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HISTOQUIMICA E ULTRAESTRUTURA DAS GLANDULAS
SALIVARES DAS ABELHAS (HYMENOPTERA, APOIDEA) !

CARMINDA DA CRUZ LANDIM:

ABSTRACT

This is a study of the four types of salivary glands normally occurring in
bees. Current histochemical techniques were used to study variation of protein,
polysaccharides, nucleic acids and lipids, during the secretory cycle. Ultrastruc-
tural techniques were used to follow the cellular organelles through the elabo-
ration and elimination of secretory products. Much quantitative variation was
found in all substances studied, between glands and between stages of the
same gland.

The thcracic salivary gland of Melipona was found to secrete protein, and
the head gland lipids. Glycogen was found only in the glands of very young
bees, and is thought to be an embryonic remnant.

Electron microscopy showed that the cellular organelles evolve during the
secretory cycle according to what is generally known for cells with similar
functions. The Golgi apparatus was not seen in Xylocopa and Colletes, probably
because part of the secretion products are stored in vacuoles.

The data permit to derive thoracic salivary gland types 1, 2 and 3 from
type 4. Type 1 would result from the disappearance of the central (zymogenic)
cells; type 2 by reduction only of the number of these cells; type 3 by
disappearance of the peripheral (parietal) cells.

INTRODUCAO

No presente trabalho estudamos alguns aspectos da histoquimica e
ultraestrutura das glandulas salivares da cabeca e do térax (glandulas
labiais) das abelhas, bem como de seus dutos excretores. Trata-se, até
certo ponto, de uma continuacao da tese que apresentamos para obtencio
do grau de Doutor em 1963. KEstudamos, naquela ocasido, comparativa-
mente, 2 anatomia e a histologia de algumas glandulas das abelhas entre
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as quais as salivares propriamente ditas. Os resultados obtidos susci-
taram problemas cuja solucdo ndo estava no ambito da pesquisa que
realizdvamos, mas que procuramos agora esclarecer.

Pudemos, naquela ocasido, verificar que os Apoidea apresentavam
pelo menos quatro tipos diferentes de gldndulas salivares, bem diversi-
ficadas histologicamente. Verificamos também que a secrecdo para
atingir a luz da glandula tinha, em todos os casos, que atravessar uma
espéssa barreira cuticular, quase sempre quitinizada.

Em trabalho realizado posteriormente (Cruz-Landim & Akahira,
1966), verificamos ainda que as glandulas salivares apresentam durante
a vida das abelhas sociais um tGnico ciclo secretor.

Pareceu-nos interessante:

1. Pesquisar a maneira pela qual a secrecio atravessaria a barreira
cuticular, uma vez que a microscopia 6ptica nido permite visualizar
qualquer estrutura que facilite a passagem, nem da parte da célula, nem
da parte da cuticula.

2. Procurar um ponto em comum na organizacdo histolégica dos
diferentes tipos de glandulas salivares desde que todas tém a mesma
origem embrionaria.

3. Conhecer a morfologia das células secretoras e as modificacées
que ocorrem nos orginulos citoplasmaticos, durante o ciclo secretor.

4. Estabelecer, se possivel, a natureza da secrecéo.

Escolhemos a microscopia eletrénica como instrumento de trabalho
porque a microscopia 6ptica ji se havia revelado incapaz para resolver
algumas destas questdes e porque a experiéncia demonstra que quando
procuramos identidade devemos nos aprofundar nos detalhes.

A parte de histoquimica, embora venha aqui relatada em primeiro
lugar, surgiu posteriormente como complemento para os dados citolégicos
obtidos com o microscépio eletronico. '

Os resultados déste trabalho estdo, portanto, contidos em dois
capitulos. O primeiro contém dados sbbre a histoquimica das glandulas
salivares, especialmente da espécie social estudada (Melipona quadrifas-
ciota Lep.), e o segundo sébre a ultraestrutura das células secretoras.

Os estudos referentes as transformacdées dos organulos celulares
durante o ciclo secretor foram feitos sdmente na espécie social, da qual
pudemos contar com individuos de idades diferentes. Desta estudamos
cinco estagios, desde a abelha recém emergida até a abelha campeira.

HISTORICO

As glandulas salivares do térax e salivares da cabeca das abelhas,
cujo estudo constitue assunto desta tese, fazem parte do chamado sistema
salivar das abelhas, o qual engloba ainda as glandulas mandibulares e
hipofaringeas. As glandulas salivares propriamente ditas sdo também
chamadas glandulas labiais porque se originam de uma invaginacido do
segmento labial do embriao (Nelson, 1915). Nas larvas, recebem o nome
de glandulas de séda e ao que tudo indica secretam o material usado na
confecgdo do casulo para pupacio e talvez também algumas enzimas
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digestivas. Durante a pupacfo, essas glandulas, nas abelhas, sofrem uma
reorganizacio completa dando origem as chamadas glindulas salivares
do térax. As glandulas salivares da cabega, quando presentes, originam-
ge de evaginacdes da parede do excretor final das salivares do térax
(Snodgrass, 1956). As glandulas salivares do térax das abelhas séo
homoélogas as glandulas toracicas dos outros insetos e sdo de ocorréncia
geral nessa classe. As glindulas salivares da cabeca parecem ser exclu-
sivas de algumas abelhas nio aparecendo em outros insetos.

A anatomia e a histologia das glindulas do sistema salivar das
abelhas tém sido desde hi muito tempo estudadas. Trabalhos de natureza
geral, incluindo estudos comparativos de mais de uma espécie, foram
feitos por Schiemnz (1883), Bordas (1895), Heselhaus (1922) e mais
recentemente Cruz-Landim (1963, 1965). Nestes dois ultimos trabalhos
foram examinadas 110 espécies de abelhas pertencentes a seis das oito
familias do grupo Apoidea a fim de estabelecer a linha de evolugédo
seguida pelo grupo quanto a essas glindulas. Quanto as gldndulas
salivares, os-resultados indicam que existem pelo menos quatro tipos
morfoldgicamente diferentes nos Apoidea:

1. Glandulas salivares do térax formadas por tdbulos curtos, nio
ramificados e glandulas salivares da cabeca, completamente desenvolvi-
das e funcionais. Este tipo é encontrado exclusivamente nos Apidae.

2. Glandulas salivares do térax, alveolares e salivares da cabeca,
ausentes. Tipo encontrado em grande parte dos Anthophoridae e alguns
Halictidae.

3. Glandulas salivares do térax formadas por tdbulos longos e
ramificados com ou sem a presenca de glindulas salivares na cabeca.
Quando presentes as glandulas salivares da cabega mostram-se sempre
rudimentares. Este tipo foi encontrado nos Megachilidae, Andrenidae,
quase totalidade dos Halictidae e alguns Anthophoridae.

4. Glandulas salivares do térax formadas por tdbulos curtos nio
ramificados e auséncia completa das glandulas salivares da cabega. Tipo
encontrado nos Colletidae e em Ewxomalopsis (Anthophoridae).

Estes quatro tipos apresentam entre si grande diversidade histold-
gica (Cruz-Landim, 1963). Os tiibulos secretores da glandula salivar do
torax do primeiro tipo sdo formados por células ciibicas juxtapostas em
térno de uma luz, portanto, a mesma organizacio das glandulas tubulares
dos vertebrados. A luz é, contudo, limitada internamente por uma espéssa,
camada cuticular e nas abelhas mais velhas aparecem grandes vactolos
no apice da célula dando idéia de que éste se acha separado do limen
por um espaco ocupado, talvez pela secrecdo em estigios anteriores
(Cruz-Landim & Akahira, 1966). No segundo tipo, os alvéolos sdo
formados por uma célula secretora envolvida por uma bainha de células
baixas. Entre éstes dois tipos de células corre um canal cujas paredes
sdo de natureza cuticular. Os tibulos longos e ramificados (3.° tipo)
sdo formados por células dispostas irregularmente ao longo do ducto
excretor, isto é, ndo ha uma separacio nitida entre a parte glandular e
a excretora e nem tampouco um arranjo regular das células em torno
do ducto, ficando geralmente a luz colocada excéntricamente. Os tubos
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do quarto tipo embora morfologicamente sejam parecidos com os pri-
meiros, histologicamente sdo formados por duas ou trés células grandes
centrais dispostas em filas, envolvidas por uma bainha de células
achatadas. O canal coletor da secrecdo percorre a zona limitante
entre as células. A organizacio é, portanto, a mesma dos alvéolos das
glandulas centrais. Quanto as glindulas salivares da cabeca, presentes
nos Apidae, Cruz-Landim '(1963) verificou que sdo alveolares e que os
alvéolos, exceto pelo limite cuticular da luz, tém a mesma organizacio
daqueles das glandulas dos vertebrados. Quando presentes em outras
abelhas, fora déste grupo, as glandulas salivares da cabeca sdo rudimen-
tares e apresentam-se como crescimentos irregulares da parede do ducto
excretor final dentro da cabeca, sendo portanto, formadas por células
mais ou menos baixas em térno de uma luz com forte reférco cuticular.

Quanto & histoquimica dessas glandulas ndo encontramos nada na
literatura. Existem, entretanto, alguns trabalhos a respeito da composi-
cao quimica e funcio da secrecdo. Nas abelhas, ésses trabalhos referem-
se quase todos a Apis mellifera Linné, e mesmo assim, o maior interésse
dos pesquisadores tem sido pela secrecdo das glandulas hipofaringeas
das operarias (Patel, 1961) e glandulas mandibulares das rainhas
(Butler, 1956; Butler, Callow & Johnston, 1959). Nas operarias a
glandula hipofaringea passa por duas fases: uma em que secreta a geléia
real, e outra em que secreta enzimas digestivas, especialmente invertase
(Iglesent, 1940). A glandula mandibular da rainha produz a chamada
substincia de rainha, a qual é usada na integracdo da coldnia através do
fendmeno da trofolaxis.

As glandulas salivares do térax sio as Unicas glindulas das abelhas
que tém perfeita homologia com as glandulas de mesma denominacao
dos demais insetos. Naturalmente a secrecdo produzida pelas glandulas
salivares dos insetos é tdo variada quanto seu tamanho e forma, mas,
comparativamente, conforme mostrou Wigglesworth (1953), ha uma
certa uniformidade de func¢des. Em geral, a saliva é usada para umidecer
os apéndices bucais e alimentos a serem ingeridos. Na barata, sua
secrecdo é um liquido aquoso muito fluido, aproximadamente neutro ou
levemente alcalino, contendo amilase e invertase (Wigglesworth, 1927).
Heselhaus '(1922) verificou que nas abelhas solitdrias a condicdo é mais
ou menos a mesma, isto é, a secrecido das glandulas salivares do térax é
muite fluida e utilizada para umidecer o material de construcdo dos
ninhos. Segundo Simpson (1960, 1962), a secrecdo das glandulas sali-
vares dc toérax de operirias de Apis mellifera é um liquido aquoso,
muito fluido, quase livre de solutos, usado para dissolver os acflicares do
alimentc e trabalhar a céra. Esta secrecdo, enquanto no interior da
glandula, tem pH 6.0 a 6.5, portanto, levemente acida. Kratky (1931)
obtivera resultados semelhantes aos de Simpson (1960), quanto ao pH
da secrecdo, e segundo éste autor, esta contém invertase.

Quanto as glindulas salivares da cabeca, estruturas sdOmente pre-
sentes no grupo Apidae, Simpson (1960, 1962) verificou tratar-se de
um liquido oleoso de pH 6.5 a 7.0. O mesmo foi verificado para todos
os apideos por Cruz-Landim (1963) que observou ainda a coloragdo
désses lipideos em rosa, pelo sulfato de azul de Nilo, o que indica que se
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trata de graxas neutras. Segundo Simpson (1960), a secrecdo das
glandulas salivares da cabeca nfdo entra na composicdo da coletada na
glossa, ficando aderida & parede dos ductos excretores e apéndices bucais.
Contudo, o pH da saliva coletada na glossa é alcalino, cérca de 7.5
(Simpson, 1960). o L

" Cruz-Landim & Puga (1966) estudando lipideos nas glandulas do
sistema salivar de Trigona (Scaptotrigona) postica verificaram a
presenca de gdtas lipidicas no interior das células secretoras da glandula
salivar do térax de abelhas campeiras (idosas) e em tbdas as fases
(desde a emergéncia) nas glandulas salivares da cabeca. A quantidade
de lipideos na célula e na luz da glandula salivar da cabeca aumenta &
medida que a abelha envelhece.

A ultraestrutura das glindulas salivares dos insetos nio foi ainda
muito estudada, mas existem alguns trabalhos que serdo de grande valia
ccmo elementos de comparacio e ajuda na interpretacio dos nossos resul-
tados.

Beams & King (1932) e Kessel & Beams (1963) descrevem, res-
pectivamente para gafanhoto e barata, um tipo de glandula salivar que
parece ser idéntico as glandulas alveolares encontradas nos Anthopho-
ridae. Nao podemos ter certeza a &ste respeito porque a descricdo nio
estd muito clara e os trabalhos nfdo apresentam nenhuma ilustracio que
elucide o fato. No caso, a parte secretora das glandulas é formada por
dois tipos de células: células zimogénicas e células parietais colocadas
na base daquelas. Em Periplanete americana as células parietais
sdo percorridas por canaliculos intracelulares em tdorno dos quais a
membrana pldsmica forma numerosas microvilosidades. As células
zimogénicas, por outro lado, apresentam ergastoplasma muito desenvol-
vido e granulos de secrecdo no interior (Kessel & Beams, 1963).

A presenca de canaliculos intracelulares em diversas glandulas dos
insetos é fato ja bastante conhecido, desde os primeiros trabalhos de
histologia, e o microscépio eletrénico tem mostrado que freqiientemente
ao redor déstes aparecem microvilosidades (Beams & Anderson, 1961).
Os canaliculos servem, neste caso, para aumentar a superficie de elimi-
nacdo da secrecdo. Segundo Beams & Anderson (1961), o nome de
canaliculo intracelulares nado é apropriado porque estas estruturas sao
na realidade exteriores & célula, desde que estdo limitadas pela mem-
brana plasméatica. Existem canaliculos intracelulares ao redor dos quais
nio aparecem microvilosidades, e cuja parede é reforcada por material
cuticular, como acontece na glandula hipofaringea de Apis (Beams,
Tahmisian, Anderson & Devine, 1959) e na glandula mandibular de
Bombus (Stein, 1962). Neste caso, o reférgco cuticular apresenta
interrupgées em alguns pontos. A secrecdo se acumula formando massas
ao redor désses canaliculos.

A presenca de microvilosidades, no polo através do qual a secrecéo
deve ser eliminada, é muito comum nas células glandulares de insetos.
Jacob & Jurand (1963) e Phillips & Swift (1965) verificaram sua
presenca no polo apical das células secretoras das glandulas salivares
da larva de Bradysia mycorum e Sciara coprophila, respectivamente,
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Jacob & Jurand (1963) verificaram em Bradysia que a célula secretora
apresenta trés zonas distintas. A zona basal contém invaginacdes da
membrana plismica associadas a mitocondrios; a zona central, o nicleo,
ergastoplasma, Gelgi e alguns graos de secrecdo; e a zona apical muitos
granulos de secrecdo e microvilosidades. Os granulos de secrecdo se
acumulam abaixo das microvilosidades sendo eliminados na sua base,
fato também observado por Phillips & Swift (1965) em Sciara.

O aparecimento da secrecdo na célula estd, como nas células
glandulares dos vertebrados, associada ao ergastoplasma e ao complexo
de Golgi (Palay, 1958). As vesiculas do Golgi aparecem, freqiiente-
mente, dilatadas, mostrando os produtos de secrecdo no seu interior
(Phillips & Swift, 1965). O amadurecimento dos grinulos de secrecio
pode muitas vézes sofrer processos complicados como em Bombus, onde
parte de reticulo endoplasméatico parece ficar formando uma porcio do
granulo (Stein, 1962).

A presenca de invaginacdes da membrana pldsmica basal associadas
com mitocéndrios indica a observacdo de substancias, por essa regifo da
célula, diretamente da hemolinfa. Essas estruturas sio especialmente
desenvolvidas nas glandulas salivares de afideos (Moericke & Wohlfarth-
Bottermann, 1960; Wohlfarth-Bottermann & Moericke, 1960) que nio
tém tubos de Malpighi, desempenhando entdo estas glandulas funcao
excretora. Embora em escala menor essas invaginactes da membrana
plasmica na parte basal da célula aparecem em quase todas as glandulas
salivares dos insetos (Phillips & Swift, 1965; Jacob & Jurand, 1963).
Em Periploneta americana, o fendbmeno é, sobretudo, acentuado nas
células do ducto excretor extracelular (Kessel & Beams, 1963). O ducto
excretor extracelular tem na luz um reforco cuticular e abaixo déste as
células apresentam as mesmas invaginacdes da membrana plasmica
associadas com mitocondrios que, neste caso, segundo os autores, estdo
ligados & eliminacdo de material da célula. As membranas separatérias
das células apresentam nestes ductos desmossomas septados.

O reforco cuticular espésso separando as células do ldmen da
glandula extende-se, muitas vézes, também & parte secretora, e a secrecio
tem entdo que atravessar a cuticula para ser eliminada. Locke (1961)
estudando a eliminacdo de céra em varios insetos, chegou a conclusio
que esta se d4 através de canais existentes em poros na quitina para
passagem de liquidos; foi também verificada por Cruz-Landim, Stort,
Cruz & Kitajima (1965) no 6rgio tibial dos maches de abelhas do grupo
Euglossinae.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Como as abelhas apresentam quatro tipos diferentes de glandulas
salivares, tomamos um representante de cada tipo. Portanto, o material
usado nesta pesquisa é constituido pelas glandulas salivares das seguintes
abelhas:
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Espécie Familia Proccdéncia

Melipona quadrifasciata anthi-

dioides Lep. Apidae Piracicaba, SP
Xylocopa (Neoxylocopa) hirsu-

tissima Maild Anthophoridae Rio Claro, SP
Megachile (Pseudocentron)

curvipes Smith Megachilidae Rio Claro, SP -
Colletes rufipes meridionalis

Schrottky Colletidae Rio Claro, SP

2

Destas, a primeira é abelha social e as demais sdo solitadrias. Da
espécie social somente as operarias foram estudadas e das solitarias
somente as fémeas. - No caso das abelhas solitarias, os individuos foram
coletados enquanto visitavam flores, e sua idade, portanto, era desco-
nhecida. De Melipona estudamos cinco idades diferentes do imago com
a finalidade de acompanhar o desenvolvimento das glandulas. A idade
foi determinada aproximadamente, seguindo critério estabelecido por
Kerr (informacdo verbal), o qual se baseia na coloracdo da pelugem do
térax e das faixas do abdomen. As idades usadas foram:

Estagio 1. Abelhas recém-emergidas, com um dia de idade, pelugem
branca e faixas cinza-claro sébre o fundo marrom-claro.

Estagic 2. Abelhas com trés a cinco dias de idade, pelugem
marrom-claro e faixas amarelo-claro sobre fundo marrom.

Estigio 8. Abelhas com nove a doze dias de idade, pelugem marrom
bem escuro e faixas amarelas sobre fundo marrom.

Estigio 4. Abelhas com quinze a vinte dias de idade, pelugem
marrom bem escuro e faixas amarelo-vivo sébre fundo marrom-escuro.

Estagio 5. Abelhas campeiras com mais de vinte e cinco dias de
idade, coletadas fora da colonia quando voltavam carregadas com pdélen
e resina. Pelugem marrom bem escuro, ji desgastada, e faixas amarelo-
vivo sbbre fundo préto.

METODOS

As abelhas foram anestesiadas com CO. e as glandulas dissecadas
sob lupa, em solucdo fisiolégica para insetos, com a seguinte composicio:

Na Cl 7,50000 gr.
Na, HPO, 2,38800 gr.
KH2 PO4 2,72280 ar.
Agua destilada 1.000 ml.

A. Histoquimica
Foram feitos testes para:

1. Proteina: material fixado em solucdo de formalina a 8% em
solugdo fisiolégica para insetos, cortes em parafina, corados pelo método
de Ninhidrina Schiff (Yasuma & Itchikawa, 1953 apud Pearse, 1961).
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Foram feitas laminas controle, coradas apenas pelo Schiff, sem o trata-
mento prévio pela Ninhidrina.

2. Polissacarideos: material fixado em Gendre a 0°C. cortes em
varafina corados com Carmin de Best e acido peridédico Schiff (PAS).
Do PAS foram usadas duas técnicas diferentes: a) Me Manus (1948
apud Pearse, 1961) oxidacdo em solucdo aquosa de &cido periddico a
0,5%, durante 2 minutos; b) Hotchkiss (1948, apud Pearse, 1961)
oxidacdo em solucdo de acido periédico em metanol a 0,6%, durante 5
minutos, seguida de banho redutor a base de tiossulfato de sddio.
Algumas laminas foram previamente incubadas em solucio de saliva
(1:1) em tampio fosfato 0,125 M, pH 7, durante uma hora a 36°C.
foram também usadas. A presenca de quitina na cuticula foi verificada
Laminas contréle, incubadas apenas em tampao, nas mesmas condi¢ées,
através da reacdo de Schultze (1922, apud Pearse, 1961), tendo side
usado diafano’ seguido de cloreto de zinco iodado.

3. Acidos nucléicos: material fixado em Carnoy 3:3:1 ou em
glutaraideido a 6% ; cortes em parafina, corados com: a) verde-metila-
vironina (material fixado em Carnoy) segundo a técnica Nuraick (1955,
apud Pearse, 1961) ; b) azul de toluidina a 1%, pH 6 (material fixado
em glutaraldeido) : as ldminas foram incubadas com R Nase de saliva,
durante uma hora a 60°C (Pearse, 1961); c¢) alaranjado de acrinina,
segundo o método de Bertalanffy & Bickis (1956, apud Pearse, 1961).
Esta coloracdo foi usada para exame em microscopia de fluorescéncia.
Usamos material a fresco e fixado em Carnoy.

4. Lipidios: material fixado em formol Ca de Backer, inclusdo em
gelatina (Pearse, 1961), cortes em micrétomo de congelacdo, corados
com: a) sudan black (solucido saturada em A4lcool a 70%); b) fosfina
3 R a 0,1%, durante 3 minutos para exame com microscopia de fluores-
céncia. Usamos material fixado em formol. Material a fresco, em
solugdo salina também foi usado para exame da fluorescéncia priméria.
O pH aproximado da secrecdo das glandulas salivares foi determinado
esmagando-ge as referidas estruturas sébre papel indicador de pH Merck.

B. Microscopia Eletronica

Foram usados os seguintes fixadores: 1) Tetréxido de 6smio a 2%
em tampéo acetato-veronal 0,1 M, pH 7.4 por 2 horas a 4°C (Palade,
1952), ou em tampéo fosfato 0,2 M, pH 7.0 (Millonig, 1964) pelo mesmo
tempo; 2) Permanganato de potassio a 0,6% em tampdo acetato-veronal
0,1 M, pH 7.4 por 5 a 10 minutos, seguido do fixador de Palade, por
duas horas a 4°C (McAlear, 1962) ; 3) Glutaraldeido, solucdo a 3% em
tampdo acetato-veronal 0,1 M, pH 7.4, por uma hora, a 4°C, seguido pelo
fixador de Palade por duas horas também a 4°C (Sabatini & alliz, 1961,
modificado). A seguir o material foi lavado em tampéo para retirar o
excesso de fixador, desidratado em acetona e incluido em Epon 812 (Luft,
1961). A lavagem e desidratacfo, até acetona 100%, foram feitas a 4°C,
em cérca de uma hora. As seccdes foram obtidas em um ultramicrétomo
Porter-Blum MT2, com navalhas de vidro.
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Como corantes eletronicos foram usados o citrato de chumbo - (Rey-
nolds, 1963), o hidréxido de chumbo (Millonig, 1961) e o acetato de
uranila (Watson, 1958). A coloracdo dos tecidos usados se revelou
bastante dificil, por isso, freqiientemente usamos coloracio dupla com
acetato de uranila, por uma hora, seguido de citrato ou hidréxido de
chumbo por 15 minutos.

RESULTADOS

Inicialmente, procuramos medir o pH da secrecdo das glandulas
salivares. Dissecamos as glandulas e as esmagamos sObre papel indicador
de pH de Merck. Em Melipona, a secrecdo da glandula salivar do térax
é mais acida (pH 6.5 a 7.0), enquanto a da cabeca é mais bésica
(pH 7.0 a 7.5). Nao fizemos medidas da secrecio pura, porque essas
glandulas, em Melipona, ndo possuem um reservatério e a quantidade de
saliva nos ductos é pequena e dificil de coletar. Quanto & saliva coletada
na glossa, verificamos que tem pH 7.5, mas ja é uma mistura da secrecéo
dos dois pares de glandulas salivares toracicas e da cabeca. A secrecio
das gladndulas salivares do térax das outras abelhas estudadas apresentou,
por ésse processo, pH entre 6.0 e 7.0, tendendo sempre mais para acidez.

Antes de comecar propriamente a descricdo dos resultados, queremos
ressaltar que nfo trata éste capitulo da histoquimica no sentido de
determinar a composicdo quimica da secrecdo celular, mas de verificar
sua natureza, além de confirmar a presenca de determinadas substanciag
no interior das células glandulares.

Procuramos uniformizar ao maximo o tratamento aplicado as la--
minas a fim de evitar diferencas de coloracido independentes do contetido
celular. Com essa intencdo, sempre que possivel, coramos as laminas
correspondentes a diferentes estdgios ou espécies, em um mesmo frasco.

A. Histoquimica

1. Proteinas. Em Melipona, as glandulas salivares do térax, nos
trés primeiros estigios, coraram-se fracamente pela ninhidrina-Schiff,
ficando o citoplasma uniforme e levemente réseo. O quarto e quinto
estagios apresentaram material corado em purpura na parte apical da
célula, enquanto a parte basal permanecia résea (est. 1, d). O material
corado em puarpura, no quarto estagio, era finamente granular, enquanto
no quinto, parecia amorfo. Em alguns cortes do quinto estidgio encon-
tramos material coradc também na luz da glandula.

Em Xuylocopa (est. 3, b) e Colletes (est. 4, b), o citoplasma das
células periféricas, as quais denominaremos neste trabalho células
parietais, apresentou-se uniformemente réseo, sendo esta coloragdo um
pouce mais forte que a apresentada pelos primeiros estigios da glandula
de Melipona. As células centrais, que neste trabalho chamaremos zimo-
génicas, por motivos que se elucidardo no decorrer da exposicdo, apre-
sentaram coloracdo mais intensa, sem contudo chegar ao purpura.

Em Megachile, a reacdo foi fracamente positiva e as células se
coraram uniformemente, de maneira semelhante ao que ocorreu nas fases
jovens de Melinona. o
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A glandula salivar da cabeca em Melipona apresentou em todos
estdgios coloracdo levemente résea, com ninhidrina-Schiff (est. 2, a),
enquanto em Megachile a coloracdo foi um pouco mais intensa, mas
uniformemente distribuida na célula.

2. Polissacarideos. A reacdo de Best, correlacionada com o teste
da saliva, demonstrou a presenca de glicogénio no estagio 1 e 2 da glan-
dula salivar do térax de Melipona, onde aparecia distribuido uniforme-
mente por toda a célula, sob a forma de pequenos graos (est. 1, e). As
laminas tratadas com saliva ndo apresentaram nenhum material corado
e as incubadas em tampio coraram-se mais fracamente.

Quanto & técnica de McManus (est. 1, g) e & de Hotchkiss (est. 1, ¢)
evidenciaram a presenca de material PAS positivo formando uma linha
fina em toérno do tdbulo secretor e ducto excretor no interior da célula e
no revestimento cuticular da luz. A coloracdo da membrana basal apa-
receu em tddas as fases de desenvolvimento da glandula. J4 o material
com reacdo positiva, encontrado no interior da célula, apresentou com-
portamento menos estavel. No primeiro e segundo estagios o material
positive apareceu, de preferéncia na parte basal da célula, sob a forma
de pequenas massas finamente granulares. No terceiro estigio, o ma-
terial PAS positivo revelou-se ao redor da luz da glandula, sob a forma
de pequenos graos. No estiagio 5, o material corado pelo McManus
aparecia apenas na regido cuticular e na membrana basal. O tratamento
com saliva nio alterou as caracteristicas de coloracdo dos estagios 3, 4
e 5, mas, apds ésse tratamento, os estiagios 1 e 2 praticamente nédo apre-
sentaram material corado no interior da célula. A coloracido pelo PAS
do reforco cuticular verificou-se apenas com a técnica de McManus,
embora quanto ao restante éste reativo tenha se comportado exatamente
como o Hotchkiss. No caso de McManus a cuticula aparece corada de
rosa, em todas as fases do desenvolvimento glandular.

As glandulas salivares do térax das outras espécies estudadas nio
apresentaram material corado pelo Carmin de Best, mas tddas elas
apresentaram uma linha basal positiva as técnicas de PAS empregadas.
O método de McManus corou ainda todos os reforcos cuticulares, seja da
luz das glandulas, seja dos canaliculos intracelulares (est. 3, f; est. 4, a).
Em Xwylocopa e Colletes ambos os métodos evidenciaram a presenca de
material PAS positivo nas células parietais e zimogénicas (est. 3, ¢). As
células parietais apresentavam o material corado ao redor das ramifica-
coes menores dos canaliculos intracelulares e, nos cortes transversais
déstes, o material aparecia radiado em torno da luz. Nas células zimo-
génicas observamos pequenos graos corados pelos reagentes citados,
distribuidos por téda a célula, ao redor do niicleo. A densidade désses
granulos era pequena e a sua coloracdo ndo era muito intensa.

O tratamesto com saliva nao alterou nenhuma destas coloracdes.

A glandula salivar da cabeca de Melipona apresentou material PAS
positivo somente no estagio 1, quando as células secretoras sdo ainda
relativamente altas. O material corado se distribuia em pequenos graos
por téda a célula, e sua quantidade pareceu-nos maior que aquela apre-
sentada pela glindula salivar do térax. Apds o tratamento com saliva,
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o material ainda se apresentou corado pelo PAS, embora fracamente
(mais fraco que nas lidminas incubadas em tampdo). Nos estigios
seguintes, as células secretoras apresentam-se muito baixas e ndo se
coram por nenhum dos corantes acima mencionados. Os ductos, contudo,
apresentam uma linha basal finissima, corada pelos PAS e o reforco
cuticular da luz corado pelo McManus (est. 2, f). Embora essa coloragédo
do reférco cuticular tenha acontecido em quase tddas as glandulas, o
mesmo nio se verificou no caso dos alvéolos da gldndula salivar da cabeca
que, contudo, o tem bem espésso. Alids, notamos que a coloracdo néo
aparecia sempre que a cuticula era mais espéssa e apresentava cor
amarela. Ao examinarmos as glandulas com microscopia de fluorescéncia
verificamos que a cuticula apresentava, tanto nas glandulas salivares do
térax como nas da cabeca, fluorescéncia natural prateada bem acentuada
principalmente a dos ductos. Essa fluorescéncia aparecia também na
membrana dos alvéolos glandulares (est. 2, ¢).

A glandula salivar da cabeca de Megachile apresentou uma mem-
brana basal bem mais espéssa que o comum, corada pelas técnicas de
McManus e Hotchkiss. No interior da célula encontramos pequencs
granulos fracamente positivos. O reférco da luz nfo se corou.

As laminags tratadas sdmente pelo Schiff ndo apresentaram material
corado no seu interior em nenhum caso, nem nos presentes testes, nem
nos anteriores para proteinas.

A reacdo de Schultze foi aplicada a todas as glandulas com a fina-
lidade de verificar a presenca de quitina no revestimento cuticular da
luz das glandulas e nos canaliculos intracelulares. Verificamos que a
coloracédo pelo cloreto de zinco iodado era muito irregular mesmo numa
mesma ldmina. Verificamos, contudo, reacdo positiva fraca no revesti-
mento interno dos ductos, na luz da glindula e em alguns canaliculos
intracelulares, mormente aqueles de Xylocopa e Colletes que aparecem no
limite entre as células parietais e zimogénicas.

3. Acidos nucléicos. N&o achamos a coloragao com verde-metila-
pironina muito satisfatéria. Em quase t6das as fases, a glandula salivar
do térax de Melipona apresentou o seu citoplasma corado fracamente e
de maneira uniforme. Apenas na fase 3, a coloragdo se intensificou um
poucc, mas nio alcancou a intensidade esperada pelo conhecimento que
j4 tinhamos do exame ao microscopio eletrénico e que revelava um
ergastoplasma muito desenvolvido nesta fase. Tentamos a remocdo do
RNA usando a RNAse. Nos estagios 1, 2, 4 e 5, a pironinofilia do
citoplasma que ja era baixa desapareceu completamente, mas no estigio
3 conservou-se praticamente inalterada. Quanto aos nucleos coraram-se
pelo verde-metila, normalmente. A medida que a glindula envelhece, os
nicleos tornam-se menores e entdo a coloracdo fica mais intensa. Apds
a digestdo com a RNAse da saliva, a coloracdo dos nticleos pelo menos
aparentemente fica mais forte.

O mesmo verificamos para as glandulas das outras abelhas estu-
dadas (est. 3, a).

A coloragdo em azul de toluidina revelou-se mais favoravel que a
anterior, dando indicagdes da basofilia celular mais condizentes com o
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nosso conhecimento anterior do material. Em algumas laminas conse-
guimos o efeito de Feder & Wolf (1965), isto é, os niicleos corados de
verde e o citoplasma de azul. Notamos também que, no estagio 8, quando
justamente a coloracdo do citoplasma era mais acentuada, os ntcleos
também apareceram mais acentuadamente verdes. Por éste método
pudemos verificar que os estigios com menor basofilia citoplasmatica
eram o primeiro e o dltimo, enquanto o de maior era o terceiro. No
quarto estdgio, a coloracdo do citoplasma resumia-se a uma faixa na
porcio basal da célula e, mesmo assim, fraca.

Quanto as demais glandulas salivares do térax, notamos que em
Megachile a coloracdo do citoplasma era muito fraca, enquanto em
Xylocopa e Colletes as células parietais coravam-se em azul profundo e
as zimogénicas em azul claro. Contudo, a cOr verde do nfticleo foi mais
acentuada nas célulag zimogénicas que nas células parietais.

As laminas tratadas pela ribonucleose apresentaram sempre baso-
filia menor, mas auséncia total de coloracido depois do tratamento s6 foi
verificado nos estagios 1 e 5 das glandulas de Melipona.

S6 submetemos ao exame da fluorescéncia as glandulas de Melipona
das quais tinhamos maior quantidade de material & disposicdo. A
coloracdo em alaranjado de acridina, tanto de material fresco como
préviamente fixado em Carnoy, mostrou uma fluorescénci: alaranjada do
citoplasma e verde palida do ntcleo (est. 1, b). Foi possivel perceber
uma pequena diferenca de intensidade na fluorescéncia, a qual se mostrou
mais forte nos estagios 2 e 8. Apesar dessa intensificacdo nos estigios
mencionados, a fluorescéncia nunca chegou a ser muito forte em nenhuma
das fases da glandula.

Os resultados obtidos com as glandulas salivares da cabeca foram
idénticas aos que vimos de relatar para as salivares do térax de Melipona.
Aliss, neste caso, sdmente esta abelha foi estudada. A coloracdo com
verde-metila-pironina foi sempre fraca, mostrande-se, contudo, a pironi-
nofilia do citoplasma levemente mais intensa nos estagios 1 e 2, sendo
nos demais praticamente negativa. Alids, como ji tivemos oportunidade
de dizer depois do estdgio 2, as células da glandula salivar da cabeca
apresentam-se tdo baixas que se torna dificil distinguir a coloracio das
diferentes partes. " A coloracido com azul de toluidina exibiu resultados
semelhantes ao do corante anterior, evidenciando maior basofilia do
citoplasma nos estagios 1 e 2.

Os resultados obtidos com a microscopia de fluorescéncia também
foram similares aos encontrados para a glandula salivar do térax, isto
é, ap6s a coloracdo com alaranjado de acridina, os ntcleos fluoresceram
em verde e o citoplasma em alaranjado, nos estigios 1 e 2 (est. 2, ), mas
fracamente.

4. Lipidios. As gliandulas salivares do térax de Melipona s6
apresentaram material corado pelo sudan black B no wltimo estagio. Esse
material se apresentou sob a forma de pequenos graos distribuidos no
citoplasma, especialmente na parte basal da célula (est. 1, f). A quan-
tidade de graos por célula na maioria das vézes era diminuta (3 ou 4).
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Com azul de nilo em todas as fases do desenvolvimento da glandula, o
citoplasma se corou em azul palido, uniformemente. O material fixado
com formol e coradc com fosfina 3R, examinado com luz ultra-violeta,
revelou, contudo, fluorescéncia prateada fraca por parte dos tubulos
secretores (est. 1, a).

Das demais abelhas estudadas s6 examinamos, sok éste aspecto,
Xylocopa. Nesta abelha as células zimogénicas apresentaram pequenas
gotas coradas pelo sudan black e as células parietais granulos finos. 0
azul de nilo corou em azul essas estruturas.

A coloragdo, com sudan black, revelou a presenca de pequenos
granulos lipidicos no citoplasma das células das glandulas salivares da
cabeca, desde o primeiro estagio até o ultimo. No primeiro estigio, ésses
granulos sdo ainda pouco numerosos, aumentando sempre. Nos ultimos
estagios, quando as células estdo muito baixas, vé-se apenas uma linha
preta bordejando a luz do alvéolo. A partir do segundo estidgio j4 comeca
a aparecer na luz da glandula, e’ cora-se em azul profundo pelo sudan
black (est. 2, b).

O azul de nilo nfo cora em rosa a secrecdo no interior do citoplasma,
mas cora o material na luz dos alvéolos e ductos, em rosa claro. Nos
primeiros estagios (2 e 3), dentro da massa maior de secrecdo, corada em
rosa, aparecem algumas goétas pequenas coradas em azul. Nos estigios
finais t6da a secrecio contida na luz é cor de rosa, ndo aparecendo mais
as goticulas azuis.

Foi feito exame de material fresco com luz fluorescente, a fim de
verificar se os lipidios secretados tinham ou nido fluorescéncia natural.
A secrecdo da glandula salivar da cabeca na luz alveolar apresenta
fluorescéncia natural, prateada, muito fraca (est. 2, ¢). Material fixado
em formol corado com fosfina 3R revelou fluorescéncia verde de goticulas
situadas tanto dentro da célula como no limen.

O ducto excretor final das glandulas salivares de Xylocopa cora-se
bem pelo sudan black, assim como a secre¢cdo em sua luz (est. 3, d), o
mesmo observando-se quanto a glandula salivar da cabeca de Megachile
(est. 3, e).

Resumindo o que ficou dito neste capitulo, apresentamos as tabelas I
e II, referentes as glandulas salivares do térax e da cabeca, respectiva-
mente. As tabelas contém indicac¢es dos resultados dos testes aplicados
e da intensidade da coloracdo obtida. As tabelas referem-se apenas ao
conteido citoplasmatico das células secretoras, nio sendo, portanto,
contado como resultados positivos a coloracdo da membrana basal e
refoérco cuticular no caso da técnica de McManus e Hotchkiss. Na
Tabela I, a coluna referente aos resultados do tratamento com o verde-
metila-pironina refere-se somente ao RNA citoplasmético. Na Tabela II,
os resultados da fluorescéncia com alaranjado de acridina, assinalados
na coluna correspondente, referem-se ao citoplasma. Os resultados do
sudan black dizem respeito ao citoplasma das células secretoras, mas os

BN

resultados dos demais testes para lipidios, referem-se 4 secrecido na luz.
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B. Microscopia Eletronica

1. Glandulas salivares do térax de Melipona. As glandulas sali-
vares do térax de Melipona sio constituidas por tibulos secretores curtos,
nio ramificados, cujas paredes sdo formadas por células mais ou menos
clibicas e cuja luz apresenta um reforco cuticular relativamente espésso.
Os ductos se retinem em grupos de dois ou trés para formar o ducto
condutor da secrecdo (Cruz-Landim, 1963). Ja dissemos também que,
pelo menos em outros meliponideos (Trigora (S.) postica) essas glan-
dulas apresentam, durante a vida das operarias, um unico ciclo de secre-
cdo (Cruz-Landim & Akahira, 1966). O que vimos de relatar sdbre a
histoquimica destas glindulas revela que durante ésse ciclo as células
secretoras «ofrem_alteragbes no seu conteddo citoplasmatico. A micros-
copia eletronica permitiu-nos acompanhar, nas diferentes idades, a
evolucdo dos diferentes organulos celulares, a formacfo da secrecédo, sua
eliminacdo e os primeiros sinais de degeneracio celular. Antes de entrar
propriamente na discuss@o da ultraestrutura dos diferentes estigios da
glandula, descreveremos os ductos glandulares, cuja estrutura permanece
inalterada durante toda a vida da abelha.

Os ductos coletores da secrecdo, isto é, aqueles em contato direto
com os tibulos secretores, sdo formados por células relativamente baixas
com nucleos achatados, reticulos pouco desenvolvidos, mas ricas em
mitocondrios. Os mitocondrios sdo pequenos (0,2 a 0,4 p de didmetro x
1 u de comprimento), mas contém cristas bem desenvolvidas e predomi-
nantemente longitudinais (est. 5, a). Zonas de Golgi raramente estdo
presentes, mas podem ser observadas em algumas preparacdes. A
membrana basal das células do ducto é muito espéssa (1,56 a 2,0 p),
formada de material relativamente denso e fibrilar, orientado paralela-
mente & superficie da célula. A membrana pldsmica basal se invagina
ern varios pontos. Essas invaginagbes, embora nido sejam muito nume-
rosag, nem muito prefundas, acham-se associadas com mitocéndrios (est.
6, a). Na parte apical da célula, a membrana plasmica fica aderida
firmemente ao. revestimentc da luz. As membranas de separacido das
células sdo muito sinuosas e apresentam caracteristicos desmossomas
septados. No caso presente, o espacamento entre uma ligacdo e outra é
de 25 A. Além do percurso sinuoso, as membranas divisérias freqiiente-
mente formam alcas (est. 5, b). Chamamos al¢as aos pontos em que as
membranas das células adjacentes se separam deixando entre si um
espaco intercelular maior, preenchido por substincia amorfa eletrdnica-
mente pouco densa. Os desmossomas e sinuosidades das membranas
divisérias servem para reforcar a aderéncia das células adjacentes,
enquanto as alcas, provavelmente, servem para a circulacdo de liquidos
intersticiais. A cuticula que reveste a luz acha-se organizada em camadas
concéntricas e apresenta-se muito pouco densa. No limite interno aparece
uma linha de maior densidade, correspondendo, provavelmente, & camada
periférica de lipidios orientados de cuticula (Locke, 1961), ou a uma
esclerotizaciio superficial. A espessura da cuticula é aproximadamente
1,5 u, nfo sendo, contudo, regular em téda a circunferéncia da luz. Even-
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tualmente, éste revestimento apresenta reforcos em espiral semelhante
aos das traquéias.

Estigio 1 (zero a 1 dia de idade). Um corte transversal dos tdbulos
secretores da glandula salivar do térax de Melipona, visto com pequeno
aumento (est. 6, b, ¢) mostra que éste é formado por quatro ou cinco
células secretoras dispostas em toérno da luz. A primeira coisa que cama
atencdo ao examinar tal corte é que a parte apical da célula ndo se acha
aderida ao revestimento da luz, ficando entre ambos um espaco que
denominamos espaco subcuticular. O tamanho déste espaco, ou seja, o
grau de afastamento das células em relacdo & cuticula, é varidvel, mas
geralmente grande neste estdgio. A membrana plismica apical das
células esti diferenciada em numerosas microvilosidades que se projetam
dentro desta cavidade. O comprimento das microvilosidades varia entre
0,3 alpe oseu didmetro de 75 a 100 mu. Nio estdo inclusas em
nenhuma matriz, mas aderido & sua superficie, nota-se material fina-
mente granular (est. 7, a). Em corte transversal nota-se que o interior
das microvilosidades contém citoplasma relativamente denso.

A cuticula apresenta-se com as mesmas caracteristicas daquela do
ducto, mas é mais delgada (850 a 700 mpu). Reforcos em espiral estio
sempre presentes.

A membrana plidsmica das células secretoras, neste estdgio, nio
apresenta diferenciacées. Por fora desta, fica uma membrana basal bem
mais delicada que a do ducto (300 a 500 mu de espessura). As mem-
branas separatérias das células vizinhas ndo apresentam nem sinuosi-
dades, nem desmossomas ou alcas.

No interior das células secretoras, nota-se a presenca de um nicleo
alongado, ou arredondado, com a cromatina dispersa em agrupamentos
pequenos e um ou dois nucléolos. Ao redor do nucléolo notamos sempre
alguma cromatina. A membrana nuclear apresenta poros bem visiveis,
principalmente nos materiais fixados em permanganato de potissio.
Nesta fase os ntcleos acham-se um pouco deslocados para o polo apical
da célula. O reticulo endoplasméitico estd relativamente bem desenvol-
vido, mas o nimero de ribossomas presentes é pequeno. Este reticulo
fica distribuido uniformemente por todo citoplasma. As zonas de Golgi
sd0 numerosas e apresentam-se com a sua forma tipica, isto é, lamelas
dispostas em pilhas., Sdo raras as dilatacoes na extremidade dos
dictiosscmas e poucas e pequenas as vesiculas a €les associadas. Nesta
fase, o Golgi localiza-se de preferéncia na parte apical da célula (est.
7, a, b). Os mitocondrios presentes nestas células sdo numerosos, mas
pequenos (0,25 a 0,35 p x 0,75 a 1,0 u) e acham-se distribuidos unifor-
memente por toda a célula; suas cristas sdo bem desenvolvidas e predo-
minantemente longitudinais.

Além dos orginulos normais da célula, verificou-se a presenca de
“magssas de glicogénio” localizadas de preferéncia na base da célula. C
glicogénio se apresenta com a forma tipica estrelada, a qual é mais
conspicua nas preparacgées fixadas com permanganato de potdssio (est.
7, b, ¢c). Ao microscépio eletronico, o glicogénio s6 é visivel neste estagio.
Embora raramente, sdo também visiveis nesta fase alguns granulos

2
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densos (150 mp) na proximidade do Golgi, possivelmente de natureza
lipidica.

Estagio 2 (3 a 5 dias de idade). A feicfio geral das células secre-
toras neste estdgio é bastante semelhante & do estdgio anterior, a nio
ser por um perceptivel aumento do tamanho dos mitocdndrios e desen-
volvimento do reticulo endoplasmatico, que se apresenta, nesta fase, ja
como ergastoplasma tipico (est. 8, a). No estidgio anterior as lamelas
do reticulo se distribuiam irregularmente pela célula. Nesta fase, peic
menos na zona central, essas lamelas apresentam tendéncias em se
arranjar paralelamente. Algumas lamelas do ergastoplasma acham-se
dilatadas formando vesiculas, cujo contelido julgamos ser a prépria
secrecdo ainda dentro do reticulo (est. 8, b). As vesiculas apresentam
ribossomas na superficie e o material no seu interior é de baixa den-
sidade.

A estampa 8, b, é justamente de uma célula localizada na transicio
da parte secretora para o ducto. E interessante notar que, nesta
fase, a maior quantidade de secrecdo aparece justamente nestas células,
enquanto nas células da regifo secretora propriamente dita, a sua pro-
ducdo é mais incipiente. Verifica-se, também, que a membrana diviséria
das células, neste caso, apresenta as mesmas dobras e desmossomas que
encontramog nas células tipicas do ducto e que ndo aparecem nas células
tipicamente secretoras.

Estagio 3 (8 a 12 dias de idade). A estampa 9 (a, b) mostra
aumentos pequenos das células secretoras, as quais nesta fase apresentam
3 regides distintas: a) regido basal em mitocondrios, envolvidos por
invaginagées da membrana plidsmica; b) zona central, que contém
ergastoplasma muito desenvolvido, com o arranjo tipico em lamelas
paralelas; esparsos nessa zona notam-se raros mitocondrios, no limite
superior desta regido encontra-se o ntcleo e algumas estruturas de
Golgi; c¢) parte apical da célula, que contém numerosos mitocéndrios
pequenos e vesiculas, provavelmente com secrecio. A estampa 9
mostra ainda que as microvilosidades estdo, nesta fase, muito mais
préximas do revestimento da luz, chegando mesmo a se comprimirem 2
cuticula em certos pontos. Com éste pequeno aumento, podemos ainda
notar a presenca de grinulos densos na zona central da célula.

Um aumento maior mostra que, nesta fase, o reticulo é extrema-
mente rico em ribossomas (est. 10). O complexo de Golgi se apresenta
sempre vesiculoso, tendo perdido a morfologia mencionada no primeiro
estagio. As vesiculas encontradas na regido do Golgi apresentam tama-
nho variado e contém no seu interior material pouco denso, o qual foi
interpretado como sendo secrecdo. A periferia da zona ocupada pelo
Golgi é mais densa do que a parte central desta, tanto no que concerne
20s dictiossomas quanto as vesiculas. Em alguns pontos a secrecéo,
aparentemente, nio tem membrana envolvente e as lamelas do reticulo
avancam para o interior. A parte do reticulo que entra em contacto com
o que julgamos ser secrecdo é livre de ribossomas (est. 10).

Os mitocondrios da porgdo basal da célula sdo predominantemente
arredondadoes e apresentam muitas cristas. Seu tamanho varia de 0,5 a
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2,0 u de didmetro. Os mitocondrios da zona central sdo ainda arredon-
dados, mas bem menores (0,25 a 0,5 p de didmetro), e contém, freqiiente-
mente, um ou mais granulos muito densos no seu interior, aderidos &
membrana externa. Na zona apical das células os mitocondrios apre-
sentam-se predominantemente alongados e com cristas longitudinais.
Sao de tamanho pequeno.

Na zona apical da célula as lameias do reticulo ndo sdo bem divisi-
veis, mas entre as secrecoes e mitocdndrios nota-se grande quantidade
de ribossomas (est. 11, a). Aqui a secrecdo mostra forma granular mais
regular e membrana envolvente nitida.

As microvilosidades apresentam-se na fase 3 mais curtas e finas
(est. 9, a; est. 11, a) que no primeiro estagio.

As vézes encontramos cavidades no interior do revestimento da luz
do tubulo secretor (est. 11, a), as quais se acham limitadas, interna-
mente, pela mesma linha densa que bordeja a cuticula do lado interno.
Provaveimente, trata-se apenas de irregularidades na superficie da
cuticula, que no corte parecem incluidas na sua espessura. Contudo,
parece claro que neste estigio a cuticula é mais delgada (aproximada-
mente 200 mu) e que possue estriacdes obliquas em relagdo a luz (est.
11, a).

Estagio 4 (15 a 20 dias de idade). A principal diferenca déste
estagio em relacdo ao anterior consiste no grande acimulo de secrecdo,
no citoplasma, em detrimento principalmente do Golgi e do ergastoplas-
ma. As vesiculas de secrecdo ocupam, praticamente, t6da a zona apical
e central da célula, deixando livre apenas a porcédo basal (est. 11, b).

Na porcio cortical da célula ainda encontramos grande quantidade
de mitocondrios volumosos, com cristas bem desenvolvidas, eniremeados
com o reticulo disposto irregularmente.

Nao foi possivel identificar o complexo de Golgi neste estigio e o
ergastoplasma se limita a pequenas ilhas, comprimidas pela secrecdo.

O nidcleo se apresenta ainda arredondado, mas é menor e contém
cromatina mais densa no interior. Sua posicio é ainda apical.

A secrecido se apresenta sob a forma de vesiculas com didmetro
variando entre 0,5 e 1,5 p, cheias de material pouco denso, envolvidas
por membrana mais ou menos nitida. Entre vesiculas encontramos
pouccs mitocondrios pequenos, restos do reticulo e estruturas formadas
por membranas muito densas arranjadas em forma de semi-circulos, ou
anéis (est. 12, a, b). A secrecio é eliminada pela parte apical da célula,
entre as microvilosidades, por rutura da membrana vesicular (est. 12, a;
est. 13, b) encontramos, também, no espaco subcuticular, vesiculas de
secrecdo intactas, mitocondrios e as estruturas lamelares densas citadas
acims (est. 12, a). Em corte transversal, as microvilosidades mostram,
no seu interior, uma matriz pouco densa (est. 13, a).

Estagio 5 (mais de 25 dias). A eliminacio da secrecio que apenas
teve inicio no estagio anterior prossegue e & medida que isso ocorre
todo o citoplasma apical se torna vesiculoso (est. 14 e 16). As dltimas
vesiculas a serem eliminadas se fundem umas as outras (est. 15)
formando grandes massas cujas membranas finalmente se rompem
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libertando o contetido. Caracteristicamente aparecem no citoplasma
apical, entre o que resta da secrecdo, corpisculos formados por mem-
branas dispostas concéntricamente umas em térno das outras formando
estruturas semelhantes e novelos que corresponderiam aos parassomas
‘(est. 15; est. 16, a) de Gabe & Arvy (1961). No inicio da formacio
dessas estruturas as membranas acham-se mais separadas umas das
outras e o conjunto apresenta pequena densidade (est. 13, b; est. 15).
Em fase mais avancada os parassomas apresentam grande densidade
eletronica (est. 15; est. 16, a). O tamanho dessas estruturas é muito
varidvel, mesmo depois de ja completamente formadas, variando entre
2 e 4 p de didmetro. Ao lado dos parassomas, que provavelmente sdo
resultados da degeneracdo celular, aparecem estruturas correspondentes
aos lisossomas mais ou menos tipicos, isto é, organulos menores (1 a
1,5 p) constituidos por granulos osmiéfilos e as vézes também lamelas
concéntricas envolvidas por uma membrana.

O nitcleo aparece agora pequeno e cheio de grios de cromatina, isto
é, mais denso que no inicio de desenvolvimento da glindula e com locali-
zacdo central ou apiecal.

Na zona apical da célula os mitocondrios sdo raros e pequenos. Os
ribossomas desapareceram completamente e o reticulo se apresenta
exclusivamente formado por vesiculas as quais muitas vézes aparecem
mais numerosas sdbre o nucleo (est. 16, b). Terminada a eliminacio da
secrecio o espaco subcuticular desaparece (est. 14) fechando-se as micro-
vilosidades nos pontos de contactos celulares, e contra o revestimento
da luz.

Em nenhuma fase do desenvolvimento da gldndula e nem ainda
neste tltimo pudemos verificar a presenca de secrecio na luz da glandula,
provavelmente devido & sua baixa densidade eletronica.

Durante todo o processo de secre¢do a parte da célula que menos
alteracbes sofreu foi a parte que ainda neste final apresenta uma quan-
tidade relativamente grande de mitocondrios envoltos em um reticulo
liso e irregular (est. 14). Os mitocondrios sdo naturalmente menores,
mas nesta fase, apds a eliminacdo da secre¢do, pode-se ver nitidamente
que a membrana plasmica basal se invagina e que os mitocondrios estdo
associados com as dobras formadas.

2. Glandula salivar do térax de Xylocopa. A glandula salivar do
térax desta abelha apresenta a parte secretora alveolar e formada por
dois tipos de células: zimogénicas e parietais. Constituindo cada alvéolo
encontra-se uma célula zimogénica central e quatro ou cinco células
parietais envolventes, conforme o ja descrito no histérico (Cruz-Landim,
1963) e conforme pode ser visto na fig. 1.

Tivemos alguns problemas na fixacdo déste material, especialmente
quanto & célula zimogénica, talvez devido ao actimulo de secrecio no seu
interior.

As células parietais estdo separadas da célula zimogénica por um
canal intercelular de percurso sinuoso. Este canal apresenta-se formado
por uma cuticula de, aproximadamente, 350 mu de espessura e apresenta
reforcos em anel no interior (est. 17, a). Os reforcos apresentam grande
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dcnsidade eletronica e provavelmente sfo formados por um material
diferente do restante da cuticula, ou seja, por uma parte esclerotizada
da cuticula. Ao seu redor encontramos sempre as membranas celulares
formando microvilosidades. As pontas das microvilosidades tocam o
limite interno da cuticula na maioria dos casos, mas em outros aparece
um espaco subcuticular, contendo material pouco denso. As microvilo-
sidades ocupam téda a extensdo da membrana pldsmica apical das células
parietais e tdda a circunferéncia da célula zimogénica.

Fig. 1: Esquema da glandula salivar do térax de Xwylocopa hirsutissima.
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Ao abandonar a célula o canal intercelular forma a luz do ducto do
alvéolo e as células parietais formam as suas paredes. As microvilosi-
dades em torno da luz desaparecem entdo.

As células parietais chamam a atencdo pela quantidade de reticulo
e de mitocondrios. Sio células baixas, com ntcleos alongados, com poucos
granulos de cromatina no interior. Apresentam alguns gréos de secrecéo,
aparentemente de natureza lipidica. A mémbrana basal destas células é
muito fina.

Pode-se distinguir trés zonas nestas células: a) zona basal onde a
membrana pliasmica forma uma grande quantidade de invaginacoes
associadas com mitocéndrios; b) zona mediana com um ergastoplasma
muito desenvolvido com porcdes constituidas por lamelas juxtapostas e
partes vesiculosas; ¢) zona apical em contato com a célula zimogénica
com microvilosidades. :

As membranas divisérias entre as células parietais sio muito
sinuosas e apresentam desmossomas septados como os descritos para os
ductos da glandula salivar do térax de Melipona.

A quantidade de secrecdo no interior destas células é pequena e
sempre aparece com a forma de vesiculas pouco densas (aproximada-
mente 2 n de didmetro), contendo no interior goticulas de material muito
denso, provavelmente lipidios. As vézes as goticulas densas aparecem
soltas no citoplasma, em grupos de 2 ou mais.

As células zimogénicas tém um nucleo grande central, com vastas
massas de cromatina no interior. O seu reticulo é também bastante
desenvolvido e rico em ribossomas, quase sempre vesiculoso, raramente
com a forma lamelar caracteristica. Esse reticulo se distribui de prefe-
réncia na parte central da célula, ao redor do nicleo.

Em certas regides o reticulo apresenta um arranjo peculiar, isto é,
as lamelas apresentam uma tendéncia para se arranjarem radialmente
em térno de porgdes do citoplasma de baixa densidade (est. 17, b). E
freqiliente que as partes do reticulo dirigidas para o centro apresentem
dilatacdes pequenas. Envolvidos nas dobras désse reticulo encontramos
numerosos mitocdndrios, predominantemente esféricos e com 0,8 a 1 u
de didmetro. Esses arranjos radiais do reticulo aparecem principalmente
em regides préximas ao canaliculo intercelular. Em uma fase mais
avancada o espaco central fica transformado num enorme vactiolo (est.
18, a) limitado por uma membrana que nada mais é que o proprio
reticulo. O vactiolo contém material pouco denso de natureza granular
(est. 18, b) provavelmente secrecio.

Além désses vaciiolos observamos nestas células uma grande varie-
dade de estruturas que provavelmente também representam secrecio.
H4 pelo menos cinco tipos diferentes dessas estruturas que denominamos
S1, S2, S3, S4 e S5. O tipo S1 é constituido por estruturas semelhantes
as ja descritas para as células parietais e é pouco freqiiente nas células
zimogénicas. O tipo S2 talvez constitua uma evolucido do primeiro tipo.
Trata-se de granulos de forma irregular, envolvidos por uma membrana
muito densa, contendo uma matriz de relativa densidade, esparsa, na
qual se acha material bastante denso (est. 19, a), aparentemente de
natureza lipidica. Em certas circunstancias parece que éstes granulos se
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desintegram libertando seu contetido. O tipo S3 é formado por granulos
esféricos, envolvidos por uma membrana dupla e apresentando no interior
manchas de diferentes densidades. Embora a descricdo pozsa
parecer semelhante, o contetdo do tipo descrito acima era aparentemente
amorfo, enquanto neste caso é aparentemente granular. O quarto tipo é
mais raro e consiste de um corptisculo esférico de material finamente
granular e relativamente denso, envolvido por uma membrana (est.
19, b). O quinto tipo apresenta também uma membrana envoltéria em
cujo interior aparecem substincias densas e filamentosas (est. 19, b, ¢).
Este granulo se parece muito com o encontrado por Locke (1961) em
glandulas de céra de Apis mellifera. O terceiro e quinto tipos sdo mais
freqiientes. Além déstes aparecem estruturas menos conspicuas cuja
descricdo é dificil, que denominamos S6.

A secrecdo se acumula de preferéncia na periferia da célula zimo-
génica, na zona de contacto entre esta e as células parietais.

A origem déstes granulos é dificil de precisar, uma vez que nfo
pudemos accmpanhar a evolucdo da glandula no tempo. Contudo, apa-
recem nas células zimogénicas, partes do reticulo, ricas em ribossomas,
envolvidas por uma membrana (est. 20, a), portanto, isoladas do restante.
Existem algumas evidéncias, embora nao muito precisas, que tais
estruturas possam se transformar nos granulos referidos atras e até em
estruturas semelhantes a lisossomas (est. 20, a) e parassomas (est.
20, b). Também néo pudemos cbservar a maneira pela qual esta secrecédo
é eliminada da célula, embora em certos casos a secrecdo se acumule na
base das microvilosidades, em térno do ducto intercelular e as microvi-
losidades em torno do ldmen estejam associadas muitas vesiculas.

Os mitocondrios neste estdgio da célula sdo pequenos e pouco
numerosos. Acham-gse espalhados por téda a célula entre o reticulo e a
zecrecdo. Areas de Golgi ndo sdo visivels nem nas células zimogénicas,
rem nas parietais.

3. Glandula salivar do térax de Megachile. Na glandula salivar
do térax de Megachile é dificil distinguir a parte secretora da parte
condutora (ducto) da secrecéo, visto que toda a glandula é constituida
por um conjunto de tibulos longos e ramificados. Ao microscoépio 6ptico
as células secretoras parecem apresentar um ducto intracelular excén-
trico com percurso sinuosc ao longo do tdbulo (Cruz-Landim, 1963).

Na parte dos tibulos mais distantes do ducto excretor da glindula
encontramos células que tém no seu interior um ducto intracelular
calibroso excéntrico com espessamentos de quitina em espiral (est. 21, a).
Em torno désse canal se acumula uma massa de secrecdo sem membrana
limitante. Essa secrecdo é densa e granulosa e se afasta do ducto na
zona limitante das células vizinhas (est. 21, a). Eventualmente observa-
se esta secrecdo no interior da cuticula. Abaixo dessa zona hia uma
regido de densidade menor, visivelmente da mesma natureza que a
primeira, apenas menos concentrada (est. 22, a). Nesta zona ainda se
notam alguns restos de reticulo. O restante da célula é ocupado pelo
nicleo, mitocondrios e um ergastoplasma vesiculoso (est. 22). A
membrana basal destas células é espéssa e bastante densa.
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O ducto excretor desta glandula apresenta na luz um revestimento
cuticular no qual se notam duas camadas distintas. Uma mais externa
em contacto com a célula, de densidade relativamente baixa e uma interna
bem densa. Em certos pontos, no interior desta cuticula, na parte menos
densa encontramos massas de material denso que protrudem para o
Iamen (est. 21, b). N&o sabemos se se trata de secrecdo ou de pontos
esclerotizados da cuticula. As células que constituem a parede déste
ducto apresentam reticulo granular, mas pouco desenvolvido. O restante
do citoplasma aparece constituido por uma matriz granulosa na qual
encontramos algumas vesiculas. A membrana basal do ducto é bem
espéssa (250 mu) e tem aspecto estriado perpendicularmente & célula.

4. Glandula salivar do térax de Colletes. A glandula de Colletes
tem organizacdo semelhante & de Xylocopa, a nido ser pelo niimero de
células zimogénicas, que no caso presente varia entre 2 e 4. Encontramos
também aqui as células parietais divididas em duas zonas. A zona
periférica com muitos mitocondrios envolvidos por invaginacbes da
membrana plidsmica e a zona apical rica em ergastoplasma (est. 23, a).

Tanto nas células parietais como nas células zimogénicas o ergasto-
plasma apresenta-se organizado radialmente em térno de certos pontos
(est. 23, b). Contudo a formacdo de vaciiolos ndo foi observada. Sao
comuns também complicacdes do reticulo junto & membrana separatéria
das células parietais, bem como a presenca de dilatacbes das lamelas
ergastoplasmicas dando origem a vesiculas com ribossomas na superficie
(est. 24, b). .

A célula zimogénica apresenta na parte central numerosos graos de
secrecdo, entremeadcs com reticulo (est. 24, a). As microvilosidades
aparecem ao redor dos ductos intercelulares como em Xylocopa. Os
mitocondrios, nas células parietais, muitas vézes, aparecem com forma
de alteres.

O ducto desta glindula apresenta a luz com o caracteristico refoérgo
cuticular. As células que formam a parede sdo ricas em mitocondrios e
tém uma membrana basal muito espéssa (350 mp). Alguns gréos de
secrecdo que aparecem sdo do tipo S1.

5. Glandula salivar da cabeca de Melipona. As glandulas salivares
da cabeca nesta abelha s3o formadas por alvéolog piriformes. Cada
alvéolo é formado por numerosas céluias, aproximadamente cibicas,
quando a abelha é bem jovem, e bem achatadas quando a abelha é mais
idosa. Os alvéolos da abelha jovem nfo apresentam secrecdo no interior
e por isso apresentam-se achatadas. A condicéo alveolar s6 é bem visivel
depois que a secrecdo comeca a ser acumulada no interior da glandula.
A glandula salivar da cabeca origina-se do ducto excretor final das
glandulas salivares do térax (Snodgrass, 1925) sob a forma de expansdes
achatadas, folidceas. Posteriormente, as células colocadas na extremi-
dade dessas evaginacdes tornam-se secretoras e provocam um alarga-
mento destas, as quais se tornam globosas. Porisso, mesmo entre os
Apidae, existem abelhas em que a separacio entre a parte secretora e os
ductos coletcres ndo é muito marcada, como em Bombus e Euglossa
(Cruz-Landim, 1963). Neste caso os ductos sdo alargados e achatados.
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Em Melipona essas duas partes ja sdo morfologicamente bem distintas e
comecaremos, como no caso da glandula salivar do térax, por descrever
a ultraestrutura de um ducto.

Os ductos coletores da glandula da cabeca sdo formados por células
muito baixas que aparecem na maijoria dos casos como uma estreita
bainha de citoplasma em térno do revestimento da luz. Essa bainha se
alarga para mais do dobro da espessura na regido que contém o nicleo.

Os niicleos sio alongados e acompanham a curvatura do ducto. Num
mesmo corte transversal geralmente sé encontramos um nicleo. O
revestimento da luz é muitissimo espésso (2 a 3 n), apresenta-se disposto
em camadas concéntricas e tem reforcos alongados contendo material
eletrénicamente denso. A membrana plasmatica apical da célula é bem
visivel no limite externo désse revestimento.

O citoplasma das células que constituem o ducto apresenta um
reticulo liso pouco desenvolvido, numerosos mitocondrios pequenos e
algumas gdtas de material lipidico. A membrana pldsmica basal destas
células nio apresenta invaginacdes. A membrana diviséria entre as
células dificilmente foi vista e nido apresentava, na maioria dos casos,
desmossomas.

A membrana basal ndo é muito espéssa e ndo tem nenhuma estru-
tura especial.

Estagio 1. Um pequeno aumento da parte secretora da glandula
salivar da cabeca de abelhas bem jovens (est. 25) mostra que as células
que formam a parede do alvéolo tém altura irregular devido ao fato da
cuticula, que reveste a luz, penetrar nas zonas dos contatos celulares até
quase a superficie. A luz da glandula mostra-se, assim, também
irregular.

A cuticula, nesta fase da glandula, é totalmente diferente do que
temos visto até agora. Trata-se de um revestimento de espessura muito
varidvel (0,1 a 2 n), formado por material de baixa densidade eletrénica
e aparentemente amorfo, ou granular. Contudo, éste revestimento da
reacdo positiva para quitina pela reacao de Schultze, como vimos atrés.
No limite interno desta cuticula aparece, como nos casos anteriores, um
lineamento osmié6filo. A cuticula é separada da célula por uma membrana
plasmica bem nitida e muitos mitocondrios se localizam nesta zona de
contacto, alguns até fazendo certa saliéncia na membrana. Em material
fixado com glutaraldeido, percebem-se invaginacdes dessa membrana que
penetram fundo no citoplasma (aproximadamente 2 p de comprimento).

O nicleo destas células é grande, tendendo para a esfericidade e
apresenta pouca cromatina no interior.

Os mitocOndrios sdo numerosos, de tamanho médio, mas as cristas
ndo sdo muito desenvolvidas. Aparentemente distribuidos por téda
célula. Nos mitocondrios alongados, as cristas sido de preferéncia
longitudinais.

O reticulo é bem desenvolvido. Em material fixado com permanga-
nato apresenta-se tubular. Aparentemente trata-se de um reticulo do
tipo liso, isto é, constituido s6 de membranas, contudo ribossomas livres
estdo presentes em grande quantidade formando pequenos agrupamentos
(poliribossomas), como pode ser visto na est. 26, b.
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As formacdes de Golgi nfo sdo muito freqiientes nas células desta
fase da glandula, mas quando presentes tém o aspecto tipico de lamelas
empilhadas com dilatacdes nas extremidades (est. 18, a). As poucas
vesiculas que aparecem associadas ao Golgi sdo diminutas. -

Neste estagio o glicogénio aparece em quantidade relativamente
grande, até maicr do que as presentes na glandula salivar do térax na
mesma fase. Em preparacdes fixadas em permanganato os granulos de
glicogénio apresentam o aspecto estrelado caracteristico (est. 26, a).
Algumas preparacées que obtivemos de material fixado com o fixador
de Dalton apresentam no interior do citoplasma massas de material
aparentemente mal preservado que correspondem em localizacdo, ao
glicogénio (est. 26, b). Esta fixacdo evidenciou também uma enorme
quantidade de ribossomas no citoplasma das células secretoras déste
estagio.

A membrana basal destas células é fina e ndo apresenta estrutura
especial a ndo ser talvez uma menor compacidade que nos casos
anteriores.

As preparagoes de material fixado com glutaraldeido revelaram na
parte basal da célula um sistema de invaginacées da membrana plasmica
dando origem a numerosos canais sinuosos contendo no seu interior
material pouco denso misturado com particulas densas, aparentemente
fragmentos da membrana basal. Os canais tém de 300 a 400 mu de
parede a parede. Esses canais podem avancar pela célula até a proximi-
dade da cuticula da luz e podem dar origem a vesiculas que ficam soltas
no citoplasma. Tal estrutura assemelha-se aos canaliculos pinocitéticos,
apresentados por células encarregadas de absorcdo. Observamos varias
vézes a penetracio de traqueiolas através dessas invaginacGes da mem-
brana basal.

Estagio 2. As abelhas désse estdgio apresentam uma certa variaciio
ne aspecto da glandula em relacdo ao estdgio anterior. A primeira
diferenca notivel foi observada no contacto entre a célula e a cuticula o
qual se mostra mais irregular que no caso anterior, apresentando a
membrana plasmica algumas interrupg¢ées e invaginagbes pouco profun-
das e alargadas (est. 27, a: est. 28, b). Muitas vézes notam-se pequenos
granulos densos préximos & membrana ou as suas invaginacdes (est.
27, a).

No interior do citoplasma encontramos um reticulo muito desenvol-
vido que nas preparacdes fixadas com désmio e glutaraldeido aparece
como um ergastoplasma vesicular muito embora em algumas células
ainda mantenha o aspecto do estdgio anterior, isto é, com ribossomas
formando grupos, isolados do reticulo (est. 27, b; est. 28, a).

Outra diferenca marcante diz respeito aos mitocondrios. Podemos
distinguir dois tipos désses orginulos nesta fase: 1) os esféricos, que
sio mais numerosos, apresentam grande variacdo de tamanho e poucas
cristas; 2) os alongados, bastante raros e com cristas bem desenvolvidas
(est. 33, b: est. 34). Os mitocondrios esféricos de menor tamanho tém
aproximadamente 800 m p de diAmetro, portanto, muito préximo de
tamanho das vesiculas presentes neste estidgio e no anterior. Alguns
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déstes pequencs mitocondrios assemelham-se aquelas vesiculas por apre-
sentarem no seu interior numerosos fragmentos de suas cristas. Contudo,
0 que mais nos chamou atencdo foi o aparecimento de mitocondrios
gigantes (3,5 a 4,5 p de didmetro) com matriz levemente mais densa que
os demais (est. 30, b; est. 34) e apresentando no interior fragmentos
das cristas. H4 tdda uma gama de variacio de tamanho entre os pe-
quenos mitocondrios esféricos e éstes. Alguns mitocondrios de tamanho
intermedidrio apresentam &as vézes a membrana externa interrompida
(est. 34).

O aparecimento de tais mitocondrios em células glandulares foi
observado antes por Yasuda, Ellis & Montagna (1962) e Kawabata
(1964), respectivamente, em glandulas sudoriparas e ceruminosas hu-
manas. Kawabata di a éstes mitocOndrios especiais o nome de “huge
mitochondrion”.

Em material com glutaraldeido os mitocondrios pequenos apresentam
granulos densos no seu interior.

Encontramos ainda no citoplasma de células desta fase dois tipos
de granulos que julgamos ser secrecdo. Um déles se apresenta sob a
forma de pequenos corpos esféricos de 200 a 800 mu de didmetro, cons-
tituidos de material denso e envolvidos por uma membrana (est. 28, c;
est. 84, a). O outro tipo se apresenta sob a forma de vesiculas de 0,7 a
1 p de didmetro, contendo no interior numerosos e minisculos granulos
densos (est. 28, c; est. 34, b). Além déstes, encontramos, embora rara-
mente, grandes glébulos de material lipidico (2 p de didmetro) espalhados
pelo citoplasma (est. 28, a).

Embora julguemos que os granulos densos presentes no citoplasma
constituam a secrecdo destas células nio pudemos relacioni-los & sua
crigem e nem aos pequenos griaos eliminados na parte apical da célula
para o interior da cuticula os quais sio bem menores que &stes e leve-
mente menos densos, pelo mencs assim nos pareceu.

Nesta fase de desenvolvimento da glandula nio conseguimos detectar
a presenca do Golgi. Por outro lado aparecem ja estruturas em forma
de lamelas concéntricas, semelhantes aos parassomas (est. 28, d).

Estagio 8. O presente estagio é bastante semelhante ao anterior.
Ainda encontramos em algumas células a formacfo de bolsas pela
membrana apical, contendo no seu interior pequenos granulos densos de
aproximadamente 200 mu de didmetro e que parecem estar sendo elimi-
nados da célula.

O reticulo continua muito desenvolvido (est. 35, a) mas o nimero
de granulos densos parece ter diminuido e seu tamanho aumentado (500
a 850 mu de didmetro). Algumas vézes encontramos ésses granulos no
interior de vesiculas cujo conteiido restante apresenta menor densidade.
Umas poucas vézes julgamos ter percebido restos de cristas nas paredes
destas vesiculas. O ntmero das vesiculas contendo granula¢des mitidas
também diminuiu e nesta fase elas sdo raras, quase nao aparecendo.

Os mitocondrios nestas células encontram-se distribuidas uniforme-
mente por toda a célula e sdo maiores que na primeira fase (1 a 1,5 p
de didmetro). Sao de preferéncia esféricos, apresentam cristas curtas
e em pequeno nimero e matriz pouco densa (est. 31, a).
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Aparecem, neste estdgio, arranjos concéntricos de membranas que
envolvem pequenas porgoes do reticulo. Essas formacdes sdo semelhanteg
as figuras mielinicas dos nervos e as ji descritas para as glandulas
salivares do térax. Algumas dessas estruturas tomam as vézes aspectos
complicados.

Em alguns alvéolos da glandula as células apresentam aspecto
bastante semelhante ao que acabamos de descrever, mas a cuticula
apresenta grande quantidade de secrecfio no seu interior. Esse fenémeno
chama bastante a atencdo porque ocorre bruscamente. A secrecdo apa-
rece no interior da cuticula sob a forma de gotas de material muito
denso de aspecto lipidico, embora em muitos pontos a estrutura da
cuticula em camadas concéntricas ainda néo seja visivel, a disposi¢do da
secrecdo indica claramente essa organizagdo (est. 31, a). Nesta fase a
secrecdo ainda néo atingiu a luz, ou a sua quantidade ai é muito pequena.
A impressdo que se tem, observando as fotografias 31, a, b, é que a
secrecdo passa da célula para a luz, infiltrando-se através da cuticula
pelos intersticios, entre uma camada e outra atingindo-a caminhando em
espiral através désses intersticios. A cuticula nesta fase apresenta uma
espessura de, aproximadamente, 3 w.

Estagio 4. Durante éste estagio a quantidade de estruturas for-
madas por membranas concéntricas aumenta bastante. Grandes porcoes
do citoplasma das células sdo interessados no processo de formacio désses
orginulos e com freqiiéncia as membranas envolvem ou se iniciam em
torno dos mitocondrios (est. 32, b), envolvendo também porcbes do
reticulo e outras partes da célula (est. 32, b). A principio o arranjo
dessas lamelas é mais ou menos frouxo e pode-se entdo perceber nitida-
mente que sdo formadas por membranas duplas com espacamentos de
250 A. Posteriormente o enovelamento das membranas se aperta e a
estrutura se torna bastante densa, como veremos mais tarde, nio
alcancando contudo a densidade das estruturas semelhantes encontradas
nas glindulas salivares do térax. Muitas vézes, no inicio, essas forma-
cOes se assemelham as estruturas de Golgi (est. 33, b, c), ou as lamelas
aneliformes (annulate lamellae) descritas por Gross (1966) e Harrison
(1966). Essa aparéncia (est. 32, b; est. 33, a) se deve a tendéncia dessas
membranas para, em certos pontos, se fragmentarem em pequenas
vesiculas.

Na parte da célula, em contacto com a cuticula, encontramos ainda
restos das invaginacdes da membrana plasmica através das quais foi
eliminada a secrecdo. Essas invaginacbes que eram alargadas em forma
de bolsas apresentam-se agora mais estreitadas (est. 82, a). E interes-
sante notar que sempre abaixo da membrana plasmica aparece uma
membrana dupla bastante densa de 100 A de espessura e 150 A de espas-
samento (est. 33, ¢), cuja natureza parece semelhante & das membranas
que formam os parassomas. Esta mesma membrana aparece também
acompanhando as membranas divisérias das células (est. 32, b; est.
33, b) e a membrana pldsmica basal. Muitas vézes aparecem duas destas
membranas correndo paralelamente (est. 32, b) o que indica tratar-se
de um inicio de formacdo das estruturas concéntricas, parecendo, por-
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tanto, que téda a célula estd envolvida no processo. A estampa 32, b,
mostra um menor aumento da transicio de um alvéolo para um ducto.
Pcde-se notar aqui secre¢do no interior da cuticula com a disposicdo ca-
racteristica e, o que é interessante, tdda a membrana plasmica bordejando
a cuticula e suas invaginacdes acompanhadas pela membrana dupla densa
subjacente.

Esta fase apresenta-se rica em mitocondrios os quais sdo predomi-
nantemente alongados e relativamente ricos em cristas que se dispdem,
de preferéncia, longitudinalmente.

Nota-se, ainda, como caracteristico déste estigio, a presenca no
citoplasma de uma grande quantidade de corpisculos muito densos, de
tamanho varidvel e contdrno irregular, sempre envolvidos por uma
membrana. Pode-se perceber que é&sses corpusculos originam-se pelo
aparecimento, dentro de vesiculas de menor densidade, de material denso
que ai vai se acumulando (est. 33, a, b, ¢). Muitas vézes o actimulo de
material denso se inicia em pontos diferentes da vesicula e os glébulos
formados acabam por fundir-se posteriormente, por isso a densidade do
material no interior da membrana nao é uniforme. Essas estruturas
parecem-se bastante com lisossomas.

Nesta fase a secrecdo ja se encontra no limen da glandula e tem
aspecto amorfo.

Estagio 5. Neste estagio o aspecto da zona basal das células fixadas
com glutaraldeido ainda continua o mesmo (est. 35, ¢), talvez até com o
sistema de canaliculos um pouco mais desenvolvido. Este estagio, aliés,
nio apresenta muitas diferencas do anterior. O que podemos ver nas
fotos é que o processo de vesiculacdo do citoplasma e enovelamento das
membranas para formar parassomas se acentua e encontramos entio
toda sorte de formacdes concéntricas e corpos multivesiculares (est.
35, b). A estampa 34, b, mostra todo o reticulo com o aspecto de mem-
branas aneliformes. A presenca de lisossomas, ou seja, de estruturas
gemelhantes as que tém sido descritas como lisossomas é uma constante
e éstes aparecem em grande nimero (est. 36, ¢) e formando agrupa-
mentos em certos pontos das células (est, 34, a).

O reticulo é pouco desenvolvido nesta fase, principalmente a parte
referente as membranas. Encontramos, contudo, ribossomas soltos no
citoplasma (est. 36, b, ¢). As invaginagdes da membrana plasmica apical
se estreitaram ainda mais (est. 34, a), e aparecem bastante aprofun-
dadas no citoplasma (1 a 4 p de comprimento). Em preparacées fixadas
com 6smio, freqiientemente as invaginagées da membrana pldsmica basal
da célula aparecem formando alcas (est. 36, b), as quais, freqiientemente,
contém numerosas vesiculas densas de aproximadamente 400 mp de
diametro.

Algumas células colocadas justamente na transicio do alvéolo para
o ducto coletor apresentam na parte apical, numerosas gotas lipidicas
de tamanho bastante variado (est. 85, a). Nestes locais de transicio
para o ducto, a cuticula se apresenta muitissimo espéssa (est. 386, a) e
muito densa, como que totalmente impregnada pelo material lipidico.
Também ai a cuticula apresenta reforgos em espiral. O revestimento da
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luz do alvéolo ndo apresenta essa impregnacio mostrando-se a cuticula
amorfa e com densidade baixa. Somente o lineamento da luz mostra-se
denso e parece ter aumentado de espessura.

Pela primeira vez nesta fase notamos nas glindulas salivares da
cabeca a presenca de desmossomas septados nas membranas divisérias
das células e éstes aparecem justamente nas células transicionais, entre
o alvéolo e o ducto. Estes desmossomas sdo em tudo idénticos aos vistos
na glandula salivar do térax, mas nio ocupam toéda a extensio da mem-
brana como la. No caso presente apenas alguns segmentos da membrana
de separacdo apresentam essas formacoes de reforco.

A figura 2 mostra um esquema de um alvéolo da glandula salivar da
cabeca de Melipona, apresentado & guisa de resumo de nossas observacoes.

Fig. 2: Esquema geral de um alvéolo da glandula salivar da cabeca de
Melipona quadrifasciata.

6. Ducto excretor final da glandula salivar de Xwylocopa. As
abelhas que nido tém glindulas salivares na cabeca apresentam o ducto
excretor final bastante alargado e achatado (Cruz-Landim, 1963), é éste
o caso de Xylocopa. Nas abelhas em que as glandulas salivares da cabeca
sdo rudimentares o ducto ainda se conserva alargado e achatado e as
glandulas salivares da cabeca surgem como simples expansdes folidceas
de sua parede. Porisso, julgamos interessante investigar a morfologia
das células que constituem tal ducto.

As caracteristicas mais marcantes destas células referem-se 2
presenca de grandes gotas lipidicas no citoplasma e & invaginacio da
membrana pladsmica basal (est. 37, a). O material lipidico aparece
inicialmente no interior de vesiculas que permanecem depois de formadas,
envolvidas por um material finamente granular. Essas gbétas podem se
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. fundir umas as outras formando massas muito grandes (até 4 p de
didmetro), e muitas vézes, mesmo depois da fusdo, ainda se pode per-
ceber a superficie de separacio das gotas formadoras devido & presenca
do material granular (est. 37, b).

A membrana plasmica forma na parte basal da célula uma quanti-
dade grande de canaliculos que muitas vézes aparecem preenchidos por
material semelhante & membrana basal, e outras vézes ndo (est. 87, b).
Em corte transversal, essas estruturas aparecem até certo ponto seme-
lhantes as verificadas por Bowers (1964) em células pericardias de
afideos.

Quanto ao restante as células apresentam nucleos esféricos, com
grandes nucléolos freqlientemente vacliolizados, e cromatina pouco con-
centrada. O reticulo aparece vesiculoso e rico em ribossomas. O
citoplasma apresenta grandes vactiolos, que pela sua morfologia, parece
terem sido anteriormente ocupados por gbétas lipidicas. Os mitocdndrios
sdo raros e pequenos mas apresentam aspecto normal.

O reforco da luz é bastante espésso e disposto em camadas con-
céntricas, mas nenhuma diferenciacdo apical aparece nas células para
eliminacdo da secrecdo. Contudo a cuticula apresenta projecbes que
penetram nas células quase alecancando a parte basal.

Nestas projecoes, aparentemente a cuticula se arranja sob a forma
de camadas paralelas (est. 38). Em torno dessa cuticula aparece uma
porcdo do citoplasma livre de orginulos celulares e de baixa densidade
eletronica.

7. Glandula salivar da cabeca de Megachile. As preparacoes
obtidas desta glandula mostraram-se muito ruins devido & grande espes-
sura e esclerotizacdo da cuticula, mas fizemos um esquema (fig. 3) que
ilustra o seu aspecto geral. Como se vé, o reticulo é relativamente pouco
desenvolvido e a quantidade de secrecdo também é pequena, sendo esta
aparentemente do tipo lipidico. Os mitocondrios sédo bastante numerosos.
As células apresentam uma diferenciacdo na parte basal que consiste no
seguinte: externamente aparece a membrana basal que é relativamente
fina (100 mu) e depois da membrana plasmica uma zona densa de
aproximadamente 900 mu de espessura com aspecto estriado, sendo a
estriacdo perpendicular & superficie da célula. Estas células sdo muito
ricas em traqueiolas, e esta parte basal estriada se eleva nos pontos em
que as traqueiolas penetram no citoplasma, acompanhando-as, ou mesmo,
elevando-se sdzinha, transformando-se em verdadeiros corddes de ma-
terial denso no interior da célula (est. 39, a). Sao freqiientes também
nestas células vesiculas contendo no seu interior feixes de microtibulos,
correndo no sentido paralelo a cuticula (est. 39, b).

DISCUSSAO

A literatura nio contém muitos dados a respeito da histoquimica
ou mesmo da funcdo da secrecdo das glindulas salivares dos insetos,
mormente das abelhas.
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Sabe-se que, de uma maneira geral, a secrecdo das glandulas to- .
ricicas das abelhas é fluida e aquosa, enquanto a das glandulas da
cabeca é oleosa. O mesmo pudemos constatar para Melipona. Nio
fizemos verificacdo do aspecto da secrecdo nas outras abelhas estudadas
por ser pequena a quantidade de secrecido existente na luz dos ductos e
de dificil coleta a saliva eliminada pelo orificio das gldndulas na glossa.

Fig. 3: Esquema da glandula salivar da cabeca de Megachile.

Por outro lado, as observacoes descritas anteriormente deixam claro
que as glandulas salivares das abelhas apresentam uma grande variedade
morfolégica e provavelmente também fisioldgica.

Ao que tudo indica (Heselhaus, 1922; Simpson, 1960 e 1962) as
glandulas salivares das abelhas ndo produzem quantidades apreciaveis
de enzimas, sendo sua secrecdo utilizada, principalmente, para o preparo
de diferentes materiais, inclusive alimentos. Assim sendo, o grau de
desenvolvimento destas glindulas, a nosso ver, estd mais ligado ao
ccmportamento da espécie, do que propriamente & digestdo dos alimentos
a qual fica principalmente a cargo das enzimas produzidas pelo ven-
triculo. Esse fato explicaria a diversidade morfolégica das glandulas;
se sua funcgdo fosse exclusiva, ou principalmente, digestiva, esperar-se-ia
maior uniformidade.
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Dito isso, discutiremos a seguir o significado provavel de cada
observacéo realizada segundo a mesma ordem da descri¢do dos resultados.

A. Histoquimica

Vimos que os resultados das reacgdes histoquimicas ndo se mostram
muito diferentes de glandula para glandula, a ndo ser pela intensidade.
Quase tddas as discrepancias apresentadas nas tabelas I e II podem ser
explicadas facilmente.

1. Proteinas. Verificamos que esta reacdo foi sempre muito
fraca, mas nunca esteve ausente. Consideramos que um teste apenas
fracamente positivo, assinalado nas tabelas por uma cruz, se deve as
proteinas estruturais da célula e ndo a qualquer produto de secrecio.
Uma intensificacdo da coloracdo (+4-) foi interpretada como devida a
presenca de secrecdo protéica. Essa assertiva parece ser comprovada
pela intensificacdo da coloragdo nos estagios 2 e 3 da glindula salivar
do torax de Melipona, nas células zimogénicas de Xylocopa. Também a
falta de maior reatividade & ninhidrina-Schiff na glandula salivar da
cabeca de Melipona, cuja secrecdo é de natureza lipidica, corrobora essa
assertiva.

2. DPolissacarideos. O glicogénio, como se sabe, é material de
reserva das células animais, & custa do qual estas obtém energia para
suas miltiplas atividades. Segundo nossa interpretacio, a presenca dessa
substincia no inicio do ciclo de atividade glandular, o qual corresponde
também ao fim da sua embriogénese, indica imaturidade da célula.
Eventualmente, a energia necessaria para a sintese de substincias
plasticas, pela célula, pode ser cedida pelo desdobramento do glicogénio
armazenado in loco. Esta nossa suposicdo s6 podera ser confirmada por
uma investigacdo da presenca désse composto nas glindulas da pupa,
mas desde j4 podemos adiantar que os tecidos larvais e pupais sdo, de
uma maneira geral, ricos désse composto. Por outro lado, achamos que
a auséncia de glicogénio nas glandulas das outras abelhas estudadas, nio
significa propriamente faita déste composto, porque nés nio examinamos
fases jovens dessas glandulas; examinamos sdmente fases corresponden-
tes aquelas em que o glicogénio também ndo estd presente em Melipona.

Apesar do carmin de Best niio ser uma coloracio especifica para
glicogénio, os resultados apresentados por éste corante na coloracio désse
composto foram melhores que os obtidos com o PAS.

Parece-nos que os resultados positivos obtidos com o PAS no
primeiro estigio correspondem & prescnca de glicogénio, enquanto os
obtidos nos estagios subseqiientes em outros lugares da célula correspon-
dem a substincias diferentes. O material PAS positivo no 8.9, 4.° ¢ 5.°
estagios da gldndula salivar do tdérax parece estar relacionado com a
secrecdo, tanto mais que a reagiic PAS positiva nio foi alterada pelo
tratamento com saliva, enquanto a dns estigios anteriores o foi. Assim
sendo, a secrecido da glandula salivar do térax de Melipona seria uma
glicoproteina, desde que d4 reacdo positiva tanto para proteina como
para grupamentos glicol. O mesmo pcde-se dizer sdbre a coloracdo po-
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sitiva obtida na glandula salivar do térax da cabeca de Megachile. J&
no caso de Xylocopa, a microscopia eletronica revelou que o local que
apresenta reacio positiva ao PAS corresponde 3 zona de microvilosidade,
ao redor dos canaliculos intercelulares. Segundo nos parece, essa reacao
pode ser atribuida, também, a secrecio, embora nio esteja afastada =
hipdtese de que seja devida a uma substincia semelhante & que constitui
a bordadura (mucopolissacarideos), que em muitos casos forma uma
espécie de substincia cimentante entre as microvilosidades (Beams &
Anderson, 1957). O exame ao microscépio eletrdonico nfo revelou a
presenca de nenhum material entre as microvilosidades, mas segundo
Fawcett (1958) isso pode ser atribuido & baixa densidade eletronica do
material, ou ao fato de os fixadores eletronicos nio preservarem os
mucopolissacarideos. Resta explicar a reacdo positiva obtida com a
coloracio do McManus no revestimento da luz das glindulas e seus
ductos, mesmo aquéles intercelulares. Como se sabe, as estruturas
cuticulares dos insetos apresentam composicio quimica complicada e
variavel. A variacdo ocorre tanto com a idade como com a localizacio.
Imms (1957) acha que os dois componentes maiores da cuticula dos
insetos sdo a quitina e as proteinas. O revestimento interno da luz das
glandulas e ducto extra- e intercelulares tém a mesma origem e prova-
velmente a mesma composicdo que a cuticula que forma o exoesqueleto,
A qual se refere Imms (1957). Dizemos que tem provavelmente a mesma
composicdo, quanto aos componentes bisicos, ressalvadas as variacdes
quantitativas. Em trabalhos anteriores (Kerr & Cruz, 1961 e Cruz-
Landim, 1963), haviamos ja verificado a presenca de quitina mesmo nos
canaliculos intracelulares das glandulas mandibulares (Trigona) cons-
tatacdo agora confirmada de maneira mais geral através da reacdo de
Schultze. A quitina é um mucopolissacarideo nitrogenado e pode ser
responsabilizada pela reacido positiva a técnica de MecManus. Lison (1960)
faz uma breve revisdo sobre o assunto, relatando experiéncias de varios
autores que obtiveram reacdo PAS da quitina dos artrépodos e de fungos.
A quitina esclerotizada nédo apresentaria reacdo positiva sendo quando
tratada por NaOH a 10%. Isso explica porque a cuticula mais espéssa,
das abelhas mais idosas, nao da reacdo positiva com o método de
McManus. Poder-se-ia ainda pensar que a reacido positiva ao McManus
se devesse & impregnacido da cuticula pelas secrecGes glandulares. Nao
consideramos essa hipétese como provavel porque a cuticula se cora em
todas as fases do ciclo funcional das glandulas (exceto onde a cuticula se
apresenta amarela) e em tédas as glandulas, mesmo quando a secrecio
nio di reacdo positiva ao McManus.

Um fato que permaneceu inexplicavel para nés, foi o de somente o
método de McManus dar resultados positivos e ndo o de Hotchkiss. O
tempo de oxidacio e a concentracio do acido periddico é maior no se-.
gundo caso que no primeiro e o solvente usado é o alcool metilico.

3. Acidos nucléicos. Embora tenhamos empregado coloracdes que
coram ambos os tipos de &cidos nucléicos (verde-metila-pironina e
alaranjado de acridina) o nosso interésse maior referia-se & avaliacdo
da basofilia do citoplasma, ou seja, seu conteido de RNA. Para ésse
fim, dentre os métodos empregados, o que se mostrou mais apropriado
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foi o azul de toluidina. A intensidade de coloracdo variou bem de um
estdgio para outro e concordou plenamente com o grau de desenvolvi-
mento do ergastoplasma observado ao microscépio eletrénico. Assim
em Melipone a basofilia maior verificou-se no 3.° estigio da glandula
salivar do térax e em Xylocopa e Colletes nas células parietais. Queremos
ainda acentuar que pudemos com esta coloracdo perceber diferencas de
tonalidades entre o citoplasma e o ntdcleo, embora nido tdo acentuadas
quanto as observadas por Feder & Wolf (1965). O citoplasma corou-se
em azul profundo e o nucleo em verde mar. Infelizmente ndo pudemos
perceber a presenca de nucléolos nos ntcleos para melhor avaliar a
“especificidade” do método. Contudo, ésse resultado nos leva a supor
que 0 principal fator para obter a “especificidade” do azul de toluidina
é a fixacdo em aldeidos.

Se o azul de toluidina se revelou o melhor método para avaliar a
basofilia, a fluorescéncia, depois da coloracio com alaranjado de acridina,
se mostrou de valor praticamente nulo neste particular. A intensidade
da fluorescéncia manteve-se a mesma em tddas as fases do desenvolvi-
mento das glandulas.

Quanto ao nicleo, pudemos verificar que nas fases mais jovens da
glandula de Melipona €le se apresentava maior e corado mais fracamente,
enquanto nos estidgios finais e nas abelhas solitirias a coloragio se
mostrava mais forte e no caso de Melipona, pudemos observar que os
nucleos eram correspondentemente menores. KEssa condensacdo do ma-
terial cromatico dentro do ntcleo ja é conhecida como caracteristica de
envelhecimento das células e é assim que aqui a interpretamos.

4. Lipidios. Atribuimos a coloracido de alguns pontos, pelo sudan,
no interior das células da glandula salivar do térax de Melipona, ao
aparecimento das figuras mielinicas observadas ao microscépio eletroni-
co, e denominadas, por Gabe & Arvy (1961), parassomas. Interpretamos
o aparecimento destas estruturas conforme ainda teremos oportunidade
de discutir, como sinais de degeneracdo celular e queremos lembrar aqui
que é fato bastante conhecido da microscopia 6ptica o acimulo de gor-
dura em células em degeneracao.

Na glandula salivar da cabeca de Melipona, como era de se esperar,
a quantidade de lipidios presentes a julgar pela intensidade de coloracio,
é bastante grande, mas temos aqui certos pontos que merecem discussdo.
A secrecdo destas glandulas, enquanto no interior das células, embora se
core pelo sudan black, nao se cora, pelo sulfato de azul de nilo, em rosa
e nem apresenta fluorescéncia natural, o que vem a ocorrer mais tarde.
Quanto & coloracdo pelo azul de nilo, esta s6 ocorre na secrecdo contida
no limen da glandula e a coloracdo em rosa aumenta 3 medida que a
abelha envelhece. No 2.° estigio, apenas algumas gbétas da secrecio
presente no interior da luz se coram em rosa, ficando o restante da
secrecio azul, e sOmente no estigio final toda a secregéo se apresenta
rosa. Como sabemos (Harrison & Cain, 1947) a cOr rosa dada pelo azul
de nilo é indicativa da presenca de graxas neutras. A fluorescéncia
natural também sé é visivel na secrecido contida na luz e s6 aparece a
partir do 4.° estdgio e, mesmo assim, fraca. Quando tratada por fosfina
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3R a glandula se mostra fluorescente desde o 2.° estigio. ZEstes fatos
parecem indicar que a secrecdo muda de constituicio ao chegar & luz da
glandula. Embora a microscopia eletrénica tenha revelado que princi-
palmente no 2.° estdgio da glandula salivar da cabeca de Melipona a
cuticula esteja totalmente impregnada por secrecio de aspecto lipidico,
esta jamais se corou pelo sudan black. Apresentou, isto sim, fluores-
céncia prateada mnatural, mas esta nfo pode ser atribuida aos lipidios
porque se verificou nao s6 em todas as fases da glandula, como também
em tddas as glandulas. Foi mencionado que a cuticula apresenta no seu
limite interno uma camada mais densa que poderia ser constituida de
lipidios (Locke, 1961), e, entdo, a éstes, poder-se-ia atribuir a fluores-
céncia. Contudo, nio estamos muito certos que essa linha corresponda 3
camada de lipidios do exoesqueleto porque ela se espessa, principalmente,
na glandula salivar da cabeca de Melipona com o avancar da idade, e
também porque em Xylocopa e Colletes (est. 17 e 22), a parte densa da
cuticula aparece justamente formando os reforcos em anel. Parece-nos
até certo ponto plausivel admitir que esta parte densa corresponda 2
exocuticula, ou seja, & parte em que as proteinas ja sofreram processo
de curtimento, o que ndo impede que uma camada de lipidios nio evi-
denciada esteja presente.

Como ja frisamos em outra parte déste trabalho, a intensidade das
coloracbes obtidas nunca foi muito grande e isso pode ser devido tanto
ao fato da quantidade do material testado ser reduzido, como a uma
possivel impropriedade das técnicas empregadas quando aplicadas a
tecidos de insetos. No que diz respeito as preparacdes para microscopia
eletronica verificamos que a contrastacdo dos tecidos de insetos é sobre-
maneira dificil embora ndo saibamos qual a causa. Corantes, para os
quais os autores preconizam tratamentos de 15 minutos para obter bom
contraste em tecidos de mamiferos, s6 ddo resultados aceitiveis para
tecidos de insetos com tratamentos duas ou trés vézes mais prolongados
aumentando com isso o risco de contaminacdo. Porisso usamos quase
sempre “coloracido dupla” com acetato de uranila e um composto de
chumbo.

Embora tenhamos dito no inicio desta parte da discussio que os
resultados das reagdes histoquimicas nao se mostraram muito diferentes
nas diversas glandulas, ndo quizemos, com isso, dizer que as diferencas
nio existam, pelo contririo, achamos que elas devam existir, apenas
aconteceu que testamos certos componentes que aparecem bisicamente
em todas as células em maior ou menor quantidade e cuja variacio da
uma idéia aproximada do metabolismo celular. Cremos que os resultados
teriam sido bem diferentes se nos tivéssemos proposto tentar determinar
a composicdo quimica da secrecdo de cada gliandula. Neste caso, com
certeza, teriamos encontrado variacdes maiores, tanto isto é verdadeiro
que as diferencas maiores encontradas podem ser atribuidas justamente
A presenca de secrecdo, ou seja: 1) maior quantidade de proteinas nos
dois estigios finais da glandula salivar do térax de Melipona; 2)
presenca de material PAS positivo no espaco subcuticular e luz dessa
mesma gliandula nesses mesmos estigios; 3) presenca de lipidios em
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grande quantidade na glandula salivar da cabeca da mesma abelha; 4)
presenca de proteinas e lipidios nas células zimogénicas da glandula
salivar de Xwlocopa.

B. Microscopia Eletronica

A vida das abelhas, especialmente das operarias das espécies sociais,
é curta (cérca de 60 dias) e com etapas bem marcadas pelo tipo de
trabalho que desempenham na colonia (a divisdo de trabalho em Meli-
pone quadrifasciata foi estudada por Kerr & Santos Neto, 1963). O
desenvolvimento das glindulas salivares estd, segundo supomos, em
grande parte, ligado ao comportamento e tipo de atividade desempenhada
pela abelha e porisso se desenvolve mais no tempo do que no espaco, isto
8, todas as células da glandula de abelhas de uma determinada idade se
acham no mesmo estigio de desenvolvimento, diferentemente do que
ocorre nos vertebrados. Ainda mais, ao que parece, essas glandulas s6
apresentam durante a vida da operaria um ciclo de secrecdo (Cruz-
Landim & Akahira, 1966). No caso das glindulas salivares parece que
0 seu esgotamento coincide justamente com a fase final da vida do
individuo. Através da ultraestrutura das células pudemos observar
melhor as alteracdes dos diferentes orginulos celulares durante o ciclo
de secrecdo, especialmente em Melipona quadrifasciata anthidioides.
Porisso, na discussio que se segue, trataremos principalmente desta
abelha, s6 eventualmente nos referindo as demais.

E facil de verificar pelas figuras, que durante o ciclo de secrecdo
os organulos celulares sofrem alteracées que dizem respeito principal-
mente & quantidade, tamanho e localizacdo. Essas modificacoes sdo mais
acentuadas nas gliandulas salivares do térax que nas da cabeca.

Nas glandulas salivares da cabeca a quantidade de mitocondrios
presentes, bem como seu tamanho e distribuicdo, permanece a mesma em
todos os estigios a ndo ser pelo aparecimento de mitocondrios gigantes
no 2.° estagio. Ja na glandula salivar do térax os mitocondrios sdo a
principio pequenos e distribuidos uniformemente pelas células, mas a
partir do 2.° estagio, se localizam principalmente na periferia e 4pice da
célula deixando a zona central quase livre de sua presenca. Especial-
mente no 3.° estigio os mitocondrios da parte basal da célula se mostram
muito grandes, ricos em cristas e associados com invaginacbes da
membrana plasmica. Os da parte apical da célula conservam-se na base
das microvilosidades, enquanto uns poucos se espalham pela célula. Essa
mesma associacdo dos mitocondrios com invaginacbes da membrana
plasmica, embora em menor escala, ocorre na parte basal das células dos
ductos coletores. Como sabemos, essas estruturas sfo caracteristicas de
regides responsaveis pela absorcédo de lipidios e tém sido verificados em
varios 6rgaos dos insetos, como intestino (Forbes, 1964), glandulas sali-
vares (Moericke & Wohlfarth-Bottermann, 1960 e Wohlfarth-Bottermann
& Mocericke, 1960), ductos das glandulas salivares (Kessel & Beams,
1963), papilas retais (Copeland, 1964), etc., em que receberam o nome
de canaliculos pinocitéticos. Geralmente, associadas com tais canaliculos,
encontra-se um grande ntmero de pequenas vesiculas as quais se des-
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prendem das extremidades dilatadas dessas invaginacées. No caso pre-
sente nio observamos a formacdo de vesiculas nem dilatacdes das
extremidades. O maior desenvolvimento dessas estruturas no 3.° estagio
corresponde com certeza a uma intensificagio da absorcio de materiais
diretamente da hemolinfa, por parte da célula. Wohlfarth-Bottermann &
Moericke (1960) e Moericke & Wohlfarth-Bottermann (1960) acreditam
que as glindulas salivares de afideos exercem funcio de excrecio e para
tanto tém numerosas invaginacdes na sua membrana basal. Nao esta
afastada a hipétese de que as gliandulas salivares do térax de Melipona
e seus ductos exercam além de outras, também essa funcio, constituindo
uma espécie de glandula sudoripara.

Este mesmo tipo de associacdo da membrana pldsmica invaginada
com os mitocondrios, e até com maior desenvolvimento, encontramos
nas células parietais de Colletes e Xylocopa, estrutura que também se
prolonga aos seus ductos coletores.

Nao pudemos verificar estruturas semelhantes na zona cortical das
glandulas salivares do torax de Megachile, mas notamos logo acima da
membrana basal uma zona estriada perpendicularmente & superficie da
célula que poderia exercer alguma funcfo na penetracido de materiais no
interior da célula.

Na glandula salivar da cabeca de Melipona &sses canais sido muito
desenvolvidos e aparecem com a mesma amplitude em todos os estagios
e contém no seu interior material denso, granular. Devemos chamar a
atencdo para o fato de €sses canais se apresentarem muito mais
conspicuos na fixacido com glutaraldeido que em qualquer outra. N&o
podemos, contudo, concluir que essas estruturas resultem de artefatos,
pois Tormey (1964) encontrou grandes diferencas na configuragdo das
membranas celulares do mesmo material, conforme a fixacdo fosse em
6smio ou glutaraldeido, parecendo que éste Gltimo as preserva melhor.
No ducto excretor final, intracraniano de Xylocopa, e glandula salivar
da cabeca de Megachile, encontramos também dobras da membrana
plasmica formando canais que penetram em toda a regifo periférica e
até mediana das células. Esses canais apresentam paredes densas e séo
semelhantes aos observados por Bowers (1964) em células pericardicas
de afideos. Segundo essa autora, tratar-se-ia de estruturas destinadas a
microfagocitose, ou mais especificamente, & absorcéo seletiva de proteinas
diretamente da hemolinfa.

A @stes canais nunca encontramos associados mitocondrios, e nem
Bowers faz referéncia a ésses orginulos com funcio especial ligada aos
canais.

O fato das invaginacées da membrana plasmica basal da glandula
salivar da cabeca de Megachile e Melipona serem bem semelhantes as do
ducto excretor final de Xylocopa é um ponto a favor da homologia dessas
estruturas. .

Na glandula salivar do térax de Melipona, Xylocona e Colletes o
polo da célula, pelo qual a secrecdo deve ser eliminada, apresenta nu-
merosas e longas microvilosidades. Inicialmente a presenca de microvi-
losidades foi relacionada com a funcfo de absorcédo, talvez por. terem



Arquivos de Zoologia, vol. 17, fasc. 3, 1968 151

estas sido descritas primeiro em células epiteliais do duodeno e do tibulo
contornado proximal do rim (Fawcett, 1958). Posteriormente a sua
presenca foi verificada também em glandulas e justamente na face por
onde é eliminada a secrecdo. Sé para citar insetos, microvilosidades no
polo secretor de células glandulares foram observadas por Stein (1962),
Jacob & Jurand (1963), Beams & Anderson (1961), Phillips & Swift
(1965) e Kessel & Beams (1963). Contudo a presenca dessa modificacdo
da membrana nunca foi explicada com base na funcio. Poder-se-ia
pensar num aumento da superficie excretora, mas pelo menos no nosso
caso e nos que encontramos na literatura, tanto referente a insetos como
a outros animais, a secrecdo é eliminada na base, entre as microvilosi-
dades, sem que estas tomem parte ativa no fendémeno. Na tirbide a
secrecido é inicialmente eliminada para o interior do foliculo, e depois
reabsorvida pela célula a fim de ser lancada na circulacdo. Neste caso
seria facil de explicar a presenca de microvilosidades, as quais serviriam
para a reabsorcdo do material no interior do foliculo. Kurosumi, em
trabalho de 1965a, representa a absorcio da secrecdo por parte das
células da tirdide através de canaliculos pinocitéticos. A nosso ver a
mesma funcdo que as microvilosidades desempenham na tirdide elas
desempenham também nas outras glandulas, isto é, uma reabsorcao
parcial do secretado, talvez 4gua e alguns sais minerais. Pode-se per-
feitamente supor que enquanto na luz a secrecdo possa ser concentrada
ou sofrer outras modificacdes por absorcdo do excesso de soluto por
parte da célula secretora o que resultaria numa economia de 4gua para
a célula. Além disso existem algumas evidéncias de que a secrecdo na
luz da glandula difere um pouco daquela no interior da célula pelo menos
assim é quanto & secrecio da glandula salivar da cabeca de Melipona.
Essa funcido das microvilosidades explicaria o aparecimento em Xylocopa
de vesiculas associadas as microvilosidades semelhantemente ao que
ocorre nas regides de absorcéo.

Niao observamos eliminacio de secrecdo em Xylocopa e Colletes, mas
verificamos a presenca de um espaco subcuticular semelhante ao de
Melipona também nestas abelhas. Em Melipona a secrecdo é primeira-
mente eliminada para éste espaco por simples dissolucdo da membrana
pldsmica apical, extravasando assim o contetido das vesiculas de secrecéo
‘(est. 12 e 13) processo que Kurosumi (1965a) denominou eruptdcrino
ou pinocitose reserva. Posteriormente, a secrecido atravessa a cuticula
alcancando a luz da glandula.

Nio conseguimos perceber na cuticula nenhuma estrutura especial
para passagem da secreciio. Resta-nos, pois, admitir simplesmente que
a cuticula é porosa.

Em Xylocopa, a secrecdo nio granular é eliminada inicialmente
para o interior de um vactiolo, mas ndo pudemos relacioni-la com o
canaliculo intracelular em nossas preparacdes.

A secrecdo da glandula salivar da cabeca é eliminada de uma
maneira diferente. Nesta glandula nido encontramos microvilosidades
no polo excretor. Encontramos, por outro lado, invaginacdes em cujo
interior pequenos granulos esféricos estdo presentes, os quais parecem
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corresponder & secrecdo. No interior da célula os granulos de secrecéo
sdo 2 ou 8 vézes maijores que os citados acima e mais densos. Embora
supondo que se trate do mesmo material, jamais conseguimos observar
se aquéles resultam da fragmentacio déstes e como atravessam a mem-
brana plasmica. Estamos inclinados a admitir que seria pelo mecanismo
denominado por Kurosumi, didcrino ou permeacio transmembranosa,
“transmembranous permeation”, isto é, a secrecdo se difundiria através
da membrana invaginada e a funcio desta invaginacfo seria simples-
mente aumentar a superficie de difusdo. Poder-se-ia inquirir porque a
secrecdo aparece no interior da bolsa sob a forma de pequeninas esferas.
A secrecdo, segundo ficou demonstrado, é de natureza lipidica e em meio
aquoso tenderia a formar pequenas goticulas, isto €, a se emulsionar. Ao
ser eliminada da célula a secrecdo se vé imediatamente em contacto com
a cuticula e se infiltra através dela. Neste caso é possivel perceber
perfeitamente que se trata de uma infiltracdo e que esta se d4 através
dos contatos entre uma camada de deposicio e outra, seguindo a secrecido
uma espiral até chegar & luz. E possivel que no caso das glandulas
salivares do térax de Melipona e das outras abelhas estudadas o processo
de permeacdo da cuticula seja o mesmo, mas néo possa ser observado
devido a baixa densidade da secrecio naquele caso. S a marcacido com
radioisétopos poderia oferecer indicacdes seguras do processo.

O aparecimento pela primeira vez de secrecdo na luz, portanto, a
possibilidade da abelha utilizar a secregdo, ocorre por volta dos 15 dias
de idade e corresponde a fase em que a abelha trabalha na colmeia como
construtura (Kerr & Santos Neto, 1963). A fase de maior eliminacio
de secrecdo corresponde ao inicio da vida da abelha como campeira, isto
é, como forrageira.

Antes de passar adiante, gostariamos de dizer alguma coisa a
respeito da presenca de um ducto intercelular em Xwlocopa e Colletes.
Achamos que a presenca de um tal ducto leva a um aumento da area de
eliminagdo dos produtos das células a qual se torna muito maijor do que
se houvesse apenas uma luz central.

O reticulo endoplasmético ndo sofre muitas flutuacées quanto ao
desenvolvimento na glandula salivar da cabeca. Ai a quantidade de
ribossomas, o que equivale a dizer a basofilia, se mantém mais ou menos
a mesma em todos os estagios, s6 diminuindo no dltimo. Tstes ribos-
somas nem sempre estdo associados as membranas do reticulo o qual
aparece em grande parte da célula como um reticulo liso. Os ribossomas
formam entdo agrupamentos (poliribossomas) que ficam isolados no
citoplasma. O reticulo liso, segundo consta, estid ligado & glicogendlise
(Peters & allii, 1962) e a sintese de certos lipidios, o que estaria de
acdrdo com a funcdo da glandula. Contudo, em muitas regides da célula
o reticulo aparece granular (est. 27 e 28) e neste caso mostra-se formado
vor vesiculas a cuja superficie externa estdo aderidos os ribossomas.
Esse tipo de reticulo aparece mais desenvolvido no 2.° estiagio desta
glindula, mas qual a causa désse maior desenvolvimento nfo podemos
precisar. Nao pudemos associar a secrecdo, nem no reticulo liso, nem
ao granuloso, e como ja dissemos o Golgi é pouco desenvolvido nesta
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glandula s6 aparecendo no primeiro estdgio, com sua forma tipica.
Entre o primeiro e segundo estagios decorrem 3 a 5 dias e nesse intervalo
praticamente toda a secrecdo da glandula é produzida, tendo nos escapado
o processo de sua elaboracdo. Duas estruturas aparecem, que provavel-
mente estdo ligadas & sua producdo: 1) vesiculas cheias de diminutos
granulos (est. 27); 2) mitocondrios gigantes (est. 29 e 30), contudo,
nio pudemos encontrar o elo entre essas formacdes. Talvez as vesiculas
cheias com pequenos granulos possam ser equiparadas aos corpos multi-
vesiculares de Sotelo & Porter (1959), os quais, segundo Kurosumi
(1965b), tém origem a partir de Golgi. VAarias sdo as indicacdes de que
os mitocdndrios possam tomar parte na secrecdo de lipidios (Berger,
1965; Kawabata, 1964; Yasuda & allii, 1962), mas somente o primeiro
autor conseguiu demonstrar a sequéncia de acumulacdo dos lipidios no
interior dos mitocondrios; Berger (1965) verificou que a matriz
mitocondrial praticamente se transformava em material lipidico pelo
acimulo do produto secretado. Os outros dois autores, apesar de terem
observado transformacgoes significativas dos mitocondrios, ndo puderam
correlaciona-las com a producdo de secrecio. O mesmo se verificou
conosco, pois justamente na fase de maior actimulo de secrecdo no cito-
plasma, encontramos os chamados mitocondrios gigantes os quais séo
mitocondrios anormais, contendo no interior uma matriz pouco densa e
restos das cristas (est. 29). Nao conseguimos, contudo, verificar a
quebra ou a descarga da matriz désses mitocondrios. Somente uma
vez (est. 30) observamos um mitocondrio que afinal era de tamanho
intermedidrio, com a membrana aparentemente interrompida, mas esta
observacdo nido pbéde ser confirmada por maior nimero de achados
semelhantes.

Em preparacoes obtidas de material fixado com glutaraldeido en-
contramos granulos muito densos no interior dos mitocéndrios. Contudo
a presenca désses granulos na matriz ja foi verificada em varias
circunstincias e aparece também nas glandulas salivares do térax.

Na glandula salivar do térax o desenvolvimento do reticulo alecanca
0 maximo no terceiro estigio e se constitui num ergastoplasma tipico,
isto é, um reticulo do tipo granular. Nesta fase o reticulo aparece
dilatado em certas regides, mas o material no interior das lamelas é
sempre de baixa densidade. Essas dilatac¢des ou vesiculas se desprendem
do reticulo na proximidade do Golgi (est. 10) e tém paredes lisas. Ca-
racteristicamente a face do reticulo em contato com a area de Golgi se
apresenta livre de ribossomas (est. 10). Muitas vézes essas extremidades
lisas do reticulo fazem saliéncias de encontro a massas de secrecdo
proximas a area de Golgi, dando a impressdo que mais material esta
sendo adicionado ao ja existente, vindo do interior das lamelas do re-
ticulo. Nesta fase o Golgi caracteristicamente apresenta duas zonas:
uma zona central constituida por vesiculas grandes e lamelas dilatadas,
ambas cheias de material pouco denso (esta regido é a que esti em
contato mais direto com o reticulo) ; e uma zona periférica constituida
de numerosas vesiculas pequenas cheias de material mais denso. Esta
disposicdo da justamente a idéia do descrito por Zeigel & Dalton (1962)
e Kurosumi (1965b), em varios tipos de células que secretam material
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protéico. Segundo Kurosumi, neste caso ha um transporte da substincia
secretada, imatura, do lugar inicial de sintese, ou seja, do ergastoplasma
para o lugar de condensacdo (Golgi) por brotamento do reticulo e
movimento das vesiculas. Exatamente o que acabamos de descrever, isto
é, as vesiculas da regido interna da area do Golgi se originam do ergas-
toplasma por brotamentos de extremidades de superficie lisa e fundem-se
com os sacos de Golgi, saindo depois em uma direcdo reversa como secre-
cdo amadurecida.

Na glandula salivar do térax as células sio inicialmente baixas e
deixam, entre si e a cuticula, um grande espaco subcuticular. Com o
aparecimento de secrecdo na parte apical da célula, esta tende a aumen-
tar em altura (semelhantemente ao que acontece em certas glandulas dos
vertebrados) aproximando-se o seu dpice da cuticula. A eliminacio da
secrecdo nido provoca volta a altura primitiva.

Nas outras glandulas estudadas estas feicdes do ciclo celular ndo
puderam ser observados porque estudamos individuos de uma idade sé,
mas tudo leva a crer que ocorrem coisas similares. Em Xwlocopa nao
pudemos observar o Golgi, mas nas células zimogénicas péde se observar
regides onde o reticulo se dispde radialmente (est. 17) com aparente
brotamento de pequenas vesiculas para o espaco central o qual acaba
transformado num grande vactiolo. Neste caso a elaboracido da secrecio
parece requerer maior gasto de energia por parte da célula porque en-
contramos grande quantidade de mitocondrios envolvidos nas dobras do
reticulo. Para a producio de secrecao désse tipo, provavelmente o Golgi
deixa de ser necessario.

Um fato que chama atencéo no caso de Xylocopa, é a diversidade de
secrecdo que aparece também sob a forma de granulos. N#o pudemos
acompanhar a sua elaboragdo, mas achamos que se trata realmente de
produtos diferentes e néo de diferentes estagios de amadurecimento de
um mesmo produto. Atribuimos, arbitrariamente, apenas baseados no
aspecto, aos grianulos S3 e S4 natureza protéica e aos S1, S2 e S5 na-
tureza lipidica. Os granulos S2 se ndo sdo inteiramente lipidicos contém
no seu interior material lipidico, o que se comprova pelo fato de que ao
romper-se sua membrana, deixam sdltas no citoplasma gotas désse ma-
terial fibrilar que se parece muito com os chamados filamentos de céra,
verificados por Locke (1961), em células da glandula de céra de Apis.
E interessante chamar atencio para o fato de que gotas lipidicas de
cafeeiro (Kitajima — informacdo verbal) apresentam conformacio
semelhante. Atribuimos a grande variedade de secrecdo aos habitos desta
abelha. Como é sabido, Xylocopa é capaz de fazer buracos na madeira e
provavelmente a secrecdo salivar contém enzimas que auxiliam éste
trabalho. Um fato a favor desta nossa assertiva é que Colletes tendo a
glandula morfoldgicamente parecida, mas néo tendo os mesmos héabitos,
nédo apresentam tdo grande variedade de secrecdo.

Tendo eliminado a secrecdo as células comecam a apresentar sinais
de degeneracdo, ou seja, autodigestdo de alguns componentes celulares
especialmente do reticulo e mitocondrios. Nesta fase aparecem orgénulos
em forma de impressdo digital, formados por arranjos concéntricos de
membranas lisas, estruturas a que denominamos parassomas (Gabe &
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Arvy, 1961). Os parassomas comecam a aparecer na glindula salivar
do térax de Melipona a partir do 4.° estigio e na glandula salivar da
cabeca do 3.° em diante. Na glandula salivar do térax a forma déstes
orginulos é mais tipica, melhor definida porque as lamelas se apdem
bem préximas umas das outras formando um conjunto muito denso no
interior do qual dificilmente podemos perceber alguma coisa. Ji& na
glandula salivar da cabeca as lamelas se dispéem frouxamente e é
possivel perceber no seu interior fragmentos do reticulo vacliolizado e
mitocondrios (est. 32 e 33), como também a sua continuidade com o
restante do reticulo da célula. Nesta glandula essas estruturas apresen-
tam uma variedade muito grande de conformacdes em que muitas vézes
estd envolvida uma grande parte do citoplasma da célula. Haguenau
(1958) considera estruturas semelhantes aos parassomas como partes do
reticulo endoplasmatico e atribui-lhes um papel na formacio do ergasto-
plasma. Contudo, existem na literatura muitas indicacdes de que estas
formacdes se devem a um processo de degeneracido da célula, embora
nem sempre irreversivel, até pelo contrario, quase sempre reversivel. O
aparecimento dos parassomas envolvendo mitocdndrios, ndo pode ser
olhado como uma mudanca especifica para um determinado aconteci-
mento celular, como por exemplo, fim de um ciclo de secrecdo. O
fenémeno foi observado por Forbes (1964) e Kurosumi & allii, (1962) em
células glandulares normais, de inseto e de mamifero, respectivamente,
mostrando que a ocorréncia de parassomas nas glindulas apés a elimi-
nacio da secrecdo é universal. Mas a primeira descricdo désse orgéanulo,
se assim se pode chamai-lo, é de Farquhar & Rinehart (1954) que no-
taram a sua presenca, como estrutura patolégica na pituitaria de ratos
castrados. Mais recentemente, muitos autores tém feito constatacoes
idénticas em diferentes circunstincias. Ito (1962) estudando a estabi-
lidade dos componentes membranosos das células ap6és a morte, chegou
3 conclusdo que o primeiro sinal de degeneracio do ergastoplasma é o
aparecimento de estruturas semelhantes as figuras mielinicas. Enders
& Lyons (1964) encontraram essas mesmas estruturas com a diferenca
de que os arranjos concéntricos, aparentemente, se formam, principal-
mente, a partir dos mitocondrios que se alongam e encurvam dispondo-se
suas cristas longitudinalmente (também a partir do reticulo em certos
pontos), em células luteinicas de ratos hipofisectomizados. Finalmente
Schaffner & Felig (1965) constataram sua presenca em células do
figado de ratos colocados em atmosfera de oxigénio puro, e Montenegro
& allit (no prelo) observaram o aparecimento de estruturas semelhantes
em tecido foliar de plantas de fumo infestadas por uma estirpe do virus y
da batatinha. Do descrito podemos concluir que apesar dos parassomas
apresentarem configuracoes levemente diferentes de célula para célula e
talvez até diferentes origens, a sua presenca parece indicar sempre uma
reacdo da célula a uma condicdo desfavoravel.

Nao se conhece o papel dos mitocondrios na formacdo dos paras-
somas como foi verificado por nés na glandula salivar da cabeca, Enders
& Lyons (1964) e Schaffner & Felig (1965). Eles podem tanto estar
fornecendo energia para processos bioquimicos que ocorram ao nivel dos
parassomas como estarem sofrendo uma transformacio degenerativa.
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Os parassomas nao sdo as Gnicas estruturas nas células velhas das
glandulas das abelhas. Aparecem também orgéanulos parecidos com os
lisossomas tanto nas salivares do térax como nas da cabeca, embora
sejam mais numerosos na salivar da cabeca.

Na salivar da cabeca os liscssomas aparecem praticamente sé no
ultimo estagio, enquanto na do térax aparecem em grande quantidade
desde o peniltimo. Na glandula salivar da cabeca, o que chamamos de
lisossomas no 4.° estigio, difere um pouco das estruturas, as quais atri-
buimos a mesma designacio no 3.° estagio. E ainda mais, neste Gltimo
estagio, em alguns pontos, parassomas pequenos se confundem com os
lisossomas ou arranjos concéntricos das lamelas que ocorrem ao redor
de lisossomas. Ha de fato uma variedade grande de orgénulos que
recebem o nome de lisossomas, o mesmo ocorrendo com os parassomas,
dai uma certa confusdo. No entanto, estamos quase certos que as
estruturas presentes no 3.° estagio sdo realmente lisossomas. Quanto as
do 4.° poderia tratar-se de secrecio lipidica diferente da presente no
2.0 e 3.° estagios da glandula, ainda mais, porque de preferéncia &ésses
corpisculos densos se localizavam na parte apical da célula. Somente
testes histoquimicos poderiam indicar mais seguramente se se tratam ou
néao de lisossomas.

As demais glianduias estudadas nio apresentaram nem parassomas
nem lisossomas o que indica que suas células se encontravam ainda numa
fase correspondente mais ou menos ao terceiro estdgio das gldndulas
salivares de Melipona. Como ja dissemos, essas abelhas foram coletadas
em flores enquanto se alimentavam, portanto, enquanto desempenhavam
atividade aniloga & das operarias de Melipona com 20 e 25 dias de idade
(Kerr & Santos Neto, 1963).

Apesar disso as células das glindulas de Melipona nessas idades se
acham mais avancadas no ciclo secretor das abelhas solitirias e ainda
mais as operarias com a idade citada estdo apenas iniciando a sua ativi-
dade de campeiras. Podemos interpretar essas discrepincias atribuindo
as abelhas solitarias um periodo de producéo de secrecdo muito mais
prolongado, ou considerando que por acaso tddas as abelhas coletadas
eram jovens. As operarias das abelhas sociais ndo precisam desde o
inicio sair para a coleta de alimento, desde que elas o tém estocado na
coibnia, e que outras abelhas mais idosas o coletam para téda comuni-
dade. J4 no caso das abelhas solitdrias, desde a sua emergéncia o adulto
devera cuidar da sua sobrevivéncia, sendo portanto plausivel encontrar-
se abelhas jovens visitando flores. As duas hipéteses apresentadas
acima ndo sdo exclusivas, mas antes se completam.

Segundo Simpson (1960 e 1962) a secrecdo produzida pelas glan-
dulas salivares (especialmente a do térax) de Apis funciona primeira-
mente comc um soluto para a céra (o que estd de acordo com o que
observamos quanto ao inicio da eliminacfo do produto), e posteriormente
como soluto para os aclicares a serem ingeridos. Outros autores atribuem
funcdes semelhantes as glandulas homodlogas de outras abelhas e outros
insetos. Ao admitir esta mesma funcido para as glandulas de Melipona,
0 que cremos ser razoavel, surpeende-nos o fato de que o esvaziamento
da célula da secrecdo coincida justamente com o inicio da atividade da
ahelha, tanto mais que estas gldndulas nio tém um reservatorio onde a
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secrecdo possa ser armazenada (apenas uma pequena bdlsa achatada,
intracraniana no ponto de juncéo dos ductos das glindulas salivares do
térax com o das glandulas salivares da cabeca, verdadeiro relicto do
ducto achatado das abelhas solitdrias, com pequenissima capacidade de
armazenar secrecido). Simpson demonstrou em Apis que as outras
gléndulas do sistema salivar néo colaboram nesta atividade. ' Sé poderia-
mos, entdo, explicar ésse fendmeno admitindo que as abelhas sociais néo
tém grande necessidade de dissolver os aclicares para ingestdo, porque
alimentando-se de nectar, jA4 os encontram dissolvidos ou que as glan-
dulas apresentem depois déste um novo ciclo de secrecéo.

A ocorréncia de um novo ciclo de secrecdo é um pouco dificil de
admitir porque as abelhas correspondentes ao 5.° estigio nido tinham
realmente idade certa, tinham apenas mais de 25 dias e foram coletadas
enquanto voavam fora da colonia. Estas abelhas tanto poderiam ter 25
como 30 ou 50 dias. Noés fixamos e examinamos para éste estudo ma-
teriais de mais de 5 abelhas diferentes em cada estigio e seria muita
coincidéncia que todas tivessem a mesma idade exatamente. No entanto,
em nenhuma delas encontramos qualquer indicio de uma retomada do
ciclo secretor. Além do mais, seria estranho, no caso de haver outro
ciclo, que todas as células se achassem no mesmo estigio na glandula de
maneira a provocar um colapso total na producdo de secrecdo durante
um periodo longo (o ciclo de secrecdo dura 25 dias, talvez mais) e
justamente no periodo da vida em que aparentemente a abelha precisaria
mais do material. Inclinamo-nos, portanto, & primeira hipétese, isto é,
que as abelhas sociais nfo necessitem da secrecdo das glandulas salivares
para dissolver os alimentos a serem ingeridos.

Quanto & proposicido que fizemos na introducio, de procurar inferir
da estrutura a origem comum destas glindulas, constatamos que, embora
seja certo que todas elas derivam embriologicamente de uma invaginacio
do segmento labial do embrido (Nelson, 1915) a sua morfologia é muito
diferente. O problema da derivagio de um tipo para outro nido é tao
complexo quando consideramos as glandulas salivares da cabeca. Entre
elas se niao ha analogia de estruturas, o que é dificil de dizer visto a
precariedade das nossas preparacées, pelo menos parece evidente que em
ambos os casos e até no ducto de Xylocopa o produto de secre¢do que
aparece em maior quantidade é lipidico e que as invaginacles da mem-
brana plasmica basal sdo semeihantes entre si e diferentes das do térax.
As glandulas salivares do térax de Colletes, Xylocopa e Melipona também
apresentam analogia. Colletes é destas abelhas a mais primitiva e é
facil de aceitar que as gliandulas de Xylocopa evolutivamente poderiam
se originar de glandulas do tipo apresentado por Colletes por reducio
do ntimero de células zimogénicas. As células parietais dessas glandulas
parecem estar encarregadas da absorcio dos elementos necessirios ao
funcionamentc da glandula a partir da hemolinfa tal é o desenvolvimento
das invaginacdes presentes na zona cortical destas células enquanto as
células zimogénicas parecem ser responsaveis pela secrecdo, pelo menos
a julgar pelo aciimulo desta no seu interior. As células parietais acom-
panham o ducto do tdbulo secretor quando éste abandona a célula for-
mando sua parede. Em Melipona as células parietais se desenvolveram
mais e passaram a executar a sua funcdo. O ducto intercelular de
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Xylocopa e Colletes passou a constituir a luz do tibulo secretor e as
microvilosidades presentes nessas abelhas continuaram em toérno dessa
luz como estavam em térno do ducto intercelular. O desaparecimento
das células zimogénicas talvez corresponda a uma simplificacdo das
funcbes dessa glandula nos apideos. Nas abelhas solitarias, segundo
Heselhaus (1922), sua secrecdo é usada na construcdo do ninho e na
alimentacdo. N&o queremos, contudo, dar idéia de que a evolugio
ocorrida nas abelhas quanto a essas glandulas foi assim tdo simples e
ortogenética. Colletes pertence ao grupo das abelhas consideradas mais
primitivas e parece nédo ter dado origem as abelhas que lhe sdo superiores
(Moure, informacdo verbal) e além disso estd muito distante dos
Anthophoridae com varios grupos de permeio (Halictidae, Andrenidae e
Megachilidae). Contudo, na base do grupo Anthophoridae, encontramos
os Exomalopsini, que tém glandulas semelhantes as dos Colletidae

Fig. 4: Provavel derivacio das glandulas salivares do térax das abelhas: a, glindula
encontrada em Colletes; b, gldndula encontrada em Melipona; c, glandula encontrada
em Xylocopa,; d, glandula encontrada em Megachile.
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(Cruz-Landim, 1963) e poderiam ter originado as glédndulas do tipo
encontrado em Xylocopa e também o encontrado nos Apidae (est. 39).

Os Megachilidae constituem em todos os sentidos um grupo & parte
dentro das abelhas, e também no que se refere as gliandulas salivares do
térax, parecendo no entanto, que neste caso as células que desapareceram
foram as parietais, ficando as zimogénicas colocadas excéntricamente em
relacdo ao ducto (est. 39).

CONCLUSOES

Quanto aos quatro pontos que nos propusemos elucidar no inicio
déste trabalho, os resultados obtidos no decorrer do mesmo nos permitem
concluir que:

1. A secrecfio é eliminada da célula através da cuticula sem que,
centudo, esta apresente qualquer estrutura especial para isso. A secrecio
é eliminada por infiltracdo entre as camadas da cuticula, e o fendmeno
86 se torna bem visivel quando a secrecio apresenta natureza e densidade
apropriadas. Sugerimos ainda que as microvilosidades no polo secretor
das células poderiam servir para a reabsorcido de parte do soluto elimi-
nado com os produtos elaborados pela célula, resultando em economia de
4gua para o organismo.

2. As glandulas salivares do térax estudadas sdo histologicamente
bem diferentes mesmo ao nivel dc microscépio eletronico, mas podemos
admitir que uma glandula salivar do tipo encontrado em Colletes poderia
originar, de um lado, o tipo glandular de Xylocopa, de outro, o tipo de
Megachile, e de outro, o de Melipona. No primeiro caso tratar-se-ia
apenas de uma reducio do ntmero das células zimogénicas. No 2.° caso
tratar-se-ia de um desaparecimento das células parietais, ficando, a luz
da glandula, excéntrica, porque o canaliculo intercelular das glandulas
tipo Colletes contorna as células parietais (est. 4). E no 3.° caso desa-
pareceriam as células zimogénicas ficando as células secretoras.

3. A morfologia das células secretoras difere um pouco do comum
pela auséncia do Golgi. Somente as células da glandula salivar de
Melipona apresentaram ésse orgdnulo celular bem desenvolvido como é
geral nos tecidos glandulares. Poderiamos contudo atribuir a auséncia
do Golgi nas glandulas salivares de Xylocopa, Megachile e Colletes, ao
fato do tipo de secrecdo e maneira de produgdo ndo requererem o UsoO
désse organulo celular ou a estas células se acharem num estagio
mais avancado do que aquéle em que ésse organulo se faz visivel em
Melipona. Ja a evolucdo dos demais orgdnulos durante o ciclo secretor
foi o esperado, isto é, o desenvolvimento maior do reticulo precedeu o
aparecimento da secrecdo, a presenca de mitocondrios maiores ou mais
numerosos coincidiu com 6 aumento da necessidade de energia por parte
da célula e o aparecimento de lisossomas e parassomas com o fim do
ciclo secretor.

4. A natureza da secrecdo da glandula salivar do térax de Melipona
é provavelmente protéica a julgar-se pela intensificagdo da coloracdo
com a ninhidrina-Schiff no 4.° estigio, e pela maneira como é secretada
e eliminada da célula. A secrecdo da glandula salivar da cabeca de
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Melipona bem como de Megachile e do ducto excretor final de Xylocopa
é de natureza lipidica. Nao houve grandes diferencas de glandula para
glandula, quanto aos componentes histoquimicos bésicos. As diferencas
maiores foram justamente quanto & intensidade da reacdo ao teste para
proteinas e lipidios. Xylocopa parece produzir diferentes tipos de
secrecdo em sua célula zimogénica.

Além destas conclusdes principais, os resultados parecem ter deixado
claro que:

1. Provavelmente hid um s6 ciclo de secrecdo nas glandulas sali-
vares de Melipona durante a vida da operaria, o qual dura, aproximada-
mente, 25 dias.

2. O periodo, no qual uma Melipona tem secrecdo a disposicio, se
inicia ao redor dos 10 a 15 dias de idade, e, provavelmente, nido dura
muitoc mais que uns 20 dias.

8. Nas abelhas solitdrias provavelmente o periodo de secrecio
(producdo e eliminaciio) é mais longo, se iniciando mais cédo e termi-
nando mais tarde.

4. A presenca de glicogénio no primeiro estidgio da glandula salivar
da cabeca e do térax de Melipona ndo parece desempenhar nenhuma
funcio no processo secretor da célula, mas pode ser um resto de material
embrionario presente no adulto recém-emergido.

RESUMO

As abelhas apresentaram quatro tipos diferentes de glandulas sali.
vares, as quais foram estudadas do ponto de vista histoquimico e
ultraestrutural. Procurou-se com o emprégo das técnicas histoquimicas
classicas determinar variacGes no contetido de proteinas, polissacarideos,
4cidos nucléicos e lipidios durante o ciclo secretor. Estudou-se a
ultraestrutura para analisar as modificacGes dos organulos celulares
durante a elaboracdo e eliminacdo da secrecéo.

Os resultados obtidos demonstraram que todas as glandulas apre-
sentam os componentes quimicos acima referidos mas que a sua quan-
tidade varia bastante de glandula para glandula e de estagio para estagio
de uma glandula. A diferenca no contetido de proteinas e lipidios
existente entre a glandula salivar do térax e da cabeca de Melipona foi
atribuida & secre¢do (protéica no primeiro caso, e lipidica no segundo).
O glicogénio s6 apareceu em glandulas de animais bem jovens e foi
considerado como provavel resquicio de material embrionério.

A microscopia eletronica revelou que os organulos celulares evoluem
na célula durante o ciclo secretor de maneira semelhante ao ja preconi-
zado por varios autores para células com essa funcdo. Em Xylocopa e
Colletes o aparelho de Golgi néo foi visto e atribuimos éste fato & ma-
neira pela qual a secrecio é produzida, acumulando-se uma parte dela
dentro de vactiolos.

Os resultados permitiram ainda aventar com certa base morfolégica
a derivacdo das glandulas salivares do térax dos tipos 1, 2 e 3 a partir
de tipo 4. O tipo 1 teria se originado por desaparecimento das células
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centrais (zimogénicas). O tipo 2 por reducdo do nimero de células
zimogénicas. O tipo 3 por desaparecimento das células periféricas
(parietais).
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Estampa 1: Glandulas salivares do toéorax de Melipona quadrifasciata. a, Estagio 5,
coloracdao com Fosfina 3R. vendo-se a fluorescéncia dos tabulos secretores (ts); b,
Estagio 3, coloracdo com Alaranjado de Acridina, salientando-se a fluorescéncia dos
nucleos; ¢, Estagio 3, coloracio com PAS, notando-se material positivo ao redor do
tabulo (membrana basal) e da luz da glandula (secrecao — s); d, Estagio 4, coloracao
com Ninhidrina-Schiff, notando-se maior intensidade de coloraciao na parte apical da
célula; e, Estagio 1, coloracio com Carmin de Best, vendo-se o glicogénio (gl) distri-
buido uniformemente por téda célula; f, Estagio 5, coloracdo com Sudan Black,
notando-se a presenca de lipidios (li) na hase das células; g, Estagio 5, tratamento
com McManus, notando-se resultado positivo na membrana hasal (mb) e reforgo
cuticular (c).
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Estampa 2: Glandulas salivares da cabecga de Melipona quadrifasciata. a, Estagio 1,

tratamento com Ninhidrina-Schiff e Hematoxilina Delafield, mostrando que a colo-
racao do citoplasma é fraca e uniforme; b, Estagio 3, coloragdo com Sudan Black,
vendo-se os alvéolos (a) totalmente negros; ¢, Estagio 4, fluorescéncia, natural, fraca,
dos alvéolos (a) e da secrecao (s); d, Hstagio 3, a fluorescéncia apo6s coloragio com
Fosfina 3R é mais acentuada; e, Estagio 2, fluorescéncia apods coloragao com Ala-
ranjado de Acridina, podendo-se observar os nncleos. Notar que embora o aumento
seja o mesmo, os alvéolos (a) em c¢ sdao maiores que em d e e, devido a presenca
da secrecdo em seu interior; f, Estagio 3, tratamento comm McManus, notando-se que
a coloracdo dos ductos (du) é mais acentuada.




Estampa 3: a, glandula salivar do torax de Xylocopa hirsutissima corada com
Verde-metila-pironina. Coloracdo do citopiasma das células parietais (cp) mais
intensa; b, mesma glandula corada com Ninhidrina-Schiff e Hematoxilina Delafield.
Coloracdo da célula zimogénica (cz) mais forte; ¢, mesma glandula tratada pelo PAS
mostrando material positivo granular nas células zimogénica e parietais; d, ducto
excretor final da glandula salivar do térax de Xylocopa corado com Sudan Black,
vendo-se secrecao (s) no seu interior; e, glandula salivar da cabeca de Megachile
curvipes corada com Sudan Black; f, corte transversal do tubulo secretor da glandula
salivar do térax de Megachile tratado pelo McManus, estando visivel a membrana bhasal.




204k,

Estampa 4: a, glandula salivar do térax de Megachile tratada pelo McManus. Notar
a semelhanga com o corte anterior; b, preparacdo total da glandula salivar do térax
de Colletes meridionalis corada com Ninhidrina-Schiff e Hematoxilina Delafield.




Estampa 5: Micrografia eletronica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-
fasciata. Estagio 1, material fixado em McAlear. a, corte transversal do ducto
excretor visto com aumento pequeno; b, detalhe da membrana separatéria entre
células vizinhas, vendo-se algas (am), invaginacgoes (im) e desmossomas septados (d).




Estampa 6: Micrografia eletrénica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-

fasciata. Estagio 1, material fixade em McAlear. a, parte de uma célula do ducto

mostrando invaginagées da membrana plasmica basal (imp); b e ¢, cortes transversais

dos thbulos secretores fotografados com pequeno aumento para mostrar as variacées
de tamanho do espago subcuticular (esp).




Estampa 7: Micrografia eletronica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-

fasciata. Estagio 1, material fixade em McAlear. a, regiao apical secretora, vendo-se

as microvilosidades (mv), e varias zonas de Golgi (g); b, regifo apical de outra célula,

mostrando uma massa de glicogénic (gl); c, parte basal da célula secretora onde se

pode notar que a membrana basal (mb) é aqui bem mais fina que no ducto, a auséncia
de Golgi e a presenca de glicogénio (gl).




Estampa 8: Micrografia eletronica da glandula salivar do torax de Melipona quadri-
fasciata. KEstagio 2, material fixado em Palade. a, regiao central de uma célula
secretora, vendo-se um ergastoplasma (er) relativamente bem desenvolvido e mito-
condrios pequenos (m). Areas de baixa densidade interpretadas como secregoes (s)
ja podem ser observadas; b, células de transicdo do tubulo secretor para o ducto:
mostra organizacido caracteristica das membranas divisérias. Nota-se a presenca de
ribossomas (rb) em torno de vesiculas (v) e livres no citoplasma.




Estampa 9: Micrografia eletronica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-
fasciata. Wstdgio 3, material fixado em McAlear. a, pequeno aumento de uma célula
secretora, mostrando que a zona basal é ocupada por mitocoéndrios (m) grandes e
ricos em cristas; a zona central por reticulo endoplasméatico (r) bem desenvolvido
e niicleo (n) e a zona apical por secrecao (s), mitocondrios pequenos e microvilosidades
(mv) que quase tocam a cuticula (c¢); b, zona central de uma célula, mostrando as
mesmas caracteristicas da anterior. A flexa indica corte transversal de microvilosidades.




Estampa 10: Micrografia eletrénica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-

fasciata. Estagio 3, material fixado em Palade. Zona central de uma célula secretora

vendo-se o ergastoplasma (er) plenamente desenvolvido, mitocdéndrios pequenos e

algumas areas de Golgi (g)., com suas cisternas alargadas pela presenca de secrecdo.

Note-se a maior densidade da periferia das areas de Golgi e a formacgdo da secrecio
(s), em contacto com essas areas.



Estampa 11: Micrografia eletronica da glandula salivar do téorax de Melipona quadri-

fasciata. a, Estagio 3, material fixado em Palade. Parte apical da célula mostrando

que as microvilosidades estdo bem préximas da cuticula (¢) e que esta apresenta

cavidades no interior e estriacées obliquas a luz (flexa); b, Estdgio 4, material fixado

em McAlear. Parte apical de células secretoras mostrando a rigueza em secrecdo (s)
nesta fase. A flexa indica poros na membrana nuclear.




Estampa 12: Micrografia eletronica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-

fasciata. Estagio 4, material fixado em McAlear. a, nota-se que nesta fase sOmente

a zona periférica da célula se acha livre de secregdo; b, zona central da célula,

mostrando grande quantidade de vesiculas de secreciao, entremeadas com mitocdndrios
e restos do reticulo.




Estampa 13: Micrografia eletronica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-
fasciata. Estigio 4, material fixado em Palade. a, secrecdo na zona apical da célula
e microvilosidades; b, a flexa indica a liberagdo da secrecdo. Note-se a presenca de
ribossomas (rb) entre a secregdo, o aparecimento de parassomas (p) e que a membrana

envolvente da secrecdo é simples e inconspicua,




Estampa 14: Micrografia ecletronica da glanduls salivar do térax de Melipona quadri-

fasciata. Estagio 5, material fixado em Palade. A fotografia mostra que apés a

eliminacao da secregao o citoplasma se apresenta muito vesiculado e que as micro-
vilosidaes sofrem um colapso.




Estampa 15: Micrografia eletrdnica da glandula salivar do térax de Melipona quadri-

fasciata. Estdgio 5, material fixado em Palade. Célula do inicio do 5° estagio,

mostrando ainda alguma secrecao no interior, mas sinais bastante evidentes de
degeneracao do citoplosma (parassomas).




Estampa 16:

Micrografia eletronica da glédndula salivar do térax de Melipona quadri-
fasciata.

Estagio 5, material fixado em Palade. a, zona apical da célula mostrando

parassomas (p) muito desenvolvidos; b, zona central da célula mostrando o citoplasma

totalmente vesiculado (v). Nota-se a presenca de ribossomas (rb) na superficie de
algumas vesiculas (v).




Estampa 17:
em Millonig.
abaixo da cuticula (c).
esclerotizados; b,

Glandula salivar do térax de Xylocopa hirsutissima.
a, ducto intercelular da glandula, vendo-se microvilosidades (mv) logo

Material fixado
A flexa indica corte dos reforgcos em espiral do lamen (lu),
célula zimogénica vendo-se o arranjo caracteristico do ergasto-
plasma (er) com a formacdo de dilatacdes na extremidade das lamelas (flexa preta).
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Estampa 18: Glandula salivar do térax de Xylocopa hirsutissima.

formado na zona para onde convergem as lamelas do reticulo. Notar que o arranjo

radial do reticulo ainda é perceptivel em certos pontos. A flexa mostra a membrana

limitante do vactolo; b, vactolo que ja terminou o processo de crescimento, junto
ao ducto intercelular.

a, vacuaolo (va)




Estampa 19: Glandula salivar do toérax de Xylocopa hirsutissima. Varios aspectos

da secrecao (S1, 82, S3, S4, S5) produzida pela célula zimogénica. Nos graos S1 pode

perceber-se um certo arranjo macromolecular dos constituintes. As flexas em ¢
mostram pontos de maior intensidade.




Estampa 20: Glandula salivar do torax de Xylocopa hirsutissima. Material fixado

em Palade. a, célula zimogénica mostrando arranjos especiais do reticulo (flexa)

e formacao de lisossomas (1); b, céluia zimogénica na fase de secrecao mostrando
vacuolos, secrecdo (S2) e parassomas (p).




Estampa 21:
glutaraldeido.
(lu).

Glandula salivar do térax de Megachile curvipes.
a, tubulo secretor mostrando acimulo de secrecdo ao redor do lamen
O restante do citoplasma aparece ocupado por um ergastoplasma vesicular;
b, parte final do tubulo notando-se o bordo interno da cuticula mais denso (flexa
branca) devido a esclerotizacao e aparecimento de massas densas no interior desta
(flexa preta). O material da membrana basal (mbh)

perpendicular & superficie da célula.

Material fixado em

apresenta-se sugestivamente




Estampa 22: Glandula salivar do térax de Megachile curvipes. Material fixado em
glutaraldeido. a, b, célula secretora mostrando que a secrecdo estd separada da
cuticula por uma membrana (flexa branca) e que esta ultima apresenta veios de
material denso no seu interior (flexa preta). Note-se também que a parte apical da
célula tem o reticulo menos desenvolvido, as vesiculas menores, e ja contém secregao.




Estampa 23: Glandula salivar do térax de Colletes meridionalis. Material fixado em
Millonig. a, vista geral de uma célula parietal vendo-se um corte do ducto interce-
lular (id); b, limite entre a célula parietal e zimogénica, vendo-se arranjos
especiais do reticulo.




Estampa 24: Glandula salivar do térax de Colletes meridionalis. Material fixado em
Palade. a, célula zimogénica mostrando secrecao e ergastoplasma; b, ergastoplasma
vesiculoso e complicagbes do reticulo (r) liso.




Estampa 25: Micrografia eletrénica da glandula salivar da cabega de Melipona

quadrifasciata. HWstagio 1, material fixado em McAlear. Aspecto geral de um alvéolo

secretor nesta fase. Note-se a riqueza em mitecondrios. Note-se que a cuticula (¢)
ndo apresenta estrutura.




Estampa 26: Micrografia eletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata. Estdgio 1. a, material fixado em McAlear. Célula mostrando glico-
génio (gl) e formacdo de Golgi (g). Aparentemente a membrana (mp) separatoéria
das células apresenta interrupcdes: b, material fixado em Palade, mostrando grande
riqueza em ribossomas. O material mal fixado (em claro) é provavelmente glicogénio.




Estampa 27: Micrografia eletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata. Estagio 2. a, material fixado em McAlear. Célula secretora vendo-se
numerosos corpos multivesiculares (flexa preta) no citoplasma, o inicio da formacéo
de bolsas (flexa branca) e eliminacdo das primeiras particulas consideradas como
secrecao (s); b, material fixado em glutaraldeido mostrando que o citoplasma desta
fase também é rico em ribossomas (rb), mas que o reticulo & pouco desenvolvido.




Estampa 28: Micrografia eletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata. Estiagio 2. a, a figura mostra o reticulo (r) alargado, formando
vesiculas em térno das quais se vém numercsos ribossomas. Estao presentes também
grandes gétas lipidicas (material fixado em Palade); b, material fixado em McAlear,
as mesmas bolsas vistas em ilustracao anterior mostrando no seu interior pequenas
vesiculas densas (flexa preta). Fora da membrana das bolsas aparecem as mesmas
vesiculas, de maior tamanho (flexa branca); c, esta foto mostra os mesmos compo-
nentes espaihados pelo citoplasma. Provavelmente trata-se de pequenos granulos
lipidicos (li); d, néste estagio ja comecam a aparecer os arranjos concéntricos das
membranas do reticulo que denominamos parassomas (p).




Estampa 29:

Micrografia eletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata.

Estagio 2, material fixado em McAlear. a, o corte ilustra a presenca
de grande quantidade de granulos lipidicos (li) na célula secretora; b, mitocéndrios
gigantes (mg) mostrando apenas fragmentos de cristas no seu interior (flexa).




Estampa 30: Micrografia eletrénica da glandula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata. Tstagio 2, material fixado em McAlear. Corte onde se vém mito-

condrios gigantes (mg) nas células secretoras.




Micrografia eletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona
fixacao em glutaraldeido, vendo-se a secrecdo (s)
As flexas

Estampa 31:

quadrifasciata. KEstagio 3. a,

formando bélhas no interior da cuticula; b, material fixado em McAlear.

indicam o fechamento das bolsas e a secrecdo aparecendo no corpo da cuticula (c)

primeiro com particulas miudas e depois como grandes goétas. A ilustracdo mostra
o arranjo concéntrico da secregdo acompanhando a estrutura da cuticula.




Estampa 32: Micrografia ecletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona

quadrifasciata. Hstagio 4, material fixado em McAlear. a, corte da transicdo do

ducto para o alvéolo sccretor mostrando invaginacdes da membrana pladsmica em

varios pontos (flexa). Note-se a presenca de secrecdo entre as camadas da cuticula

e no limen; b, degeneracdo generalizada do citoplasma caracterizada pela tendéncia
do reticulo (r) para tomar a forma de lamelas concéntricas,




Estampa 33: Micrografia eletronica da glindula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata. KEstagio 4, material fixado em McAlear. a, note-se a presenca de
numerosos corpos densos (1) que interpretamos como lisossomas e a formacao de
lamelas concéntricas em térno dos mitocondrios; b, ¢, aspectos semelhantes ao
anterior, mostrando varias fases da formacio dos lisossomas (1) e parassomas (p).
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Estampa 34: Micrografia eletronica da glandula salivar da cabeca de Melipona

quadrifasciota. KEstagio 5, material fixado em Palade. Aspectos gerais da célula

nesta fase, apds a eliminacdo da secregcdo. Notar a presenca de restos do reticulo,

de lisossomas e parassomas. As células parecem nao se achar tédas num mesmo

estdgio, mesmo quando formando um sé6 alvéolo (b). As traqueiolas (tr) estédo

freqiientemente presentes dentro da célula e a impregnacido da cuticula pela secrecao
também nao é rara.




Estampa 35: Micrografia eletrénica da glandula salivar da cabeca de Melipona
quadrifasciata. Estagio @ e b. Material fixado em Palade. a, nesta fase ainda se
podem encontrar numerosas gotas lipidicas (li) no citoplasma das células dos ductos,
principalmente na parte apical; b, caracteristica desta fase é também a presenca de
multiplas vesiculas envolvidas por uma membrana dupla (ecmv); ¢, material fixado
em glutaraldeido, mostrando invaginacoes da membrana plasmica formando espécie
de canaliculos pinocitéticos. Isto ocorre em todas as fases e com caracteristicas
semelhantes, sendo mais visivel néste tipo de fixacao.




Estampa 36: Micrografia eletronica da glandula salivar da cabega de Melipona

quadrifasciata. Estagio 5, material fixado em Palade. a, citoplasma de célula

secretora inteiramente vesiculado; b, invaginagido da membrana plasmica basal for-

mando uma alca que mantém no seu interior numerosas vesiculas (v) densas; ¢,
varios tipos de lisossomas.




Estampa 37: Ducto excretor final de Xylocopa, material fixado em Millonig. a, célula
do ducto mostrando citoplasma extremamente vesiculado, mitocondrios em processo
degenerativo (m) e massas de material denso periférico (flexa) de natureza desco-
nhecida. A membrana basal (mb) é estriada paralelamente a superficie celular e
apresenta invaginagbes (imp) onde as estrias se tornam perpendiculares; b, outro
aspecto da mesma célula mostrando invaginagbes da membrana plasmica preenchida
com material denso e gotas lipidicas (li). A flexa preta mostra uma dessas goétas
em formacdo, com material granular ao redor, enquanto a branca mostra restos de
material granular no limite de goétas fundidas.




Estampa 38: Ducto de Xylocopa, material fixado em Palade. A montagem mostra

a penetracao de projecoes da cuticula no interior das células, as quais atingem quase

a superficie. Notar que a cuticula parece ser fibrilar e que as fibrilas se dispoem

paralelamente ao maior comprimento da projecao. Ao redor da projegdo parece existir
um dep6sito (de) de material pouco denso, provavelmente secrecao.




Estampa 39: Glandula salivar de Megachile. As células contém citoplasma vesiculoso,

sendo que ha vesiculas com material granular de baixa densidade (v) e vesiculas

contendo feixes de microtibulos (mt). As invaginagdoes da membrana basal aparecem
como cordoes densos (flexa) e quase atingem o apice da célula.






