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INTRODUCAO



Introducao

A ESPERMATECA E SUAS GLANDULAS EM RAINHAS DE
ABELHAS DO GENERO Apis

Em rainhas de Apis, a espermateca é uma estrutura esférica, em forma
de bolsa (cerca de 1mm de didmetro), localizada acima da cimara genital e do
oviduto médio. E um anexo do trato genital com um par de glindulas associadas, e
encontra-se recoberta por uma ampla rede de traquéias, que estdo dispostas sob a
membrana basal do epitélio . A espermateca tem papel no armazenamento dos
espermatozoides durante toda a vida da rainha. O epitélio da parede da espermateca
¢ simples, e composto por c€lulas aproximadamente cilindricas, aparentemente nio
secretoras (CAMARGO & MELLO,1970; CAMARGO,1972; DALLAI,1975).

VERMA (1974) afirma existir trocas ativas de gases e materiais entre
gspermateca ¢ hemolinfa, o que auxiliaria na manutengio dos espermatozdides
armazenados. As traquéias da espermateca previnem o super-aquecimento e,
consequentemente, a perda da viabilidade dos espermatozdides armazenados
(JOHANSSON & JOHANSSON, 1979).

A andlise de agicares na espermateca de rainhas virgens e fecundadas
tem demonstrado a presencga de glicose, trealose e frutose. Contudo, a concentragio
destes compostos no tluido espermético € menor do que na hemolinfa (ALUMOT et
al.,1969). A alta atividade de trealose na espermateca sugere a possibilidade das
glindulas da espermateca converterem glicose a trealose, o que poderia ser utilizado
como recurso energético pelos espermatozdides (VERMA, 1974).

As células do epitélio da espermateca aumentam de tamanho com a
idade, indicando que rainhas recém-emergidas necessitam passar por maturagio e
diferenciac¢io antes de se tornarem reprodutivamente funcionais (VERMA,1974).

As glandulas da espermateca sdo constituidas por um par de unidades
longas ¢ convolutas. Localizam-se sobre a porg¢io dntero-lateral da espermateca, sob
a rede de traquéias. Estas glindulas unem-se por um ducto comum, o qual
desemboca na regido mediana, dntero-ventral da espermateca. Misculos circulares ¢
longitudinais, denominados de bomba de espermas (BRESSLAU,1905,
in:CAMARGO & MELLO, 1970), cobrem a base do ducto comum.
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Estas glindulas possuem um epitélio secretor e, junto a luz do 6rgio,
uma camada denominada intima. Em rainhas virgens, o citoplasma das células
epiteliais é basofilico com niicleos grandes e esféricos, basalmente localizados, com
varios pequenos grinulos de cromatina condensada. Em rainhas fecundadas, as
células dessas glindulas entram em processo de sintese e seu produto é acumulado
em grandes vacdolos em sua por¢do apical. Os niicleos estdo compreendidos na
porg¢io basal das células, e possuem formato elipsoidal. Na intima, os niicleos sdo
nitidamente pequenos e arranjados lateralmente aos canaliculos intracelulares
(CAMARGO & MELLO, 1970; CAMARGO, 1972). A secre¢io acumulada é
coletada pelos canaliculos intracelulares que desembocam no limen da glindula
(CAMARGO & MELLO, 1970). Admite-se que o produto destas glindulas auxilie
na nutri¢io dos espermatozéides (VERMA,1974).

Os espermatozéides armazenados na espermateca estio preservados
em um estado imovel, ¢ podem ser reativados por secrecoes das glandulas da
espermateca (FLANDERS, 1939; IT.ENSKY & SCHINDLER, 1967, todos
in: VERMA,1974).

VERMA (1972b, in:VERMA,1974) observou que no caso das
glindulas terem sido extraidas, o fluido da espermateca inibia reversivelmente a
mobilidade dos espermatozéides. Em contraste, quando as glindulas permaneciam
intactas, o fluido da espermateca nio inibia a mobilidade dos espermatozodides.

Concentragoes de Nat e KT sio significativamente maiores em
homogenados de espermateca do que em qualquer outro tecido ou fluido corpdreo da
rainha. A inatividade dos espermatozéides provavelmente se deva is altas
concentracdes de Nat e K¥, e a reativagio dos espermatozdides que deixam a
espermateca, poderia ser devida & sua consequente exposicio a baixos niveis destes
ions (VERMA, 1973,74). O meio hipertonico mantido na espermateca por estes fons
poderia evitar que os espermatozdides armazenados perdessem materiais
intracelulares para o meio envolvente, principalmente fons. Este entdo, poderia ser
um mecanismo protetor fisico, mais que bioquimico e fisiolégico (VERMA,1973).

O volume da espermateca tende a aumentar com o aumento do peso da
rainha emergente. Assim, rainhas emergentes com maior peso, possuem volume da
espermateca maior do que aquelas com menor peso (CORBELA &
GONCALVES,1982). Rainhas produzidas pela transferéncia de larvas mais velhas
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produzem rainhas menores do que aquelas produzidas com larvas mais jovens
(WOYKE,1971).

LENSKY & ALUMOT (1969) mostraram que as proteinas da
espermateca, estudadas através de imunoeletroforese, sio muito similares em rainhas
virgens e fecundadas. Afirmaram ainda, que, muito provavelmente, a espermateca e
glindulas associadas sejam responsaveis pela sintese destas proteinas, uma vez que a
estrutura cuticular nio permitiria passagem de proteinas do hemocelo & espermateca.
Contudo, as glindulas da espermateca poderiam ser um meio de transporte de
proteinas provenientes da hemolinfa.

Fluido espermdtico e glindulas da espermateca tém pH igual a 9 e 7,
respectivamennte, excluindo-se entdo, a possibilidade de inativagio dos
espermatozoides por meio acido (LENSKY & SCHINDLER, 1967, in: VERMA,
1974). O fluido espermitico contém mais fons inorginicos e menos material
orginico, quando comparado & hemolinfa. O valor do pH deste fluido varia com a
idade (GESSNER & GESSNER, 1976).

COMPORTAMENTO REPRODUTIVO DAS RAINHAS

Trés ou quatro dias ap6s a fecundagio, a rainha inicia a postura, que
perdurard até a sua morte ou substituicdo por outra rainha nova. O inicio da
ovoposi¢ido pode variar de 1 2 22 dias apés o acasalamento, como mostrado por
alguns autores (SHUKER,1940; CRANE,1949; TARANOV,1973, todos in: SZABO
et al.,1987).

A substituicio de rainhas é devida i sua baixa produtividade, ou
esgotamento do nimero de espermatozdides na espermateca da rainha
(LANGSTROTH et al., 1979; SEVERSON & ERICKSON,1989). Uma vez iniciada
a postura, a rainha ndo fecundard novamente, e provavelmente nio deixard a colOnia,
exceto no caso de enxameamento (LANGSTROTH et al., 1979).

A postura s6 € interrompida em regides de clima frio, com invernos
rigorosos. Colonias de Apis mellifera em climas temperados possuem um ciclo anual
de atividades e desenvolvimento. Estas mudangas comportamentais sazonais podem
estar associadas a mudangas fisiolégicas dos membros da colonia (SHEHATA et
al.,1981). Nesse clima, o inicio da ovoposicdo parece estar relacionado a
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temperatura maxima didria (SZABO et al., 1987). Nessas regides, as rainhas com
cerca de dois a trés anos tormam-se improdutivas quanto & postura de ovos
fertilizados, porém sio citados casos de até 9 anos de postura de ovos fecundados
(VERMA, 1974; LANGSTROTH et al., 1979).

O clima pode influenciar no tempo de ovoposicio de uma rainha,
assim como na razao de diminuigdo dos espermatozdides (SZABO & HEIKEL,
1987). Variagdo na postura de ovos e criagio de larvas parecem estar relacionadas
ao fotoperiodismo (SHEHATA et al.,1981), como sugerido por MORSE (1975, in:
SHEHATA et al., 1981).

A atividade enzimdtica nas abelhas diminui com a idade durante o
verdo, ¢ permanece alta durante o inverno. Esta ¢ outra indicagio de que o processo
de envelhecimento € "suspenso” durante o inverno. A velocidade do envelhecimento
metabdlico e fisioldgico € menor a baixas temperaturas (ROCKSTEIN &
MIQUEL,1973; JOHANSSON & JOHANSSON,1979; WINSTON & KATZ,1981;
SOHAL & McARTHUR,1985). A redugio de atividade causa um prolongamento do
periodo de vida das abelhas. Assim, o processo de envelhecimento em Apis é
determinado pela sua atividade fisiologica. Um aumento de temperatura poderia
reduzir o periodo de vida das abelhas, ao mesmo tempo, aumentando o contetido de
lipofuscina no cérebro do inseto (MARTIN et al., 1989).

Depositos celulares de lipofuscina oferecem um excelente meio de
determinar a idade fisiologica das abelhas. O aciimulo de lipofuscina é discutido
como sendo resultado de danos nos compartimentos celulares, principalmente nas
membranas (HOCKSCHILD,1971, in:MARTIN et al.,1989). Provavelmente, a causa
da producio de lipofuscina seja a formacdo de radicais livres (LEIBOVITZ &
SIEGEL,1980; HALLIWELL,1981, todos i: MARTIN et al.,1989).

A longevidade das rainhas, e sua produgfo, sio fatores que afetam a
apicultura. A substitui¢io de rainhas ¢ um aspecto importante em apidrios
comerciais. E importante a substituicio anual para se conseguir manter alto o nivel
de individuos adultos na coldénia (LENSKY & SEIFERT.1975; BARKAM,1981,
todos in: LENSKY & DEMTER,1985; LENSKY & SLABEZKI,1981).

Em insetos, a dieta pode modificar o grau de desenvolvimento,
ovoposigdo, fertilidade, tamanho de o6rgios, assim como o periodo de vida
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(ROCKSTEIN & MIQUEL,1973). A alta atividade e alta velocidade metabélica
estdo relacionadas & um curto periodo de vida (LAMB,1986). Rainhas de Apis vivem
periodos de tempo menores em regi®es onde hd grande abundincia de pélen e

nectar, apresentando um drastico aumento da coldnia neste curto periodo de tempo
(GOSMERAC, 1983).

A capacidade de uma rainha em manter altos niveis de produgio de
ovos fertilizados € dependente do nimero de espermatozdides armazenados em sua
espermateca. Este nimero depende de caracteristicas genéticas da rainha, das
condigdes de sua criagio, e de fatores ambientais durante o acasalamento (SZABO
& HEIKEL, 1987}, além do tamanho da espermateca (WOYKE,1966, in: SZABO e
HEIKEIL.,1987), da idade de transferéncia da larva (WOYKE,1971), ¢ da idade da
rainha no momento da inseminagio (WOYKE,1971). WOYKE & JASINSKI (1978)
mostraram que o namero de operdrias atendentes, influencia a quantidade de
espermatozoides que penetram no interior da espermateca de rainhas inseminadas
instrumentalmente. Cerca de 350 operdrias seria o nimero ideal para esta tarefa,
sendo que acima deste valor, pouco mudaria a eficiéncia de penetragio dos
espermatozéides na espermateca, levando-se em conta a presenga das operarias.

O nimero de espermatozdides que penetram na espermateca de rainhas
inseminadas tende a diminuir com o envelhecimento do sémen dos machos
(WOYKE & JASINSKI, 1982). E comum pensar-se que o nimero de
espermatozéides na espermateca de rainhas inseminadas naturalmente dependa do
namero de machos envolvidos. Porém, WOYKE (1966, in: WOYKE,1971) mostrou
que este nimero estd relacionado com o tamanho da espermateca.

RUTTNER (1983, in: SZABO & HEIKEL,1987) afirma que somente
rainhas capazes de armazenar de 5-7x100 espermatozéides em sua espermateca tém
um completo periodo de producio de ovos durante seu periodo de vida, e que,
rainhas que nao consigam armazenar tal quantidade, seja qual for o motivo, sio
substituidas prematuramente pela colonia.

A produgio de rainhas pela coldnia é inibida por um ou mais
ferombnios produzidos pela rainha fecundada, os quais estio ausentes, ou
produzidos em pequenas quantidades pelas rainhas virgens. A produgio de rainhas
pela colonia reflete provavelmente o inicio de deficiéncia dos feroménios
produzidos pela rainha (FREE et al., 1985). A secrecio das glindulas mandibulares
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das rainhas contém as principais substincias atrativas da rainha. Estas substincias
causam também inibigio dos ovdrios das operdrias, e inibi¢io da formacio de
rainhas pela colénia (FREE,1987; HAZAN et al.,1989).

As rainhas de Apis controlam a fertilizagio dos ovos, regulando a
liberagio dos espermatozdides de sua espermateca (HARBO,1979). Este controle
deve ser feito pela bomba de espermas (CAMARGO & MELLO,1970;
CAMARGO,1972).

HARBO & SZABO (1984) e HARBO (1986), mostraram que rainhas
(Apis) inseminadas artificialmente além de viverem menos, produzem menos crias
que rainhas inseminadas naturalmente. KELLER (1954, in:GONDAL &
HASHMI, 1976) mostrou que rainhas jovens de Apis mellifera produzem mais crias
que rainhas velhas.

Durante o curto periodo de cdpula, o sémen € depositado na vagina e
nos ovidutos da rainha. Os espermatozdides, provavelmente estimulados por algum
atrativo, passam pelos ductos espermaticos até alcangarem a espermateca, onde sio
armazenados e comprimidos, permanecendo quiescentes até serem requeridos
(LANGSTROTH et al.,1979).

O processo de acasalamento natural estimula o inicio da ovoposigio
das rainhas. A presenga de fluido seminal, ou espermatozdides na espermateca e
ovidutos da rainha, acelera o inicio da ovoposicio (KAFTANOGLU & PENG,
1982).

Uma rainha copula com virios machos durante um vdo nupcial
(TRYASKO,1951; TABER,1954; WOYKE,1955; todos in: WOYKE,1988), sendo
que as rainhas podem realizar de dois a trés voos, num mesmo dia ou em dias
subsequentes. Uma rainha retornando do véo contém cerca de 80 milhdes de
espermatozdides em seus ovidutos. Cerca de 5 milhdes destes espermatozéides
penetram na espermateca (WOYKE, 1960, in:WOYKE,1988). WOYKE (1983,88)
mostrou que a velocidade de penetracio dos espermatozoides é maior durante as
primeiras horas ap6s a inseminacio,

O acasalamento das abelhas pode ser afetado pelas caracteristicas
sociais da colOnia, por fatores fisiolégicos de rainhas e machos, e pelo
comportamento das operdrias em relagiio ds rainhas (SZABO et al.,1987).
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ENVELHECIMENTO

KOHN (1978, in: GIL.CHREST,1984) define envelhecimento em
virios contextos: llenvelhecimento quimico, manifestado pelas mudancas na
estrutura de cristais ou agregados moleculares, 2)envelhecimento extracelular,
manifestado  por ligagdes cruzadas progressivas de  macromoléculas,
3)envelhecimento intracelular, manifestado por mudangas nos componentes
celulares normais, ou por acimulo de substincias no interior das células, e
4)envelhecimento do organismo inteiro. Envelhecimento pode, ser definido ainda
como decréscimo na adaptagdo, como consequéncia da perda de tecido e reservas
funcionais (ALBERTINL1952 in: BELLAMY,1986); como processo tempo-
dependente onde um "corpo” ndo teria mais condi¢hes de suportar o stress e
mudancas do meio, como anteriormente, ou seja, perda da adaptabilidade fisiologica
(MAKINODAN,1977); como somatéria de mudangas que ocorrem com a passagem
do tempo levando ao prejuizo funcional ¢ morte (ROCKSTEIN & MIQUEL,1973;
KENNEY,1989).

Embora seja normalmente aceito que o envelhecimento ocorra através
de falhas em corrigir erros metabdlicos, nio hd evidéncias de como estes erros
ocorram (BELLAMY,1986).

De uma maneira geral, envelhecimento pode ser considerado como um
processo irreversivel, o qual se inicia, ou é acelerado, na maturidade, resultando em
um aumento de nimero e/ou uma série de desvios do estado ideal e/ou decréscimo
da razdo de retorno ao estado ideal (GILLCHREST, 1984).

O aumento na idade é acompanhado de mudangas fisiolégicas
inevitaveis que representam o envelhecimento normal (GILCHREST, 1984). Ao nivel
de células e Orgdos, o envelhecimento é caracterizado pela perda ou redugio na
resposta & sinais intercelulares. Estas mudangas podem, em parte, estar relacionadas
a alteragdbes normais no estimulo da expressio génica (CATANIA &
FAIRWEATHER,1991). Evidéncias sugerem que o envelhecimento e morte celular
sejam  sequéncias  programadas  determinadas por genes  especificos
(MAKINODAN,1977; TAUCHI & SATO,1985; BELLAMY,1986; SMITH et
al.,1987; KIRKWOOD,1989; KENNEY,1989; BOWEN & BOWEN,1990).
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PRICE & MAKINODAN (1973, in:GILCHREST,1984),
BOJANOVIC et al. (1970), e MULLAART et al. (1990), sugerem que ligagses
covalentes progressivas entre proteinas (histonas e nio histonicas) e DNA sejam
responsdveis por algumas manifestacoes de envelhecimento. JEANNY (1976)
mostrou haver um aumento do conteddo de histonas com o envelhecimento, nas
células cartilaginosas de anfibios urodelos (Triturus). LENNOX (1984) indica
diferencas com a idade (em mamiferos) na quantidade e mo subtipo de HI na
cromatina, em func¢io da atividade génica diferenciada. RYAN & CRISTOFALOQO
(1972) mostraram que a incorporagdo de acetato nas histonas muda
significativamente com o envelhecimento.

Durante o envelhecimento, a cromatina torna-se progressivamente
mais suscetivel a quebras (CHETSANG et al.,1975), ha modificagbes na ligagio
DNA-proteinas (MACIEIRA-COELHO,1991), e alteragGes na sintese de histonas
(DELL'ORCO & WORTHINGTON, 1988).

Virios eventos bioquimicos estido envolvidos na regulagio da ligagio
DNA-proteinas (ADP-ribosilacio, acetilagio, metilagio, fosforilagio) (MACIEIRA-
COELLHO,1991).

A habilidade de regular a estrutura cromatinica é consequentemente o
maior componente da regulacgio transcricional. Transicio entre diferentes estados de
condensagio cromatinica estao associados a substituicio de histonas particulares por
outras homdlogas ¢ com modificagdes covalentes destas proteinas (TRAVERS,
1993).

OMEARA & HERRMANN (1972) sugeriram que com O
envelhecimento ocorram mudangas qualitativas nas proteinas da cromatina (figado
de camundongo), que modificariam a estrutura desta, assim como sua habilidade de
funcionar como modelo para a sintese de RNA.

A sintese de RNA pode ser inibida devido a danos no DNA, quer seja
pela alteragio na regifo codificadora ou alteragdes na configuraciio e conformacio
do DNA. Metilagio, fator importante na atividade de certos genes, pode ser
influenciada por danos e reparo do DNA. Estes danos também podem influenciar na
expressio génica pela interferéncia na interacio DNA-proteinas (MULLAART et
al.,1990).
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As varias teorias sobre envelhecimento podem ser classificadas em
duas linhas. Uma, ordenada, com eventos geneticamente programados, consequentes
de diferenciagio, crescimento e maturagio (ROCKSTEIN & MIQUEL,1973;
KANUNGO, 1980); e outra, baseada em eventos ao acaso, resultado de acamulo de
erros ocasionais (ORGEL,1963; ROCKSTEIN & MIQUEL,1973).

O envelhecimento pode ter inicio ao nivel transcricional (mutagio,
delecio de DNA, ligacdes cruzadas entre DNA ¢ macromoléculas, etc.); ao nivel
traducional (alteragio de RNA polimerases, tRNA, tRNA sintetases, etc.); ou ao
nivel pés-traducional (alteracbes ao acaso de macromoléculas vitais com turnover
lento) (MAKINODAN,1977).

Em geral, uma célula envelhecida mostra no micleo grumos
cromatinicos, um aumento no ndmero de nucléolos e invaginagdes ao nivel do
invélucro nuclear. H4 também, uma reducio do RER, concomitante com a
diminui¢io da sintese proteica (TAUCHI & SATO,1985; KENNEY,1989), embora
evidéncias de declinio na razdo de sintese proteica com o envelhecimento nio sejam
assim tio claras (RATTAN,1991). Mudancgas no mimero, nas cristas e tamanho das
mitocondrias tém sido relatadas, diferindo de tecido para tecido (TAUCHI &
SATO,1985; KENNEY,1989). Fragmentos migrantes de DNA mitocondrial podem
mudar o contetido de informacio e nivel de expressao de certos genes nucleares com
a possibilidade de que a delecio de DNA mitocondrial e outras mutagdes, sejam
eventos moleculares associados com o processo de envelhecimento (WEI,1992).

Tipico de célula envelhecida é o aparecimento do complexo quimico
autofluorescente, o pigmento lipofuscina. Este aumenta progressivamente com o
tempo, e provavelmente esteja contido em lisossomos com fragmentos membranosos
degenerados (autofagia) (KNOOK,1985; KENNEY,1989).

Virias sdo as teorias tentando explicar o envelhecimento, baseadas em
experimentos de cultura de células (BITTLES & SAMBUY,1986), como:

A)Teoria da replicacio do DNA

Durante a replicacio do DNA ocorreriam erros ao acaso, embora com
baixa frequéncia. Esta teoria afirma que o envelhecimento seja resultado de um
acimulo gradual destes erros, com eventual morte funcional e/ou reprodutiva de
células individuais (GENSLER & BERNSTEIN,1981; GILCHREST, 1984).
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B)Teoria do erro (ORGEI,1963)

Sequéncias de genes sdo repetidas muitas vezes ao longo da molécula
de DNA, sendo que apenas 1% da informacao ¢ utilizada pela célula. Quando um
erro ocorre na sintese génica, hd um ndmero de cépias corretas para corrigi-lo
(GENSLER & BERNSTEIN,1981). Com o envelhecimento da célula o suprimento
de genes redundantes seria esgotado, podendo entdo deixar erros livres para serem
expressados (KENNEY,1989). Acredita-se que ocorram milhares de lesdes no DNA
por dia (TICE & SETLOW,1985). Quando um erro ocorre, o segmento danificado
pode ser substituido enzimaticamente (FRIEDBERG,1985). O reparo do DNA ¢
dependente do: 1)sitio do erro, 2)do sistema enzimatico especifico de reparo, e 3)do
acesso desse sistema ao sitio do erro. O sistema de reparo do DNA nio é 100%
eficiente, permitindo assim, que parte dos danos no DNA permaneca e se acumule
(MULLAART et al.,1990). Esta capacidade de reparar erros diminui com a idade
(GENSLER & BERNSTEIN,1981; MODAK et al.,1986; SLAGBOOM et al.,1991;
WEIRICH-SCHWAIGER et al.,1994).

Erros infrequentes durante a transcricio do DNA poderiam produzir
RNAs imperfeitos, os quais codificariam muitas enzimas defeituosas (além de outras
proteinas). A perda progressiva de células funcionais poderia eventualmente induzir
envelhecimento e morte do organismo (ORGEL,1963; KENNEY,1989).

C)Teoria do soma descartivel

Foi proposta por KIRKWOOD (1977) para prover suporte evolutivo
para a teoria do erro. Posteriormente a teoria sugeriu que o envelhecimento fosse
devido ao acimulo de defeitos somaticos resultante do investimento insuficiente em
uma cadeia ampla de processos na manutencio e reparo, incluindo revisio da sintese
de macromoléculas, reparo do DNA, renovagio proteica, detoxicagio, renovagio
celular e regeneracio. Segundo esta teoria, ndo haveria vantagens em se investir na
imortalidade somatica, que nio é obtida na pritica, uma vez que nenhuma espécie
estd imune a mortes puramente casuais, ocorridas no meio ambiente. Os
investimentos estariam relacionados ao nivel de mortalidade ambiental, sendo
preferivel o investimento energético no soma durante o periodo de expectativa de
vida, utilizando o0s demais recursos para aumentar a reproducgio
(KIRKWOOD,1990).

10



Introducdo

D)Teoria dos radicais livres

Esta teoria propde os radicais livies como agentes centrais nas
alteracoes teciduais, celulares e subcelulares ocorridas durante o envelhecimento.
Radicais livres sdo intermedidrios quimicos que contém um elétron nio pareado,
sendo altamente reativos e causando o envelhecimento devido a danos progressivos
nas membranas, ligagio cruzada em proteinas, inativagio enzimitica, e produgio do
"pigmento do envelhecimento" (HARMAN,1981; KENNEY, 1989). Uma das
reacOes mais adversas dos radicais livres € a peroxidagio de lipidios, com efeito nas
membranas bioldgicas. Esta reacdo leva a formacio de aldeido maldnico, o qual
reage com proteinas produzindo ligagdes cruzadas com e entre moléculas
(KANUNGO,1980; SOHAL & McARTHUR, 1985; KENNEY,1989).

Varias enzimas produzem radicais livres como subprodutos. Os virios
tipos de radicais formados podem reagir com muitos componentes celulares,
inclusive DNA (MULLART et al.,,1990). Radicais danificam o DNA extenuando
gradualmente a capacidade de reparo destas células (WEIRICH-SCHWAIGER et
al.,1994).

Radicais super6xido ou hidroxila sdo gerados pela respiragio
mitocondrial, pela auto-oxidacio de numerosas macromoléculas intracelulares, e
pela acdo de certos agentes ambientais (UV por exemplo). As enzimas superdxido
dismutase ¢ glutation peroxidase, assim como compostos com grupamento tiol s&o
defesas contra os danos causados pelos radicais livres. Em ratos, estas enzimas
perdem atividade com o aumento da idade (KANUNGO,1980; GILCHREST,1984).

E)Teoria da ligacdo cruzada

BJORKSTEIN (1971, in: GILCHREST,1984) acredita que o
envelhecimento seja resultado de ligacdes cruzadas de protefnas intra e
extracelulares. PRICE & MAKINODAN (1973, in:GILCHREST,1984) sugerem que
ligacbes covalentes progressivas entre histonas e DNA sejam responsdveis por
algumas manifestagoes de envelhecimento.

F)Teoria regulatéria ou enddcrina

Nesta teoria, o envelhecimento seria controlado por um orgio
regulador, através da elaboracio, ou sua interrup¢io, de um hormdnio que
influenciaria 0 comportamento das células do organismo (GILCHREST,1984).
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Todas as teorias acima mencionadas podem se somar na explicacio do
processo de envelhecimento. Porém, os danos causados ao material genético sio
tidos como os principais causadores do mesmo (GENSLER & BERNSTEIN,1981;
SLAGBOOM & VG, 1992; WEIRICH-SCHWAIGER et al.,1994). Assim,
GENSLER & BERNSTEIN (1981), propuseram que os fatores basicos que
determinam diretamente o tempo maximo de vida dos individuos em uma populagio
sdo: o grau de ocorréncia de danos enddgenos ao DNA, eficiéncia de reparo, o grau
de redundédncia celular, e a extensio do stress fisioldgico. Lesoes no DNA podem ser
causadas por compostos quimicos e radiaciio, fatores extrinsicos, ou por processos
intrinsicos (MULLAART et al.,1990). HART et al. (1979, in: GENSLER &
BERNSTEIN,1981) sugerem que a forma mais relevante de danos no DNA,
relacionadas ao envelhecimento, seja aquela causada por reagGes bioquimicas
endbgenas. LINDAHL (1977, in: GENSLER & BERNSTEIN,1981) afirma que as
lesdes espontdneas mais frequentes conhecidas sio depurinacio, depirimidizagio, e
conversio de cistidina em uracil.

ENVELHECIMENTO EM INSETOS

Os insetos manifestam o0s processos de envelhecimento tal como
vertebrados superiores, sendo excelentes agentes para estes estudos (ROCKSTEIN
& MIQUEL, 1973; MOMENT,1982; SOHAL & McARTHUR, 1985; LAMB,1986).
As alteracdes sobre o envelhecimento relatadas em insetos sugerem mudangas
degenerativas na distribuicio e estrutura de organelas celulares. A maior evidéncia
do envelhecimento nos insetos € o acimulo de grios de lipofuscina (SOHAL &
McARTHUR,1985). A temperatura tem grande influéncia na longevidade e
envelhecimento de invertebrados (ARKING,1987).

O acimulo de lipofuscina com a idade também é uma evidéncia
morfolégica consistente em diferentes tecidos (BASSON et al.,1982). Este acimulo
causa degeneracdo de estruturas citoplasmdticas, ou seja, reducio da massa
citoplasmatica, reduc¢io no nimeroc de mitocOndrias ¢ RER, simplificacio do
complexo de Golgi e vacuolizagio do citoplasma (TONNA,1973, in:
KANUNGO,1980).
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No hemiptero Triatoma infestans ocorre com o envelhecimento um
decréscimo nos valores Feulgen-DNA de dreas de eucromatina, por perda de DNA
e/ou alteragbes nos complexos DNA-proteina, o que comprometeria a resposta dessa
cromatina a reagiio de Feulgen (MELLO & RAYMUNDO, 1977).

Como a informacio bioldgica dos organismos estd armazenada no
material genético, modificagbes na estrutura e funcio do mesmo, podem resultar em
mudangas ao nivel do organismo (KANUNGO,1980).

Admitida a participacdo das glindulas da espermateca de rainhas de
Apis no processo de nutrigio e ativag@o dos espermatozéides (VERMA, 1974), e
consideradas as alteracOes no comportamento de postura de ovos fecundados nesse
género em funcio do envelhecimento (LANGSTROTH et al.,1979; SHEHATA et
al.,1981; SZABO et al.,,1987; SZABO & HEIKEL,1987), é de se esperar que
ocorram alteracdes celulares em tais glindulas com o envelhecimento. Entre as
alteracdes supostas, aquelas afetando diretamente 0 DNA ou o complexo deste com
proteinas na cromatina, como acima mencionado, poderiam ser investigadas com
métodos citoquimicos largamente recomendados para tal, como o estudo de basofilia
nuclear com azul de toluidina em presenca de competidores, ¢ a reagio de Feulgen
(MELLO & RAYMUNDO,1977; MEILLO & VIDAL,1978, 1980; VIDAL,1987;
VIDAL & MELLO,1989).

BASOFILIA NUCLEAR E REACAO DE FEULGEN

Grande parte dos estudos de basofilia nuclear destinados a levantar
conhecimentos sobre os mniveis de complexacio DNA-proteina na cromatina, e
mesmo estado de conformacio do DNA e da cromatina, tém se baseado na utilizagio
do Azul de Toluidina (AT) como corante catidnico (VIDAL,1987).

O azul de Toluidina € um corante catidnico tiazinico planar,
empregado na detecgio de dcidos nucleicos, glicosaminoglicanos dcidos e proteinas,
dependendo do pH da solugdo. Além disso, é uma molécula com excelentes
propriedades anisotrépicas, especialmente dicroismo linear, o que a torna indicada
para estudos de ordem molecular (VIDAIL.,1972a e b,79,87).

De um modo geral, a basofilia ¢ devida i ligacio de um corante
cationico a moléculas anioénicas de um substrato. A basofilia nuclear é devida a
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presenca de grupos fostatos disponiveis no DNA e RNA, quando se utilizam
solugdes de AT a pH 3.6-4.0 (LISON & MUTSAARS,1950; LISON,1960). A
basofilia pode ser metacromatica.

O fendmeno de metacromasia acha-se intimamente ligado ao grau de
empilhamento e proximidade das moléculas de AT. Quanto mais préximas entre si, e
maior for seu empilhamento, maior serd a interacio de seus elétrons n ,
consequentemente, sendo maior o deslocamento de seu miximo de absorgio para
comprimentos de onda mais curtos (efeito hipsocrémico), com hipocromismo no
pico da regido de A longos (revisdo in: MELLO,1976; VIDAL,1987; CHAYEN &
BITENSKY, 1991).

Se a uma solucio de corante catidnico forem adicionados citions
inorginicos (Mg2+, ou outro), ocorrerd competigio entre estes iltimos e o dipolo do
corante de carga semelhante, pelas cargas negativas do substrato poli-anidnico.
Numa certa concentragio do cition inorginico, a coloragio do susbtrato podera ser
abolida. Esta concentragio ¢ a CEC (concentracio critica de eletrélitos), sendo
expressa em molaridade do sal utilizado (SCOTT,1960,73).

VIDAL & MELLO (1989) propuseram o principio da CEC para
estudos de cromatina, utilizando-se do corante AT ¢ Mg2+ como cétion competidor.
Neste caso, o valor de CEC foi considerado como sendo a concentragio do sal
utilizado (molaridade), na qual a metacromasia se torna totalmente abolida .

As moléculas do corante catidnico ¢ os citions inorginicos competem
pelas cargas negativas dos fosfatos livres do DNA nao ligados a proteinas. Quando
se utilizam solugdes de AT na auséncia de Mg2+ ou com concentracdes de Mg2+
inferiores aquela requerida para o ponto de CEC, o DNA se cora em violeta
(metacromasia). Com a utilizacio de uma concentracio de Mg2+ correspondente ao
valor de CEC, a metacromasia do DNA serd totalmente abolida e a cor exibida serd
verde.  Inicialmente tal  determinacio foi  efetuada por método
microespectrofotométrico, associando-se a cor encontrada ao pico de absorgio da
respectiva curva espectral de absor¢do (VIDAL & MELLO,1989). No entanto a
determinacio microespectrofotométrica pode ser substituida por observagio visual,
uma vez que a coloragdo verde corresponde ao ponto de CEC (MELLO &
VIDAL,1989).
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Ja a reagdo de Feulgen, o método citoquimico mais amplamente
utilizado, é especifica para DNA (MELLO & VIDAL,1978; PEARSE,1985).

A reacdo de Feulgen envolve duas etapas : uma hidrolise dcida, e a
seguir, uma exposi¢io do material hidrolisado ao reativo de Schiff, um
leucoderivado da fucsina bdsica. A hidrdlise dacida remove do DNA
preferencialmente purinas, deixando livre a funcio aldeidica dos agicares
desoxirribofuranose, aos quais se achavam ligadas, e produzindo um 4cido
apurinico. Os aldeidos assim livres poderdo reagir com o reativo de Schiff,
restaurando o grupo cromoforico da molécula leucoderivado da fucsina bisica,
tendo-se entdo, um produto corado (MELLO & VIDAL,1978; PEARSE,1985;
CHAYEN & BITENSKY,1991).

Também as purinas do RNA sio removidas pela hidrdlise acida, porém
somente as desoxirriboses comportam-se como verdadeiros aldeidos, dando reagio
de Feulgen positiva (VISCHER ¢ CHARGAFF,1948, in : MELLO & VIDAL,1978).

Para que 0 DNA de uma cromatina se torne acessivel & depurinacio,
ha necessidade de que as ligacOes entre este composto e as proteinas a ele associadas
sejam rompidas. Este passo também € realizado pela hidrélise dcida. No entanto, a
disponibilidade das ligagdes entre DNA e proteinas ao ataque do acido ird depender
de fatores intrinsicos de cada complexo DNP em particular (composigio proteica,
conformagio molecular do complexo, diferentes graus de enrolamento e
condensagio do filamento cromatinico) e que, poderio ser diferentemente afetados
pelo tipos de cromatina considerados, seu estado funcional e composicio quimica, e
mesmo envelhecimento (AGRELL & BERGQVIST,1962; BACHMANN,1968;
MITTERMAYER et al.,1971; KIELLSTRAND & ANDERSSON,1975 a/b; MELLO
& RAYMUNDO,1977; MELLO & VIDAL,1978; MELLQ,1978,79,1983; SILVA &
MELILO,1986).

A cinética de hidrolise pode ser estudada in situ computando-se os
valores Feulgen/DNA para diferentes tempos de hidrdlise (AGRELL &
BERGQVIST, 1967, BACHMANN,1968; MITTERMAYER et al.,1971; MELLO &
VIDAL,1978; MELLO,1979,83; SILVA & MELLO,1986).
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OBJETIVO

Neste trabalho as glandulas da espermateca de rainhas de Apis
mellifera foram estudadas com métodos citoquimicos, visando-se a possibilidade de
alteracdes a nivel de DNA ¢/ou complexos DNA-proteina pés-fecundacio e com o
envelhecimento.

16



MATERIAL E
METODOS



Material e Métodos

MATERIAL

Foram utilizadas glindulas da espermateca de rainhas Apis mellifera
africanizadas virgens, recém-fecundadas e envelhecidas (1,5 anos ou mais*). Foram
feitas virias repetigdes dos diferentes preparados, inclusive utilizando-se rainhas
com procedéncias diferentes (Ribeirdo Preto, Rio Claro e Pindamonhangaba).

METODOS

~ As abelhas foram dissecadas sob lupa, utilizando-se solucio fisiolégica
(Ringer) para insetos: 0,75g de NaCl; 0,035g de KCI; 0,021g de CaCly; 100ml de
H70O destilada. As glindulas foram removidas juntamente com a espermateca ¢
tixadas em etanol absoluto:icido acético glacial (3:1; V/V), por 2 minutos e i
temperatura ambiente,

Parte do material fixado, destinado ao estudo da basofilia nuclear e
CEC, foi incluido em parafina ou paraplast. Outra parte foi utilizada para reagiio de
Feulgen em bloco, seguido de esmagamento, como descrito adiante.

PREPARO DOS BLOCOS : PARAFINA OU PARAPLAST

Apo6s fixacdo, os materiais foram desidratados em concentraches
crescentes de etanol (70, 80, 90, 95 e 100%), 15 min cada, diafanizados em xilol (2
banhos de 15 min cada), banhados 3 vezes em resina (paraplast-Monoject, ou
parafina-Reagen), 15 min cada banho, 4 580C, e incluidos em resina. Os blocos
foram seccionados em cortes de 7um, utilizando-se micrétomo ANCAP.

DESPARAFINIZACAO

Esta se realizou em 2 banhos de xilol por 20 min cada, um banho de
dleool:xilol (1:1,v/v) por 15 min, e outro de metanol:cloroférmio (1:1,v/v) por 1h.

" Este dado foi obtido com apicultores, pesquisadores da drea ¢ em trabalhos (CAMARGO & MELLO,1972),
que afirmaram ser esta a idade média de substituicdo, das rainhas nos apiarios, devido a baixa produtividade
das mesmas, levando-se em conta as devidas excecdes.
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HIDRATACAO

A seguir os cortes foram tratados em banhos de etanol 100, 95, 80,
70% e HpO, durante 15 min cada, ¢ submetidos as reagdes citoquimicas planejadas.

BASOFILIA NUCLEAR E CEC (VIDAL & MELLO,1989).

Cortes com 7um de espessura, desparafinizados e hidratados, foram
tratados com solucio aquosa de RNase (SIGMA - Alll) a 0,1% por 1h15min a 37°C.,
A seguir foram corados por 20 min com AT (Merck) a 0,025% em tampio
Mcllvaine pH 4.0 adicionado de MgCly (Merck) em diferentes concentragdes (0,01;
0,02; 0,05; 0,08; 0,10; 0,12; 0,15; 0,20M). Como controle foi utilizada colorac¢io na
auséncia de MgCly.

Apos os tratamentos, os preparados foram banhados em dgua corrente
¢ secados ao ar a temperatura ambiente. A seguir, foram tratados por xilol durante 15
min e montados em Eukitte.

As observagbes foram feitas em microscépio Zeiss (Standard).
Utilizou-se também fotomicroscdpio Zeiss, para documentaciio fotografica.

FEULGEN EM BLOCO, seguido de esmagamento

O material fixado por 2 min e conservado em alcool 70% foi
submetido a hidrélise dcida com HCl 4N por 1h20min* A temperatura de 24°C, a
qual foi rapidamente interrompida em HCI 0,1N frio, e a seguir, tratado por 40 min
com reativo de Schiff, em condigbes de escuridio e i temperatura ambiente. A
seguir, o material foi lavado 5 vezes em dgua sulfurosa (5 min cada), uma vez em
dgua destilada e esmagado delicadamente em solugio aquosa de 4cido acético a
45%. Foram usadas laminulas siliconizadas. A remocio das laminulas se deu apos
congelamento do material em Ny liquido. Quando atingida a temperatura ambiente,
os esmagamentos foram tratados com um banho ripido em etanol a 100%, banhados
em xilol por 15 min, ¢ montados em bélsamo do Canadd. Os preparados corados
foram mantidos protegidos da luz.

" Este tempo de hidrodlise foi escolhido, apés testes apropriados, como permitindo mixima depurinacio, e
estando no platd da cinética de hidrilise.
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Estes mesmos passos foram realizados para espermatozéides obtidos
do interior da espermateca de rainhas recém-fecundadas e utilizados como controle
de conteudo (C) de DNA (ntcleos hapléides).

MICROESPECTROFOTOMETRIA DE VARREDURA

Valores Feulgen-DNA em unidades arbitrdrias foram determinados
com um microespectrofotdmetro de varredura automatica Zeiss, acoplado a um PC
Sid. O software do programa ¢ o hardware da interface foram desenvolvidos pelo
engenheiro Linus Vidal. As condigbes operacionais foram as seguintes: objetiva
100/1.25 Planapo; optovar 2; diafragma de medida com & 0.10mm; diafragma de
campo com & 0.20mm; condensador LD-Epiplan 16/0.30; fotomultiplicador R-928;
tamanho do spot de varredura: 0,5 x 0,5 um; A = 565nm, obtido com filtro
monocromador Schott. Pontos com absorbincia < 0.020 foram considerados
background e eliminados da imagem nuclear.

Os valores Feulgen-DNA obtidos foram distribuidos em histogramas
de frequéncia cujos intervalos de classe foram obtidos numa escala de valores em
progressio geométrica com razio igual a 2. Cada classe foi subdividida em 5 valores
(FERREIRA et al.,1967, in: MELLO & RAYMUNDO,1977). Os valores destas
classes foram determinados em relagiio ao controle C de conteddo de DNA dos
espermatozoides.
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BASOFIILIA NUCLEAR E CEC
Os resultados obtidos estiio expressos na forma de Tabelas e Figuras.

As Tabelas 1 e 2 sumariam as respostas de basofilia nuclear e valores
de CEC para as glandulas da espermateca de rainhas virgens, recém-fecundadas e
envelhecidas. A Figura 1 mostra preparados utilizados para estudo de CEC em
glandulas da espermateca de rainhas recém-fecundadas.

Nio foram constatadas diferencgas nas respostas 3 CEC entre nicleos da
camada intima ¢ epitélio glandular, na mesma glindula. Sendo assim, serio tratados
genericamente como nicleos da glandula da espermateca, sendo discriminados
somente quando conveniente.

Foi interessante observar que os valores de CEC para os
espermatozoides contidos no interior das espermatecas, nos mesmos preparados
utilizados para o estudo das glindulas da espermateca, apresentaram diferencas
(TABELA 3).
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TABELA 1 - Respostas de basofilia nuclear dos niicleos das gidndulas da
espermateca de rainhas Apis mellifera tratados com AT a 0,025% em Tampio
Mcllvaine a pH 4.0, adicionado de MgCl».

T

Rainhas Rainhas recém- Rainhas
COLORACOES virgens fecundadas "velhas"
AT sem MgClo I violeta violeta violeta
E violeta violeta violeta
AT + MgCl» 0,0IM |1 azulado violeta azul
E azulado violeta
AT + MgCl, 0,02M | 1 azulado violeta
E 1 do violeta
AT + MgClp 0,05M violeta/azul

violeta/azul

AT +MgCls 0,08M |1 azul/verde
E azul/verde
AT + MgCl» 0,10M violeta azul/violeta azul
E violeta azul/violeta azul
AT + MgClo 0,12M | 1 azulado azul/verde violeta
E azulado azul/verde violeta
AT + MgCl» 0,15M |1 * azul/verde *
E * azul/verde *
AT+ MgCl> 0,20M |1 * violeta *
E * violeta *

1 - nicleos da camada intima

E - nicleos do epitélio glandular

* . ndo observado.
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TABELA 2 - Valores de CEC (em molaridade de MgClo)
dos nucleos da glindula da espermateca de rainhas Apis
mellifera coradas com AT adicionado de Mg2+,

Condicido das rainhas Valor de CEC
Virgens <005M
Recém-fecundadas < 0,08 M
"Velhas" < 0,02M

TABELA 3. Comparagio entre valores de CEC (em molaridade de MgCly) dos
micleos das glindulas da espermateca de rainhas Apis mellifera recém-

fecundadas e envelhecidas, e dos nicleos dos espermatozdides contidos no
interior da espermateca das mesmas, corados com AT 0,025% a pH 4.0

adicionado de MgCl».

VALORES DE CEC
Niucleos das glandulas Nicleos dos
RAINHAS espermatozdides
Recém-fecundadas <0,08 M <0,12M
"velha" <0,02M <0,10M
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Resultados

CONTEUDO FEULGEN-DNA

A Figura 2, mostra a resposta i reagio de Feulgen dos nucleos da
glandula da espermateca de rainhas recém-fecundadas.

Os valores Feulgen-DNA para as glindulas nas diferentes condicoes,
avaliados microespectrofotometricamente, foram distribuidos na escala em
progressdo geométrica ao lado de valores para espermatozéides (controle C)
(FIGURA 3 ¢ TABELA 4).

Os dados aqui referidos demonstram a ocorréncia de poliploidia, tanto
para nucleos do epitélio glandular como para os nicleos da camada intima, sendo os
valores de ploidia mais elevados encontrados nos nicleos do epitélio glandular.
Encontrou-se ntcleos da intima com conteiido de DNA até 16C, embora a maior
frequéncia de ndacleos seja ai demonstrada como pertencente a classe 4C. No epitélio
glandular, a maior frequéncia de nicleos exibiu um conteiido Feulgen-DNA 64C,
embora fossem encontrados alguns nicleos 128C (FIGURA 3 ¢ TABELA 4).

Considerando-se a classe de ploidia mais freqgiiente para as rainhas nas
virias etapas de vida aqui analisadas (rainhas virgens, recém-fecundadas e
envelhecidas), ndo se encontrou diferenga para os niicleos da intima (classe 4C),
nem para os ndcleos do epitélio glandular (classe 64C) (FIGURA 3 e TABELA 4).

No entanto, foram encontradas algumas diferencas no perfil dos valores
Feulgen-DNA distribuidos em subclasses para cada uma das classes descritas, em
fungio da fase de vida considerada (FIGURAS 4 e 5). Ou seja, embora a maior
frequéncia de niicleos para as rainhas nas vérias etapas de vida, esteja na mesma
classe (4C para intima e 64C para epitélio), as respostas Feulgen DNA, dentro de
cada classe, s@o levemente diferentes, sendo para a camada intima, valores
ligeiramente deslocados para a direita (rainhas recém-fecundadas), ou esquerda
(rainhas velhas), em relagio aos valores das rainhas virgens (FIGURA 4), e para o
epitélio glandular, valores deslocados para a esquerda (rainhas recém-fecundadas e
velhas) em relagio aos valores das rainhas virgens (FIGURA 5).



Resuliados

FIGURA 2. Niicleos da camada intima (seta menor) e do epitélio glandular (seta
maior) das glindulas da espermateca de rainha Apis mellifera recém-fecundada
submetidas a reacio de Feulgen. As diferentes profundidades de foco se devem ao
tipo de preparado, adequado a nio esmagar nucleos a ponto de rompé-los. x1075.
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FIGURA 3. Histogramas de frequéncia relativa dos valores Feulgen-DNA dos
nicleos da camada intima (A), ¢ do epitélio glandular (B) das glindulas da
espermateca de rainhas Apis mellifera virgens, recém-fecundadas e velhas (np =
75,71 e 61; ng = 91, 103 ¢ 108 medidas, respectivamente). O intervalo de classes
foi definido a partir dos valores Feulgen-DNA de espermatozéides (controle C de
contetido de DNA).
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TABELA 4 - Frequéncia relativa de micleos das glindulas da espermateca de
rainhas Apis mellifera virgens, recém-fecundadas e velhas, distribuidos em relagio

as respectivas classes de conteiido Feulgen-DNA.

Frequéncia relativa (%)
CLASSES DE RAINHAS RAINHAS RAINHAS | ESPERMATQO-
CONTEUDO VIRGENS RECEM- VELHAS ZOIDES
DE DNA FECUNDADAS
| E i E I E

C 100
2C 17,34 15,49 27,87
4C 62,67 46,48 45,90
8C 18,67 36,62 19,67
16C 01,32 01,41 06,56 | 00,93
32C (04,40 44,66 22,23
64C 95,60 53,40 73,14
128C 01,94 03,70
nucleos medidos | 75 91 71 103 61 108 60

1 : nacleos da camada intima
E : nicleos do epitélio glandular
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Discussio

BASOFILIA NUCLEAR E CEC

Os resultados mostram haver diferencas nos complexos DNA-proteinas
na cromatina dos nicleos da glindula da espermateca, apos o processo de
fecundacdo e ap6s o envelhecimento.

As respostas de CEC aqui encontradas sdo exclusivamente devidas ao
DNA, uma vez que o material foi tratado previamente com RNase.

As caracteristicas de basofilia da cromatina corada com AT estio
intimamente associadas com o nivel de empilhamento e proximidade das moléculas
corantes ligadas ao substrato (fosfatos livres do DNA) (MIURA & OHBA,1967;
MELLO,1980). Quanto maior for a proximidade ¢ o empilhamento destas, maior
serd a metacromasia (VIDAL, 1987; CHAYEN & BITENSKY, 1991).

Nos resultados de CEC, as moléculas de AT e os cations inorginicos
competem pelas cargas negativas dos fosfatos do DNA disponiveis 4 ligacdo (nao
ligados a proteinas). O nimero e proximidade destes grupamentos tém entao,
influéncia nas respostas de CEC (VIDAL & MELLO, 1989). fons Mg2+ bloqueiam
fosfatos livres do DNA e RNA (VIDAL,1979).

Os nicleos da camada intima e do epitélio glandular respondem
semelhantemente & CEC nas trés condi¢bes em estudo (rainhas virgens, recém-
fecundadas ¢ envelhecidas), provavelmente devido ao fato que a intima se origine
deste epitélio (CAMARGO & MELLO,1970). Esses devem, portanto, conter tipos
de complexos DNA-proteinas semelhantes, respondendo igualmente & CEC, muito
embora o grau de ploidia seja diferente. Uma vez que ambos tipos de nicleos tém
valores de CEC igualmente alterados ap0s a fecundagio, € possivel que, de alguma
forma, as células da camada intima estejam relacionadas a mesma atividade
funcional das células do epitélio (hipdtese de KAPIL, 1958,62, in: CAMARGO &
MELLO, 1970), o que poderia se refletir na resposta 4 CEC semelhante.

CAMARGO & MELLO (1970) afirmaram que nicleos da intima
(picndticos e em processo de degeneragdo) nio teriam papel ativo ma secrecao
instalada em rainhas fecundadas. A sua fungio estaria relacionada ao
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desenvolvimento dos canpaliculos coletores, como descrito em giindulas
mandibulares de Melipona (CRUZ-LANDIM & MELLO,1967).

As diferentes respostas de CEC nas glindulas da espermateca ao longo
das fases de vida das rainhas, refletem diferengas na estrutura e composi¢io de sua
cromatina, provavelmente devido a diferengas na disponibilidade de grupos fosfatos
livres (ndo ligados a proteinas) do DNA, e no estado de condensacio dos complexos
DNA-proteinas {AMARAL,1988;, AMARAL & MELLO,1989; MELLO &
VIDAL,1989; VIDAL & MELLO,1989; MONTEIRO,1993; RANDI &
MELLQO,1994). Possivelmente se relacionem a diferengas na expressio génica,
associadas ao fenOmeno de secregao instalado nas glandulas com a fecundacio.

O maior valor de CEC foi encontrade na cromatina dos niicleos das
glindulas de rainhas recém-fecundadas (< 0,08M), sendo o menor valor encontrado
nas rainhas envelhecidas (< 0,02M), e valor intermedidrio nas rainhas virgens (<
0,05 M).

Estes valores mostram haver maior disponibilidade de grupamentos
fosfatos ndo ligados a proteinas nas rainhas recém-fecundadas, onde pode-se pensar
que, com a penetragio dos espermatozoides no interior da espermateca, e o inicio da
secrecdo, a expressio génica dos nacleos da glindula da espermateca possa se tornar
mais intensa do que naqueles das rainhas virgens e das envelhecidas, visto o
desencadeamento de suas fungdes secretoras (CAMARGO & MELLO,1970;
CAMARGO,1972; VERMA,1974).

Rainhas envelhecidas (1,5 ano) t&ém o nimero de espermatozdides
reduzido, devido a sua utilizagio na produgio de ovos. Poderia se pensar que, nesta
idade, a atividade génica dos niicleos desta glindula pudesse ser menor, quer seja em
reflexo a esta diminuicdo do nimero de espermatozdides, ou mesmo pela perda de
funcionabilidade em razio do envelhecimento.

RYAN & CRISTOFALO (1975) sugerem haver reducio, relacionada a
idade, na atividade transcricional da cromatina de células em cultura, podendo
representar mudancas na atividade génica durante o envethecimento in vitro.

Perda na expressdo génica pode envolver mudancas na metilagio do
DNA, e estrutura da cromatina (HORNSBY et al.,, 1991). G nimero de citosina
metilada diminui durante o envelhecimento (WILSON & JONES,1983, in:
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KIRKWOOID,1989; CATANIA & FAIRWEATHER,1991). Alteragbes na expressio
génica podem ser devidas a graus menores de demetilagio, que ocorrem com o
envelhecimento normal (SWISSHELM et al.,1990; CATANIA & FAIRWEATHER,
1991).

Alteracdes no padrao de metilacdo do DNA com o envelhecimento,
associadas ou nao ao controle génico, poderiam contribuir para os valores de CEC
menores encontrados nas glandulas envelhecidas, uma vez que esta metilacio estd
associada 4 interacdes DNA-proteinas especificas (MOLLOY & WATT,1990), ¢ a
alteragoes na conformagio e estrutura do DNA e da cromatina (RIGGS,1990).

Deve-se lembrar, no entanto, que nem todos os genes estio sob
controle associado a metilagio (CATANIA & FAIRWEATHER,1991). A inativacgio
génica, em alguns casos, é devida a ligacio de determinadas proteinas ao DNA,
histonas e proteinas da matriz nuclear (ZLATANOVA,1990; DANEHOLT &
GROSSBACH, 1990; ROTH & ALLIS,1992; FELSENFELD,1992; LEE et al.,1993;
LEVINE et al.,1993; TORDERA ¢t al., 1993; ALBERTS et al.,1994), o que poderia
refletir em uma menor disponibilidade de grupamentos fosfatos disponiveis. Tal
ligacido, com consequente diminui¢do na disponibilidade de grupamentos fosfatos
livres do DNA, e portanto, menor valor de CEC, poderia ser resultado do processo
de envelhecimento, seja ele programado (inativacio gémica programada), ou casual,
devido 2 perda da abilidade na regulagio da estrutura cromatinica.

Danos ao DNA, assim como alteracdes nas reacdes bioquimicas
envolvidas no coatrole das intera¢bes DNA-proteinas, também poderiam ser os
responsaveis pelo menor valor de CEC encontrado para as rainhas envelhecidas. Um
acimulo de alteragdes no DNA relacionadas 4 idade podem ocorrer ao nivel da
estrutura quimica, organizacio da sequéncia do DNA e expressio génica
(MULLAART et al.,1990). Em culturas de fibroblastos, por exemplo, hd diminuicio
de H1, e aumento das proteinas restantes com o envelhecimento (MITSUI et
al.,1980). A inativagio génica nlo estd também exclusivamente associada ao
empacotamento cromatinico. Ha casos onde a ligacdo de determinada proteina ao
DNA favorece a formagio de um complexo proteico, que dependendo da natureza,
reprime ou ativa certo gene, sendo a estrutura da cromatina na regiio reguladora
independente da atividade de transcrigio. (TRAVERS,1593).
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O retorno da metacromasia nuclear, observado nas coloragdes com
solugdes de azul de toluidina em que a concentracio de citions inorgéinicos foi
acima daquela requerida para a CEC, € causado pela concentracio salina elevada,
que causa extragdo de histonas, liberando sitios de ligagio ao corante (MIURA &
OHBA,1967; PIMENTEL,1983; MELLO & VIDAL,1989). Nas trés situacdes em
estudo, o retorno da metacromasia nuclear foi obtido em concentragdes diterentes, o
que sem divida reforga os proprios dados de CEC, evidenciando modificagbes na
estrutura cromatinica quando se comparam nicleos das glindulas de rainhas virgens,
recém-fecundadas ¢ envelhecidas, quer seja em resultado de diferengas na estrutura
cromatinica, e/ou por tipo e/ou niimero de proteinas diferentes.

A alteragio da estrutura cromatinica com o envelhecimento neste
material parece ser acompanhada por alteracbes de funcionabilidade nucleolar,
conforme demonstram ensaios em andamento neste laboratério, quando se
evidenciou diminuicio de corpos AgINOR positivos segundo técnica descrita por
VIDAL et al. (1994), e do nimero de nucléolos (detectados pela variante de CEC
para evidenciacdo de nucléolos -MELLO et al.,1993).

BASOFILIA E CEC NOS ESPERMATOZOIDES DE Apis

Em espermatozéides de Apis mellifera corados com solugdes de AT, as
moléculas de corante se dispdem segundo ordenamento molecular helicoidal em
torno da molécula de DNA (MELLO & VIDAL,1977), 0o que ¢ uma situagio
bastante particular, quando se consideram espermatozéides de diferentes espécies.

Em um grande nmimero de espécies, durante a espermatogénese, ocorre
substitui¢io das proteinas basicas nucleares somdticas por proteinas basicas ricas em
arginina, ou tipo protaminas (BLOCH,1969; DuPRAW,1970). Nestes complexos
DNA-proteina, a basofilia difere daquela de células somdticas (LISON,1960;
GLEDHILL,1966; MELLO & VIDAL,1977; MELLO,1982), devido a protaminas ¢
histonas ricas em arginina possuirem uma grande afinidade pelo DNA
(DuPRAW,1969), ocasionando um grande comprometimento dos seus grupamentos
fosfatos, de tal forma que quando estes complexos sio tratados com AT a pH 4.0,
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coram-se em azul-esverdeado MELL.O & VIDAL,1973,77; MELLO,1982), sendo
entdo impraticivel a pesquisa de CEC em tais casos.

No caso de espermatozdides de Apis mellifera, onde nio ocorre a
substituicio de histonas somdticas por proteinas do tipo protamina, ¢ sim uma
proteina bdsica ndo usual, rica em lisina (BLOCH,1969; VERMA,1972), os niicleos
se coram em violeta quando tratados com AT a pH 4.0 (MELLO,1973), i
semelhanca das células somdticas. No entanto, os valores de CEC para estes
espermatozéides foram muito mais elevados do que os das células somadticas aqui
estudadas. Observou-se também que, a0 mesmo tempo em que os espermatozoides
atingiram o valor de CEC, sofreram alteragbes nas suas cores de interferéncia de
birrefringéncia nuclear. Esta birrefringéncia, em condi¢des de coloragio com AT
sem adigio de MgZ*, se deve i orientacio das moléculas de DNA, mais a orientacdo
das moléculas corantes acompanhando a distribuigio helicoidal dos fosfatos do
DNA. Quando ¢ atingido o valor de CEC, uma vez que os fosfatos nio ligados a
proteinas ligaram-se a ions Mg2+, a birrefringéncia constatada é unicamente devida
a orientagio das moléculas de DNA (orientacio das bases) (WHITE E
ELMES,1952; MELLO,1982).

Foi possivel observar um abaixamento no valor de CEC dos nicleos
dos espermatozdides envelhecidos (armazenados no interior da espermateca de
rainhas velhas), quando comparados adqueles armazenados no interior da
espermateca de rainhas recém-fecundadas. Estas diferengas sugerem alteragdes nos
complexos DNA-proteinas dos espermatozdides com o envelhecimento, o que
poderia ser devido a alteragdes que afetem a prépria espermateca, ou se relacionem
a0s proprios espermatozdides em si, ou a ambos.

As alteragdes em valores de CEC nos espermatozéides sugerem um
relativo  aumento na compactagio dos complexos DNA-proteina com o
envelhecimento. Esta hipétese tem por embasamento experimentos com complexos
DNA-proteina in vitro, onde complexos DNA-protamina apresentam valores de
CEC menores em relacdo ao DNA ndo complexado (VIDAL & MELLO,1989) e
diferentes tipos celulares in situ (MELLO & VIDAL 1973.89; AMARAL &
MELLO,1989; MONTEIRO,1993).
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CONTEUDO FEULGEN-DNA

Os resultados mostram haver poliploidizacio nos nicleos da camada
intima (até 16C) e do epitélio glandular (até 128C) das glindulas da espermateca de
rainhas de Apis mellifera. A classe de conteddo de DNA mais freqiiente (4C e 64C,
respectivamente), permanece inalterada com a fecundagio e o envelhecimento.

Poliploidizagio em vdrios tipos celulares tém sido relatadas em abelhas
ao longo do desenvolvimento péds-embriondrio (MELLO et al.,1970; MELLO &
TAKAHASHI,1971). Em tecidos glandulares, a poliploidizagio tém sido relacionada
4 necessidade de alta atividade de sintese proteica (MELLO,1970; MELLO et
al., 1970, MELLO & VIDAL,1971; SILVA DE MORAES & CRUZ-
LANDIM,1983).

Nao foram encontrados nicleos do epitélio glandular 128C em rainhas
virgens, embora estes tenham sido evidenciados em rainhas recém-fecundadas ¢ com
maior frequéncia nas velhas. Também na camada intima, a classe de maior contetido
de DNA (16C), foi somente encontrada nas rainhas velhas. Pode-se entio pensar,
que a poliploidiza¢io aumente com a idade desses individuos adultos, ou esses
valores mais elevados sejam devidos A andlise de amostras de insetos com maior
tamanho (WOYKE,1971).

Foram detectadas variaghes nas porcentagens relativas de cada classe
de conteiido de DNA entre as trés situagdes em estudo. Entretanto, as maiores
frequéncias, tanto para nicleos da camada intima como do epitélio glandular sio
encontradas nas mesmas classes de contetido de DNA. Porém, dentro de cada classe,
nas subclasses, os padroes de distribuicio dos valores diferiram.

Nicleos com o mesmo conteido de DNA poderio apresentar
diferentes respostas a reagio de Feulgen para mesmos tempos de hidrolise, em
funcio dos tipos de complexos nucleoproteicos formados, 0s quais irdo permitir a
existéncia de diferentes graus de enrolamento e condensagio do filamento
cromatinico {(GLEDHILL,1966; MELLO,1978).

Respostas diferentes a reacio de Feulgen si3o esperadas para
complexos DNA-proteina diferentes. A cinética de hidrélise in sifu depende das
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interacbes DNA-proteina (MELLO,1979; SILVA ¢ MELLO,1986; MELLO et
al.,1976,86).

No envelhecimento de células cartilaginosas de anfibios urodelos
(Triturus) a colorabilidade do DNA pela reacio de Feulgen diminui com a idade,
dado que a sua hidrolise dcida torna-se mais dificil. Diferencas na sensibilidade do
DNA a hidroélise supdem uma modificacio da estrutura da cromatina e/ou a
modificagio de seus constituintes quimicos (JEANNY,1976). A resisténcia a
hidrolise dcida pode diminwir em funcio de mudangas nos complexos DNP,
aumentando a quebra do 4cido apurinico formado, promovendo a diminuicio da
coloragio de Feulgen (MELLO & RAYMUNDO,1977).

Alteragbes no padrio de extragio (causada pela hidrélise dcida) sdo
devidas a alteracOes na interagio entre proteinas e DNA. Assim, graus diferentes de
condensagio do complexo DNA-proteina podem ter resultados diferentes na resposta
a reagio de Feulgen (ANDERSSON & KIELLSTRAND,1975). MELLO (1978)
mostrou haver diferencas na resposta & reagio de Feulgen entre hetero- e
eucromatina.

As diferengas tintoriais do DNA na reagio de Feulgen podem ser
explicadas pelas modificagbes da organizacio dos complexos DNA-proteinas
(JEANNY,1976).
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Conclusoes

1) A cromatina dos nicleos das glindulas da espermateca de rainhas de
Apis mellifera (epitélio secretor ¢ intima) sofre alteracdes com o processo de
fecundacio e o envelhecimento.

2) A cromatina dos niicleos das glindulas de rainhas recém-fecundadas
possui maior disponibilidade de grupamentos fosfatos livres do DNA (nao ligados a
proteinas) que rainhas virgens ¢ velhas, em condicbes de competitividade azul de
toluidina-ions Mg2+ pelos sitios de ligacio (concentragio critica de eletrélitos), o
que pode indicar uma conformagio cromatinica mais frouxa pas glindulas da
espermateca de rainhas recém-fecundadas, adequada a atividade transcricional
(possivelmente elevada) destas células.

3) Os padroes de concentracio critica de eletrélitos foram os mesmos
para os nicleos do epitélio secretor € os da intima, embora estes difiram em graus de
ploidia.

4) As glandulas da espermateca possuem ntcleos polipléides, 2C i
16C para os niicleos da camada intima, e 16C & 128C para os ndcleos do epitélio
glandular.

5) A classe de conteddo de DNA de maior frequéncia nuclear, tanto
para camada intima como para epitélio glandular (4C e 64C, respectivamente), é a
mesma nas trés situagoes em estudo. VariagGes acontecem ao nivel das subclasses de
conteido de DNA., provavelmente devidas as diferencas na organizacio dos
complexos DINA-proteinas, e atividades transcricionais.

6) Desde que o padrio de distribuicio de valores Feulgen-DNA para
niicleos do epitélio secretor de rainhas virgens e velhas aparentemente ndo difere,
assume-se que nio exista perda de contetido de DNA com o envelhecimento, pelo
menos até a idade estudada.
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RESUMO

Niicleos das glindulas da espermateca de rainhas de Apis mellifera,
virgens, recém-fecundadas e envelhecidas, foram estudados através de testes
citoquimicos apropriados- rea¢io de Feulgen e concentragio critica de eletrdlitos
(CEC), a fim de se verificar possiveis alteracdes ao nivel de DNA ¢ complexos
DNA-proteina com a fecundagio e o envelhecimento. Foram encontradas:
D)alteragbes nos valores de CEC com a fecundagio e com o envelhecimento,
2)poliploidiza¢io dos nicleos da camada intima e do epit€lio glandular pas t@s
situacoes em estudo. Alteracoes nos valores de CEC (aumento com a fecundagio e
decréscimo com o envelhecimento) indicam modificacdes na disponibilidade de
grupamentos fosfatos livres do DNA (ndo ligados a proteinas), que poderiam ser
causadas pela alteracio na estrutura cromatinica, em resposta ao processo de
fecundagio (inicio da secrecio glandular), e pelo envelbhecimento (normal, casual,
ou programado), devido a alteragdes quantitativas e qualitativas das proteinas
nucleares. Estas alteragdes devem estar relacionadas a diferengas na expressio
génica, e também poderiam ser as responsdveis pelas alteragdes nos valores Feulgen-
DNA, detectados & nivel das subclasses de conteido de DNA. Assume-se nio ter
havido perda no conteido de DNA para a idade considerada como envelhecida neste
estudo.
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ABSTRACT

Spermathecal glands nuclei of virgin, mated and old queen bees of
Apis mellifera were studied cytochemically using the Feulgen reaction and the
critical eletrolyte concentration (CEC) method, in order to detect possible changes in
DNA and DNA-protein complexes with fecundation and ageing. The results showed
Daltered CEC values (increase with fecundation and decrease with aging),
2)poliploidy on secretory epithelium and intima in the three situations studied.
Differences in CEC values indicate differences in availability of free DNA
phosphates, that could be caused by altered chromatin structure, due to alteractions
in nuclear proteins, in response to fecundation and aging. The differences may be
related to changes in gene expression, and could be responsible for the altered
Feulgen-DNA wvalues, detected in DNA. content subclasses. No loss of DNA could
be assumed, at least considering the insect age presumed here to be involved with
ageing processes.
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