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Resumo

Resumo

Milipedes, popularmente conhecidos no Brasil como piolho-de-cobra, emboa ou
gongold, apresentam distribui¢do cosmopolita e constituem uma das classes de Myriapoda.
Podem se tornar importantes pragas agricolas e causar prejuizos caso haja uma diminui¢io na
quantidade de alimento habitual. Infestagcdes e surtos populacionais de milipedes t€ém ocorrido
em varias partes do mundo, sendo responsdveis por danos em plantacdes e transtornos em
areas urbanas. A espécie Urostreptus atrobrunneus vem apresentando surtos populacionais
nos ultimos anos no estado de Sdao Paulo, com potencial de se tornar uma praga agricola e
urbana. O controle da mesma torna-se dificil diante da falta de informagao sobre o grupo e do
escasso ndmero de estudos referentes a biologia e morfologia dos mesmos. Neste aspecto, o
presente trabalho pretende contribuir com informagdes sobre a morfologia, ultra-estrutura e
distribui¢ao dos tibulos de Malpighi do diplépodo U. atrobrunneus, colaborando com
subsidios para o entendimento de sua biologia e, assim, contribuir para a elaboracdo de acdes
eficazes para seu controle quando em expansdao populacional. Os estudos referentes a este
orgdo dentro do grupo s@o escassos e antigos, os quais se focam, sobretudo, na fisiologia e
funcdo. Para tanto, espécimens adultos foram dissecados em solugdo fisioldgica e os tibulos
de Malpighi retirados e fixados de acordo com a técnica a ser utilizada. Segundo os resultados
aqui encontrados, a espécie possui um longo par de tibulo de Malpighi, conforme o padrao
observado no grupo. Sua inser¢do ocorre no piloro, de onde parte e percorre praticamente
todo o corpo do animal, desde a regidao do ileo (intestino posterior) até a regido anterior, onde
encontra-se intimamente associado ao intestino anterior a as glandulas salivares. Ao longo de

sua extensdo € possivel encontrar diferentes tipos de células.

Palavras-chave: milipede; surto populacional; histoquimica; microscopia eletronica de

transmissao



Abstract

Abstract

Millipedes, popularly known in Brazil as millipede, embod or gongold, have a
cosmopolitan distribution and represent a class of Myriapoda. They may become an important
agricultural pest and cause damage if a decrease in the amount of usual food occurs.
Millipedes’ infestations and outbreaks have occurred in various parts of the world and may
damage crops and disorders in urban areas. The species Urostreptus atrobrunneus has been
showing population outbreaks in recent years in Sdo Paulo state, with the potential to become
an agricultural and urban pest. Its control is difficult due to the lack of information about the
group and the small number of studies concerning its biology and morphology. In this aspect,
the present work aims to contribute with information about morphology, ultrastructure and
distribution of the U. atrobrunneus Malpighian tubule and collaborate to the understanding of
its biology. Malpighian tubules studies in this group are scarce and old, which focus mainly
on the physiology and function. For this purpose, adult specimens were dissected in saline
solution and the Malpighian tubules were removed and fixed in accordance with the technique
being used. According to the results found here, this species has a long pair of Malpighian
tubule, as the pattern observed in the group. Its insertion occurs at the pylorus; the Malpighian
tubules leaves this region and covers practically the whole animal body, since the region of
the ileum (hindgut) up to the anterior region, which is closely associated with the foregut and

the salivary glands. Throughout its length it is possible to find different types of cells.

Key-words: millipede; histochemistry; population outbreak; transmission electron microscopy
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. Introducao

Nos ultimos anos, tanto a migracdo quanto o surto populacional de milipedes tém
despertado o interesse de pesquisadores com o intuito de obter informagdes para esclarecer tal
ocorréncia e, assim, permitir a ado¢do de métodos de controle eficientes a fim de prevenir
danos causados em areas urbanas e cultivadas (BOCCARDO et al., 2002).

Milipedes, popularmente conhecidos no Brasil como piolho-de-cobra, emboa ou
gongolod, constituem uma classe de Myriapoda, os Diplopoda, e possuem uma distribuicao
cosmopolita, sendo abundantes, principalmente, nos trépicos. Cerca de 12.000 espécies foram
descritas no mundo todo, mas estima-se que exista em torno de 80.000, compondo a terceira
maior classe de Arthropoda, depois de Insecta e Arachnida. Entre as 20 familias de
diplépodos brasileiros, as mais comumente estudadas sdo Leptodesmidae, Spirostreptidae e
Rhinocricidae (GOLOVATCH, 1997). A principal caracteristica da classe é a presenca de
dois pares de pernas por segmento, caracteristica responsavel por separd-la das outras classes
de Myriapoda (Chilopoda, Symphyla e Pauropoda), as quais possuem apenas um par de
pernas por segmento (HOPKIN; READ, 1992).

Os diplépodos possuem um importante papel na dinamica dos solos, onde ocupam o
nivel tréfico de decompositores, por promover sua aeracdo e seu enriquecimento. Sua
alimentacdo € composta por detritos, matéria organica em decomposicdo, frutas, musgos e
relativa quantidade de matéria mineral do solo (HOPKIN; READ, 1992). Ecologicamente, sdo
reconhecidos como invertebrados saprofagos e detritivoros.

Muitos organismos detritivoros, como os milipedes, podem se tornar pragas
importantes caso haja uma diminui¢do na quantidade de alimento habitual (BREVAULT et
al., 2005). Sendo assim, eles também podem se alimentar de partes vivas de plantas,
principalmente das partes mais macias e de facil digestdo, como sementes em germinagao,
mudas e raizes finas (EBREGT et al., 2005). Além de atacarem plantacdes, eles também
podem ocorrer em grande nimero, infestando principalmente casas (HOPKIN; READ, 1992).

Apesar de ndo apresentarem populacdo numerosa, as explosdes populacionais podem
ocorrer devido a desequilibrios no meio ambiente, mudancgas climaticas, utilizacdo de
pesticidas (os quais podem eliminar possiveis competidores) e presenca de depdsitos de lixo
oriundos da poda de 4rvores e mato.

O fendmeno de explosdo populacional tem ocorrido com o milipede objeto de estudo
neste trabalho, Urostreptus atrobrunneus. Esta espécie ja foi notificada como infestante em
terreno baldio na cidade de Paulinia, hd alguns anos (BOCCARDO, 1998) e, mais

recentemente, foi responsavel por uma infestacdo no Parque das Universidades, cidade de
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Campinas, Sao Paulo, Brasil. Devido a falta de informagao a respeito da espécie, foi proposta
a limpeza do local para que diminuissem os lugares de abrigo e alimento, em uma tentativa de
reducdo da populacdo no local (FONTANETTI et al., 2010).

Paises que também possuem problemas relacionados a expansdo populacional de
milipedes tém dificuldades em estabelecer métodos de controle devido a falta de
conhecimento sobre a morfologia, fisiologia e comportamento dos mesmos. Sendo assim,
para o estabelecimento de métodos de controle que, além de eficientes, ndo interfiram
negativamente no ambiente, sdo necessarios estudos de todos os aspectos da biologia do
organismo. Urostreptus atrobrunneus foi descrita por Pierozzi e Fontanetti em 2006, sendo
entdo pouco conhecida e, portanto, apresenta maiores dificuldades para seu controle.
Levando-se em consideracdo que tal espécie possui grande potencial de se tornar uma praga
agricola e urbana, estudos acerca da mesma tornam-se de suma importancia para que
prejuizos futuros sejam evitados.

De acordo com Seifert (1979), os artrépodos terrestres possuem cerca de dez 6rgaos
relacionados com a fun¢do de excre¢do, dentre eles o epitélio do intestino médio, hemdcitos,
corpo gorduroso e o tdbulo de Malpighi. A evolugdao deste grupo sé foi possivel,
provavelmente, apds um 6rgdo excretor especifico, o tibulo de Malpighi, ser desenvolvido
juntamente com aqueles j4 existentes.

Todos os milipedes possuem um par de tibulos de Malpighi, que apresenta um fundo
cego com uma abertura conectada ao intestino posterior no ponto de juncdo deste com o
intestino médio (piloro) (MILEY, 1930; HOPKIN; READ, 1992).

Os estudos referentes aos tibulos de Malpighi dos milipedes relacionam-se, em sua
maioria, a aspectos funcionais e fisiologicos, sendo escassos e antigos os estudos com uma
abordagem morfolégica. Além disso, apenas as espécies Glomeris marginata, Polyxenus
lagurus e Euryurus erythropygus possuem algum estudo relacionado a este Orgéo,
amostragem muito pequena comparada ao niimero de espécies descritas para o grupo, cerca
de 12.000.

Diante dos conhecimentos anteriormente expostos e devido a existéncia de poucos e
antigos estudos sobre os tibulos de Malpighi em Diplopoda, principalmente em relagdo a
morfologia, este projeto visou contribuir com novas informacdes sobre este 6rgdo na espécie
U. atrobrunneus. A espécie carece de informagGes sobre sua biologia e morfologia, o que
pode se tornar um problema no futuro préximo, ja que a espécie vem apresentando surtos

populacionais, com tendéncias a se tornar uma praga.
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. Revisdo de Literatura
I1.1. Classe Diplopoda

Atualmente, hd 16 ordens de milipedes viventes, com 146 familias, e 8 ordens extintas
(SHELLEY, 2003). O elevado nimero de espécies ndo descritas (estima-se uma diversidade
de 80.000 espécies) indica o quao pouco a classe € estudada (SNYDER et al., 2006). Muitas
espécies sdo conhecidas pela sua primeira descri¢do e nunca foram alvo de estudos com uma
abordagem sistematica (SIERWALD; BOND, 2007).

Estudos moleculares recentes, desenvolvidos por Bond e Sierwald (2003) no Caribe,
apontam um alto potencial de ocorréncia de espécies cripticas na classe, o que, segundo
Blower (1985), dificulta o conhecimento do nimero real de espécies.

Cientificamente, a classe Diplopoda € subdivida em trés subclasses: Pselaphognata,
Pentazonia e Helmintomorpha. Na primeira, os machos sdo desprovidos de aparatos
especializados para a cdpula, os gonopddios. J4 os Pentazonia apresentam estas estruturas
localizadas na regido posterior do corpo. Na ultima subclasse citada, os machos apresentam
um ou ambos os pares de pernas do sétimo segmento modificados em gonopddios
(HOFFMAN, 1980).

Os milipedes possuem corpo alongado, cilindrico ou levemente achatado. O tamanho
do adulto pode variar entre 2 mm a 30 cm (HOFFMAN et al., 2002); a coloracio € bastante
variada, existindo tons de vermelho, marrom e amarelo; estas cores vivas sdo raras ou
constituem pequenos detalhes; vivem de um a dez ou mais anos, dependendo da espécie
(RUPPERT et al., 2005).

O corpo de um diplépodo consiste de trés regides principais: a cabeca, o tronco e o
télson. A cabeca comporta a boca e vdrias estruturas sensoriais e é extremamente calcificada
para facilitar a escavacdo do solo ou de madeira em decomposi¢do. O corpo geralmente é
longo e cilindrico e em alguns grupos ha projecdes laterais. Os gondpodios, estrutura
responsdvel por transferir os espermatozédides para as fémeas, sdo espécie-especificos e
frequentemente € o Unico caracter confidvel para a identificacdo das espécies. O télson
consiste de um segmento pré-anal contendo um par de placas anais, as quais formam uma
véalvula que se abre durante a defecacdo, e uma placa sub-anal (HOPKIN; READ, 1992).

Um unico par de antenas estd localizado na cabeca. Ocelos laterais, encontrados na
maioria das espécies, sdo considerados olhos compostos. ()rgﬁos de Tomosvary, também
presente em muitas espécies, sdo encontrados na base da antena (SIEWARD; BOND, 2007).
A funcgdo deste 6rgdo ainda € desconhecida e o ultimo estudo morfolégico a respeito de sua

estrutura foi realizado por Hennings em 1906.
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Seus hébitos sdo predominantemente noturnos, evitando a exposi¢ao ao sol e ao calor,
exceto em condigdes de alagamento do solo devido as chuvas ou quando migram para lugares
alternativos de sobrevivéncia. Sao tipicos de habitats imidos e com grande disponibilidade de
material organico, sendo geralmente encontrados nos lugares sombrios das matas, vivendo
sob folhas caidas, cascas e troncos apodrecidos. Muitos habitam galerias deixadas por outros
animais, como minhocas. Algumas espécies sdo cavernicolas e ainda existem aqueles que
podem ser considerados sinantropicos (SCHUBART, 1947). Os diplépodos com cardter
sinantrdpico sdo os que vivem na dependéncia direta do homem, vivendo em hortas, quintais,
estufas, pomares, e até mesmo nas proprias casas, alimentando-se de detritos do lixo
doméstico.

Dangerfield e Telford (1989) afirmam que os diplépodos sdao grandes consumidores de
matéria organica e podem ser, ainda, considerados importantes para a fertilidade do solo. O
animal assimila a maior parte da matéria organica e devolve ao solo excretas nitrogenadas. O
solo é humificado no trato digestério do animal, que contém uma grande quantidade de
fungos e bactérias. Dessa forma, os excrementos dos diplopodos acabam ficando com mais
himus do que a terra ingerida (BANO et al., 1976).

A grande maioria dos representantes possui um exoesqueleto forte e resistente, devido
a impregnacdo do tegumento por sais de célcio. A necessidade de acumularem célcio os
tornam importantes na reciclagem deste elemento nos ecossistemas terrestres (SEASTEDT;
TATE, 1981) e os tornam vulnerdveis para o acimulo de substincias andlogas, como
estroncio (GIST; CROSSLEY, 1975) e fluoreto (BUSE, 1986). A cuticula da maioria das
espécies € permedvel a dgua, o que restringe seus hdbitats a 4reas onde a umidade € alta
(EDNEY, 1977). Porém, algumas espécies reduzem a permeabilidade da cuticula com uma
camada de hidrocarbonetos (OUDEJANS, 1972).

Diplopodos se desenvolvem por anamorfose. Eles eclodem do ovo como uma larva
sem pernas e, logo em seguida, sofrem uma muda, dando inicio ao estiddio I, onde poucos
segmentos e apenas trés pares de pernas estdo presentes. Muitas outras mudas se sucedem,
adicionando mais segmentos ao corpo do animal. Juntamente com o0s segmentos Sao
adicionados pernas, glandulas de defesa e ocelos (HOPKIN; READ, 1992).

Os estadios dos diplopodos sdao andlogos aos instares de insetos. Através das
alteragdes sofridas no corpo, € possivel determinar em qual estddio os individuos se

z

encontram. Na prética, porém, a determinacdo pelos estddios nem sempre € confidvel

(HOPKIN; READ, 1992).
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z

A presenca de poro repugnatério em determinados segmentos € caracteristica da
grande maioria das ordens, havendo raras excec¢des. Esse poro corresponde a abertura da
glandula repugnatdria, produtora de secre¢do que contém basicamente cianeto e iodo, com
cheiro forte e desagradavel, repelindo predadores (SCHUBART, 1942). De acordo com
Nakamura et al. (2005), o conteido e a quantidade desta secrecdo sdao diretamente
influenciados pelo tipo de vegetacdo e, consequentemente, podem estar relacionados a
impactos causados no solo. Além da elimina¢do de substancias com o odor forte e do
tegumento resistente, outra forma de defesa dos diplépodos é o enrolamento do corpo em
espiral plana.

Acidentes com seres humanos sao raros, acontecendo em sua maioria com criancas e
podem se manisfestar por eritema, vesiculas, bolhas e exulceragdes, além de
hiperpigmentagdo local (HADDAD JUNIOR et al., 2000). Uma vez em contato com a pele
humana, os liquidos e vapores expelidos podem provocar sensa¢do de ardéncia, lembrando
uma queimadura leve (RADFORD, 1975). Contatos prolongados com o animal (preso nas
roupas, por exemplo) podem levar a lesdes mais severas, com formagdo de vesiculas, bolhas e

exulceracdes (HADDAD JUNIOR et al., 2000).

I1.2. Surtos populacionais de milipedes

Populacdes de organismos nunca sdo verdadeiramente estiveis, podendo aumentar o
nimero de individuos a partir de uma baixa densidade e, depois, retornar ao seu nivel original.
Espécies de animais e plantas possuem vérios pontos de equilibrio, os quais nado sdo
temporalmente nem espacialmente estdveis, sendo que um estresse populacional pode
ocasionar alteracoes nos nimeros de individuos (WALLNER, 1985).

Relatos sobre migracdo, infestacdo em areas urbanas e danos causados em plantacdes
por milipedes t€ém ocorrido em vérias partes do mundo (BOCCARDO et al., 1997; 2002;
MASAMICHI et al., 2001; NIIJIMA, 2001; ENGHOFF; KEBAPI, 2008).

A intensificacdo da acdo do homem nos ecossistemas tem causado a destruicdo de
grandes dareas florestais, as quais sdo gradualmente repostas por plantacdes em escala
industrial ou por lavouras. Esta transformac¢do ambiental pode alterar a composi¢do das
populacdes de diplépodos, como demonstrou um estudo feito por Bourdanne (1997),
realizado na Costa do Marfim. Nele, o autor conclui que a fauna de diplépodos em ambientes
modificados pela acdo humana sofreu alteragGes, onde algumas espécies apresentaram

explosdo demogréfica e outras desapareceram.
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No Brasil, a partir da década de 1990, foi observada uma expansao populacional do
milipede Plusioporus setiger em plantagoes de café da regido do Alto Paranaiba, MG. O
fendmeno foi atribuido ao uso de fertilizantes orgénicos, a irrigagdo das plantacdes e ao uso
de pesticidas quimicos, os quais podem ter eliminado possiveis predadores. Estas praticas
geraram um ambiente extremamente favordvel a esses organismos, ji que sdo adaptados a
locais com grande quantidade de matéria organica e alta umidade relativa. Nao ha dados que
demostrem se a espécie € nativa ou se foi introduzida. No entanto, ela é conhecida por migrar
e se adaptar as condi¢Oes criadas pelo homem. Migracdo é uma caracteristica de vérias
espécies de milipedes em situagdes como essa e, apesar de ndo ter causado prejuizo para as
plantagdes, os individuos da espécie se acumulavam nas fontes de dgua, invadiam casas e
danificavam pequenas plantacdes e jardins (BOCCARDO, 2002).

No Japdo, milipedes do género Parafontaria (P. laminata laminata, P. laminata
armigera, P. kuhlgatz e P. echizenensis) sdo reconhecidos por pararem os trens durante seus
surtos populacionais, os quais ocorrem durante o outono, em intervalos de sete ou oito anos.
Os surtos consistem, predominantemente, de individuos adultos, podendo ocorrer individuos
de sétimo estddio. Os individuos adultos pdem seus ovos no inicio do verdo e, logo em
seguida, morrem. Os ovos incubados e as larvas de primeiro estddio hibernam durante o
inverno sem ocorrer muda. As larvas vivem no solo, sofrem muda uma vez por ano e tornam-
se adultas a partir da sétima muda. Os adultos e alguns individuos de sétimo estadio dirigem-
se a superficie do solo no outono, ocasionando o surto populacional (NIIJIMA;
SHINOHARA, 1988).

Acredita-se que longos ciclos de vida sincronizados a emergéncia periddica permitam
a esses milipedes escapar do controle natural promovido pelos predadores. Nos anos de
emergéncia, o nimero de individuos € tdo alto que os predadores podem capturd-los a
vontade, sem haver uma reducdo no nimero da populagao (KAMATA, 2003).

Outra espécie notificada por surtos populacionais no Japao é a espécie Chamberlinius
hualienensis, natural da ilha de Taiwan. O primeiro relato de migragdo para o Japao ocorreu
em 1983 e, desde entdo, surtos populacionais tém sido registrados em varias regides do pais,
indicando um avango da espécie para a regido norte. Quando o surto ocorre, os individuos
invadem as casas e, quando perturbados, secretam um cheiro desagradavel, responsavel por
causar dores de cabec¢a e mal-estar (TAIRA; ARAKAKI, 2002).

Inyang e Ndon (2003) relataram a ocorréncia de varios surtos no sudeste da Nigéria
entre os anos de 1990 e 2001, com um terco da area do pais sendo afetada. Todas as

plantacdes da regido sofreram danos, principalmente as plantacdes de mandioca. Quatro
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espécies foram responsaveis pelo surto: Tibiomus sp, espécie de pequeno tamanho,
Spirostreptus assiniensis, Peridontopyge sp e uma espécie nao identificada.

Bennett e Kerr (1973) observaram que, na Flérida, EUA, muitas espécies de milipedes
ocorrem em grandes quantidades em gramados e constru¢des na época de reproducao e, logo
em seguida, se dispersam a curtas distancias. Os autores também relataram uma grande
populacdo da espécie Dicellarius okefenokensis e Narceus americanus. A primeira se
desenvolveu em uma pilha de folhas em decomposi¢do na varanda de uma casa, assustando
seus moradores; a segunda foi responsdvel pela invasio de estacionamentos de
estabelecimentos comerciais.

Ainda nos EUA, no estado de Tennessee, Vail (2007) relatou a presenga de um grande
nimero de diplépodos ap6s dias seguidos de chuvas. Segundo a autora, apds a ocorréncia de
chuvas ou antes da estac@o fria, um grande nimero de individuos pode migrar para as casas
entrando por qualquer orificio. Nesta regido, eles sdo mais comuns em dreas arborizadas ou
recém habitadas, onde a vegetacdo em decomposicdo fornece alimento e condi¢des de
reproducdo. Para prevenir a entrada desses invasores, a autora sugere reduzir a umidade e os
esconderijos ao redor das construgdes, bem como aplicar pesticidas no perimetro da
residéncia e nos possiveis locais de entrada. Caso a invasio j4 tenha ocorrido, a autora sugere
retird-los com aspirador de p6 ou vassouras.

Cloudsely-Thompson (1949) descreveu um incidente em West Virginia, EUA,
envolvendo a espécie Fontaria virginiensis, responsavel por infestar grande area de uma
fazenda. A quantidade de individuos era tdo grande (cerca de 65 milhdes) que impediu a
pastagem do gado. O odor exalado gerou nduseas entre os trabalhadores e alguns pocos
chegaram a ter 15-20 cm de individuos mortos. A atividade dos animais era maior durante a
noite e dias nublados.

Segundo Baker (1978), a espécie Ommatoiulus moreletii causou transtornos na
Austrélia devido a grande quantidade de individuos. Tal espécie € natural do sul europeu e foi
introduzida no pais, onde houve um significativo aumento em sua distribui¢do. A agdo
humana pode ter sido um fator importante na ocorréncia dos surtos. A abundancia da espécie
no pais em comparacdo com sua aparente raridade no sul da Europa ndo pdde ser explicada
pelo clima, uma vez que a variedade de habitat colonizados na Austrdlia foi ampla. Ainda,
segundo o autor, ndo havia dividas de que a espécie continuaria a se espalhar.

Porém, outro estudo conduzido pelo mesmo autor em 1985 (apud McKILLUP et al.,
1988) estimou uma queda no numero de individuos, os quais passaram de 22.6 individuos/m”

em 1975 para 5.2 individuos/mz, em média, no ano do estudo. Picos de até 60 individuos/m?>
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foram encontrados em algumas regides, sendo que nos anos posteriores sofreram um declinio
para 10 individuos/m®. Para o autor, o declinio na abundincia da populacdo poderia estar
relacionado com uma adaptacdo dos parasitas, patdgenos e predadores com a espécie ou,
ainda, poderia estar relacionado com a diminui¢do de recursos, como comida. Em 1988,
McKillup et al. conduziram estudos de campo e de laboratério onde verificaram que um
nematdide nativo foi responsavel pelo declinio da densidade da espécie.

Estudos sobre a composi¢ao populacional dos surtos de milipedes ja foram realizados
e resultados diferentes foram encontrados pelos autores. Lawrence (1952), em estudo de um
surto da espécie Gymnostreptus pyrrocephalus, encontrou principalmente individuos adultos
em uma razdo de um macho para duas fémeas. Ramsey (1966), em surto de
Pseudopolydesmus serratus, encontrou predominancia de individuos imaturos (um adulto
para sete imaturos) e Morse (1903) registrou uma razdo de um jovem para um adulto em
surtos de Fontaria virginiensis.

Além de acarretar problemas em 4reas urbanas e cultivadas, a explosdao demogréfica
de milipedes também pode trazer efeitos negativos no habitat de microartrépodos e fungos, os
quais podem ser prejudicados pela alimentacdo e movimentagdo dos individuos (KANEKO,
2003).

Para tentar conter os surtos populacionais, pesquisadores tém utilizado o controle
quimico e bioldgico. O primeiro ndo vem oferecendo resultados positivos, uma vez que varios
inseticidas tém mostrado baixa toxicidade aos animais devido a presenga do exoesqueleto
rigido e calcificado que atua como uma barreira contra a penetracdo dos agentes quimicos.
Testes em laboratério mostraram que o controle bioldgico apresenta bons resultados com a
utilizacdo de alguns parasitas, como os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium
flavoviridae, os nematéides Rhabditis necromena (BOCCARDO et al., 2002; NASCIMENTO
et al.,, 2002) e Gordius sp (Nematomorpha: Gordiodae) e o diptero Eginia sp (Diptera:
Eginiidae) (BAKER, 1985).

I1.3. Diplopoda como praga

O termo praga € uma classificagio que ndo possui validade ecolégica. Alguns
organismos podem ser considerados pragas em certo momento e benéficos em outros.
Geralmente, um organismo é considerado uma praga quando compete com humanos por
recursos € quando possui uma populagao numerosa (METCALF; LUCKMANN, 1994).

Relatos de milipedes atuando como pragas vém ocorrendo em vdrios paises do mundo,

com danos econdmicos para a agricultura e incobmodo para moradores de areas urbanas.
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Uma grande variedade de artrOpodos podem habitar regides urbanas sem causar
trantornos a populacdo, mas, em determinados momentos, podem se tornar um grande
incomodo. Estes invertebrados, quando invadem as casas, podem ser classificados em pragas
crdnicas, como cupins, ou pragas periddicas, como algumas espécies de milipedes e vespas
sociais (SHETLAR, 2002).

Na Florida, EUA, por muitos anos milipedes t€ém constado como pragas ocasionais em
gramados ao redor de construgdes, sendo duas espécies mais preocupantes (Oxidus gracilis e
Orthomorpha coarctata) e outras de ocorréncia mais esporadica. Individuos da espécie O.
coarctata sio comumente encontrados em patios, acumulados nos cantos de paredes externas
e em valas presentes no solo (BENNETT; KERR, 1973). A espécie O. gracilis ja foi
notificada como sendo um sério problema em casas de vegetacdo ao se alimentarem de mudas
(McDANIEL, 1931).

Em relacdo a agricultura, a Classe Diplopoda merece uma ateng@o especial. Em épocas
de estiagem prolongada, populacgdes inteiras de diplépodos chegam a atacar tubérculos, frutos
e raizes em busca de alimento (SCHUBART, 1942).

Na Africa, a espécie Odontopyge attemsi atacou mudas de mandioca na ilha Kwale,
fazendo com que os habitantes fossem obrigados a deslocar suas plantacdes para terras na
regido continental (SCHUBART, 1942). Boock e Lordello (1952) comentaram sobre os danos
que a espécie Pseudonannolene paulista causou aos tubérculos de batatinha no estado de Sao
Paulo, levando a perdas de 30% na producgdo. Garcia e Campos (2001) alertam que os
piolhos-de-cobra podem danificar sementes em germinagdo, causando falhas no plantio e
obrigando o replantio.

A espécie Spinotarsus caboverdus, presente em Cabo Verde, Africa, ha 30 anos, é
reconhecida por danificar muitas culturas importantes para a alimentacdo dos habitantes.
Todas as medidas de controle quimico e biolégico ja foram testadas, porém sem sucesso. A
espécie rapidamente se adaptou as condicdes ambientais da regido e, assim, conseguiu se
dispersar e manter uma alta densidade populacional. Estudos realizados em laboratério
revelaram que os individuos da espécie produzem apenas uma geragao por ano, sugerindo que
o nimero incontrolavel de S. caboverdus presente no pais ¢ devido a falta de predadores
naturais e ao ambiente dos canais de irrigacio, favorecendo o seu desenvolvimento. A espécie
¢ responsavel por infestar intimeras culturas, como batata, batata doce, abdbora, tomate,

mandioca, meldo, feijao e milho. Frutas como mamao, manga, banana e abacaxi também sao

danificadas (NASCIMENTO et al., 2001; 2002).
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Estudos em Uganda, Africa, demonstraram que milipedes sdo uma importante praga
em lavouras de batata-doce do pais, especialmente durante o estabelecimento da cultura.
Lavouras de milho também sdo afetadas quando plantadas proximas aos refigios dos
individuos e danos em plantagdes de amendoim sdo bastante graves se o plantio ocorrer no
inicio da primeira temporada de chuvas (EBREGT et al., 2005).

Para estabelecer a relacdo dos milipedes com os danos causados nas plantagcdes de
batata-doce, Ebregt et al. (2004) entrevistaram 148 fazendeiros de Uganda. Segundo os relatos
de 126 produtores, estes organismos foram responsdveis por danos significativos nas
plantagdes da regido. As entrevistas também mostraram um desconhecimento dos fazendeiros
em relacdo aos milipedes, uma vez que os danos causados por estes, muitas vezes, foram
confundidos como sendo causados por outras pragas, como besouros.

Ainda na Africa, na Nigéria, houve relatos de plantacdes de amendoim atacadas por
duas pragas principais, milipedes e cupins, e pragas menos representativas, como larvas e
nematodes. Dentre as espécies de milipedes presentes, a mais prejudicial é a Peridontopyge
spinosissima (MISARI, 1975) e a perda estimada de produgédo varia de acordo com o local e o
ano (JOHSON, 1978).

Em Senegal, segundo Gautreau e De Pins (1980), infestacdes de insetos e miridpodos
nas plantagdes sdo transitrias, apesar da ocorréncia, em alguns anos, de sérios danos
causados por milipedes. No Suddo, milipedes da ordem Julidae aparecem em grande nimero
no comego da estacdo chuvosa, atacando as partes moles das plantas durante a noite. Durante
o dia, eles se escondem sob a sombra das arvores, cascas ¢ em fendas no solo (ISHAG et al.,
1980).

Relatos de pesquisadores e reclamacdes de fazendeiros do oeste africano sugerem um
aumento na importancia econdmica de milipedes, principalmente do género Peridontopyge,
de cupins e de larvas na produ¢do de amendoim. Destacam também a necessidade de fornecer
intervengdes focadas neste grupo de pragas (UMEH et al., 2001). Em Burkina Faso, milipedes
sdo potenciais pragas econdmicas por danificar plantagdes de amendoim, atacando as
plantulas e as vagens. Eles sdo responsaveis por uma perda de 10% a 35% da produgdo. Das
13 espécies responsdveis por atacar as plantagdes, a maioria pentence ao género
Peridontopyge (LYNCH et al., 1988).

No Reino Unido, mudas de beterraba sdo danificadas por uma variedade de
artrépodos, como colémbolos, sinfilos, besouros e milipedes, estes tltimos principalmente das
espécies Blaniulus guttulatus e Brachydesmus superus. O ataque destas pragas as plantacdes

ocorre a0 mesmo tempo, onde se alimentam de raizes e, consequentemente, causam lesdes
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que nao sO atingem diretamente a planta como também propiciam a entrada de patdégenos
secundarios (WINDER et al., 1993).

Recentemente, Filotas e Allen (2008a, b) relataram que milipedes da espécie
Cylindroiulus caeruleocinctus tém se tornado um problema crescente em Ontario, Canada. Os
individuos da espécie sdo capazes de agir como pragas primdrias e secunddrias em plantacoes
de milho, ginseng, batata doce e cenoura, atacando suas raizes. Os autores ndo os consideram
como sendo uma nova praga, uma vez que & provavel que eles tenham causado danos no
passado, os quais podem ter sido confundidos como sendo causados por vermes e larvas.
Diferentemente do esperado, mesmo em uma estacdo seca, a populacdo desta espécie pode se
desenvolver, uma vez que as culturas agem como fonte de umidade. Como ndo hd nenhum
pesticida ou CIP (Controle Integrado de Pragas) em andamento para o controle de milipedes
em Ontdrio, os pesquisadores sugerem uma melhor compreensao sobre a biologia da espécie.

Brunke et al. (2009), em um estudo sobre predadores de milipedes, encontraram uma
alternativa para o controle da espécie na regiao, uma vez que Pterostichus melanarius
(Coleoptera: Carabidae) é um predador natural de C. caeruleocinctus, podendo agir como um
regulador da populagio.

No estado da Pensilvania, EUA, plantulas de carvalho americano (Quercus rubra)
sempre foram afetadas por insetos, sendo os individuos mais representativos os besouros
(Selidota octomaculata), as mariposas (Valentinia glandulella) e os carunchos
(Conotrachelus posticatus). Porém, um novo tipo de dano as plantulas foi verificado,
provavelmente causado por milipedes da espécie Ptyoiulus impressus, uma vez que larvas de
insetos ndo foram encontradas junto a planta (GALFORD et al., 1992).

Além de serem pragas por si s6, diplépodos também s@o reconhecidos por agravar os
danos causados por outras pragas (HOPKIN; READ, 1992; LAWRENCE, 1984)

Técnicas para o controle de milipedes nas plantacdes estdo sendo desenvolvidas a fim
de diminuir os danos causados por estes organismos. Epidi e Njoku (2010) conduziram estudo
de campo para avaliar o potencial biocida de extratos de plantas contra a espécie Spirostreptus
assinienss, responsavel por infestar culturas de mandioca. Foram utilizados extratos de neem
(Azadirachata indica), pimenta de Sao Tomé (Piper guineense) e Dracenea arborea com
sucesso no controle da infestacdo, uma vez que os milipedes apresentaram alta mortalidade
quando comparado ao controle.

O controle das infestagdes nas casas envolve, primeiramente, o tratamento da drea
externa. Pode-se aplicar pesticidas a fim de formar uma barreira de 1,5 m a 3 m ao redor da

casa, bem como remover a serapilheira, placas, pedras e entulhos, lugares usados como
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esconderijos. Os pesticidas mais comumente utilizados sdo a base de carbamato, como o
carbaril, propoxur e o bendiocarbe. Pesticidas que contém piretroides sintéticos, como a
bifentrina, ciflutrina, cipermetrina e deltametrina sdo mais novos e também podem ser
utilizados (SLODERBECK, 2002).

Porém, Boccardo e Fernandes (2000) avaliaram a toxicidade do carbamato Methiocarb
para os diplépodos Gymnostreptus olivaceus e Plusioporus setiger e concluiram que estes
inseticidas ndo apresentaram eficiéncia para os individuos.

Dentro das casas, caso seja uma infestacdo de pequeno porte, o problema pode ser
solucionado com um aspirador de p6 ou coletando os individuos com a prépria mao. Caso
seja de maior amplitude, pode-se aplicar pesticidas aerossois diretamente nos individuos, em
rodapés, rachaduras, fissuras e outros esconderijos. Iscas também podem ser utilizadas
(KEITH; BAXENDALE, 1996).

Apesar de serem potenciais pragas, j4 foram relatados casos de milipedes sendo
utilizados com éxito no controle bioldgico, como o diplépodo Rhinocricus arboreus, o qual
atacou a cochonilha Lepidosaphes beckii (praga da laranja) em Porto Rico (SCHUBART,
1942).

[1.4. Tabulos de Malpighi

Nos diplépodos, a excrecdo estd relacionada, sobretudo, a bioacumulag¢do. O corpo
gorduroso armazena acido trico como urato de potdssio; as células hepdticas, o ovario e os
tubulos de Malpighi podem acumular sais minerais em diferentes graus, de acordo com a fase
do ciclo de muda (HUBERT, 1979).

Neste grupo, os tibulos de Malpighi tém como principal fun¢do a excrecdo de
nitrogénio, embora muitas outras moléculas também possam ser eliminadas por esta via
(HOPKIN; READ, 1992). Uma grande quantidade de granulos contendo 4cido urico e metais
pode acumular-se dentro das células e, entdo, ser eliminada para o limen do 6rgdo para
posterior excregdo junto as fezes (HUBERT, 1979).

Além da excrecdo, os tibulos de Malpighi também podem apresentar especializacdes
para a reabsor¢do de dgua em alguns segmentos, como no diplépodo Polyxenus lagurus,
habitante de climas secos (HOPKIN; READ, 1992). Os tibulos de Malpighi desta espécie
estdo intimamente associados ao intestino posterior, sendo revestido por um epitélio de
células achatadas. Segundo Schliitler e Seifert (1985), este complexo assemelha-se ao sistema
criptonefridial de insetos e € responsavel por gerar um gradiente osmoético que promove a

reabsor¢do de dgua do reto. Mais recentemente, Wright e Westh (2006) observaram que a
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espécie também € capaz de absorver dgua em forma de vapor, provavelmente através deste
mesmo complexo. Aparentemente, as outras classes de milipedes ndo possuem esta
especializacdo para a reabsor¢do de dgua através dos tibulos de Malpighi (SEIFERT, 1979;
HOPKIN; READ, 1992).

Ainda em relagdo aos tibulos de Malpighi da espécie P. lagurus, quatro segmentos
podem ser visualizados: (1) um segmento distal, unido por uma pequena zona de transi¢ao a
(2) um segmento delgado no interior de um segmento perinefridial. Este conduz para (3) um
segmento espesso que nao possui microvilosidades, o qual une-se a (4) ao segmento proximal,
desembocando no intestino posterior (HOPKIN; READ, 1992).

Miley (1930) conduziu um estudo sobre a morfologia interna do diplépodo Euryurus
erythropygus, no qual realizou analises histologicas dos tibulos de Malpighi. Observou que o
epitélio é constituido de células com nucleos fortemente corados e constatou a presenga de
uma membrana basal e a auséncia de camadas musculares.

Os estudos sobre a estrutura e fungdo dos tibulos de Malpighi na Classe Diplopoda
sdo mais frequentes na espécie Glomeris marginata, encontrada no Hemisfério Norte
(HOPKIN; READ, 1992).

Farquaharson (1974 a, b, c) realizou estudos acerca da fisiologia de tibulos de
Malpighi da espécie G. marginata, revelando que os hormoénios diuréticos ndo estdo
envolvidos na excre¢do, a qual € dependente da disponibilidade de sédio, podendo ser inibida
pelo 2.,4-dinitrofenol, pelo cianeto, pela azida e por altas concentracdes de potéssio.
Constatou-se, também, que a taxa de secre¢c@o varia inversamente com a pressao osmotica e
que ndo hé diferenca de potencial elétrico através da parede dos tibulos. Em relacdo a
permeabilidade, os estudos revelaram que os tdbulos de Malpighi atuam como um filtro
molecular, onde as moléculas se movem através da parede em uma relagdo inversa ao seu
tamanho.

Analises ultra-estruturais realizadas por Johnson e Riegel (1977a) em G. marginata
revelaram diferengas morfoldgicas significativas entre o segmento superior, secretor de
fluidos, e o segmento inferior, que possui funcdo desconhecida. Diferencas considerdveis
entre o fluido secretado pelo segmento superior € pelo segmento inferior também podem ser
encontradas. O epitélio contém espacos intercelulares, aparentemente, para permitir uma rota
extracelular de baixa resisténcia entre a hemolinfa e o limen do tdbulo. Estudos
histoquimicos realizados para a localizagdo de enzimas revelaram vesiculas intracelulares
com atividade de fosfatase acida. O labirinto basal da por¢ao inferior apresentou consideravel

atividade da fosfatase alcalina no mesmo local de enzimas reveladas por duas técnicas
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diferentes de localizacdo de ATPase. Estudo complementar realizado pelos mesmos autores
(1977b) para investigar a permeabilidade das porgdes inferior e superior demonstrou que
moléculas, como a proteina ferritina, podem cruzar a lamina basal e alcangar o limen da

por¢ao superior.
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1. Objetivos
O presente trabalho teve como objetivo geral descrever a morfologia dos tibulos de
Malpighi de U. atrobrunneus, uma vez que a espécie vem apresentando, ocasionalmente,
infestacOes e expansdes populacionais no estado de Sao Paulo, podendo se tornar uma praga
urbana.
Para tanto, o projeto visou:
1. Descrever a distribuicdo dos tibulos de Malpighi na cavidade corpdrea do
animal
2. Descrever a histologia dos tibulos de Malpighi;
3. Analisar histoquimicamente a presenca de proteinas, polissacarideos, célcio
nos tecidos que compdem os tibulos de Malpighi e, assim, esclarecer e
compreender sua fisiologia;

4. Descrever a ultra-estrutura das células que compdem os tibulos de Malpighi
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V. Materiaise Métodos
IV.1. Materiais
Espécimens adultos de U. atrobrunneus foram coletados manualmente na area urbana
da cidade de Rio Claro, SP, durante os meses de dezembro a marc¢o, época chuvosa do ano, na
qual o ndmero de individuos é maior. Posteriormente, foram levados ao laboratério

(temperatura 23°C; fotoperiodo 12:12) onde foram mantidos em terrarios .

V.2. Métodos

Os espécimens adultos, tanto machos quanto fémeas, foram anestesiados com éter e
dissecados em solucdo fisioldgica, para a retirada dos tibulos de Malpighi, os quais foram
fixados em paraformaldeido 4%, solucdo Bouin ou glutaraldeido 2.5%, dependendo da

técnica a ser empregada.

IV.2.1. Histologia

Ap6s fixacdo, o material foi desidratado em solugdes de etanol a 70, 80, 90 e 95%,
durante 10 a 15 minutos cada banho e, entdo, transferido para uma solucao de resina (Leica),
durante 24 horas em geladeira.

Ap6s este processo, o material foi colocado em moldes previamente preenchidos com
resina contendo catalisador. Depois de polimerizados, os blocos foram cortados com auxilio
de micrétomo Leica RM2245. Os cortes foram hidratados e recolhidos em laminas. Depois de
secas, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina, conforme rotina histoldgica, para

posterior observaciao e documentagio fotografica.

1V.2.2. Histoquimica

Os testes histoquimicos utilizados foram os seguintes:

a. Técnicado Azul de Bromofenol, segundo Pear se (1985).
Fixagdo do material em solu¢ido Bouin ou paraformoldeido 4% por 24 horas; coloracao
pela solucdo de azul de bromofenol a temperatura ambiente por 2 horas; lavagem dos

cortes em dgua e banho em 4cido acético por 5 minutos.
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b. Técnica do PAS (Acido Periddico de Schiff), segundo Junqueira e

Junqueira (1983).
Fixagdo em solu¢do Bouin; oxidagdao por 30 minutos em &cido periddico 1%;
exposicao ao reativo de Schiff por aproximadamente 1 hora no escuro; passagem em 4gua

sulfurosa por 9 minutos; lavagem por 30 minutos em dgua corrente.

c. Método de von Kossa, segundo Junqueira e Junqueira (1983).
Fixa¢do em solu¢do Bouin por aproximadamente 24 horas; imersdao dos cortes em
nitrato de prata por 20 minutos; lavagem em 4gua e transferéncia dos cortes para
hidroquinona; imersdo em fixador F-5 por 5 minutos; contracoloragdo dos nucleos com

hematoxilina.

IV.2.3. Microscopia Eletr6nica de Transmissdo (MET)

Os individuos foram dissecados diretamente em fixador glutaraldeido a 0.5% e as
estruturas fixadas em glutaraldeido 2.5% em tampao cacodilato 0.2M durante 2 horas, a 4° C.
Foram, entdo, realizadas duas lavagens do material em tampao cacodilato de 15 minutos cada
e a pos-fixacdo em tetréxido de 6smio a 1% durante 1 hora, também a 4° C, seguido de dois
banhos do mesmo tampao com duracdo de 15 minutos cada. Para contrastacdo, o material foi
passado em acetato de uranila dissolvido em acetona durante 8 horas, desidratado e,
posteriormente, embebido em resina Epon diluida em acetona 1:1, onde permaneceu durante
24 horas em agitador a 4° C. O material foi entdo incluido em Resina Epon pura e levado para
estufa por 72 horas a 60° C, para polimerizag@o. Os cortes semi e ultrafinos foram feitos em
ultramicrétomo. Os cortes semifinos foram corados com Azur II (1%) e Azul de Metileno
(1%). Os cortes ultrafinos foram colocados em telas, contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo. As telas foram observadas e fotografadas em microscépio eletronico de

transmissao Philips.
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V. Resultados

Os individuos da espécie U. atrobrunneus apresentam dois tibulos de Malpighi
alongados que percorrem praticamente toda a cavidade do corpo do animal, desde a regido
anterior até a regido do ileo/c6lon (intestino posterior); inserem-se no piloro (fig. 1A), a
primeira por¢do do intestino posterior, e estdo dispostos ao redor do trato digestorio e por
entre as células que compdem o corpo gorduroso.

A fim de investigar se os tibulos apresentam diferengas estruturais ao longo de seu
comprimento e para melhor compreensdo dos resultados, a descricdo dos tibulos sera

apresentada de acordo com sua localiza¢do no corpo do animal.

V.1 Regi&o anterior

Na regiao anterior da espécie U. atrobrunneus é possivel observar o intestino anterior
ladeado por glandulas salivares. As glandulas sdo compostas por uma por¢do secretora,
localizada mais externamente, e por ductos secretores, localizados entre a por¢ao secretora e o
intestino anterior (fig. 2A).

Entre o intestino e a porcdo secretora das glandulas salivares localizam-se os tibulos
de Malpighi (fig. 2A). Nesta regido ele é formado por uma camada de células ctibicas apoiada
em uma fina membrana basal (fig. 2B). As células apresentam nicleo arredondado,
localizados na regiao apical (fig. 2B).

Algumas regides do tabulo apresentaram células com a regido apical menos corada
(fig. 2B), enquanto que em outras regides foi possivel observar células com a regido basal
menos corada (fig. 2C). Bordo em escova foi observado na regido apical do epitélio (cabeca
de seta na fig. 2D). O limen possui muitas vesiculas de secre¢do, as quais puderam ser
observadas sendo liberadas pelas células (fig. 2B); em algumas regides do limen foi possivel
visualizar a presenca de nucleos, provavelmente liberados via secre¢do holdcrina (fig. 2E).

A técnica para deteccdo de proteinas totais revelou forte presenca deste elemento nas
células de algumas regides do tibulo (fig. 3A), enquanto que em outras a reacdo foi menos
intensa (fig. 3B). No Ilumen, algumas vesiculas de secrecdo apresentaram conteudo
moderadamente positivo a técnica (fig. 3A), enquanto que em algumas regides do tibulo as
vesiculas se mostraram negativas (fig. 3B).

Presenca de polissacarideos neutros foi observada na membrana basal (fig. 3C). As

células apresentaram-se negativas a técnica, porém com o bordo em escova fracamente



Resultados 28

positivo (fig 3C). A grande maioria das vesiculas de secre¢do apresentou-se negativa, com
algumas vesiculas fracamente positivas (Fig 3C).

Célcio ndo foi observado nos constituintes do tibulo de Malpighi (fig. 3D).

A ultra-estrutura das células do tibulo de Malpighi desta regido revelou que a lamina
basal € formada por uma camada de fibras com eletrodensidade homogénea (fig. 4A). A
membrana plasmatica basal € invaginada a fim de formar um complexo labirinto de canais
que se estendem até a regiao apical (figs. 4A-D). Na regido onde o labirinto basal encontra a
lamina basal € possivel observar estruturas escuras que correspondem aos hemidesmossomos
(cabecas de seta no detalhe da fig. 4B). Nos compartimentos citoplasmaticos do labirinto é
possivel observar mitocondrias grandes (fig. 4A). Na regido apical foi observada a presencga
de vacuolos (figs 4A-D) e de microvilosidades longas e espagadas entre si (figs 4A-D). No
citoplasma, pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso foi encontrada (cabeca de
seta no detalhe da figura 4C). Entre duas células vizinhas é possivel observar as
interdigitagdes da membrana lateral (fig. 4D) e juncdes septadas que seguem até o labirinto
basal.

A morfologia proposta para as células que compdem esta regido dos tibulos encontra-

se na fig. 1B.

V.2 Regido Média

Os tibulos de Malpighi que percorrem a regido do intestino médio sao formados por
um epitélio colunar simples apoiado em uma fina membrana basal (fig. 5A-D). O citoplasma
das células possui varia¢do na colora¢do, sendo possivel observar que a regido basal, logo em
contato com a membrana basal, apresenta-se menos corada em relagido a regido apical (fig.
5A).

Os nicleos podem ser encontrados na regidao apical (fig. SA) ou basal (fig. 5C) e é
possivel distinguir duas morfologias distintas: ndcleo arredondado (fig. SA) e nicleo com
contorno irregular (fig. 5B). Os nucleos esféricos apresentam cromatina condensada
principalmente proxima ao envoltorio nuclear, enquanto que os nucleos com morfologia
irregular sdo compactos.

Em algumas regides do tibulo de Malpighi observa-se um bordo em escova bem
desenvolvido, podendo chegar até a mesma altura da célula (cabecas de seta na fig. 5B).
Algumas regides do limen continham secre¢des libradas por via holdcrina, uma vez que

nucleos foram observados no limen (fig. 5D).
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Algumas regides do tubulo apresentaram células com todo o citoplasma fortemente
positivo para o teste de detec¢do de proteinas, enquanto que outras regidoes apresentaram
células com a regido basal fracamente positiva e regido apical fortemente positiva; no limen,
as secregdes apresentaram-se moderadamente coradas (fig. 6A).

Presenca de polissacarideos neutros foi evidenciada apenas na membrana basal.
Algumas regides do tubulo apresentaram células cujo citoplasma apresentava pequenas
quantidades deste elemento (fig. 6B).

A anélise para deteccao de calcio revelou que tanto as células quanto as secregdes sao
negativas a técnica (fig. 6C).

Pela andlise da ultra-estrutura das células desta regido foi possivel observar que a
lamina basal é composta por uma camada fibrosa (fig. 7A, B) e que as invaginacdes da
membrana plasmatica basal formam um labirinto basal extremamente desenvolvido (fig. 7A,
B); hemidesmossomos podem ser observados no contato do labirinto basal com a lamina
basal (cabecas de setas na fig. 7B). Os compartimentos citoplasmaticos formados pelas
invaginacdes da membrana concentram uma grande quantidade de mitocondrias ligeiramente
menores quando comparadas as encontradas nas células da regido anterior (fig. 7B). Na regido
apical da célula é possivel observar microvilosidades longas pouco espacadas entre si (fig.
7C) e o nicleo com cromatina condensada, principalmente préxima ao envoltério (fig 7D). O
citoplasma apresenta pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (cabeca de seta
no detalhe da fig. 7D), porém grande quantidade de ribossomos livres (cabecas de seta na fig.
8A); reticulo endoplasmatico liso e Golgi nao foram visualizados. Entre duas células vizinhas
sdo encontradas interdigitagdes da membrana lateral e jungdes septadas, as quais partem da
regido apical até chegarem nas invaginacdes da membrana basal (fig. 8A). No limem do
tibulo estd presente secre¢ao com material semelhante ao citoplasma da célula (fig. 8B).

A morfologia proposta para as células que compdem esta regido dos tibulos encontra-

se nas figs. 1C e 1D.

V.3 Regido do piloro: local de insercdo dos tubulos de Malpighi no intestino
posterior

Os tibulos de Malpighi na regido do piloro possuem uma camada de células cubicas
apoiadas em uma membrana basal muito desenvolvida (fig. 9A).

Os nucleos apresentaram morfologia arredondada, com cromatina condensada

principalmente préxima ao envoltério nuclear. A localizacdo dos nucleos apresentou-se



Resultados 30

variavel, sendo que na regidao do tibulo antes da inser¢ao eles foram encontrados na regidao
apical das células (fig. 9A) e na regido do tibulo que se insere no piloro eles foram
encontrados na regido basal (fig. 9B).

Nao foi observado bordo em escova nesta regido; o citoplasma das células nao
apresentou varia¢do na coloracdo; foram observadas vesiculas de secrecio sendo liberadas em
dire¢do ao limen, algumas contendo nucleos das células (fig. 9C).

A técnica para deteccao de polissacarideos neutros revelou reagao fortemente positiva
na membrana basal dos tibulos. Presenca deste elemento também foi observada no citoplasma
das células em algumas regides. As secregdes apresentaram-se negativas a técnica (fig 10A).

Proteinas totais foram encontradas em grande quantidade na regido apical das células;
a regido basal e as secrecOes apresentaram-se fracamente positivas a técnica (fig 10B).

O teste de von Kossa ndo indicou presenca de célcio nas células e nas secrecdes desta
regido do tibulo (fig. 10C).

A morfologia proposta para as células que compdem esta regido dos tibulos encontra-

se nas figs. 1IE e 1F.

V.4 Regido Posterior

Os tiibulos de Malpighi na regido posterior seguem até a regido do ileo. Nesta regido
eles também sdo formados por uma camada de células cubicas apoiada em uma fina
membrana basal (fig. 11A-C). As células possuem citoplasma homogéneo, ou seja, nao
apresentam coloragdo menos intensa na regido basal como observado nas células do tibulo
das outras regides. Na regido apical das células ndo foi observado bordo em escova. Os
nicleos possuem morfologia esférica e sdo encontrados na regido apical ou mediana das
células. Os nucleos apresentam cromatina bem condensada, varios com aspectos de inicio de
divisdo. No limen foram observados nucleos, evidenciando a secrecdo holdcrina (fig. 11B);
secrecdo aprocrina também foi observada (fig 11C).

O citoplasma das células apresentou-se moderadamente positivo a técnica de azul de
bromofenol; as secre¢des presentes no limen apresentaram-se fracamente positivas (fig.
12A).

Polissacarideos neutros foram encontrados na membrana basal e no citoplasma das
células, principalmente na regido apical; este elemento ndo foi observado nas secrecgoes (fig.
12B).

Célcio nao foi detectado nas células desta regiao (fig. 12C).
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A morfologia proposta para as células que compdem esta regido dos tibulos encontra-

se na fig. 1G.
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VI.  Discussdo

O numero de tubulos de Malpighi encontrado nos artropodos varia de acordo com a
espécie. Pode-se encontrar desde dois até cerca de 250, como no gafanhoto do deserto
Schistocerca gregaria. Em alguns grupos de insetos, como colémbolos e afideos, eles ndo sdo
encontrados (RUPPERT et al. 2005). De modo geral, em milipedes, € encontrado um par de
tibulos (HOPKIN; READ, 1992).

Como descrito para o grupo, em U. atrobrunneus foi encontrado um par de tibulos, o
qual percorre praticamente toda a extensdo do corpo do animal, sendo que uma das
extremidades insere-se no piloro, regido que marca o inicio do intestino posterior. A partir da
insercao no piloro, os tubulos seguem para a regido anterior, percorrendo todo o intestino
médio. Na regido anterior eles dobram-se sobre si e ddo vérias voltas até seguir novamente
para a regido posterior até a altura do ileo.

Estudos envolvendo tibulos de Malpighi de insetos classificam este 6rgdo em quatro
tipos de acordo com suas caracteristicas: ele pode apresentar-se associado ao intestino médio,
formando uma estrutura denominada camara-filtro (MARSHALL; CHEUNG, 1974,
HUBERT et al., 1989); possuir a regido distal inserida no reto, originando uma estrutura
chamada de criptonefridio (SAINI, 1964; GREEN, 1980; DALLAI et al., 1991; LEVY et al.
2004); podem ser fundidos entre si na base, formando uma estrutura que se assemelha a um
ureter (GILLOT, 1995); ou possuir a extremidade distal livre na hemocele, sendo o tipo mais
encontrado em insetos.

Na espécie U. atrobrunneus nenhum dos tipos presentes nos insetos foram
encontrados. Porém, uma estrutura morfologicamente semelhante ao sistema criptonefridial e
a camara-filtro foi observada na regido anterior.

O sistema criptonefridial é encontrado em larvas e adultos de muitos Coleoptera,
algumas larvas de Hymenoptera e Neuroptera, praticamente em todas as larvas de Lepidoptera
(GILLOT, 1995) e em um tnico Diptera (GREEN, 1980). Neste arranjo, a por¢do distal do
tibulo de Malpighi é intimamente associada ao reto e envolta por uma membrana perinéfrica.
Este sistema é bem desenvolvido em insetos de clima seco e, neles, ttm como principal
fungao otimizar a reabsor¢do de agua presente no reto (GILLOT, 1995).

Em diplépodos, o sistema criptonefridial ja foi relatado na espécie Polyxenus lagurus,
habitante de desertos (SCHLUTLER; SEIFERT, 1985 apud HOPKIN; READ, 1992). Mais
recentemente, Wright e Westh (2006) desenvolveram estudos com esta espécie e descreveram
o primeiro exemplo de absor¢do de vapor d’agua em miridpodos, o qual ocorre através do

sistema criptonefridial.
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Em hemipteros, a camara-filro € uma juncdo entre as extremidades anterior e
posterior do intestino médio com os tibulos de Malpighi (MARSHALL; CHEUNG, 1974). E
delimitada por uma membrana e funciona como um dispositivo para a filtragem de dgua dos
solutos ingeridos (MARSHALL, 1973; CHAPMAN, 1998). Estes insetos se alimentam de
floema ou xilema e, como esses fluidos possuem baixa concentracdo de nutrientes, um grande
volume deve ser ingerido. Entdo, a cAmara-filtro € responsdvel por eliminar rapidamente o
excesso de dgua ingerido ao permitir que ela passe diretamente do intestino ao tibulo de
Malpighi. Assim, o alimento € concentrado e a dilui¢do da hemolinfa é evitada (CHAPMAN,
1998).

Assim como encontrado na camara-filtro e no sistema criptonefridial, os tdbulos de
Malpighi da espécie aqui estudada também se associam intimamente ao trato digestdrio,
porém na regido anterior e ndo na regido do intestino médio ou do intestino posterior como
ocorre nos insetos. Nos resultados aqui encontrados € possivel observar o intestino anterior,
os ductos da glandula salivar e os tibulos de Malpighi envoltos por uma membrana, chamada
de membrana externa do intestino anterior; externamente a essa membrana localiza-se a
por¢ao secretora da glandula salivar.

Provavelmente, a fun¢ao do complexo encontrado em U. atrobrunneus esteja mais
relacionada com a funcio da camara-filtro dos hemipteros do que com a fun¢@o do complexo
criptonefridial. Os individuos da espécie U. atrobrunneus sio encontrados apenas na época
chuvosa do ano (dezembro a marco), principalmente apds longos periodos de chuvas e/ou
umidade. A escassez de dgua ndo representa um problema para a espécie e, portanto, ndao €
necessario reabsorvé-la do trato digestério. Porém, a abundancia de 4gua no habitat onde
vivem pode ser um problema, uma vez que estes animais reviram o substrato. Como este
substrato contém uma alta concentracdo de agua, seria necessério elimind-la, assim como
fazem os hemipteros.

Outra hipétese refere-se a alta atividade metabdlica das glandulas salivares presentes
na regido anterior. Em milipedes, elas tém como fung¢@o auxiliar na lubrificagido do alimento e
na producdo de enzimas (NUNEZ; CRAWFORD, 1977), sendo que a digestdo s6 se inicia
quando o alimento entra em contato com as secregdes liberadas pelos ductos dessas glandulas
(NUNEZ; CRAWFORD, 1976). Como essa regido do corpo do animal apresenta alta
atividade metabdlica devido a producdo de enzimas, uma grande quantidade de residuos é
produzida, fazendo com que seja necessaria a presenca dos tibulos de Malpighi para garantir
que o ambiente dentro das células e desta regido do animal esteja o mais proximo da condi¢ao

Otima e, assim, garantir a homeostase do organismo.
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As outras regides do tibulo entram em contato com os Orgaos presentes na cavidade
do animal. Foram encontrados tibulos intimamente associados a todos os 6rgdos com grande
atividade metabdlica, como corpo gorduroso e gdnadas. Deste modo, o tibulo é capaz de
suprir as necessidades de excre¢@o de todo o organismo.

A andlise da morfologia dos tibulos de Malpighi das diferentes regides do corpo do
animal (regido anterior, regido média, regido de inser¢ao no piloro e regido posterior) revelou
que hd algumas diferencas entre elas. Foi observado que toda a extensdao dos tibulos é
composta por uma Unica camada de células epiteliais. Este foi o padrao encontrado por Miley
(1930) ao estudar a espécie E. erythropygus e é o padrao encontrado nos tibulos dos insetos
(CHAPMAN, 1998).

Os tibulos de U. atrobrunneus podem ser considerados como formado por um epitélio
cubico simples. Em todas as regides, as células estdo apoiadas sobre uma membrana basal, a
qual se apresenta mais desenvolvida na regido de inser¢do com o piloro.

De acordo com Junqueira e Carneiro (2008), a membrana basal é geralmente formada
pela fusdo de duas laminas basais ou de uma lamina basal e uma lamina reticular. Laminas
basais sdo tipicas de tecido epitelial e, sendo assim, também sdo encontradas nos tibulos de
Malpighi de outras espécies de milipedes, como em G. marginata (FARQUASON, 1974c) e
E. erythropygus (MILEY, 1930) e em outros grupos de artropodos, como insetos
(WIGGLESWORTH; SALPETER, 1962; MARSHALL; CHEUNG, 1974, MADDRELL,
1969).

Em U. atrobrunneus a lamina basal é composta por apenas uma camada, como no
himenéptero Formica polyctena (GARAYOA et al., 1992), no diptero Calliphora
erytrocephala (BERRIDGE; OSCHMAN, 1969) e no hemiptero Rhodnius prolixus
(WIGGLESWORTH; SALPETER, 1962), diferentemente do encontrado em outros insetos,
onde é formada por duas camadas, como como no himenéptero Melipona quadrifasciata
(CRUZ-LANDIM, 1998), no coledptero Onymacris plana plana (HANRAHAN;
NICOLSON, 1987) e no ortdptero S gregaria (GARRET et al., 1988).

A membrana basal tem como principal funcdo dar suporte e estabilidade a célula,
podendo agir também como um filtro para moléculas grandes (CIOFFI, 1984). Na regido do
piloro, onde foi observada uma membrana basal bem desenvolvida, a sua principal fun¢ao
deve estar relacionada com um papel estrutural. E nesta regido que ocorre a inser¢io dos
tibulos de Malpighi com o intestino e, assim, a membrana basal pode agir como um refor¢co
para que a inser¢do ocorra de modo eficiente. Nas regides do intestino anterior, médio e

posterior a funcdo da membrana basal deve estar relacionada com a sele¢do de substancias
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para entrada nas células dos tibulos, uma vez que ela estd em contato direto com a hemolinfa
e, dela, deve retirar as substincias a serem excretadas.

Algumas regides do tibulo apresentaram a regido basal das células com coloracdo
menos intensa em relagdo a regido apical, devido a presenga de invaginagdes da membrana
plasmatica na regido basal conforme observado na andlise ultra-estrutural, o que fez com que
esta se corasse menos.

Sjostrand e Rhodin (1953), em estudos ultra-estruturais, foram os primeiros a
descobrir que a superficie basal das células dos tibulos proximais do rim € profundamente
invaginada em dire¢@o ao citoplasma. Segundo Pease (1956) este sistema de invaginagdes €
um artificio para aumentar a 4rea na regido basal da célula, uma vez que a presenca da
membrana basal impediria o desenvolvimento de microvilosidades.

Berkaloff (1960), Wessing (1965) e Taylor (1971a) relataram que, respectivamente,
em Gryllus domesticus, Drosophila sp e Carausius morosus as invaginagdes da membrana
basal das células dos tibulos de Malpighi também estdo relacionadas com o processo de
pinocitose. Porém, Peacock e Anstee (1977), ao estudar o tibulo de Malpighi do ortéptero
Jamaicana flava nao observaram atividade de pinocitose nessa regido. A explicagdo para isso
reside no fato de que as células dos tibulos de G. domesticus, Drosophila sp e C. morosus
absorvem moléculas muito grandes, enquanto que as células de J. flava ndo. Berridge e
Oschman (1969) sugeriram que as invaginagdes sdo responsaveis por criar um gradiente
osmotico na regido basal da célula e, assim, permitir a entrada da dgua por transporte passivo
para dentro da célula.

Algumas regides dos tibulos de Malpighi presentes na regido média do animal
apresentaram nucleos com formato irregular. A forma do nicleo € varidvel e caracteristica de
cada tipo celular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008), sendo que mudancas na sua arquitetura
podem ocorrer durante os processos de desenvolvimento e de diferenciacio (DIAS
CORREIA; DIAS CORREIA, 2011). Segundo Ohshima (2008), morfologia nuclear andmala,
como nucleo com formato irregular ou fragmentado, é frequentemente observado em células
senescentes.

Em algumas regides do tibulo de Malpighi de U. atrobrunneus foi possivel observar
nucleos com indicio de divisdo. Esta caracteristica, juntamente com a presenca de secre¢ao
holdcrina, sugerem que o tibulo da espécie € muito dindmico e estd em renovagdo constante.

Grande quantidade de mitocOndrias foi observada no labirinto basal das células dos

tibulos de Malpighi em U. atrobrunneus. Nas células dos tibulos presentes na regido anterior
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elas eram ligeiramente maiores e em menor quantidade em relacdo as células dos tubulos
presentes na regiao média.

Segundo Kukel e Komnick (1989) e Cruz-Landim (1998) o fluxo de substancias
através da membrana plasmética da regido basal ¢ mediado por transporte ativo, tornando
necessdria a grande quantidade de mitocOndria nesta porcdo a fim de suprir a energia
necessaria aos transportadores de ions.

As jungOes laterais entre células adjacentes dos tibulos de Malpighi podem ser
realizadas por juncdes gap (WALL et al, 1975; DALLAI et al, 1991), desmossomos
O’DONNELL et al., 1985) e jun¢des septadas (GREEN et al., 1980; SKAER et al., 1987;
BEYENBACH et al., 2010).

Em U. atrobrunneus apenas jungdes septadas foram encontradas entre as células
vizinhas. Este tipo de juncdo é encontrada apenas em artropodos. Diferentemente das zonas de
adesdo, que formam uma faixa apenas na regido apical, as juncdes septadas formam uma
continua drea de adesdo, podendo ser encontradas tanto na regido apical quanto na basal. A
necessidade de tal drea de adesdo no epitélio dos artrépodos deve-se a falta ou ao reduzido
suporte de camadas musculares que ocorrem nos invertebrados (CIOFFI, 1984). Bradley
(1985) afirma que as jungdes septadas evitam a passagem de moléculas grandes. Porém, Skaer
et al. (1987) relataram que moléculas relativamente pequenas e mesmo moléculas grandes
podem penetrar vagarosamente no ltimen do tibulo de Malpighi do inseto R. prolixus.

Alberts et al. (2010) afirmam que as células epiteliais sao presas a 1amina basal através
dos hemidesmossomos. De acordo com Berridge e Oschman (1969), as estruturas mais densas
presentes no contato das invaginacdes com a lamina basal nos tibulos de Malpighi de C.
erythrocephala sao hemidesmossomos, como as encontradas em U. atrobrunneus.

O citoplasma das células dos tibulos de Malpighi de U. atrobrunneus nao é rico em
organelas. Reticulo endoplasmatico rugoso foi raramente encontrado. Abundéncia de reticulo
endoplasmadtico liso é comum nas células produtoras de lipidio, fun¢do ndo desempenhada
pelas células dos tibulos de Malpighi da espécie como sugere o observado na analise ultra-
estrutural. Embora o limen dos tibulos de Malpighi evidencie que as células deste 6rgdo
sejam secretoras nao foi encontrado grande quantidade de Golgi, como é o esperado para
células com esta funcao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Na regido posterior ndo foi observado diferenca de coloragdo no citoplasma das
células. Provavelmente, nessa regidao, a absor¢do de moléculas € menor e, por isso, a
membrana plasmatica nao necessita das invaginagdes para aumentar sua superficie. Estudos

ultra-estruturais realizados por Johnson e Riegel (1977a) nos tibulos do milipede G.
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marginata nao conseguiram determinar a fung¢do da regido posterior, porém revelaram que a
regido anterior apresenta uma alta permeabilidade para compostos de alto peso molecular.

Na regido do intestino anterior algumas regides apresentaram células com a regido
apical menos corada. Analisando-se o limen dos tibulos € possivel observar que ele é
preenchido por uma grande quantidade de vesiculas de secrecdo, evidenciando a fungio
secretora dessa regido, como o encontrado por Johnson e Riegel (1977a) no milipede G.
marginata. E possivel, entdo, que a regido apical da célula apresente uma grande quantidade
de vactolos, os quais serdo posteriormente secretados para o limen, fazendo com que ela se
core menos.

Em praticamente toda a extensdo do tibulo foi encontrado bordo em escova, sendo
que em algumas regides ele era mais desenvolvido que em outras. Segundo Junqueira e
Carneiro (2004) o bordo em escova é formado por microvilosidades e pelo glicocélice. Cioffi
(1984) relata a existéncia de dois tipos de microvilosidades, denominadas de tipo I e tipo II
Segundo o autor, o tipo I € tipico do intestino dos vertebrados, onde todas as microvilosidades
possuem o mesmo tamanho, e o tipo II é aquele que ndo possui um padrdo de organizagao
regular, podendo variar de tamanho. Em U. atrobrunneus, a analise ultra-estrutural revelou a
presenca de microvilosidades do tipo II, assim como o encontrado nos tibulos de Malpighi de
insetos (BERREDGE; OSCHMAN, 1969; BRADLEY; SATIR, 1981).

Nos tibulos de Malpighi, a presenca das microvilosidades estd relacionada, sobretudo,
com o transporte de ions para o limem (BRADLEY, 1983), embora haja estudos que relatam
uma possivel reabsorcdo de fluido na regido posterior (MADDRELL, 1969).

Em algumas espécies de insetos as microvilosidades podem apresentar algumas
organelas. Olavarrieta (2000) descreveu a presenca de cisternas do reticulo endoplasmético
liso nas microvilosidades dos tibulos de Malpighi da formiga Solenopsis saevissma e
Hanrahan e Nicolson (1987) relatou sua presencga nas células dos tibulos do coleéptero O.
plana plana; mitocondrias associadas as microvilosidades foram encontradas nos tibulos do
diptero Arachocampa luminosa (GREEN, 1979), do hemiptero R. prolixus (BRADLEY,
1983), do coledptero O. plana plana (HANRAHAN; NICOLSON, 1987), do odonata Aeshna
cyanea (KUKEL; KOMNICK, 1989) e do ortoptero J. flava (PEACOCK; ANSTEE, 1977).
Na espécie aqui estudada ndo foi encontrada nenhuma organela associada a elas, assim como
ocorre no milipede Glomeris marginata JOHNSON; RIEGEL, 1977b).

Em algumas espécies de insetos os tubulos de Malpighi podem ser formados por até
quatro tipos de células. C. erythrocephala (BERRIDGE; OSCHMAN, 1969), Carausius
morosus (TAYLOR, 1971b), J. flava (PEACOCK; ANSTEE, 1977) e Aedes taeniorhynchus
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(SATMARY; BRADLEY, 1984) possuem tubulos com dois tipos de células, as primadrias e as
estreladas, também denominadas tipo I e tipo I, respectivamente.

As células primdrias possuem membrana basal com muitas invagina¢des, membrana
apical com microvilosidades e sdo as mais comuns; as células estreladas sdo caracterizadas
pela presenca de canais extracelulares na membrana basal e auséncia de mitocOndrias nas
microvilosidades e tém fung¢do incerta, apesar de que Martoja (1959) e Taylor (1971b)
sugeriram que ela € responsdvel por secretar mucopolissacarideos e Berridge e Oschman
(1969) sugeriram que podem reabsorver sédio do limem do tibulo.

A mosca Musca domestica (SOHAL et al., 1976) e o diptero Arachnocampa luminosa
(GREEN, 1979) possuem, além dos tipos I e II, outros dois tipos de células, III e IV. O tipo
III possui reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e citoplasma com intimeros corpos
eletrodensos; o tipo IV assemelha-se ao tipo I, exceto pela auséncia de mitocondrias nas
microvilosidades (SOHAL, 1974).

As células encontradas em U. atrobrunneus se assemelham ao tipo IV, uma vez que
possuem muitas invaginagdes na regido basal e auséncia de mitocOndrias nas
microvilosidades. Na andlise ultra-estrutural foi possivel observar que as células presentes nos
tibulos de Malpighi da regido anterior possuem menos microvilosidades em relacio as células
dos tibulos da regido média. Outra diferenga entre elas refere-se as invaginacdes da
membrana basal, uma vez que as células dos tibulos da regido anterior possuem menos
invaginacdes, mas com compartimentos citoplasméaticos maiores e as células dos tibulos da
regido média possuem um maior numero de invaginacdes com compartimentos
citoplasméticos menores.

Hopkin (1989) e Hopkin e Read (1992) relataram a existéncia de granulos de
composi¢do desconhecida nas células dos tibulos de Malpighi de diplépodos. Muitos
pesquisadores ja relataram a existéncia desses granulos nos tibulos de insetos (BERKALOFF,
1960; WIGGLESWORTH; SALPETER, 1962, MELLO; BOZZO, 1969; CRUZ-LANDIM,
2000; DELAKORDA et al., 2009; FERREIRA, 2010). Esses granulos sio esféricos, possuem
laminag¢do concéntrica e conteido mineral (TURBECK, 1974); estao relacionados com a
excrecdo de metais pesados e materiais organicos e inorganicos (HAZELTON et al., 2001).
Hazelton et al. (1988) e Spring e Felgenhauer (1996) observaram a liberagdo destes granulos
no limen do tibulo de insetos, comprovando a sua fun¢do excretora.

A andlise ultra-estrutural dos tibulos de U. atrobrunneus ndo revelou a presenca
destes granulos nas células. Provavelmente, nesta espécie, os tibulos de Malpighi ndo estao

envolvidos no armazenamento de substancias téxicas a serem excretadas. Estes granulos
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podem ser encontrados em outros 6rgaos do animal, como no intestino médio (SOUSA, 2011)
e no corpo gorduroso (BOZZATTO, com. pes.). Portanto, o tibulo de Malpighi de U.
atrobrunneus nao esta relacionado com a excrec¢do de metais.

De acordo com Ruppert et al. (1996), o contetido dos tibulos deriva mais da secrecao
do que da filtracdo, onde a dgua entra passivamente como consequéncia do transporte ativo de
ions. O 4cido drico, formado nos tecidos e eliminado na hemolinfa, é entdo coletado pelas
células dos tdbulos juntamente com aminodcidos e sais. Essas substincias juntas sao
secretadas no interior do limen.

De acordo com Junqueira e Carneiro (2004) ha trés tipos de secre¢do: merdcrina,
holdcrina e apdcrina. Na secre¢cdo merdcrina a célula secreta via exocitose, sem perda de
material celular; na secre¢do holdcrina o produto de secrecdo é eliminado juntamente com
toda a célula, processo que envolve a destruicdo da mesma; a secrecdo apdcrina € um tipo
intermediério, onde o produto de secrecdo é descarregado junto com porgdes do citoplasma.

Analisando o conteddo do limen dos tdbulos, pode-se observar que, em U.
atrobrunneus, ocorre tanto secre¢cdo holdcrina quanto apdcrina. Secre¢do apdcrina ja foi
descrita no limen dos tibulos do inseto Epilachna varivestis por Schliiter et al. (1982) e, em
diplépodos, ja foi relatada no intestino médio por Fontanetti et al. (2001) para espécie P.
setiger, por Fantazzini et al. (2002) para R. padbergi e por Sousa (2011) para U.
atrobrunneus; secre¢ao holdcrina ja foi descrita por Hefner (1929) em alguns diplépodos. Em
U. atrobrunneus, a secre¢ao holdcrina é evidenciada pela presenca de nicleos e material
semelhante ao citoplasma em algumas regides dos tibulos e a secre¢do apdcrina € evidenciada
pelas vesiculas de secre¢do com parte do citoplasma sendo liberado.

Segundo Chapman (1998), o sistema excretor € o responsdvel por manter a
homeostase do organismo. Este processo envolve a manuten¢do do nivel constante de sais,
agua e pressao osmoética na hemolinfa, a eliminacdo de substancias nitrogenadas e de outros
compostos toxicos absorvidos. Sendo assim, é possivel que algumas células estoquem grande
quantidade de material a ser excretado, material toxico tanto para o organismo como um todo
quanto para a cé€lula. Em certo momento, o estoque dessas substancias pode atingir um limite
maximo, no qual as fung¢Oes da célula sejam afetadas, fazendo com que elas sejam
inteiramente eliminadas em dire¢ao ao limen dos tibulos via secre¢do holdcrina.

De acordo com a técnica de azul de bromofenol, pdde-se constatar reagdo positiva ao
longo de todo o tdbulo, porém com variacdo na intensidade da coloracdo nas diferentes
regides dos tubulos e dentro das células. Martinelli (1998) constatou que a reagdo para a

técnica de proteinas totais foi positiva ao longo dos tibulos de operarias de Atta sexdens,



Discussdo 40

apresentando uma pequena variacdo de coloracio entre a regido distal e proximal do tibulo
devido a presenca de granulos mineralizados refringentes na regido distal.

No limen, secrecoes moderadamente positivas e negativas foram encontradas. Nas
regides onde a reacdo foi moderadamente positiva, observa-se que o citoplasma das células
também se corou muito, evidenciando a grande quantidade de material protéico a ser
excretado. Nas regidoes onde o lumen apresentou secrecdes sem contetido protéico, a
coloragdo do citoplasma das células foi menos intensa.

A variacdo de coloracdo dentro das células pode ser explicada, na regido basal, pela
presenca das invaginagdes da membrana e, na regidio mediana/apical, pela presenga de
vesiculas de secre¢do que ndo possuem contetido proteico.

A técnica de PAS revelou presenca de polissacarideos neutros principalmente na
membrana basal, devido a presenca de glicoproteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Diferentemente do encontrado por Martinelli (1998) em A. sexdens e Dimitriadis e
Pirpasopoulou (1992) em Drosophila auraria, onde todo o tibulo apresentou grande
concentragdo de polissacarideos neutros, em U. atrobrunneus presenca deste elemento foi
encontrada apenas em algumas regides dos tibulos e em poucas secre¢des. Provavelmente, o
citoplasma das células destas regides armazena este elemento para posterior excre¢do no
limen. Porém, segundo Hopkin e Read (1992) os tibulos de Malpighi de milipedes t€ém como
principal produto de excre¢ao nitrogénio.

Os resultados para a detec¢ao de célcio revelou que os tibulos de Malpighi da espécie
nao possuem este elemento. Em diplépodos, cédlcio é um elemento muito importante e
encontrado em grande quantidade no corpo gorduroso (FONTANETTI et al., 2004), nos
ovarios (FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 2004) e no tegumento (HOPKIN; READ,
1992).

As células dos tubulos de Malpighi ja foram descritas como sendo armazenadoras de
calcio em espécies de insetos, como em larvas de lepidopteros (CHEUNG; WANG, 1994) e
durante a fase de formagdo da pupa em dipteros (GRODOWITZ; BROCE, 1983).
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VII. Conclusdes

A partir da andlise morfolégica, histoquimica e ultra-estrutural dos tibulos de

Malpighi da espécie U. atrobrunneus, bem como de sua distribui¢io no corpo do animal

pudemos observar que:

O ndmero de tibulos de Malpighi encontrado € dois, padrao para os milipedes
Os tubulos inserem-se no piloro e, a partir dele, dirigem-se a regido anterior do
animal, retornando a regido posterior até a altura do ileo.

Na regido do intestino anterior ele estd intimamente associado ao intestino e
envolto por uma membrana, formando um arranjo que se assemelha ao
complexo caméra-filtro e ao sistema criptonefridial encontrado em alguns
insetos.

Devido aos hébitos da espécie, o complexo encontrado na regido anterior
desempenha uma fun¢do semelhante ao complexo camara-filtro.

Os tubulos de Malpighi sdo compostos, em toda sua extensdo, por um epitélio
simples cuibico apoiado em uma membrana basal.

Na regido do piloro, a membrana basal é mais desenvolvida, auxiliando na
insercao do mesmo com o piloro.

As células possuem labirinto basal extremamente desenvolvido associado a
muitas mitocondrias.

Tanto secrecdo holdcrina quanto apdcrina estdo presentes.

Proteinas totais estdo presentes ao longo de todo o tdibulo e em algumas
secregoes.

Polissacarideos neutros estdo presentes na membrana basal, em algumas
regides do tibulo e em algumas secrecdes.

Célcio ndo foi detectado nos constituintes dos tibulos de Malpighi.
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Figura 1A-G. Distribuicdo do tdbulo de Malpighi no corpo do diplépodo U.
atrobrunneus (A) com os diferentes tipos celulares presentes na regido anterior (B), na
regido média (C e D), regido de insercdo com o piloro (E e F) e regido posterior (G).

be = bordo em escova; i/c = ileo/célon; IA = Intestino Anterior; IM = Intestino Médio;
IP = Intestino Posterior; mb = membrana basal; n = nucleo; p = piloro; r = reto; tM =

tibulo de Malpighi
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Figura 2. Secgdes histoldgicas do tibulo de Malpighi presente na regido anterior de U.
atrobrunneus coradas com hematoxilina/eosina (A, B, C, D, E).

d = ducto das glandulas salivares; ep = epitélio; gs = glandula salivar; ia = intestino anterior; 1
= lumen; mb = membrana basal; me = membrana externa do intestino anterior; mu =
musculatura do intestino anterior; n = nicleo; s = secre¢do; tM = tibulo de Malpighi; cabeca

de seta = bordo em escova.
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Figura 3. Seccdes histologicas do tibulo de Malpighi presente na regido anterior de U.
atrobrunneus submetidas a técnicas de azul de bromofenol (A e B), PAS (C) e von Kossa (D).
ep = epitélio; | = limen; mb = membrana basal; n = nucleo; s = secrecdo; cabeca de seta =

bordo em escova.
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Figura 4. Micrografias eletronicas do tibulo de Malpighi presente na regido anterior de U.

atrobrunneus.

id = interdigitacbes da membrana lateral; Ib = lamina basal; m = mitocOndria; mv =

microvilosidades; n = ndcleo; v = vacuolos; cabeca de seta no detalhe da fig. B

hemidesmossomos; cabeca de seta no detalhe da figura C = reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 5. Secgdes histoldgicas do tibulo de Malpighi presente na regiao média de U.
atrobrunneus coradas com hematoxilina/eosina (A, B, C, D).
ep = epitélio; 1 = ldmen; mb = membrana basal; n = nicleo; ni = nidcleo com morfologia

irregular; s = secrecio; cabega de seta = bordo em escova.
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Figura 6. Secgdes histologicas do tdbulo de Malpighi da regido média da espécie U.

atrobrunneus submetidas as técnicas de azul de bromofenol (A), PAS (B) e von Kossa (C).

ep = epitélio; 1 = limen; mb = membrana basal; ni = nicleo com morfologia irregular; s =

secre¢ao
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Figura 7. Micrografias eletronicas do tibulo de Malpighi presente na regido média da espécie

U. atrobrunneus.

I = limen; 1Ib = lamina basal; m = mitocOndria; mv = microvilosidades; n = ntcleo; s

secrecdo; cabecas de seta em B = hemidesmossomo; cabeca de seta no detalhe da figura D

reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 8. . Micrografias eletronicas do tibulo de Malpighi presente na regido média da
espécie U. atrobrunneus.
1 = limen; js = jun¢do septada; mv = microvilosidades; s = secrecdo; cabecas de seta em A =

ribossomos livres.
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Figura 9. Secgdes histoldgicas do tibulo de Malpighi no local de sua inser¢ao com o intestino
posterior (regidao do piloro) de U. atrobrunneus coradas com hematoxilina/eosina (A, B, C,
D).

ep = epitélio; I = limen; mb = membrana basal; mu = musculatura do piloro; n = nicleo; pi =

piloro; s = secrecdo; tM = tubulo de Malpighi
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Figura 10. Secgdes histologicas do tdbulo de Malpighi no local de sua inser¢do com o
intestino posterior (regido do piloro) de U. atrobrunneus submetidas a técnica de PAS (A),
azul de bromofenol (B) e von Kossa (C).

ep = epitélio; | = limen; mb = membrana basal; s = secrec¢ao;
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Figura 11. Secgdes histologicas do tibulo de Malpighi presente na regido posterior de U.
atrobrunneus coradas com hematoxilina/eosina (A, B, C).

ep = epitélioo 1 = 1lidmen; mb = membrana basal; s = secrecdo.
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Figura 12. Secgdes histoldgicas do tibulo de Malpighi na regido posterior de U.
atrobrunneus submetidas a técnica de azul de bromofenol (A), PAS (B) e von Kossa

(©).

ep = epitélio; 1 = limen; mb = membrana basal; s = secrecdo
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