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RESUMO

RONNAU, Milton, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2013, Transporte de Vitelogenina no Ovario de Himendptera Sociais.
Orientador: José Eduardo Serréo.

Vitelogeninas séo as principais proteinas do vitelo, sintetizadas no corpo
gorduroso, liberadas na hemolinfa e captadas pelos ovécitos em
desenvolvimento onde € convertida em vitelina para ser consumida durante
a embriogénese. No caminho para o ovOcito, a vitelogenina atravessa o
epitélio folicular que envolve o ovécito. Entretanto, os mecanismos pelos
quais essa proteina atravessa a camada de células foliculares ainda séo
pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho foi comparar as rotas no
transporte de vitelogenina para o interior do ovoécito nos Hymenoptera
sociais representados pelas abelhapis mellifera e Melipona
quadrifasciata, pela vesp#ischocyttarus cassununga e pela formiga
Pachycondila curvinodisA constituicdo proteica dos ovarios foi similar
entre as espécies. Algumas proteinas foram identificadas pelo anticorpo
anti-vitelogenina da formig&ctatomma tuberculatumas espécies aqui
estudadas, mostrando a conservacdo de dominios proteicos da vitelogenina
nessas espécies. Nas camaras ovociticas dos foliculos vitelogénicos das
espécies analisadas foi detectada a presenca de vitelogenina no interior das
células foliculares do ovocito e no espaco perivitelinico, indicando uma rota
transcelular até o do espaco perivitelinico. Os filamentos de actina sofrem
reestruturacdo no arranjo em resposta ao transporte de vitelogenina nas
células foliculares dos foliculos vitelogénicos. Jun¢des celulares septadas
ocorrem préximas a regido apical de contato entre as células foliculares da
camara ovocitica dos foliculos vitelogénicos, constituindo uma barreira ao
transito de substancias pelo espaco intercelular. A vitelogenina no interior
das células foliculares ocorre em um sistema reticular membranoso em
ovacitos vitelogénicos. No ovario dos Hymenoptera socias a vitelogenina é

inicialmente transportada pelos espacos intercelulares, que se dilatam pelo
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rearranjo dos filamentos de actina, até a porcdo mediano-apical seguindo,

entdo, uma rota transcelular até o espaco perivitelinico.
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ABSTRACT

RONNAU, Milton, D.Sc., Federal University of Vigcosa, December 2013,
Transport of vitellogenin in the Ovary of Social Hymenoptera. Advisor:
José Eduardo Serréo.

Vitellogenins are the major proteins of the yolk, synthesized in the fat body,
released into the haemolymph and absorbed by the developing oocytes,
where they are converted into yolk to be consumed during embryogenesis.
The circulating vitellogenin should cross the follicular epithelium barrier
surrounding the oocyte. However, the mechanisms by which this protein
cross the layer of follicle cells are still poorly understood. The objective of
this study was to compare the routes for vitellogenin transport from the
haemolymph to the oocyte in social Hymenoptera represented byApises
mellifera andMelipona quadrifasciatawasp Mischocyttarus cassununga
and antPachycondila curvinodisThe protein contents of the ovaries were
similar among species. Some proteins cross-react with antivitellogenin
antibody against the alictatomma tuberculaturshowing that the species
studied had conserved domains in the vitellogenin. In the oocyte chambers
of vitellogenic follicles were detected vitellogenin into the follicular cell,
oocyte in and the perivitelline space, indicating a transcellular route of the
vitellogenin from haemolymph to the perivitelline space in all studied
specie. Actin cytoskeleton undergoes restructuring arrangement in response
to the transport of the vitellogenin in the follicular cells of vitelogenic
follicles. Septate junctions occur in the apical region of follicular cell-cell
contact of vitellogenic follicles, resulting in a barrier to the movement of
substances in the intercellular space. The vitellogenin within the follicular
cells occurs in a membranous reticular system in vitellogenic oocytes. In the
ovary of social Himenoptera, vitellogenin is initially carried in the
intercellular spaces, which enlarge due to the rearrangement of actin
filaments until the median apical portion then, the yolk precursor followis a

transcellular route to the previtelline space.



1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

A eusocialidade ¢é definida por trés critérios, sendo eles: a
sobreposicdo de geracdes, divisdo de trabalho e cuidado com a prole. Na
sobreposicdo de geracdo membros relativamente estéreis (operarias),
trabalham em beneficio de membros especializados na reproduc¢éo (rainhas),
ajudando a cuidar da prole, permanecendo no ninho para tratar de irmas e
irmaos mesmo depois de adultos como nos insetos Hymenoptera (formigas,
abelhas e vespas) e Isoptera (cupins) eusociais (Wilson, 1971). Em insetos
considerados verdadeiramente eusociais como as abelhas, rainhas e
operéarias diferenciam-se morfologicamente e possuem uma divisdo de
trabalho sofisticada, As colbnias geralmente sdo grandes com um sistema de
comunicacdo complexo e uma estrutura de ninho bem elaborada (Bourke,
1999). onde as operarias de abelhas sofrem uma progresséo caracteristica no
desempenho de suas atividades, inicialmente trabalhando como nutridoras, e
depois na coleta de néctar e pdolen. Esta mudanca de comportamento €
acompanhada pelo aumento da taxa de horménio juvenil e uma diminuicao
do nivel da vitelogenina (Bloch et al, 2002; Amdam e Ombholt., 2003).

Em abelhas sem ferrdo, operarias podem participar na atividade de
postura, mesmo com rainhas fisiogastricas no ninho,(Sakagami et al.,1963;
Sakagami e Zucchi, 1963) EBcaptotrigona postica operarias produzem
ovos tréficos inférteis, que servem para alimentar a rainha bem como ovos
férteis que dardo origem a machos (Sakagami e Zuchi, 1963; Beig, 1972)
Operérias deFriesella schrottkyi estabelecem uma propor¢cdo de ovos
reprodutivos, mas ndo ovos tréficos (Imperatriz Fonseca e Kleinert, 1998).
Em operarias dérieseomelita varia os ovarios entram em degeneracdo em
um processo de morte celular programada antes de emergir o adulto (Boleli
et al., 1999) de maneira que estas operarias ndo realizam postura, mas
produzem vitelogenina durante toda sua vida, sugerindo participacdo da
vitelogenina em processos fisiolégicos néo relacionados a reproducéo
(Dallacqua et al., 2007).

Em vespas primitivamente eusociais e em rainhas de formigas
Ponerini, a agressao fisica (comportamento de dominancia) € o mecanismo

pelo qual as rainhas estabelecem e mantém o monopdlio reprodutivo em



suas colbnias, sendo que no caso de morte da rainha ela é substituida por
uma de suas operarias (Pardi, 1948; Gamboa et al., 1990; Réseler, 1991,
Liebig et al., 1999; 1999; Kardile e Gadagkar, 2002).

Em varias espécies de formigas, as operarias retém a capacidade de
ativacdo do ovério, produzindo ovos nao fertilizados e morfologicamente
diferentes dos ovos férteis denominados ovos troficos, utlizados na
alimentacdo das larvas e das castas reprodutivas (Holldobler e Wilson,
1990; Fénéron e Billen, 1996Gobin et al., 1998; Dietemann e Peeters,
2000).

O sistema reprodutor feminino dos insetos consiste em um par de
ovarios interligados por um par de ovidutos laterais a um oviduto comum
(Snodgrass, 1935; Chapman, 1998). Os dois ovarios se localizam latero-
dorsalmente ao tubo digestivo, enquanto os ovidutos laterais e oviduto
comum sdo ventrais (Snodgrass, 1935). O ovario nos insetos esta dividido
em unidades funcionais denominados ovariolos, tendo variacbes quanto ao
modo de vida e posicdo taxonOmica dos insetos (Snodgrass, 1935;
Chapman, 1998).

Os ovariolos prolongam-se para a regido antero-dorsal, onde se
prendem, conjuntamente, a um mesmo ponto do exoesqueleto, enquanto a
base dos ovarios e os ovidutos laterais dirigem-se para a regiao ventral, onde
se ligam ao oviduto comum, ventral ao tubo digestivo (Snodgrass, 1935).

Nos insetos, 0s ovariolos sao classificados em dois tipos: panoistico
quando ndo apresentam células nutridoras e meroistico, quando existem
células nutridoras (Snodgrass, 1935; Buning, 1994). Esse ultimo tipo pode
ser subdividido em dois outros, conforme a disposicao das células nutridoras
nos ovariolos: telotréfico, com as células nutridoras restritas ao apice do
ovariolo formando o trofario e politréfico, com as células nutridoras
acompanhando os ovacitos ao longo do ovariolo (Chapman, 1998).

Ovariolo meroistico politréfico esta presente em Hymenoptera e em
outros insetos holometabolos, exceto alguns Coleoptera e Siphonatera que
apresentam ovariolos telotroficos (Snodgrass, 1935).

O ovariolo meroistico politréfico pode ser dividido nas seguintes
porcdes: filamento terminal, composto por tecido conectivo oriundo de cada
porgéo distal dos ovariolos; germario, por¢cdo onde se encontram as células
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primordiais ou ovogonias; e vitelario, porcdo do ovariolo relativamente
extensa, que se caracteriza pela presenca de foliculos formados pela camara
trofocitaria e camara ovocitica recoberta por células foliculares (Snodgrass,
1935)

No vitelario ocorre o amadurecimento relativamente lento do ovocito
pelo acumulo de material citoplasmatico produzido pelas células nutridoras
denominado pré-vitelogénese, sendo seguido por um periodo de rapida
deposicao de vitelo, ou vitelogénese, que ocorre principalmente no ovocito
terminal de cada ovariolo e leva a producdo de ovécitos completamente
maduros (Gullan e Cranston, 2005).

A vitelogénese envolve a producédo dipoglicolipoproteinas
especificas, vitelogeninassintetizadas em grande escala no corpo
gorduroso, liberadas na hemolinfa e captadas pelos ovdcitos, onde sao
armazenadas na forma de vitelinas que sao as principais fontes de nutrientes
para o embrido (Engelmann, 1979; Raikhel e Dhadialla, 1992; Tufail e
Takeda, 2008).

As vitelogeninas também atuam como desencadeadores da cadeia de
sinalizadores enddcrinos, geralmente ativada por fatores ambientais
especificos que, em ultima analise, regulam a biossintese de proteinas (Yin
et al., 1990).

Em Hymenoptera sociais, a regulagdo da fertilidade geralmente é
considerada sob o paradigma do controle hormonal, onde o horménio
juvenil e ecdisteroides atuam como indutores da sintese e absorcdo de
vitelogenina (Raikhel et al., 2005).

A vitelogenina tem sido usada como um parametro para avaliar a
fertilidade das fémeas de insetos. Na abgélbia mellifera a vitelogenina é
encontrada na hemolinfa de rainhas um pouco antes delas emergirem,
permanecendo ao longo de sua vida, enquanto operarias nutridoras
apresentam pequena quantidade de vitelogenina na hemolinfa (Engels et al.,
1990; Barchuk et al., 2002). A vitelogenina pode também ser encontrada na
hemolinfa de machos (Trenczek et al., 1989; Barchuk et al., 2002) e ser
produzida em outros orgaos, tais como as glandulas hipofaringeas em
mellifera (Seehuus et al., 2007) e ovarios em alguns Diptera (Raikhel e
Dhadialla, 1992).



A absor¢cdo de vitelogenina pelo ovécito, durante a vitelogénese
ocorre via endocitose mediada por receptores da membrana (VgRs) e por
receptores de proteinas de baixa densidade (LDLR) (low-density lipoprotein
receptor) (Raikhel e Dhadialla, 1992; Sappington e Raikhel, 1998; Van
Antwerpen et al., 2005). As VgRs em insetos sdo membros da superfamilia
de genes de LDLR (Yamamoto et al., 1984), que € protétipo de uma classe
inteira de receptores de proteinas transmembrana (Willnow, 1999).

No caminho para o ovocito, a vitelogenina passa pelo epitélio
folicular que envolve o ovdcito. Entretanto, os mecanismos pelos quais essa
proteina atravessa a camada de células foliculares permanecem pouco
conhecidos. Em alguns insetos aparecem espacos entre as células foliculares
(paténcia) durante a vitelogénese, sugerindo a ocorréncia de rota paracelular
para o transporte de vitelogenina até a superficie do ovocito, (Anderson e
Telfer, 1970; Huebner e Anderson, 1972; Bast e Telfer, 1976; Abu Hakima
e Davery, 1977; Rubesnstein, 1979; Telfer et al., 1982; Davery et al., 1993).
Em A. mellifera ha ocorréncia de minasculos canais entre as células
foliculares, sugerindo um efetivo mecanismo de transporte de vitelogenina
para 0 espaco perivitelinico, localizado entre as células foliculares e o
ovocito (Engels, 1973). Acumulo deste material no espaco perivitelinico
parece ser uma peculiaridade das abelhas, que facilita a absor¢cdo mais
rapida de grandes quantidades de vitelogenina pelo ovécito (Cruz-Landim et
al., no prelo), ndo estando esclarecido se a vitelogenina é transportada até a
superficie dos ovocitos apenas pelo espaco intercelular, ou se ocorre
transporte transcelular, pois a vitelogenina foi encontrada em granulos
proteicos no citoplasma das células foliculares (Fleig, 1995). No entanto,
ainda ndo esta claro se as células foliculares sintetizam vitelogenina, como
ocorre emDrosophila melanogaste(Brerman et al., 1982), ou se esta
proteina é capturada da hemolinfa. Seehuus et al. (2007) reportaram o
acumulo de vitelogenina no espaco perivitelinicidenellifera, sugerindo
gue pode ocorrer o transporte por ambas as rotas trans e paracelular.

Embora haja alguns estudos sobre o transporte de vitelogenina para
0s ovocitos da abelh@. mellifera ndo ha relatos sobre este evento
fisiologico nas abelhas sem ferrdo altamente eusociais, nas formigas

Ponerinae e nas vespas Polistinae primitivamente eusociais.



2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo investigar se o transporte de
vitelogenina no foliculo ovariano até o espaco perivitelinico ocorre por
mecanismos paracelular ou transcelular em Hymenoptera sociais,

contribuindo para a compreenséo da fisiologia reprodutiva destes insetos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo dos ovarios

Fémeas em ovoposicédo da vespiachocyttarus cassunungg das
abelhasApis mellifera eMelipona quadrifasciata, foram obtidas no apiario
da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Rainhas da formiga
Pachycondyla curvinodis foram obtidas de col6nias mantidas no
Departamento de Biologia Geral da UFV.

As rainhas foram crio-anestesiadas’€@urante 5 min e os ovarios
dissecados sob estereomicroscopio em presenca de NaCl 125 mM, mais

inibidor de protease.

3.2. SDS-PAGE

Os ovarios foram macerados em presenca de NaCl 125 mM,
centrifugados a 9300g por 10 min, seguido de coleta do sobrenadante,
sendo a quantidade de proteinas totais neste extrato determinado pelo
método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padrao.
As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a
10% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). As
amostras contendo 30 pg de proteinas foram diluidas 1:2 (v/v) em tampéao
de amostra (5% p/v SDS; 0,126 M Tris HCI pH 6,8; 12,5% (v/v) glicerol;
0,004% (p/v) azul de bromofenol e 10% (vB#Anercaptoetanol), fervidas
por quatro min e aplicadas no gel.

A separacéao das proteinas foi feita com voltagem constante de 180 V
por 30 min. O gel foi corado com solucdo de azul de Comassie e a massa
molecular das proteinas foi calculada com base no padrdo de massa

molecular (Promega).

3.3. Western blotting

Amostras de ovarios macerados foram submetidas a SDS-PAGE
conforme metodologia anterior, em seguida o gel foi incubado por 20 min

em tampéao de transferéncia (Tris-base 0,58% (p/v); glicina 0,28% (v/v);



SDS 0,037% (v/v) e metanol 20% (v/v), seguido da transferéncia das
proteinas para membrana de nitrocelulose em voltagem constante de 200V
por 16 h & 4°C. Apés a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi
incubada com tampéo TBS 0,1 M, pH 8,0, contendo Tween 20 a 0,1% (v/v)
(TBST) mais 5% (p/v) de leite em p6 desnatado por 1 h em temperatura
ambiente, seguido de duas lavagens em TBST sob agitacdo e incubadas por
16 h com anticorpo primario anti-vitelogenina na diluicdo de 1:500. A
membrana foi novamente lavada em TBST e incubada com anticorpo
secundario anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase 1:500 em TBST
por 2 h em temperatura ambiente, seguida de nova lavagem em TBS e
revelada com solucdo diaminobenzidina (DABM), sendo a reacado
interrompida com agua destilada e a membrana seca ao ar.

O anticorpo anti-vitelogenina foi obtido em coelhos contra

vitelogenina da formig&ctatomma tuberculaturffzevedo et al., 2011).

3.4. Imunofluorescéncia

ApOs a dissecagdo, os ovarios tiveram a bainha peritonial dos
ovariolos removida com auxilio de pingas e foram transferidos para solucao
fixadora de paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato de sodio 0,1 M, pH
7,2 (PBS) por 3 h a &, seguindo-se 6 lavagens de 10 min cada com PBS
contendo Triton X-100 a 0,3% (PBST). Em seguida, as amostras foram pré-
incubadas em soro normal de coelho a 2% em PBST 0,3% por 2 h em
temperatura ambiente, submetidas a 6 lavagens em PBST , sendo cada
lavagem de 10 min seguindo-se incubacdo por 3 dia8Caein anticorpo
primario anti-vitelogenina 1:500 em PBST/BSA. Em seguida as amostras
foram lavadas 6 vezes em PBST sendo 10 min cada lavagem. As amostras
foram incubadas em anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) 1:500 em PBST por 60 h no
escuro, em seguida passaram novamente por 6 lavagens de 10 min cada em
PBST, incubadas em RNAse 1:50 em PBST por 40 min no escuro e sob
agitacdo. As amostras foram em seguida transferidas para iodeto de propidio
5 ug/mL por 5 min e lavadas novamente em PBST por 2 h sob agitacdo

trocando-se o PBST a cada 10 min. Os ovarios foram montados com



sacarose 50% e visualizados em microscépio de fluorescéncia confocal a
laser Zeiss 510 Meta no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da
UFV.

3.5. Deteccao de actina

Apés a dissecacdo, os ovérios foram transferidos para solucéo
fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 30 min. Em seguida foram
lavados 3 vezes em PBST sendo cada lavagem de 10 min. Em seguida os
ovarios foram incubados no escuro em faloidina conjugada com rodamina
1:100 em PBST por 30 min, lavadas novamente 3 vezes em PBST sendo
cada lavagem de 10 min. As amostras foram montadas com sacarose 50% e
visualizadas em microscépio de fluorescéncia confocal a laser Zeiss 510
Meta no NMM.

3.6. Microscopia Eletronica de Transmissao

Os ovarios foram dissecados e em seguida fixados em glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 por 30 min. A seguir 0s
ovariolos foram seccionados em suas por¢cBes pré-vitelogénicos
caracterizada pela presenca de camara nutridora maior que a camara
ovocitica, e vitelogénica caracterizada por camara ovocitica mais
desenvolvida que a camara nutridora. Entdo as amostras foram lavadas no
mesmo tampao por duas vezes, sendo cada lavagem de 10 min, ap0s as
lavagens foram pés-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampéao,
lavadas novamente no tampéo, desidratadas em etanol 70% e embebidas em
resina LR White e etanol 70% (2:1) por 1 h e em resina pura por mais 1 h.
Posteriormente os ovarios foram embebidos em resina pura por 16 h em
temperatura ambiente, seguindo polimerizacdo em cpsulas de gelatina a 60
°C por 24 h.

Seccdes ultrafinas (60 a 90 nm de espessura) foram contrastadas em
acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a 1% e observadas em

microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM 109 no NMM.



3.7. Imunocitoquimica

Para localizar a vitelogenina em nivel celular, os ovarios foram
dissecados e transferidos para glutaraldeido 0,1%, paraformaldeido 4% em
tampéao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) por 30 min e divididos em suas
porcdes pré-vitelogénicas e vitelogénicas.

A sequir, os ovarios foram lavados com tampéo cacodilato de sodio
e desidratados em etanol 70% duas vezes por 30 min cada. Em seguida, 0s
ovarios foram embebidos em solucédo de resina LR White e etanol 70% (2:1)
por 1 h e em resina pura por mais 1 h. Posteriormente os ovarios foram
embebidos em resina pura por 16 h em temperatura ambiente, seguindo
polimerizacdo em capsulas de gelatina &Bpor 24 h.

Seccdes ultrafinas dos ovarios foram obtidas em ultramicrétomo
com navalhas de diamante, e transferidas para grades de niquel. As amostras
foram lavadas em agua destiladas duas vezes, 5 min cada, em seguida foram
lavadas com TBS + 1% BSA + 0,05% NaNH 7,2) por 5 min. A seguir as
amostras foram transferidas para soro normal de coelho 1:30 em TBS + 1%
BSA + 0,05% NaN por 30 min a £C. Em seguida as amostras foram
incubadas com anticorpo primario anti-vitelogenina 1:500 em TBS + 1%
BSA + 0,05% NaNdurante 16 h a 4C.

Apos 16 h as seccdes foram lavadas em TBS + 1% BSA + 0,05%
NaN; 4 vezes sob agitacdo sendo cada lavagem de 10 min, em seguida mais
uma lavagem em TBS + 1% BSA + 0,05% NgNH 8,2) por 30 min.
Posteriormente as seccbes de ovarios foram incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG de coelho conjugado com ouro coloidal 15 nm 1:30 em
TBS + 1% BSA + 0,05% NaiNpH 8,2) 1 h sob agitacdo. Entdo as amostras
foram lavadas em TBS + 1% BSA + 0,05% N&bdH 7,2) quatro vezes sob
agitacao por 10 min cada, lavadas em TBS + 0,1% de Tween 20 por 3 min
sob agitacdo por quatro vezes, mais trés lavagens em agua ultrapura por 2
min cada e sob agitacao.

ApOs a etapa anterior as amostras foram contrastadas por 10 min
com acetato de uranila aquosa a 1% e citrato de chumbo (Reynolds, 1963)
por 5 min e analisadas em microscoépio eletrénico de transmissao Zeiss EM
109 no NMM.



4. RESULTADOS
4.1. SDS-PAGE e Western Blotting

Os extratos proteicos dos ovarios dA. mellifera, M.
quadrifasciatadae, M. cassunungasubmetidos a eletroforese em SDS-
PAGE apresentaram diferencas em seu padrdao de bandas, enquanto em
P.curvinodisocorreram poucas bandas proteicas (Fig 1).

O Western blotting mostrou reacao positiva para o anticorpo anti-
vitelogenina dekE. tuberculatunem todas as espécies analisadas. Dentre as
espécies analisadas, a Vvitelogenina apresentou diferentes massas
moleculares entre as espécies (Fig 2). Na fornHgaurvinodis foram
encontradas sete bandas positivas para vitelogenina variando de 48 kDa a
129 kDa, sendo maior expressdo da proteina 48 kDa que se apresenta
ausente nos outros organismos estudados. AEnmellifera as bandas
positivas para vitelogenina variaram de 21 kDa a 125 kDaMem
quadrifasciatada, a variagdo foi de 37 kDa a 125 kDa, e na vikpa

cassununga a variacao foi de 52 kDa a 123 kDa.
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Figura 1. SDS-PAGE mostrando o perfil proteico dos ovariosAqes
mellifera (A), Melipona quadrifasciata(M), Mischocyttarus cassununga
(V), Pachycondyla.curvinodi@). Marcador de massa molecular (MM) em
kDa.

Figura 2. Western blotting evidenciando proteinas positivas para com
anticorpo anti-vitelogenina em extratos de ovarios (seRejhycondyla
curvinodis (F). AbelhasApis mellifera (A),Melipona quadrifasciatgdM),
Mischocyttarus cassununga (Mylarcador de massa molecular (MM) em
kDa.
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4.2. Apisméllifera
4.2.1. Imunofluorescéncia

A parede das camaras ovociticas vitelogénicadA denellifera &
formada por uma camada Unica de células foliculares cubicas, com acumulo
de vitelogenina no interior destas células (Fig. 3A).

A organizacao dos filamentos detina no foliculo pré-vitelogénico
deA. mellifera mostrou que a regido basal das células foliculares apresentou
arranjo irregular de actina, com auséncia dos mesmos em alguns pontos,
enquanto nas regides laterais estes filamentos estdo presentes ao longo de
toda a extensdo da célula, assim como na superficie apical (Fig. 3B).

Na regido basal das células foliculares do foliculo vitelogénico os
filamentos de actina apresentaram o mesmo padrédo de distribuicdo daquele
encontrado no foliculo pré-vitelogénico, enquanto nas regides laterais
ocorreram pontos de interrupgao dos filamentos de actina (Fig. 3 C). Na
regido apical das células foliculares ocorreu um aumento na quantidade dos

filamentos de actina com curtas projecdes em direcao ao ovacito (Fig. 3C).
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Figura 3. Microscopia confocalla camara ovocitica do foliculo ovariano de
Apis mellifera.A) Foliculo vitelogénico mostrando presenca de vitelogenina
nas células foliculares (CF) e no interior do ovécito (OV). N- Nucleo das
células folicularesB) - Distribuicdo de filamentos de actina nas células
foliculares (CF) de foliculo pré-vitelogénico mostrando interrupcéao
(asteriscos) na porcao basal e distribuicdo continua na regiao apical (seta).
C) - Distribuicdo de filamentos de actina nas células foliculares (CF) do
foliculo vitelogénico mostrando interrupcées na regido basal (asteriscos) e
nas regioes laterais (setas). Notar alta ocorréncia de filamentos de actina no
apice com projecdes em direcdo ao ovocito (OV).
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4.2.2. Ultraestrutura

Nos foliculos vitelogénicos do ovario de mellifera as camaras
ovociticas sdo formadas por uma camada Unica de células foliculares
cubicas seguida de uma fina bainha peritonial envolvendo o ovacito (Fig.
4A, E).

Durante a vitelogénese as células foliculares em sua regido apical
apresentaram curtas projecdes formando estreitos labirintos na regido
perivitelinica com acumulo de material elétron-denso (Fig. 4A, B, C). A
regido basal destas células, apresentaram longas e estreitas invaginacfes da
membrana basal (Fig. 4E, F), nacleo mediano rico em cromatina
descondensada e com nucléolo evidente (Fig. 4A, B, E), com citoplasma
perinuclear contendo mitocondrias as quais estdo também no citoplasma
apical (Fig. 4B, D).

As células foliculares sdo mantidas unidas lateralmente por juncdes
septadas (Fig. 4C, D) que se distribuiram da regido apical a basal. No
interior do ovaécito ocorreram granulos elétron-densos (Fig. 4A, B, C).

Em algumas regifes da camara ovocitica ocorreram dobras basais do
epitélio folicular aumentando o espaco entre a base do epitélio e a bainha
peritonial, com acumulo de material com aspecto floculento em seu interior
(Fig. 4E, F)

4.2.3. Imunocitoquimica

A imunolocalizacdo de vitelogenina mostrou a presenca desta
proteina na regido apical das células foliculares no espaco perivitelinico e no
interior do ovacito (Fig. 5A). No citoplasma apical das células foliculares a
vitelogenina foi localizada no interior de um sistema reticular membranoso
(Fig. 5B). Este sistema reticular contendo vitelogenina também estava
presente nas regides laterais de células adjacentes que apresentam paténcia
(Fig. 5C), porém ndo foi evidenciada a presenca desta proteina nos curtos e
estreitos espacos intercelulares das células em paténcia, mantidos por

juncdes septadas (Fig. 5C).
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Figura 4. Micrografia eletronica de transmissdo da camara ovocitica de
foliculo vitelogénico do ovario dapis mellifera.A) Aspecto geral de célula
folicular cubica mostrando ndcleo (N) mediano com cromatina
descondensada e nucléolo (Nu) e espaco perivitelinico (EPV). Notar granulo
elétron-denso (GR) no ovécito (OVB) Regidao apical das células
foliculares mostrando a presenca de mitocondrias (M) e de projecdes da
membrana plasmatica apical formando curtos labirintos (setas) no espaco
perivitelinico (EPV). C) Regido apical das células foliculares (CF)
mostrando juncdes septadas (ponta de seta) proxima ao apice com projecdes
da membrana plasmatica formando labirintos (setas) no espaco periviteliico
(EPV).D) Contato entre as células foliculares mostrando espaco intercelular
estreito entre as juncdes septadas (ponta de $&Btefpitélio folicular
mostrando regides de dobras com aumento de espaco subepitelial
preenchido por material floculento (asteriscé9)Detalhe da regido basal

do epitélio folicular mostrando acumulo de material floculento no espaco
subepitelial (asterisco) e a regido basal da célula folicular com invaginacfes
da membrana plasmatica (). Bainha peritonial (BP).
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Figura 5: Imunolocalizacdo de vitelogenina na cémara ovocitica em
foliculos vitelogénicos deApis mellifera. A) Vitelogenina (seta) no
citoplasma apical das células foliculares (CF), no espaco perivitelinico
(EPV) e no ovocito (OV).B) Citoplasma apical da célula folicular
mostrando o sistema reticular membranoso (SR) contendo vitelogenina
(setas)C) Regiédo lateral de duas células em paténcia mostrando o sistema
reticular membranoso (SR) com vitelogenina (seta) e auséncia desta
proteina no espaco intercelular (ponta de seta).
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4.3. Mélipona quadrifasciata
4.3.1. Imunofluorescéncia

A parede das camaras ovociticas vitelogénicasl.dguadrifasciata
é formada por uma camada Unica de células foliculares cubicas que
apresentaram presenca de vitelogenina no seu interior (Fig. 6A).

O tratamento com faloidina evidenciou que nas células foliculares
pré-vitelogénicas os filamentos de actina apresentam distribuicao
homogénea nas superficies com poucos pontos de interrup¢do na superficie
basal (Fig.6B).

Nos foliculos vitelogénicos ocorrem mais pontos de interrupcdo dos
filamentos de actina na regido basal das células foliculares e aqueles nas
regides laterais parecem desorganizados, com aumento na concentracao

destes filamentos na superficie apical. (Fig. 6C).

4.3.2. Ultraestrutura

Nos foliculos vitelogénicos do ovario tle quadrifasciata as células
foliculares da camera ovocitica possuem nucleo central com cromatina
descondensada e nucléolos evidentes (Fig. 7 A). A regido apical destas
células apresentou citoplasma rico em mitocéndrias que se distribuiram até
a regidao perinuclear (Fig. 7A, B) podendo ocorrer em foliculos
vitelogenicos algumas figuras mielinicas (Fig. 7C).

As regibes de contato celular possuem espacos intercelulares
estreitos com juncfes septadas desde a regido basal até a apical (Fig. 7B, C).
Entre a superficie basal das células foliculares e a bainha peritonial ocorreu
um espaco dilatado preenchido por material finamente granular (Fig. 7B)
No ovécito foi encontrado acumulo de granulos eletron-densos (Fig. 7C).

Uma espessa bainha peritonial envolve o foliculo (Fig. 7A, B).
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Figura 6. Microscopia confocal da camara ovocitica de foliculo ovariano de
Melipona quadrifasciataA) Foliculo vitelogénico mostrando presenca de
vitelogenina nas células foliculares (FC) e no interior do ovdcito (OV). N-
Nucleo das células foliculareB) Distribuicdo de filamentos de actina nas
células foliculares (CF) de foliculo pré-vitelogénico mostrando interrupgdes
(asteriscos) na porcdo basal e distribuicdo continua nas regides laterais e
apical (setas)C) Distribuicdo de filamentos de actina nas células foliculares
(CF) de foliculo vitelogénico mostrando interrupcdo na regido basal
(asteriscos) e aparente desorganizacdo nas regides laterais (setas). Notar
acumulo de filamentos de actina na superficie apical.
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Figura 7. Micrografia eletrbnica de transmissao da camara ovocitica de
foliculo vitelogénico do ovéario deMelipona quadrifasciataA) Célula
folicular mostrando acumulo de mitocondrias (M) no citoplasma apical e
perinuclear, espaco perivitelinico (EPV), ndcleo com cromatina
descondensada (N) e a bainha peritonial (B})Regidao basal da célula
folicular mostrando juncao septada (ponta de seta) com espaco intercelular
estreito, algumas invaginacdes da membrana plasmatica (seta) e acumulo de
material finamente granular (asteriscos) no espaco subepitelial e presenca de
mitocdndrias na regido do citoplasn@. Regido apical da célula folicular
mostrando juncdo septada (ponta de seta) com espaco intercelular estreito e
microvilosidades (MV) no espago perivitelinico (EPV). Bainha peritonial
(BP). Figura mielinica (FM). Granulo (GR).
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4.3.3 Imunocitoquimica

A imunolocalizacdo de vitelogenina mostrou a presenca desta
proteina no citoplasma das células foliculares, no espaco perivitelinico e no
interior do ovocito (Fig. 8A). Nas regides apicais e laterais das células
foliculares, a vitelogenina foi localizada no interior de um sistema reticular

membranoso (Fig. 8A, B).

Figura 8. Imunolocalizacdo de vitelogenina na camara ovocitica em
foliculos vitelogénicos deMelipona. quadrifasciata. A) Vitelogenina
(setas) no interior das células foliculares (CF), no espaco perivitelinico
(EPV) e no ovacito (OV), sistema reticular membranoso (BRR)egido
lateral da célula folicular mostrando vitelogenina no citoplasma (setas) e no
sistema reticular membranoso (SR).
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4.4. Mischochyttarus cassununga
4.4.1. Imunofluorescéncia

Na camara ovocitica dos foliculos vitelogénicos do ovaridvide
cassununga a vitelogenina foi localizada no interior das células foliculares e
do ovécito com acumulo no espaco periovocitico. (Fig 9A).

No foliculo pré-vitelogénico deM. cassunungeos filamentos de
actina estdo presentes nas superficies basal, lateral e apical, com algumas
interrupcdes na regiao basal e distribuicdo uniforme na superficie apical
(Fig. 9B).

No foliculo vitelogénico os filamentos de actina continuam
apresentando regides de interrupcdes sendo que aqueles das regides laterais

nao sdo mais detectados (Fig. 9).

4.4.2 Ultraestrutura

Nos foliculos vitelogénicos do ovério di& cassununga as células
foliculares da camara ovocitica apresentaram nucleo central com cromatina
descondensada e nucléolos evidentes (Fig. 10A). Em algumas regides da
camara ovocitica, células adjacentes mostraram afastamento entre elas nas
porcdes apicais e basais, estando em contato lateral na regido mediana (Fig.
10A). Como resultado desta separacdo ha aumento dos espagos
intercelulares basais e apicais, bem como no espaco perivitelinico, os quais

estdo preenchidos por material de aspecto granular (Fig. 10A).

As regides de contato das células adjacentes apresentaram espacos
intercelulares estreitos estando as células unidas por jungfes septadas
espalhadas ao longo de toda a extensao do contato celular (Fig. 10B, C). No
citoplasma das células foliculares € comum a presenca de mitocondrias e

figuras mielinicas (Fig. 10B, C).
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Figura 9. Microscopia confocal da camara ovocitica de foliculo ovariano de

M. cassununga; A) Foliculos vitelogénicos mostrando presenca de
vitelogenina nas células foliculares (CF) e no interior do ovdcito (OV). N-
Nucleo das células foliculareB) Distribuicdo dos filamentos de actina nas
células foliculares de camara ovocitica pré-vitelogénica nas superficies
apical, lateral com regides de interrupcdo na regido basal (asteriStos).
Distribuicdo de filamentos de actina nas células foliculares (CF) de foliculo
vitelogénico mostrando interrup¢cdes na regido basal (asteriscos) e auséncia
destes nas regides laterais.
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Figura 10. Micrografia eletrbnica de transmissao da camara ovocitica de
foliculo vitelogénico do ovario da vespdischocyttarus cassunungd\)
Aspecto geral das células foliculares (CF) mostrando nucleo (N) com
cromatina descondensada e nucléolo (Nu). Notar regidées de separacao entre
as células no apice e na base do epitélio contendo material granular
(asteriscos) que também esta presente no espacgo perivitelinico EPV).
Regido mediana de contato celular mostrando espaco intercelular estreito
(pontas de setas) com juncdes septadas (setde@do apical de contato
celular de duas células mostrando espaco intercelular estreito (ponta de seta)
e juncdo septada no apice (seta). Bainha peritonial (BP), Ovécito (OV),
mitocondrias (M), figuras mielinicas (FM).
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4.4.3. Imunocitoquimica

A imunolocalizacdo de vitelogenina mostrou a presenca desta
proteina no citoplasma das células foliculares, no espaco perivitelinio e no
interior do ovocito (Fig. 11A), ndo havendo presenca de vitelogenina nos
espacos intercelulares, mesmo quando ha dilatagcbes destes na regido de
contato entre as células (Fig. 11B). Nas regides apicais e basais o citoplasma
apresenta um sistema reticular membranoso contendo marcagcao positiva

para vitelogenina no interior destas (Fig. 11C).
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Figura 11. Imunolocalizacdo de vitelogenina na camara ovocitica em
foliculos vitelogénicos deMischocyttarus cassununga) Vitelogenina
(setas) no interior das células foliculares (CF), no espaco perivitelinico
(EPV) e no ovacito (OV)B) Detalhe do espaco intercelular (ponta de seta)
com algumas regides dilatadas (setas) e auséncia de vitelog&niRegiao

basal da célula folicular mostrando a presenca de vitelogenina (setas) no
interior do sistema reticular (SR).Notar espaco intercelular (ponta de seta)
sem presenca de vitelogenina.
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4.5. Pachycondyla curvinodis
4.5.1. Imunofluorescéncia

A imunolocalizacao de vitelogenina mostrou presenca desta proteina
nas células foliculares e nos ovécitos (Fig. 12A).

O foliculo pré-vitelogénico dé€. curvinodis mostrou organizagao
regular defilamentos deactina na superficie das regifes apical, lateral e a
basal com poucos pontos de interrupgdes nesta ultima (Fig. 12B).

No foliculo vitelogénico ha aumento dos pontos de interrupcdo dos
filamentos de actina na superficie basal e a desorganizacdo destes nas

superficies laterais (Fig. 12C).
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Figura 12. Microscopia confocalla camara ovocitica de foliculo ovariano

de Pachycondyla curvinodie®\) Foliculo vitelogénico mostrando presenca

de vitelogenina nas células foliculares (CF) e no interior do ovocito (OV).

B) Distribuicdo regular dos filamentos de actina nas células foliculares de
foliculo pré-vitelogénico nas superficies apical, lateral (seta) com pouca
interrupcdo na regido basal (asterisd®). Distribuicdo de filamentos de

actina nas células foliculares (CF) de foliculo vitelogénico mostrando
interrupcdes na regido basal (asteriscos), auséncia destes nas regides laterais
(seta).
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4.5.2. Ultraestrutura

As células foliculares da camara ovocitica de foliculos vitelogénicos
de P. curvinodis foram cubicas com nudcleo bem desenvolvido com
predominio de cromatina descondensada e nucléolo evidente. (Fig. 13A). A
superficie apical apresentou microvilosidades curtas. Os espagos
intercelulares mostram-se estreitos, mas em algumas regiées ocorrem
dilatacbes pontuais dos mesmos (Fig. 13A). O citoplasma perinuclear é rico
em mitocondrias e alguns granulos elétron-densos (Fig. 13B) e, no
citoplasma da porcdo basal € comum a presenca de vesiculas elétron-lucidas
(Fig. 13C).

4.5.3. Imunocitoquimica

A imunolocalizacdo de vitelogenina mostrou a presenca desta
proteina no citoplasma das células foliculares, no espaco perivitelinico. No
interior das células foliculares, a vitelogenina esta localizada dispersa no
citoplasma e no interior do sistema reticular membranoso (Fig. 14). Mesmo
naquelas regibes onde ha dilatacbes dos espacos intercelulares, ndo ha

imunolocalizagdo de vitelogenina (Fig. 14).
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Figura 13. Micrografia eletrénica de transmissdo da camara ovocitica de
foliculo vitelogénico do ovario da formigRachycondylacurvinodis A)
Aspecto geral das células foliculares (CF) mostrando nucleo (N) com
cromatina descondensada. Notar células adjacentes com espaco intercelular
estreito (ponta de seta) Citoplasma perinuclear mostrando acumulo de
mitocondria (M) e granulos elétron-densos (GR) proximos ao espago
intercelular (ponta de setd}) Regido basal da célula folicular mostrando a
presenca de vesiculas elétron-lucidas (V) no citoplasma.
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Figura 14. Imunolocalizacdo de vitelogenina na camara ovocitica em
foliculos vitelogénicos da formig&achycondylacurvinodis, mostrando
regido de contato entre duas células foliculares com a presenca de
vitelogenina (setas) no interior do citoplasma e no sistema reticular
membranoso (SR). Notar a auséncia de vitelogenina nos espacos
intercelulares dilatados (IE) e estreito com a presenca de jun¢des septadas
(ponta de seta).
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5. DISCUSSAO

A semelhanca do perfil proteico total mostrado pela eletroforese dos
extratos de ovarios dA. mellifera, M. quadrifasciate M. cassununga
sugerem constituicdo proteica similar entre as espécies, diferindo do perfil
encontrado emP.curvinodis. As proteinas encontradas nos extratos de
ovarios sdo semelhantes em massa molecular a vitelogenina encontrada na
formiga Ectatomma tuberculatumue é de 156 kDa (Azevedo et al., 2011)

e, nas abelhaBlelipona quadrifasciata, 180 kDa (Oliveira et al., 2012), e
Apis mellifera, de 150 kDa (Seehuus et al., 2007).

A presenca de diferentes bandas marcadas pelo anticorpo anti-
vitelogenina deE. tuberculatumnas espécies aqui estudadas mostra a
efichcia deste anticorpo e a conservacdo de dominios proteicos da
vitelogenina entre as espécies a qual este anticorpo se liga. A vitelogenina é
uma proteina que se mostra conservada nos insetos (Chen et al.,, 1997,
Tufail e Takeda, 2008), embora o niumero de genes que a codificam varie
em diferentes espécies, pois em baBddtella germanica (Blattaria) ha um
gene (Comas et al. 2000) e emucophaeanaderae(Blattaria) dois genes
(Tufail e Takeda, 2007), enquanto nos holometabolos, foram identificados
cinco genes em\edesaegipty (Diptera) (Chen et al., 1994), um gene em
Bombyx mori (Lepidoptera) (Yano et al., 1994) e eApis mellifera
(Apidae) (Piulachs et al., 2003) e trés genes $aienopsis invicta
(Formicidae) (Tufail e Takeda, 2008).

O interessante é que ha varias bandas identificadas pelo o anticorpo
anti-vitelogenina em uma mesma espécie, 0 que sugere diferentes
transformacdes pos-traducionais na proteina antes desta entrar nos ovarios.
Segundo Dhadialla e Rainkhel, (1990) vitelogeninas em insetos sao
moléculas grandes de aproximadamente 200 kDa, sintetizadas no corpo
gorduroso em um processo que envolve mudancas estruturais significativas
na proteina permitindo o transporte de carboidratos, lipidios e outros
nutrientes pela hemolinfa até o ovario. A sintese de vitelogenina no corpo
gorduroso ocorre na forma de polipeptidios simples ou multiplos os quais
passam por modificacbes como glicosilacdo, lipidificacéo, fosforilacao,

sulfatacdo e clivagem proteolitica antes de serem liberados na hemolinfa
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como proteinas oligoméricas com massas moleculares que variam de 300 a
600 KDa (Wheeler et al., 1999; Tufail e Takeda, 2008). Esses agregados
proteicos sao posteriormente captados pelos ovocitos via endocitose
mediada por receptores (Tufail e Takeda, 2009) e estocados na forma de
granulos, quando recebem o nome de vitelinas (Raikhel e Dhadialla, 1992;
Giorgi et al., 1999). Assim considerando a organizacdo da vitelogenina em
proteinas oligoméricas na hemolinfa, é possivel sugerir que a ocorréncia de
diferentes bandas reconhecidas pelo anticorpo, possa ser devido a clivagens
deste complexo no interior do ovOcito e/ou desorganizacdo dos mesmos
durante os procedimentos com agentes redutores e desnaturantes para a
realizacdo da eletroforese. Neste sentido, diferentes proteinas reagiram
positivamente para 0s anticorpos anti-vitelogenina testada contra o antigeno
homélogo na formig&. tuberculatunm{(Azevedo et al., 2011) e na abekha
mellifera (Oliveira et al., 2012)

As diferencas das bandas detectadas pelo anticorpo anti-vitelogenina
entre as espécies estudadas sugere diferentes processos pos traducionais que
a vitelogenina sofre nestes diferentes insetos. Estes resultados podem ser
explicados pelas diferentes necessidades fisiologicas de ovoposicdo de cada
inseto. EmA. mellifera o processo de vitelogénese pode ser um processo
bastante rapido uma vez que rainhas desta abelha podem produzir até 2000
ovos por dia (Brunnich, 1922), sendo necessario um transporte
relativamente rapido de vitelogenina para o interior do ovdcito entre as
células foliculares ou pelas células foliculares.

Em todas as camaras ovociticas dos foliculos vitelogénicos das
espécies analisadas por imunofluorescéncia foi observada a presenca de
vitelogenina no interior das célula foliculares, do ovdcito e no espaco
perivitelinico. Segundo Anderson et al (1970), a passagem da vitelogenina
pelo epitélio folicular ocorre por canais entre 0s espacos das células
foliculares durante a vitelogénese em Cecroppia sp (Lepidoptera), sugerindo
a ocorréncia de rota paracelular. Rota paracelular também foi sugerida em
Hyalophora cecropia (Lepidoptera) (Telfer, 1961Rhodnius prolixus
(Hemiptera) (Davery, 1981),ocusta migratoria (Orthoptera) (Lauverjat et
al., 1984) e em mosquitos (Raikhel e Lea, 19%iferessantemente nos
Hymenoptera sociais aqui estudados foi identificada a presenca de
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vitelogenina no interior das células foliculares indicando uma rota
transcelular para vitelogenina até o espaco perivitelinico.

Os diferentes arranjos dos filamentos de actina encontrados entre as
células foliculares dos ovariolos pré-vitelogénicos e vitelogénicos de uma
mesma espécie de Hymenoptera sociais aqui estudadas sugerem a
reestruturacdo dos filamentos de actina em resposta ao transporte de
vitelogenina. Em principio durante a paténcia, o ovOcito passa por
mudancas em seu volume permitindo a abertura de canais entre as células
foliculares para expor a hemolinfa a superficie do ovocito (Huebner e
Injeyan, 1980). A formacao destes espacos esta sob o controle do horménio
juvenil, requerendo um rearranjo do citoesqueleto e aumento no volume da
célula apds o depdsito de vitelogenina em seu interior, onde a regiao basal
age regulando a passagem de vitelogenina para o ovacito (Davery, 2007).
Em todas as espécies de Hymenoptera sociais aqui estudadas os filamentos
de citoesqueleto apresentaram interrupcdes na superficie basal e
desorganizagdo nas laterais das células foliculares da camara ovocitica de
foliculos vitelogénicos o que pode ser devido a ocorréncia de aberturas nos
espacos intercelulares, embora estes ndo sejam caracteristicos de paténcia
como reportada paiR. prolixus(King e Akai, 1982), pois as analises ultra-
estruturais raramente mostram amplos espacos intercelulares nos insetos
aqui estudados.

Projecdes citoplasméticas foram encontradas nas células foliculares
em foliculos vitelogénicos nos Hymenoptera aqui estudados. AEm
mellifera as projecfes encontradas nas células foliculares formam estreitos
labirintos, sugerindo que as células foliculares apresentam a capacidade de
mudanc¢a em sua forma de modo a acompanhar o crescimento e a maturagéo
do ovocito devido ao depdsito de vitelogenina em seu interior.MeEm
quadrifasciata eM. cassununga estas projecdes sao curtas sugerindo uma
menor capacidade de extensao celular, podendo ser levado em consideragéo
a sua baixa capacidade de ovoposicado e pequeno tamanho da colbnia em
comparacdo comA. mellifera. A baixa quantidade de projecdes
citoplasmatica enf. curvinodissugere que a capacidade de extensdo nesta
espécie em relagcdo as anteriores € menor. Durante a vitelogénese as células

foliculares sofrem remodelacdo no citoesqueleto gerando espacos

33



intercelulares entre as células do foliculo permitindo que a vitelogenina
atravesse as células e chegue ao interior do ovécito. (Hubner e Anderson,
1972; Hubner e Injeyan, 1981; Bining, 1994). Deste modo, estas células
sofreriam expansdes mecanicas durante a ovogénese, devido ao depdsito de
vitelogenina no ovécito (Medeiros et al, 2011).

Em A. mellifera e M. cassununga ha presenca de um material
finamente granular entre a bainha peritonial e a base do epitélio folicular
nos foliculos vitelogénicos. Fleig (1995) descreve um acumulo de
substancia de baixa elétrondensidade no espaco perivitelinico das células
foliculares sugerindo que esta substancia seja vitelogenina, e que isto seria
uma peculiaridade enA. mellifera. O material acumulado no espaco
subepitelial descrito acima nos foliculos vitelogénicosfermelliferae M.
cassununga tem aspecto semelhante aquele descrito por Fleig (1995). Como
este material foi encontrado simultaneamente nos espacos subepitelial e
perivitelinico, este pode ser um acumulo de proteinas da hemolinfa para o
ovaocito.

Nas espécies de Hymenoptera sociais aqui estudadas ocorrem
juncdes celulares septadas préoximas as regides basal e apical de contato
entre as células foliculares da camara ovocitica dos foliculos vitelogénicos.
Juncbes septadas sdo conhecidas como barreiras ao transito de substancias,
no qual o material da hemolinfa atravessara a célula podendo sofrer ou nédo
modificagbes (Abdalla e Cruz-Landim, 2004). Segundo Hubner e Injeyan
(1981), juncdes na regido apical sdo essenciais para controlar a
permeabilidade epitelial, suportando a hipotese do transporte transcelular de
vitelogenina através das células foliculares até o ovdcito. Embora, Cruz-
Landim et al., (no prelo) descrevam que solucao de lantanio possa atravessar
0s espacos intercelulares das células folicularesAdemellifera, esta
molécula é pequena em comparac¢ao com oligopeptideos de vitelogenina que
circulam na hemolinfa dos insetos (Wheeler et al., 1999, Tufail e Takeda,
2008).

Em A. mellifera,M. cassununga, M. quadrifasciata e P.curvinaglis
imunolocalizacdo mostrou a presenca de vitelogenina no interior das células
foliculares. EmR.prolixustem sido reportado que as células foliculares
podem participar da sintese de vitelogenina (Melo et al., 2000), porém este
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nao parece ser o caso no Hymenoptera sociais aqui estudados, pois as
células foliculares ndo apresentaram caracteristicas de células secretoras de
grande quantidade de proteinas, como reticulo endoplasmatico rugoso bem
desenvolvido e granulos de secrecao (Alberts et al., 2010)

Nos insetos aqui estudados a imunolocalizagao de vitelogenina
mostra que esta proteina € encontrada no interior de um sistema reticular
membranoso nas células foliculares das camaras ovociticas em ovariolos
vitelogénicos. Assumindo que as células foliculares das abelhas, vespas e
formigas néo realizam a sintese de vitelogenina e que as jungbes septadas
impedem o transporte paracelular desta proteina da hemolinfa até o espaco
perivitelinico, pode ser sugerido que o sistema reticular presente nas células
foliculares auxilie no transporte intracelular da vitelogenina. Secrecao de
compostos envolvendo componentes membranosos celulares tem sido
frequentemente reportado nas glandulas salivares de mamiferos (Dix et al.,
2013; Ikarashi et al., 2013).

Embora o modelo abaixo seja hipotético, pode ser sugerido que
durante a vitelogénese ocorram mudancas nos filamentos de actina que
resultem nas separacdes das células foliculares com a formacdo de espacos
intercelulares amplos na por¢cdo mediana nas regides basal a apical, porém
com a manutencdo de espacos intercelulares estreitos na por¢cdo mediana do
epitélio, devido a jun¢cbes septadas que sdo impermeaveis a vitelogenina.
Assim, a vitelogenina seria transportada por uma rota paracelular da
hemocele até a porcdo mediana do epitélio, a partir de onde seguiria uma
rota transcelular até o espaco intercelular dilatado na regido apical, como um

atalho para o rapido transporte de grande quantidade de vitelogenina.

6. CONCLUSAO

Os dados aqui obtidos permitem concluir que o transporte de
vitelogenina no ovario dos Hymenoptera sociais ocorre inicialmente por
uma rota paracelular até a porcdo mediano-apical do epitélio, seguindo

entdo uma rota transcelular.
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