhante à de outras larvas de Lepidoptera
e que existem diferenças morfológicas e morfométricas nas células epiteliais apontando
a existência de duas regiões morfo-funcionais distintas no IM, anterior e posterior, com
área de transição. O desenvolvimento do endoparasita dentro da hemocele da broca da
cana altera as células epiteliais do inseto hospedeiro. O estudo morfométrico mostrou
que houve aumento citoplasmático e nuclear das células colunares da região posterior, e
das células caliciformes ao longo do IM. As inúmeras mitocôndrias das células
epiteliais apresentaram rarefação e vacuolização da matriz, principalmente na região
anterior do IM, concomitante com o aumento no metabolismo oxidativo, em especial
nas células colunares. A produção basal de óxido nítrico não difere nas duas regiões
examinadas em larvas não-parasitadas, sendo que o parasitismo induz aumento na
produção de óxido nítrico, de maneira semelhante nas regiões anterior e posterior do
IM. Todas as células epiteliais, em larvas não-parasitadas, mostraram esferitos, sem
localização preferencial dentro das células; existe aumento expressivo no número e
variabilidade na morfologia dos esferitos nos insetos parasitados, especialmente nas
células colunares. Existe morte celular programada em células colunares e
regenerativas, por processo do tipo apoptosis-like , que não se altera na vigência do
parasitismo ou nas regiões do IM. O endoparasitismo afeta a morfologia das células
colunares e atividade de secreção de matriz peritrófica e amilase. Nossos resultados
sugerem que o endoparasitismo de larva de D. saccharalis pela C. flavipes afeta o
epitélio do IM, sem que se pudesse definir região ou célula preferencialmente alterada.

Palavras-chave: Morfometria, morfologia, broca da cana, inseto, ultra-estrutura,
parasitismo, intestino médio, morte celular, célula epitelial.
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PINHEIRO, D.O. Regional differences in the midgut epithelial cell of the non-
parasitized Diatraea saccharalis larvae, Fabricius 1794 (Lepidoptera: Crambidae) and
parasitized by Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae). Botucatu, 2006. 177p. Tese
(Doutorado em Zoologia)- Instituto de Biociências, Universidade Estadual Paulista
Júlio de Mesquita Filho .

Abstract
The Diatraea saccharalis (sugarcane borer) affect the sugarcane crop and has

been widely controlled by the endoparasitoid Cotesia flavipes; however, very little is
known about the midgut morphology of the sugarcane borer, as well as the effect of the
endoparasitism in this organ. This work aims to characterize morphological and
morphometrically the epithelial cells along the midgut of D. saccharalis, and verify the
effect of the endoparasitism by the same parameters. Besides, we intend to study the
peritrophic matrix, the specific amylase activity, the cell death process and the nitric
oxide level along the midgut, to determine the effect of the endoparasitism in the
different midgut regions. Fragments of the D. saccharalis midgut regions from non-
parasitized and parasitized larvae were processed according by specific techniques for
each analysis: light microscopy (histochemistry, morphometry, enzymatic activity of
SDH and NADH-TR and TUNEL technique), fluorescence microscopy, electron
microscopy (transmission and scanning), as well as the biochemical analyses of specific
amylase activity and nitric oxide level in midgut extracts. Our results showed that the
general morphology of the epithelial cells along the midgut of non-parasitized larvae is
similar to the others Lepidoptera larvae, and that there are morphological and
morphometric differences in the epithelial cells suggesting the existence of two distinct
morpho-functional regions in the midgut, anterior and posterior, with transitional
region. The endoparasite development into the sugarcane borer hemocoel affect the
epithelial cells of the insect host. The morphometric study showed the cytoplasmic and
nuclear increase in both the columnar cells at the posterior midgut region and goblet
cells along the midgut length. The numerous mitochondria of the epithelial cells showed 
matrix rarefaction and vacuolization, mainly in the anterior midgut region, concomitant
with an increase in the oxidative metabolism, especially in the columnar cells. The basal 
production of nitric oxide did not differ in the two midgut regions in non-parasitized
larvae, and the parasitism induce a similar increase in the nitric oxide production in the
anterior and posterior midgut regions. All the epithelial cell types in non-parasitized
larvae showed spherites without preferential localization into the cells; there is an
expressive increase in the number and variability in the spherites morphology in the
parasitized insects, mainly in the columnar cells. There is apoptosis-like programmed
cell death process in the columnar and regenerative cells, that is not affect by the
parasitism along the midgut length. The endoparasitism affects the columnar cell
morphology and the secretory activities of the amylase and peritrophic matrix. Our
results suggested that the endoparasitism of the D. saccharalis larvae by the C. flavipes
affect the midgut epithelium, but it was impossible to determine either the epithelial cell 
or the midgut region preferentially affected.

Keywords: Morphometry, morphology, sugarcane borer, insect, ultrastructure,
parasitism, midgut, cell death, epithelial cell
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