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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi estudar o eletroferograma de proteinas de glandu-
las hipofaringeanas e da geléia real através de eletroforese em gel de poliacrilamida em abelhas
Apis mellifera L. As amostras de glandulas hipofaringeanas foram obtidas de abelhas adultas de 18
coldnias de abelhas africanizadas e suas hibridas, italianas e carnicas, submetidas a producao de
geléia real. Os tratamentos foram abelhas das seguintes idades: recém emergida, 6, 12, 18 e 24
dias, com seis repeticdes. Apds a extragdo, as glandulas foram conservadas em uma solugdo de
Ringer diluido. A dosagem de proteinas foi determinada em espectrofotémetro pelo método
bioquimico de biureto. A absorbancia foi medida em 540nm e apds, calculada a quantidade de
proteina de cada amostra. No fracionamento eletroforético das proteinas, foram empregados o
PhastSystem e mini géis de poliacrilamida em gradiente 8-25% na técnica de SDS-PAGE. Foram
aplicados 500 ng de proteina em cada ponto de aplicagdo. Apoés a corrida, os géis foram corados
com prata, de acordo com as especificagcdes do fabricante. Nas abelhas adultas recém emergidas,
o padréo eletroforético das glandulas hipofaringeanas distribuiu-se em proteinas com baixo, mé-
dio e alto peso molecular, apresentando 18 bandas. Com o avanco na idade, as proteinas com
peso molecular em torno de 67 - 76 Kd, passaram a predominar, sendo estes padrdes, idénticos
aos da geléia real. Os tratamentos utilizados evidenciaram diferencas significativas ao nivel de
5%.
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PROTEIN ELETROPHEROGRAM OF HYPOPHARYNGEAL GLANDS OF Apis mellifera L. BEES
SUBMITTED TO ROYAL JELLY PRODUCTION

ABSTRACT: The objective of this research was study the protein electropherogram of
hypopharyngeal glands and the royal jelly through eletrophorese in polyacrylamide gel of Apis
mellifera L. The samples of hypopharyngeal glands were obtained from 18 beehives of africanized
bees and its hybrids, italian and carniolas, submitted to royal jelly production, with or without
access to 20% pollen protein. The treatments were: recently emerged, 6, 12, 18 and 24 days-old,
with six replication. After the extraction, the glands were conserved in a diluted Ringer solution.
The protein dosages were determined in spectrofotometer by the biurete biochemical method.
The protein content of each sample was estimated by the absorbance at 540 nm. The PhastSystem
and 8-25% gradient mini polyacrylamide gels were used to SDS-PAGE electrophoresis analysis.
500 ng protein sample were loaded in each well and after electrophoresis, the gels were stained
with silver according to the manufacturer. In recently emerged adult bees, the electrophoretic
pattern of hypopharyngeal glands was characterized by proteins of low, medium and high
molecular weight, distributed in 18 bands. As the age progresses, proteins with molecular weight
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ranging from 67 to 76 Kd, started to prevail. Showing identical patterny to the royal jelly. Differences
between treatments were observed at 5% of probability.

Key words: hypopharyngeal gland, honeybee (Apis mellifera L.), pollen, SDS-PAGE, electrophoresis.

INTRODUCAO

As proteinas da cabeca e glandulas toracicas, do
veneno, do corpo gorduroso e dos ovarios, bem
como as relagdes destas proteinas com as proteinas
da hemolinfa, e as possiveis trocas destas
macromoléculas entre compartimentos glandulares,
0 hemocoele, e os 6rgéos localizados no hemocoele
foram estudadas por Lensky E Rakover (1983). A
identidade das proteinas foi estabelecida por dupla
difusdo, imunoeletroforese, eletroforese em gel de
poliacrilamida e isoeletrofocalizacdo. Estes autores
concluiram que a geléia real é composta de protei-
nas secretadas pelas glandulas hipofaringeas, man-
dibulares e pos cerebrais, mas ndo pelas glandulas
toracicas. As glandulas que produziram as duas
secre¢Bes parecem ser de compartimentos separa-
dos do hemocoele, para o tréansito macromolecular.

Também foram examinados de hora em hora por
THRrRAsYvouLou et al., (1983), os padrdes eletroforéticos
das proteinas solUveis em agua, da geléia real de
abelhas operarias (Apis mellifera L.) e de zangdes,
usando eletroforese em gel de disco de
poliacrilamida. O namero de bandas de proteinas,
na geléia produzida por operarias, aumentou gra-
dualmente com a idade larval, de 3 para um maxi-
mo de 8. Este aumento iniciou-se a 36x1 h e foi com-
pletado a 76+1 h. Os padrdes eletroforéticos das
proteinas da geléia real, permaneceram inalterados
durante o periodo inteiro de alimentacéo, enquanto
gue a geléia fornecida as larvas de zangdes, teve
comportamento idéntico ao das operarias apos 86 h
de idade larval. Os padrdes protéicos das geléias
produzidas por abelhas operarias forrageadoras e
de coldnias sem rainha, com postura de operarias,
pouco diferiram.

A geléia real de abelhas (Apis mellifera L.) foi es-
tudada quanto a sua composicdo em substancias fi-
siologicamente ativas, por levar a diferenciacdo de
uma larva jovem, incubada de um ovo fertilizado,
em uma rainha. Numerosas quantidades de anali-
ses quimicas e testes para as atividades bioldgicas

da geléia real tém sido relatados na literatura
(HAvpAk, 1968; RemeoLD, 1976). Embora as protei-
nas sejam o componente principal da geléia real,
representando aproximadamente metade de seu
peso seco, apenas alguns estudos enfocaram a na-
tureza fisico-quimica das mesmas. TowNseD E Lucas
(1940) encontraram na geléia real concentragdes si-
milares de proteinas solUveis e insolGveis em agua.
Com base na mobilidade em eletroforese do tipo
Tiselius, IsHicuru et al. (1963) constataram a presen-
ca de albumina, beta e gama globulinas na propor-
cdo 50:32:18. Através de andlise eletroforética de
zona, da geléia real inteira, Tsao E SHUEL (1968) en-
contraram 5 componentes diferentes na relacéo
10:16:38:27:8, sendo os trés componentes secunda-
rios solGveis em agua. PATeL et al. (1960) mostraram
4 faixas de proteinas extraidas em agua, usando
eletroforese de papel.

No mesmo contexto, TomobpA et al., (1974),
fracionaram as proteinas da geléia real em 5 gru-
pos, de acordo com a solubilidade em diferentes
solventes, obtendo as composi¢des de aminoacidos
de cada grupo. A proteina de maior fracéo, repre-
sentava 45,8% da proteina total e era solivel em
adgua. Algumas propriedades destas proteinas
fracionadas foram bem estudadas, usando
cromatografia de filtracdo em gel, cromatografia por
troca idnica em celulose em eletroforese de disco de
gel de poliacrilamida.

Os componentes quimicos da geléia real de lar-
vas de rainhas de idades diferentes também foram
investigados por TAKENAKA E EcHico (1992). A umi-
dade e contetido de acucar foram infimos em geléia
real coletada em células mais jovens (24 horas apos
a enxertia), aumentando nas amostras de 48 horas,
para em seguida, diminuir. O contetido de proteina
bruta e a acidez, por titulacdo das amostras, apre-
sentaram valores mais altos na geléia real de larvas
mais jovens. A concentracdo de nitrogénio soluvel,
proteinas e aminoéacidos livres, foram constantes ao
longo dos periodos examinados. A proteina solU-
vel da geléia real obtida de larvas, foi separada por
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cromatografia Sephadex G-100 através de
eletroforese em gel de poliacrilamida.

A composicao quimica e as propriedades das
proteinas da geléia real produzida por Apis cerana
japonica e Apis mellifera, foram analisadas por
TAKENAKA E TAKENAKA (1996), 0s quais identificaram
gque a primeira apresentou mais proteina e menos
carboidrato que a segunda, mostrando, também,
pesos moleculares diferentes. As proteinas solUveis
em agua foram analisadas por eletroforese e
imunologicamente.

A taxa de sintese de proteinas in vitro, das glan-
dulas hipofaringeanas de abelhas foi medida por
Brouwers (1982), o qual ndo encontrou nenhuma
correlacdo direta aparente entre taxa de sintese e
tamanho dos acinos das glandulas hipofaringeanas.
Ja as glandulas maduras de abelhas de verdo, mos-
traram atividade sintética altamente variavel, en-
guanto que, as glandulas de abelhas nutrizes, de-
monstraram as mais altas taxas de sintese de pro-
teinas. Abelhas de inverno, com &cinos completa-
mente cheios, mostraram atividade reduzida, mas
a sintese de proteinas aumentou na primavera com
o0 inicio da criagdo de larvas.

O objetivo do presente trabalho foi estudar o
perfil protéico das glandulas hipofaringeanas e da
geléia real de abelhas Apis mellifera L., em colbnias
submetidas a produg¢do de geléia real, através de
eletroforese em gel de poliacrilamida

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 18 coldnias de abelhas (Apis
mellifera L.) com 5 quadros, distribuidas em
Africanizadas e suas hibridas Italianas e Cérnicas.

As abelhas adultas nasceram de quadros de cria
das col6nias experimentais, transferidos para estu-
fas com temperatura controlada. Assim que emer-
giram das células pupais, cerca de 200 abelhas por
colénia foram marcadas no térax com tinta e, apds
a sua secagem, devolvidas para as respectivas colo-
nias. As amostragens das abelhas adultas foram re-
alizadas a cada seis dias, onde foram coletadas 5
abelhas adultas marcadas por col6nia. A geléia real
foi coletada a cada trés dias, por ocasido das trans-
feréncias.

As amostras de glandulas hipofaringeanas de

abelhas adultas recém emergidas, 6, 12, 18 e 24 dias
de idade, foram obtidas pela extracdo da glandula
do l6bulo direito para analise eletroforética, e do
lado esquerdo da cabeca, para analise de area dos
acinos, através do Sistema de Andlise de Imagem
OPTIMAS-4.10. As glandulas hipofaringeanas ex-
traidas foram misturadas com uma solugéo
conservante de Ringer diluido. A solucéo de Ringer
foi elaborada com: 5,0 g de NaCL; 0,42 g KCL e 0,25
g de CaCl,em g.s.p. 100 mL. A partir da adi¢do de 1
mL desta solugdo concentrada em 10 mL de 4gua
destilada obteve-se o Ringer diluido.

A dosagem de proteinas foi determinada em
espectofotdmetro Ultrospec 2000 (Pharmacia), pelo
método bioquimico de biureto, segundo VILLELA et
al., (1973) com modifica¢bes. Foram tomados 5 mL
de amostra e misturados com 2,5 mL de um solu-
¢éo estoque de biureto (Weichselbaum), onde foram
diluidos 20 mL de solugéo estoque para 100 mL de
NaOH 0,2N, contendo 5 g de iodeto de potéassio.

O aparelho foi zerado com o préprio biureto,
usado como branco, medindo-se 2,5 mL de reagente
mais 5 mL de dgua destilada. O soro padréo de pro-
teinas totais utilizado foi o da Labtest-Brasil, para
uso in vitro, contendo 5,3 g/dL de proteinas totais.
As solucbes foram homogeneizadas e os tubos co-
locados em banho-maria & 37 °C, durante 15 minu-
tos.

A absorbéncia foi medida em 540 nm e, ap0s,
foi calculada a quantidade de proteina de cada amos-
tra de soro a partir da seguinte formula;

g de proteina em 100 mL = A, x C/A,,
sendo:
A, = absorbancia do desconhecido
A, = absorbéancia do padréao

C = concentracdo do padréo (g de proteina/100
mL)

Para o fracionamento eletroforético das protei-
nas, foram empregados o PhastSystem e minigéis
de poliacrilamida em gradiente 8-25% (PhastGel -
Pharmacia) pela técnica de SDS-PAGE. As amos-
tras passaram por tratamento térmico (100 °C em 1
minuto) em presenc¢a de b-Mercaptoetanol e
Dodecil-Sulfato de Sédio (SDS). Foram aplicados
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500 ng de proteina para cada ponto de aplicacdo.
No ponto de aplicacdo lateral esquerdo, aplicou-se
o padrao de calibracdo de pesos moleculares, com-
posto das seguintes proteinas: miosina (212 Kd), a,-
macroglobulina (170 Kd), b-galactosidase (116 Kd),
fosforilase (94 Kd), transferrina (76 Kd), albumina
sérica bovina (67 Kd), desidrogenase glutamica (53
Kd), ovoalbumina (43 Kd), anidrase carbénica (30
Kd), inibidor de tripsina (20 Kd) e a-lactoalbumina
(14,4 Kd). Ap6s a corrida, os géis foram corados com
prata, de acordo com as especifica¢cdes do fabrican-
te. Apéds a coloracdo de fixacdo, os géis foram
digitalizados e fotodocumentalizados aravés de
VDS-Pharmacia.

No fracionamento das proteinas com a técnica
de Isoeletrofocalizacdo (IEF), foram utilizadas amos-
tras brutas de geléia real coradas com Comassie +
CuSO,. O padréo de calibragdo para os pontos
isoelétricos (pl) foram as seguintes: amiloglicosidase
(3,6); inibidor de tripsina (4,6); b-lactoglobulina A
(5,1); anidrase carbbnica Il (5,9); anidrase carbdnica
I (6,6); mioglobinas (6,8) e (7,2); lectinas (8,2), (8,6) e
(8,8); e tripsinogénio (9,3). Os demais procedimen-
tos foram iguais ao SDS-PAGE.

Para a analise estatistica das areas dos &acinos,
utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, com os tratamentos em esquema
fatorial, formados pelas combinac¢des de 3 niveis de
subespécie (italianas, carnicas e africanizadas), 5 tra-
tamentos (recém emergida, 6, 12, 18, e 24 dias de
idade) com 6 repeticBes . A comparacao das médias
foi realizada pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia (CocHraM E Cox, 1957).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas abelhas adultas recém emergidas, o padrdo
eletroforético das glandulas hipofaringeanas, distri-
buiu-se em proteinas com baixo, médio e alto peso
molecular, apresentando um total de 18 bandas, sen-
do as de pesos moleculares ao redor de 76 Kd mais
visiveis no exame do gel (Figura 1).

Porém, aos seis dias de idade das abelhas adul-
tas, ocorreu uma mudanca de intensidade nas ban-
das, com uma maior concentracdo para as protei-
nas com pesos moleculares semelhantes ao da
albumina sérica bovina. O nimero de bandas nesta
fase foi de 15. O mesmo comportamento observado

Figura 1. Eletroferograma de glandula hipofaringeana de abelhas operarias (Apis mellifera L) ao zero dia de idade,
obtido em eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentragédo (PhastGel 8-
25, Pharmacia), corado com prata. 1 e 2, africanizadas
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aos seis dias, se repetiu aos doze dias. Estes perio- hipofaringeanas foram desaparecendo, de modo
dos pareceram ser os de maior producéao de protei-

nas pelas glandulas hipofaringeanas (Figura 2). A
partir desta idade, as proteinas das glandulas

que, aos 24 dias de vida, ndo foram possiveis de

deteccéo por eletroforese (Figura 3).

R

=

_ 28z

-0

Figura 2. Eletroferograma de glandula hipofaringeana de abelhas operarias (Apis mellifera L) aos doze dias de
idade, obtido em eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentracdo
(PhastGel 8-25, Pharmacia), corado com prata. 1 e 2, africanizadas; 3 e 4, carnicas; 5 e 6, italianas; 7,
padrédo de peso molecular

Figura 3. Eletroferograma de glandula hipofaringeana de abelhas operarias (Apis mellifera L) aos vinte e quatro dias
de idade, obtido em eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentragédo
(PhastGel 8-25, Pharmacia), corado com prata. 1 e 2, africanizadas; 3 e 4, carnicas; 5 e 6, italianas; 7,
padrédo de peso molecular
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Resultados semelhantes foram relatados por
HALBERSTADT (1980), mostrando que o espectro das
proteinas produzidas pelas glandulas hipo-
faringeanas de abelhas operéarias, sofre mudancas
progressivas com a idade. A producéo das glandu-
las esta sujeita a influéncias em relacdo a idade e
ambiente, assim a provisao de alimento na col6nia,
afeta a secrecdo. Gracioui et al., (1999), encontraram
padrdes protéicos diferentes entre abelhas operari-
as mais velhas, forcadas a cuidar da cria, e abelhas
normais, indicando um possivel retorno a ativida-
de glandular.

Outro aspecto de interesse, foi a comparacédo dos

padrdes das proteinas das glandulas
hipofaringeanas, com os da geléia real. Os padrdes
foram semelhantes, entre 67 e 94 Kd, mostrando que
as proteinas produzidas a nivel glandular, foram do
mesmo tipo das presentes na geléia real (Figura 4).
O padrao para geléia real apresentou 5 bandas, sen-
do duas especificas para as abelhas carnicas. Este
fato pode ser indicativo de um marcador genético,
ou de um fracionamento diferenciado nas bandas.
Neste sentido, procedeu-se uma corrida

eletroforética utilizando a IEF. No entanto, através
desta técnica, ndo ocorreram pontos isoelétricos (pl)
especificos, indicando que estas proteinas possuem
pl semelhantes as demais.

Figura 4. Eletroferograma de geléia real de abelhas operarias (Apis mellifera L), obtido em eletroforese em gel de
poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentra¢do (PhastGel 8-25, Pharmacia), corado com prata.
1 e 2, africanizadas; 3 e 4, carnicas; 5 e 6, italianas; 7, padrdo de peso molecular

Estes valores concordam em parte com TomobA
etal., (1977), que relataram a presenca de duas ban-
das na geléia real, utilizando filtragdo de gel, com
pesos moleculares de 14 e 33 Kd, e cinco bandas
com troca ibnica e cromatografia em celulose. En-
tretanto, THrRAsYvouLou (1983), estudando os padrdes
de proteinas entre duas ragas de abelhas (Apis
cecropia e Apis mellifera ligustica), em relacéo ao ali-
mento larval, através de eletroforese de disco de
poliacrilamida, relatou que o nimero de bandas de
proteinas aumentou de 10 para 15 na geléia de ope-
rarias, de 8 para 10 na geléiareal e de 11 para 13 em
geléia de zangdes, quando o SDS foi utilizado.

Os dados estatisticos referentes as médias das
areas dos acinos das glandulas hipofaringeanas es-
tdo representados no Quadro 1. As maiores dife-
rencas para as médias das area dos acinos, foram
aos dezoitos dias de vida (p < 0,05). No periodo en-
tre zero e doze dias, praticamente ndo houve varia-
¢do no tamanho dos &cinos para as italianas e
carnicas. No entanto, ocorreu um pico bastante acen-
tuado nas africanizadas, ao redor dos seis dias. Es-
tes valores, de certa forma extrapolaram aqueles
relacionados com a producdo das proteinas pelas
glandulas hipofaringeanas, quando a maior produ-
¢do esteve concentrada ao redor dos doze dias. Va-
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Quadro 1. Area média de 100 &cinos (mm?) de glandu-
las hipofaringeanas de abelhas operarias
(Apis mellifera L.) africanizadas, italianas e
carnicas, em funcao da idade (dia), em col6-
nias submetidas a producdo de geléia real

Idade Acinos (um?)
Recém emergida 5.900 b
6 8.598 a
12 5.279b
18 9.710 a
24 5.866 b

CV =49,6%; Média =7071; Desvio padrdo
= 2157, DMS (5%) = 2994 [Lm? pelo Teste
de Tukey.

Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si.

rios autores relataram periodos semelhantes, onde
0s acinos apresentaram o maximo desenvolvimen-
to (Azevepo BeniTez E NogUEIRA-CouTo, 1998).

A relacdo entre a atividade proteolitica e o ta-
manho das glandulas hipofaringeanas, foram estu-
dadas por Moriz £ CrALsHEIM (1987), sendo que as
abelhas recém emergidas apresentaram acinos com
tamanho de 81,7+1,3 micrémetros e com 8 dias,
149,0+2,8 micrémetros, acompanhado de um au-
mento da atividade proteolitica com diminuicéo de
ambos quando as abelhas tornaram-se
forrageadoras. Tais autores afirmaram, ainda, que
a atividade proteolitica esta correlacionada mais
com a funcdo e estado fisiolégico das abelhas do
gue com a idade.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho
permitem concluir que:

a) Nas glandulas hipofaringeanas de abelhas
adultas recém emergidas de Apis mellifera, o padrao
eletroforético de proteinas esta distribuido unifor-
memente entre bandas de baixo, médio e alto pesos
moleculares;

b) Com o avanco na idade, os padrdes

eletroforéticos das proteinas das glandulas
hipofaringeanas das abelhas Apis mellifera, estabili-
zam-se, em pesos moleculares entre 67 e 94 Kd.

c) A geléia real apresenta um padréo de 5 ban-
das com pesos moleculares entre 67 e 94 Kd.

d) Existem variacBes nas areas das glandulas
hipofaringeanas, de acordo com o avango da idade
das abelhas adultas, com a maior média de desen-
volvimento aos dezoito dias de idade.
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