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RESUMO

SANTOS, Douglas Elias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2013.
Transformagdes do corpo gorduroso durante a metamorfose de Melipona
quadrifasciata (Hymenoptera: Apidae). Orientador: José Eduardo Serrdo.
Coorientadores: Dihego de Oliveira Azevedo e Maria do Carmo Queiroz Fialho.

A abelha Melipona quadrifasciata possui aproximadamente cinco dias de
desenvolvimento embrionario, 15 dias de estagio larval e 18 dias de estagio pupal. E
durante esse periodo tecidos e orgdos sofrem profundas modificagfes. O corpo
gorduroso é um oOrgdo contituido basicamente por trofocitos e endcitos, sendo, 0s
primeiros, fonte energia durante a metamorfose. Ha dois mecanismos sugeridos para
destino das células do corpo gorduroso durante a metamorfose: um no qual ha a
completa renovacdo celular ap6s destruicdo do corpo gorduroso larval e outro no qual o
corpo gorduroso larval sofre dissociacdo de suas células que sdo realocadas para formar
0 corpo gorduroso do inseto adulto. O objetivo deste trabalho foi identificar os possiveis
mecanismos de morte celular programada das células do corpo gorduroso de M.
quadrifasciata durante a metamorfose. Para a identificacdo de apoptose, larvas pos
defecantes, pupas de olho branco, olho rosa, olho marrom e olho preto tiveram o corpo
gorduroso dissecado e submetido a imunodeteccédo de caspase-3 clivada, verificacdo da
integridade do DNA, andlise ultraestrutural, deteccdo de autofagia por RT-PCR para o
gene Atgl. Os resultados mostram ocorréncia de pouca apoptose, pois ha poucas células
caspase 3 clivada positivas e auséncia de DNA fragmentado. Associado a isso, ha alta
atividade metabolica das células do corpo gorduroso evidenciada pelo aumento na
quantidade de mitocondrias e de ribossomos livres no citoplasma bem como a presenca
de nucleo com cromatina descondensada ao longo do desenvolvimento. As células do
corpo gorduroso de larvas pos-defecantes de M. quadrifasciata expressam maior
guantidade de mRNA Atgl que as pupas. Esses resultados sugerem que as células do
corpo gorduroso de Melipona quadrifasciata sofrem pouca morte celular por apoptose
durante o processo de metamorfose, porém com indicios de aumento de autofagia

durante a fase larval que precede a metamorfose.



ABSTRACT

SANTOS, Douglas Elias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2013.
Modifications in the fat body during the metamorphosis of Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera: Apidae). Adiviser: José Eduardo Serrdo. Co-adivisers: Dihego de
Oliveira Azevedo e Maria do Carmo Queiroz Fialho.

The development of the bee Melipona quadrifasciata comprises five days of embryonic
development, 15 days of larval stage and 18 days of pupal stage. In this period several
tissues and organs undergo changes. The fat body is an organ composed basically
trophocytes, which suply energy during insect metamorphosis. During metamorphosis
the fate of fat body can be diffetent: they can be renewal after destruction of the larval
and they can are recycled and relocated to form the fat body the adult insect. The aim of
this study was to identify the occurence j of programmed cell death in the fat body cells
during metamorphosis of M. quadrifasciata. Post-defecating larvae, white-, pink-,
brown- and black-eye pupae had the in fat body dissected and subjected to
immunodetection for cleaved caspase-3, DNA integrity, ultrastructural analysis,
detection of autophagy by means of RT-PCR for the gene Atgl. Few apoptotic cells
were seen in the fat body of M. quadrifasciata by there are fewer cleaved caspase-3
positive cells and absence of fragmented DNA. So corroborating, under electron
microscope these cells showed an increasing in the number of mitochondria and free
ribosomes in the cytoplasm as well as the presence of nucleus with descondensed
chromatin throughout metamorphosis. The fat body cells of post-defecating larvae of M.
quadrifasciata express higher amounts of Atgl mRNA than pupae. These results
suggest that there are few fat body cells of M. quadrifasciata that undergo cell death by
apoptosis during the process of metamorphosis, but with evidence of increased

autophagy during post-defecating larvae stage.

Vi



1. INTRODUCAO

Das espécies de plantas da caatinga e pantanal 30% e até 90% em alguns
remanescentes da Mata Atlantica e algumas partes da Amazonia, necessitam dos
meliponinios para a polinizacdo e frutificacdo (Kerr et al., 2001). Apesar disso, 0s
meliponineos estdo sofrendo forte reducdo populacional decorrente de desmatamento,
queimadas, acao destrutiva causada por meleiros e o uso indiscriminado de inseticidas
(Kerr, 1997). Dentre os meliponini, Melipona quadrifasciata Lepeletier (1836) tem
distribuicdo geogréafica dos estados de Pernambuco ao Rio Grande do Sul (Silveira et
al., 2002). Devido a importancia ecoldgica e econémica e o real risco de extin¢do que
vem sofrendo os Meliponini, estudos envolvendo M. quadrifasciata sdo fundamentais

para o entendimento de sua biologia e conservacgao.

O tempo desenvolvimento para o M. quadrifasciata é de aproximadamente 38
dias, sendo cinco dias de desenvolvimento embrionario, 15 dias de estagio larval e 18
dias de estagio pupal (Rossini, 1989). E durante o desenvolvimento p6s-embrionario,
especificamente durante a metamorfose, que os tecidos e Orgdos internos sofrem
profundas modificacGes para desempenhar suas funcdes no inseto adulto (Chapman,

2013).

O corpo gorduroso das abelhas é um érgdo que preenche a cavidade abdominal,
sendo constituido basicamente por trofécitos, endcitos e urécitos (Figura 1) (Cruz-
Landim, 2009). E dividido em duas regides: a camada perivisceral, localizada ao redor
dos demais 6rgdos, e a camada pariental, localizada proximo ao tegumento do inseto
(Chapman, 2013, Cruz-Landim, 2009). Esse 6rgdo se origina do mesoderma, formando
os trofocitos na fase embrionaria através do aumento no numero de células e
diferenciacdo destas. Em M. quadrifasciata os trofdcitos constituem grande parte do

tecido, apresentam-se em aglomerados celulares, permanecendo aproximadamente
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esféricos e rodeados por uma lamina basal prépria (Cruz-Landim, 1983). Nas larvas de
ultimo estagio granulos de urato comegam a se acumular em alguns trofdcitos dando
origem aos urécitos (Cruz-Landim, 2009). Porém, esse mesmo 0Orgdo pode conter
células de origem ectodérmica como 0s endcitos, sendo que a proporcao de células de
trofécitos e endcitos varia de acordo com a fase de vida que o inseto se encontra

(Oliveira & Cruz-Landim, 2003).

Figura 1. Representacdo esquematica do trofdcito (A), do urdcito (B) e endcito (C) do

corpo gorduroso de Melipona quadrifasciata.

Durante a fase larval das abelhas, o corpo gorduroso tem como funcéo
primordial acumular reservas, as quais serdo mobilizadas para obter energia durante a
fase de pupa, onde ocorre a metamorfose (Cruz-Landim, 2009). Primeiramente 0s
trofécitos de larvas de M. quadrifasciata anthidioides armazenam lipideos, seguido de
glicogénio e finalmente glanulos protéicos em larvas tardias (Cruz-Landim, 1983). E
devido a isso que ha o aumento do peso das larvas de operarias de M. quadrifasciata
anthidioides durante o desenvolvimento pos-embrionario (Cruz-Landim, 1983). Os
trofocitos das larvas de rainhas e machos acumulam mais reservas do quem em

operarias, em funcdo da alimentacdo que recebem (Cruz-Landim, 2009).



No intestino dos insetos, os lipideos provenientes da dieta larval sdo digeridos,
convertidos em diacilglicerol e exportados para a hemolinfa. Apolipoproteinas capturam
o diacilglicerol, que por sua vez é hidrolisado e entregue ao corpo gorduroso
armazenando-o sob a forma de triacilglicerol (Liu et al., 2009). Os carbohidratos, por
sua vez, sdo digeridos e convertidos para trealose que é entdo exportada para hemolinfa
e convertida em glicose (Liu et al., 2009). A glicose é subsequentemente entregue ao
corpo gorduroso através de transportadores especificos de membrana (Becker et al.,
1996, Liu et al., 2009). No corpo gorduroso, a glicose é armazenada sob a forma de
glicogénio, que pode ser mobilizado para trealose na hemolinfa para utilizagéo (Van der
Horst, 2003). Os amino&cidos provenientes da digestdo, sdo liberados na hemolinfa e

capturados via diversos transportadores de membrana nos trofdcitos (Liu et al., 2009).

Em abelhas adultas os trofdcitos ainda armazenam lipideos, proteinas e
glicogénio, porém, atuam no metabolismo intermediério, defesa imunoldgica,
desintoxicacdo e producdo de proteinas da hemolinfa, como vitelogenina (Pan et al.,
1969, Chapman, 2013). Além disso, este 6rgdo e alvo de varios hormdnios importantes
como neurohormonios, hormdnio juvenil e ecdisteroides (Keeley, 1985). Em M.
quadrifasciata anthidioides, por exemplo, o hormonio juvenil 111 e ecdisterona (20-HE)
influéncia diretamente na mobilizacdo de reservas dos trofdcitos de rainhas virgens e
nutridoras (Paes-De-Oliveira et al., 2013). Através do processo de absorcéo e liberacdo
de substancias na hemolinfa, os trofécitos regulam a composicdo do meio circulante do
inseto, atendendo as necessidades metabdlicas imediatas (Oliveira & Cruz-Landim,

2003).

As transformacdes do corpo gorduroso durante a metamorfose tem sido melhor
estudadas em Dipetra e Lepdoptera. Em Drosophila, por exemplo, apés a dissociacao,

as células do corpo gorduroso persistem idependentemente mas sdo progressivamente



histolisadas. Em Lepdoptera as células do corpo gorduroso parietal sdo destruidas na
lagarta, mas as células do corpo gorduroso perivisceral persistem no adulto (Chapman,
2013) No entanto, sabe-se que em Apis melifera, as células do corpo gorduroso de
larvas de operérias sofrem modificagdes bioquimicas no decorrer da metamorfose,
tendo a fosfatase &cida como candidata a agir no processos de degradacdo de proteinas e
lipideos bem como na desintegracdo celular (Poiani & da Cruz-Landim, 2012). Além
disso, durante a metamorfose de M. quadrifasciata, os trofdcitos sofreriam histolise,
liberando grande quantidade de globulos contendo material de reserva na hemolinfa
(Cruz-Landim & Mello, 1966, Cruz-Landim, 1983). Micrografias eletronica de
transmissdo apontam para significativa presenca de trofécitos rompidos na pupacao,
bem como evidéncias de reabsorcdo deste material por outros trofocitos. Esse processo
prossegue durante toda a pupagdo até que ao fim da metamorfose restam poucos
trofécitos em relagdo ao nimero de células no estagio larval (Cruz-Landim & Mello,
1966, Cruz-Landim, 2009). Supostamente esta reducdo do nimero de células estaria

relacionado a processos de morte celular programada.

As células do corpo gorduroso podem sofrer mudangas quimicas ou outras
mudancas que causariam a destruicdo de parte das células larvais, mas permitindo ainda
o desenvolvimento de células adultas a partir de remanescentes do corpo gorduroso

larval (Oertel, 1930).

A morte celular programada é um processo evolutivamente conservado que
possui importante papel no desenvolvimento animal e na homeostase tecidual,
removendo células e tecidos de animais multicelulares (Jacobson et al., 1997, Fuchs &
Steller, 2011). Segundo o comité de nomenclatura de morte celular (Galluzzi et al.,
2012) séo reconhecidos 13 tipos de mortes celulares classificadas molecularmente de

acordo com a via de regulacdo intracelular e sinalizadores extracelulares. Desse modo



temos anoiquia, autofagia, apoptose dependente e independente de caspase,
cornificacdo, entose, apoptose extrinseca por receptores de morte, apoptose extrinseca
por receptores dependentes de netrina, catistrofe mitotica, necroptose, netose,
partanatos e piropitose. Dessas, 0s eventos apoptéticos, necroticos e de autofagia sdo os

mais comumente encontrados nos animais (Galluzzi et al., 2012).

Apesar da diversidade de mecanismos moleculares de morte celular programada,
grande parte deles envolvem a participagdo de proteinas-chave denominadas caspases
(Fuchs & Steller, 2011). Caspases sdo proteases que possuem cisteina em seu sitio ativo
e clivam seus substratos produzindo um residuo de &cido aspartico, sendo necesséria a
participacdo delas em uma cascata proteolitica intracelular para dar inicio ao evento
apoptético (Kumar, 2007, Alberts et al., 2008). Em principio sdo produzidas como
zimoOgenos imaturos, denominadas procaspases, requerendo protedlise especifica para
ativacdo (Khan & James, 1998). Em Drosophila melanogaster as principais caspases
efetoras sdo a DrICE e a Dcp-1 (Figura 2). Essas sdo ativadas por outra caspase
denominada Dronc, que por sua vez é regulada por um inibidor apoptdtico e pelo
complexo Ark (Fuchs & Steller, 2011). Nos insetos, estudos revelam que o processo
apoptético envolve sete caspases, similares as caspases efetoras de mamiferos (Kumar,
2007). A DrICE ¢ a principal proteina efetora do processo apopt6tico nos insetos, que
apresenta aumento de atividade durante o processo de pupacao (Kaneko et al., 2011). A
DrICE é um heterotetrdmero que consiste de dois heterodimeros arranjados anti-
paralelamente, cada um formado por subunidades de 21 kDa (p21) e 12 kDa (p12)

(Meier et al., 2000).

Além da apoptose, ha a autofagia que é um processo conservado associada a
degradacdo de proteinas ou organelas citoplasmaticas no interior de lisossomos, cujos

produtos sdo reciclados para a sintese de macromoléculas ou na geracdo de energia



(Chang & Neufeld, 2010). Trés tipos de autofagia foram descritas: i) macroautofagia,
que ocorre quando proteinas sollveis e organelas sdo degradadas em lisossomos; ii)
microautofagi,a que é considerada constitutiva e responsdvel pela renovagdo
intracelular; e iii) autofagia mediada por chaperonas, descrita apenas em mamiferos,
sendo responsavel pela degradacdo seletiva de algumas proteinas solUveis no citossol
(McPhee & Baehrecke, 2009, Koga & Cuervo, 2011). Durante a autofagia,
componentes citosélicos sdo sequestrados por vesiculas com dupla membrana,
denominadas autofagossomos, que se fundem aos lisossomos (McPhee & Baehrecke,
2009). Em todos os eucariotos a autofagia é induzida via complexo Autophagy-related
gene 1 (Atgl) (Zirin & Perrimon, 2010). Este complexo tem como principal fator a
proteina quinase Atg,1 que constitui o alvo central de regulacdo negativa da via TOR no
direcionamento da formacéo dos autofagossomos em insetos e leveduras (Figura 3) (He
& Kilionsky, 2009). Homdlogos da subunidade protéica do complexo Atgl sédo
encontrados em Saccharomyce cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe com
nomenclatura de Atgl, em Caenorhabditis elegans correspondente a proteina Ucn-51 e
em Homo sapiens correspondente as proteinas ULK1 e ULK2, que revela alta

conservacao filogenética deste gene (Mizushima, 2010).
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maquinaria autofagica de Drosophila melanogaster e levedura (He & Klionsky, 2009).

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi identificar os possiveis mecanismos de morte celular
programada das células do corpo gorduroso de Melipona quadrifasciata durante a

metamorfose.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Larvas pés defecantes (LPD), pupas de olho branco (OB), pupas de olho rosa
(OR), pupas de olho marrom (OM) e pupas de olho preto (OP), que caracterizam
diferentes periodos do desenvolvimento pupal de M. quadrifasciata, foram coletadas
diretamente de favos de cria de trés coldnias do Apiario Central da Universidade

Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil (20°45'N; 42°52'E).

3.2. Imunofluorescéncia

Quinze individuos em cada estagio de desenvolvimento fora coletados
aleatoriamente das trés colonias M. quadrifasciata, crio-anestesiados a -5°C e
dissecados sob esteriomicroscépio para a retirada do corpo gorduroso. Em seguida o
corpo gorduroso foi transferido para paraformaldeido 4% por 16 h a 4°C.
Posteriormente as amostras foram lavadas em tampéo fosfato de sédio 0,1 M (PBS) e
embebidas em Tissue Freenzing Medium™ (Jung), seccionadas a 14 um em criostato
Leica CM1850™. As SecgOes foram colocadas em laminas cobertas com poli-L-lisina
(Sigma™), hidratadas com PBS e Tween-20 a 1% (PBST) por duas h, lavadas com PBS
e incubadas em anticorpo anti-caspase 3 clivada produzida em coelho (Trevigen, #2305-
PC-100) 1:500 em PBS contendo BSA 0,1% por 16 h a 4°C. A seguir as amostras foram
lavadas em PBS e incubadas com anticorpo secundario Ig-G de coelho FITC-conjugado
(Sigma™) diluido 1:100 em PBS contendo BSA 0,1% por uma hora em temperatura
ambiente. Os cortes foram lavados com PBS e contra-corados com iodeto de propideo
(5pg/mL) por cinco min. Apds nova lavagem em PBS as amostras foram montadas com

sacarose 50% e examinados no microscopio confocal a laser Zeiss LSM 510 Meta™,



O controle negativo foi realizado pela omissdo de incubacdo em o anticorpo anti-

caspase 3 clivada, seguido do mesmos procedimentos descritos acima.

3.3. Extracdo e quantificacao de proteinas

Trés abelhas de cada fase de desenvolvimento de cada col6nia de M.
quadrifasciata foram crio-anestesiadas e dissecadas sob esteriomicroscopio para a
retirada do corpo gorduroso e colocadas em 100 pL de coquetel inibidor de protease
(Sigma™; # P2714-1BTL). As amostras foram homogeinizadas, centrifugadas a 18680
g, descartado o pellet e coletado o sobrenadante. A quantificacdo proteica foi realizada
pelo método de (Bradford, 1976), no qual foi realizada uma curva padrdo com albumina
de soro bovino com trés repeticGes para cada amostra. A leitura dos dados foi realizada

em espectrofotdmetro a 595 nm e as andlises realizadas pelas absorbancias obtidas.

3.4. Gel de poliacrilamida em SDS (SDS-PAGE)

A separacdo eletroforética de proteinas por peso molecular foi realizada
conforme Laemmli (1970), utilizando 30 pg de proteinas das amostras de cada fase de
desenvolvimento. O procedimento foi realizado em equipamento Mini Protean I1™ (Bio
Rad®), em gel de poliacrilamida 12% (SDS 10%, 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 e Acrilamida/
Bis-acrilamida 30%), a 200V por 50 min. A coloragéo do gel foi realizada em solucao
corante comassie Blue G250 (Comassie Blue G250, Acido acético 10% e Etanol 50%).

O gel foi analisado em software AlphaEasyFC™.

3.5. Western blotting

A técnica de western blotting foi realizada com a incubacdo do gel de SDS-
PAGE (realizado como descrita acima) por 20 min em tampéo de transferéncia (Tris
base 0.58%, glicina 0.28%, SDS 0.037%, metanol 20%) seguida de transferéncia das

proteinas do gel de SDS-PAGE para membrana de nitrocelulose (0,2mm de tamanho



dos poros) a 30v por um periodo de 24h, a 4°C. A membrana foi posteriormente
incubada com leite em p6 a 5% em Tampédo TBS 0,1M, pH 8.0, contendo 0,1% de
Tween-20 (TBST) para o blogueio de marcacdes inespecificas. Em sequida a membrana
foi lavada em TBST e incubada com anticorpo anti-caspase 3 clivada 1:500 por 4 h.
Controle negativo foi demonstrado incubando-se a membrana de nitrocelulose em soro
normal de coelho 1:500, seguindo de incubagdo com anticorpo secundario anti IgG com
peroxidase conjugada por 2h a 25 °C. Apds lavagem, as membranas foram incubadas
em anticorpo anti Ig-G conjugada com peroxidase por 2h a 25°C. A peroxidase foi
revelada utilizando solugdo diaminobenzidina a 0,001%, 10 ml de Tris-HCI 50 mM pH
7,6, 10 pL H,O, 30% e 250 pL cloreto de niquel a 0,3% por um periodo de 30 min sob

protecéo de luz.

3.6. Deteccéo de fragmentacdo do DNA

O DNA total foi extraido do corpo gorduroso de LPD, OB, OR, OM e OP. O
6rgdo foi dissecado e macerado em nitrogénio liquido, seguido de incubacdo em
tampé&o de extracdo de DNA (Tris-HCI pH8 100mM, EDTA 25mM, NaCl 100mM, SDS
1%), e posteriormente em proteinase K por 3 h a 65°C para a degradacao das proteinas.
A seguir foi acrescentado solucdo fenol:cloroférmio (1:1), centrifugacdo a 18620 g por
8 min. O sobrenadante foi coletado e incubado com 10 uL RNAse 1 pg/mL a 37°C por
1 hora. As amostras foram acrescentadas isopropanol seguido de armazenamento a -
20°C por 24 h para a precipitagdo do DNA. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 18620 g por 30 min, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado
com com etanol 70%. Em seguida as amostras de DNA foram re-suspendidas em
tampdo TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM). Para a verificacdo da integridade do
material genético, aliquotas de 4 pL de cada amostras foram submetidas a eletroforese

em gel de agarose 1,2%, contendo brometo de etideo, a 80 v por 3 h. O gel foi
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fotografado em transiluminador Ultra-Violeta com a utilizagdo do software Alpha

Innotech Corp® e analisado em software AlphaEasyFC™,

A cada 72 h, individuos a partir dos estagio larval pds defecante até pupa de olho
branco, foram coletados e submetidos a extracio de DNA com o objetivo de
acompanhar mais detadalhamente a integridade do material genético do 6rgdo do corpo

gorduroso durante o processo de metamorfose.

3.7. Microscopia eletronica de transmissao

Trés abelhas de cada fase de desenvolvimento tiveram 0 corpo gorduroso
dissecado e transferido para glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sodio 0,1M,
pH 7,1contendo sacarose a 0,3M, mantido por 2 h. Em seguida, as amostras foram
lavadas em tampdo cacodilato de sddio, p6s fixadas por 2 h em tretréxido de 6smio 2%
em cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,1 e desidratado em série etandlica crescente. As
amostras foram embebidas em LR-White renin™ e, depois da polimerizacéo,
seccionadas a 80-90 nm, e contrastadas com acetato de uranila 1% e citrato de chumbo.

Os cortes foram analisados em microscépio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 109™,

3.8. Primers

Todos os primers para PCR e PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)
foram desenhados a partir do gene autofagy 1 (Atgl) de Apis mellifera na plataforma do

National Center for Biotechnology Information (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e

adquiridos comercialmente da empresa Invitrogen®. Para PCR foi desenvolvidos dois
primers Atgl-4 e Atgl-8, com produto de amplificagdo de 779bp e 633bp. Enquanto
para 0 RT-gPCR foi desenvolvido os primers g°PCR Atgl-4 e gPCR Atgl-8, com

transcrito de 147pb e 128pb, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para PCR (Atgl-4 e Atgl-8) e gPCR (qPCR

Atgl-4 e gPCR Atgl-8).

Primers para

0 gene Atgl Foward (5°-3”) Reverse (3°-5")
Atgl-4 GCTCCATTTCAAGCTCACACG AGTGGCGAGGAT GCACTAT
Atgl-8 AACGTCTCCATTACGGCG CCTGTCTGATGAAGAAGCCCTA

gPCR Atgl-4  AGAGAGGCAGTGAGTCCACC TATTGGTTGCGAGCGAGGAA

gPCR Atgl-8 GCACTGCTGCAACAAGAAGAA ACTGGCAGTTGGCTGTAACC

Os primers Atgl-4 e Atgl-8, bem como para os primers gPCR Atgl-4 e gPCR
Atgl-8 foram submetidos a PCR simples, com 0 mRNA de larvas pds defecantes em
diferentes temperaturas de anelamento (55°C;57,4°C;60,3°C;63,2°C;65,8°C), de modo

a otimizar a especificidade dos primers ao gene Atg-1 (Apéndices Al; A2).

3.9. Extracdo de RNA

Cinco abelhasde cada fase de desenvolvimento tiveram o corpo gorduroso
dissecado e transferido para tubos contendo 200 uL RNAlater™ (Ambion®), seco em
papel de filtro, transferido para 500 pL de Tri-reagente™ (Sigma®), homogeneizados e
incubados a 5 min em temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 100 pL de
cloroférmio e agitado em vortex por 5 min. O mesmo foi deixado incubado por 10 min
a temperatura ambiente e em seguida centrifugado a 12000 g por 15 min a 4°C. A fase
aquosa foi coletada e transferida para 250 puL de 2-propanol sob agitacéo, incubada por
10 min em gelo e centrifugada a 12000 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado 2 vezes com 500 pL de etanol 75%, seguido de agitacdo e

centrifugacdo a 12000 g por 5 min. O etanol foi descartado e o preciptado seco ao ar e
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ressuspendido em 20 pL de &gua ultra-pura a 60°C por 15 min. O RNA total obtido foi

quantificado por espectrofotometria em Nanodrop™, a 260 nm de absorbancia.

A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,2%,
sendo utilizados 3 pL de cada amostra de RNA homogeneizado com 4,5 pL de tampéo
de amostra (Glicerol 50%, Azul de Bromofenol 0,125%, Xileno Cianol 0,125%,
Tampéo Tris-base EDTA 1mM, pH8,0). e 0,5 pL de GelRed™ (Biotium®). A voltagem
foi regulada por 80 V e a corrida estendeu-se por 4 h, seguido de captura de imagem em

camara de radiacdo ultravioleta.

3.10. Confeccéo de cDNA

Para confeccdo do cDNA fita simples (ss cDNA), aliquotas contendo 400 ng de
RNA foram misturados a 2 pL dos primers SMART IV 12 uM e CDSIII 12 uM
(Invitrogen®) e 4 pL de mistura de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) a 10 mM
cada. Os tubos contendo as amostras foram aquecidos a 70°C por 5 min, seguido de
rapida incubacdo em gelo. As amostras foram centrifugadas por 10 segundos, seguidos
da adigédo de 2 pL 10X Reverse Transcriptase buffer (New England BioLabs®) , 1 pL
de inibidor de RNAse (New England BioLabs®) e 1 pL de 1 pL enzima M-MuLV™
Transcriptase Reversa (New England BioLabs®) e de agua ultra-pura até completar 20
pL. As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, seguido de inativacdo da enzima

por 15 min a 72°C.

O cDNA dupla fita (ds cDNA) foi confeccionado por LD-PCR utilizando 4 pL
de ss cDNA, 0,25 pL de enzima Taq polimerase (GoTaq™ Promega®), 10 uL GoTaq®
Reaction Buffer contendo 1,5mM MgCl, (Promega®), 1 uL de mistura de dNTPs 10
mM, 1 pL de primer CDSIII 12 uM (Clontech®), 1 pL de primer SMART IV 12 uM

(Invitrogen®) e agua ultra-pura até completar 50 pL cada. A reacdo de PCR envolveu
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desnaturacéo inicial a 95 °C por 1 min, seguido de 31 ciclos de 95 °C por 30 segundos e
68 °C por 6 min. O cDNA obtido foi dosado por espectrofotometro Nanodrop™ a 260

nm.

3.11. Sequenciamento

As reacOes de sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamic™ ET Dye
Terminator (GE Healthcare®, Freiburg, Germany), sendo utilizados 100 a 150 ng de
cDNA, 0,5 puM do oligonucleotideo M13F/M13R, 2,0 uL de DYEnamic™ ET Dye
Terminator Sequencineg Pre-mix em volume final de 5 pL . As condi¢bes de PCR
foram 95°C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 2 min repetidas 35
vezes. Em seguida, o cDNA foi preciptado pela adigdo de 27,5 puL de etanol e acetato de
amonio para concentracdo final de 0,75 M. Apds 10 min a temperatura ambiente, as
reagOes foram centrifugadas por 45 min a 2400 g. O cDNA foi ent&o lavado com 100
uL de etanol 70%, centrifugado a 2400 g por 10 min e deixado secar por 10 min. Apos a
precipitacdo, o cDNA foi ressuspendido em 5 pL de Loading Buffer™ (GE
Healthcare®). A leitura das amostras foi realizada em sequenciador automatico

MegaBACE™ 1000 de 48 capilares (GE Healthcare®)

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias contidas nos bancos
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ utilizando o algoritimo BLASTn, RefSeqRNA, Apis

melilfera.

3.12. PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

A reagdo de gPCR foi realizada em trés individuos de cada fase de
desenvolvimento de cada colénia de M. quadrifasciata, utilizando o kit de quantificagdo
por fluorescéncia GoTag™ qPCR Master Mix (Promega®), primers para o gene Atgl e
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0 gene de referéncia rp49 de A. mellifera (Tabela 1). As reacOes foram realizadas em
triplicata, utilizando 10 pL do kit GoTag™ gPCR Master Mix, 1,6 uL de solugéo de
primers a 10 uM, 4pL de cDNA contendo 200 ng de ds cDNA e &gua ultra-pura para
um total de 20 pL. A reacdo de PCR envolveu desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 15 segundos, anelamento e

alongamento a 60 °C por 1 minuto, e curva de dissociagdo a 60-95 °C.

Inicialmente, uma curva padrdo para 0s genes Atgl e rp49 foram obtidas pela
relacdo do Log,[cDNA] de diferentes concentragcdes de cDNA (400, 200, 100, 50, 25 e
0 ng) e seus respectivos valores de Ct. A equagéo obtida para cada gene foi utilizada
para calcular a quantidade do amplificado nas diferentes amostras. Os valores obtidos
para o gene Atgl foram divididos pelos valores obtidos para o gene rp49 de modo a
normalizar os resultados. As diferencas nos niveis de expressdo obtidos entre 0s
tratamentos foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com

5% de significancia.

4. RESULTADOS

As andlises de imunofluorescéncia para deteccdo de células em apoptose no
corpo gorduroso de M. quadrifasciata, com o anticorpo anti-caspase 3, mostraram a
ocorréncia de poucas células apoptoticas nas fases de pupa de OB, OR, OM e OP

(Figura 4), as quais ndo foram observadas na larva p6s-defecante.

O perfil eletroforético das proteinas extraidas do corpo gorduroso de M.
quadrifasciata foi semelhante em todas as fases de pupas analisadas, com proteinas
variando de 39 a 100 kDa (Figura 5A). A anélise por wertern blotting do perfil proteico
do corpo gorduroso de M. quadrifasciata identificou reacdo positiva para caspase-3

clivada em proteinas com 100 e 56 kDa nas diferentes fases do desenvolvimento de M.
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quadrifasciata (Figura 5B). Entretanto, o controle negativo também demonstrou reacéo

positiva para as das mesmas proteinas (Figura 5C).

A anélise da integridade do DNA das células do corpo gorduroso das diferentes
fases de desenvolvimento de M. quadrifasciata, revelou uma Unica banda de alto peso
molecular, sem evidéncia de fragmentacdo do DNA (Figura 6A). O mesmo resultado foi
encontrado nas analises das fases de transicdo de larva para pupa a cada 72 h (Figura

6B).

A analise ultraestrutural dos trofocitos do corpo gorduroso durante o
desenvolvimento de M. quadrifasciata, ndo evidenciou a presenca de células com
caracteristicas de apoptose ou autofagia. Nas larvas os trofdcitos apresentaram poucas
mitocdndrias com cristas irregulares, algumas cisternas de reticulo endoplasmatico
rugoso, grande quantidade de grénulos de reserva e ndcleo com cromatina
descondensada (Figuras 7-A, B). Em OB pode se notar gréanulos em processo de
mobilizacdo de suas reservas, no qual é possivel observar a presenca de vactolos com
regides com auséncia de material localizado bem como vesiculas proximo a eles (Figura
7C). Durante a fase de OR de M. quadrifasciata os trofdcitos apresentaram muitas
mitocdndrias pequenas de formato esférico e alongado, com cristas regulares e
uniformemente espalhadas a longo do citoplasma (Figura 7D). Em OM, além de
mitocondrias, houve aumento na quantidade de ribossomos livres (Figura 7E, F).
Trofocitos das OP de M. quadrifasciata mostraram quantidade maior de mitocondrias

no citoplasma perinuclear (Figura 7G).

Os primers Atgl-4 e Atgl-8 desenvolvidos a partir do gene Atgl de A. mellifera
amplificaram o ssSDNA provenientes de larvas pos defecantes de M. quadrifasciata

gerando transcritos de 799 pb e 699 pb, respectivamente (Figura 8, Apéndice A2).

17



O sequenciamento do produto do primer Atgl-4 revelou 98% de identidade em

relacdo ao gene Atgl de A. melifera (Figura 9).

As células do corpo gorduroso de LPD expressam maior quantidade de mRNA
Atgl quando comparado com o corpo gorduroso das diferentes fases de pupa de M.
quadrifasciata. A expressdao do mRNA Atgl nas larvas foi duas vezes maior que em OB
e OM (Figura 10), ndo apresentando diferenca significativa durante os estagios de pupa

(Apéndice A3).
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Figura 4. Imunofluorescéncia em crio-sec¢Bes do corpo gorduroso de operarias de
Melipona quadrifasciata em diferentes fases do desenvolvimento, mostrando a
ocorréncia de poucas células apoptéticas (pontas de seta) positivas para anti-caspase 3
clivada. Pupa de olho branco (A); pupa de olho rosa (B), pupa de olho marrom (C);

pupa de olho preto (D). Nucleos em vermelho.
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Figura 5. (A) SDS-PAGE das proteinas extraidas do corpo gorduroso de diferentes

fases de desenvolvimento de operarias de Melipona quadrifasciata. (B) Western

blotting para deteccdo de caspase-3 clivada no do corpo gorduroso em diferentes fases

do desenvolvimento de operarias de M. quadrifasciata mostrando reacdo positiva para

proteinas de 102 e 56 kDa, as quais sdo evidenciadas no controle negativo (C). Padréo

de peso molecular (P), larva pés defecante (LPD), pupa de olho branco (OB), Pupa de

olho rosa (OR), pupa de olho marrom (OM), pupa de olho preto (OP).
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Figura 6. Verificacdo da integridade do DNA das células do corpo gorduroso de
operarias de Melipona quadrifasciata. Note a auséncia de fragmentacdo do DNA nos
seis estagios de desenvolvimento (A) e nas fases de transi¢do de larva para pupa com 72
h de diferenca entre estas (B). Padrdo (P), larva pos defecante (LPD), pupa de olho
branco (OB), pupa de olho rosa (OR), pupa de olho marrom (OM), pupa de olho preto

(OP).
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Figura 7. Micrografias eletrnicas de transmisséo de trofdcitos do corpo gorduroso de
larvas e pupas de operéarias de Melipona quadrifasciata. A) LPD mostrando cisternas de
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), granulos de reserva (G) e nlcleo com cromatina
descondensada (N). B) LPD mostrando mitocondrias com cristas tubulares e granulos
de reserva proximos ao nucleo (N). C) OB mostrando granulos em processo de
mobilizacdo de suas reservas (setas), diferente granulos de reserva (G), vesiculas de
transporte (V). D) OR mostrando de mitocondrias. E) pupa de olho marrom contendo
gréanulos de reserva (G) e grande quantidade mitocondrial (M). F) OM mostrando
grande quantidade de ribossomos livres no citoplasma (r). G) OP mostranto alta
concentragdo mitocondrial préximo a regido nuclear (M) e nucleo com cromatina

descondensada (N).
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose de produto de amplificacdo por PCR dos
primers Atgl-4 e Atgl-8 em larvas pos defecantes de Melipona quadrifasciata, 1)
Padrdo com peso molecular em pb, 2) controle negativo sem primers, 3) produto de
amplificacdo do primer Atgl-4 com 799 pb, 4) controle negativo sem cDNA + primer
Atgl-4, 5) produto de amplificacdo do primer Atgl-8 com 699 pb, 6) controle negativo

sem cDNA + primer Atg1-8.
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Figura 9. Alinhamento realizado com o resultado do sequenciamento do produto do

primer Atgl-4 revela 98% de identidade em relacdo gene Atg 1 de Apis mellifera.
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Figura 10. Expressdo relativa do gene Atgl no corpo gorduroso de Melipona
quadrifasciata durante as diferentes fases do desenvolvimento mostando que a
expressdo para Atgl na larva pos-defecante (LPD) € significativamente maior que em
pupas de olho branco (OB) e olho marrom (OM), as quais ndo diferem das pupas de
olho rosa (OR) e olho preto (OP). * Diferente estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%

de significancia.
5. DISCUSSAO

A presenca de caspase-3 clivada em algumas células do corpo gorduroso de
pupas de olho branco, olho rosa, olho marrom e olho preto de M. quadrifasciata indica
morte celular por apoptose nessas poucas células. O anticorpo anti-caspase-3 clivada foi
desenvolvido contra a sequéncia carboxiterminal da subunidade pl8 da caspase-3
clivada de mamiferos (Srinivasan et al., 1998). No entanto, esse mesmo anticorpo
apresenta reacdo altamente especifica, para a subunidade p21 da Drice ativada em D.
melanogaster, ndo se ligando a Drice inativa (Yu et al., 2002). Apesar da caspase dcp-1
ser funcionalmente redundante a caspase Drice em algumas células, a molécula Drice
constitui a principal molécula efetora do processo apoptotico em D. melanogaster,

homologa a caspase-3 efetora dos mamiferos (Hay & Guo, 2006, Kumar, 2007, Xu et
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al., 2006). Essa molécula atua como caspase final efetora da morte celular programada
das células do corpo gorduroso de D. melanogaster (Liu et al., 2009). Em Bombyx mori
(Lepidoptera) esse mesmo anticorpo foi eficaz na identificacdo da caspase 3 clivada nas
celulas do corpo gorduroso (Kaneko et al., 2011). Conclui-se que o referente anticorpo
também foi eficaz na identificacdo de morte celular por apoptose nas células do corpo

gorduroso da abelha M. quadrifasciata.

A auséncia de apoptose no estagio de larva pos-defecante de M. quadrifasciata
revela a importancia do corpo gorduroso para a futura pupacdo. O corpo gorduroso
possui fungdo principal durante a fase larval de armazenar reservas energéticas que
serdo utilizadas durante a metamorfose (Cruz-Landim, 2009). Durante a fase larval de
M. quadrifasciata os trofdcitos quintuplicam o didmetro, alcangando o volume maximo
durante o estagio de pos-defecacdo (Cruz-Landim, 1983). Segundo Cruz-Landim &
Mello (1966)e Cruz-Landim (1983) , em abelhas, durante a mudanca do ultimo estadio
larval para pupa, as células se dissociam e muitos trofocitos se rompem, liberando seus
constituintes armazenados. Entretanto, o0s resultados aqui obtidos para M.
quadrifasciata contradizem essas observagds, uma vez que ndo foram encontrados
trofécitos rompidos nas fases pupais. A ocorréncia de células rompidas e com seus
constituintes liberados somente foram observados em testes preliminares de ajuste da
osmolaridade do fixador utilizado para microscopia eletronica (dados ndo mostrados),
sendo portanto possivel indicar que o rompimento de células do corpo gorduroso

durante a pupacao € um artefato de preparacdo da amostra.

A presenca de poucas celulas positivas para caspase-3 clivada no corpo
gorduroso de M. gquadrifasciata aponta para a presenca de apoptose Como um processo
ndo generalizado no desenvolvimento do orgdo. Esta afirmacdo é reforcada pela

auséncia de fragmentacdo do DNA e auséncia da deteccdo de caspase-3 clivada por
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western blotting. Embora a andlise por western blotting tenha evidenciado duas
proteinas positivas para o anticorpo anti-caspase 3 clivada, as mesmas foram no
controle negativo, semelhante & marcac6es inespecificas informadas pelo fabricante do
anticorpo. Similarmente, durante o desenvolvimento das larvas de quinto instar do
lepidéptero Manduca sexta ndo ha& evidéncias substanciais de morte celular por
apoptose nas células de corpo gorduroso, apesar da fragmentacdo do DNA encontrada
(Muller et al., 2004). Por outro lado, em B. mori a maioria das células do corpo
gorduroso de larvas sofrem morte celular por apoptose de um a dois dias ap6s a pupagao
(Kaneko et al., 2011). Em D. melanogaster imediatamente ap6s a pupacdo células do
corpo gorduroso se desassociam individualmente do orgdo de origem, persistindo
através do desenvolvimento, podendo ser eventualmente removidas por apoptose em
estagios de ndo alimentacdo do adulto (Aguila et al., 2007, Nelliot et al., 2006). Desse

modo, a presenca de morte celular por apoptose sugere ser constitutiva.

O aumento mitocondrial e de ribossomos livres no citoplasma bem como a
permanéncia de ndcleo com cromatina descondensada ao decorrer do desenvolvimento
pupal de M. quadrifasciata sugere a presenca de alta atividade metabdlica das células do
corpo gorduroso. Durante a preparacdao para muda nos insetos holometabolos ha sintese
de RNA com aumento do ndmero de ribossomos, proliferacdo do reticulo
endoplasmatico e mitocondria (Oliveira & Cruz-Landim, 2003). Além disso, 0
transcriptoma de células do corpo gorduroso da Melipona scutellaris revelou
expressivo aumento do material genético transcrito de componentes mitocondriais (de
Sousa et al., 2013). Portanto, 0 aumento na quantidade de mitocdndrias nos periodos
finais da pupacdo sugerem uma preparacdo dos trofécitos para a alta atividade

metabolica deste 6rgao nas abelhas adultas.
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A presenca de alta similaridade do gene Atgl entre M. quadrifasciata e A.
mellifera revela significativa conservacdo da maquinaria autofagica nessas duas
espécies. Em D. melanogaster esse gene € responsavel juntamente com o produto do
gene Atgl3 pela indugédo de vesiculas autofagicas, apds a inibicdo do complexo mTOR

pela insulina (Zirin & Perrimon, 2010).

As células do corpo gorduroso de LPD de M. quadrifasciata expressam maior
quantidade de mRNA Atgl que as pupas, 0 que sugere maior ocorréncia de processos
autofagicos nessa fase do desenvolvimento. Em D. melanogaster células do corpo
gorduroso gradualmente se tornam esféricas, destacando-se uma das outras, quando
entdo o processo autofagico progressivamente aumenta até a pupacdo (Rusten et al.,
2004). Além disso, nessa mesma espécie as células do corpo gorduroso sofrem répida
inducdo autofagica quando as moscas-da-fruta sdo submetidas ao jejum (Scott et al.,
2004). O interessante € que o a maior quantidade de mRNA Atgl coincide com o
momento em que a larva de M. quadrifasciata cessa o processo de alimentacdo. No
entanto, € durante esta fase que grande parte das reservas energéticas é utilizada para a

diferenciacdo dos demais tecidos e 6rgaos dos adultos (Cruz-Landim & Mello, 1966).

Apesar da expressao do gene Atgl em todas as fases do desenvolvimento ndo ha
como afirmar se ele estd atuando na rota de morte celular ou na homeostase celular. O
envolvimento da autofagia na morte celular programada é considerado controverso. Este
processo tem sido estudado sob duas perspectivas: autofagia como mecanismo de
protecdo a morte celular e autofagia como mecanismo de morte celular (Koga &
Cuervo, 2011). No entanto, hd muitas evidéncias que suportam a funcdo protetiva da
autofagia contra a morte celular (Koga & Cuervo, 2011, Boya et al., 2005). Em células
do corpo gorduroso de D. melanogaster a autofagia é necessariamente uma resposta

adaptativa a privacdo de nutrientes e outras formas de estresses celulares, sendo que a
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auséncia do processo autofagico aumenta a susceptibilidade a morte quando células
enfrentam estresse (McPhee & Baehrecke, 2009, Rusten et al., 2004). Koga & Cuervo
(2011) e Kroemer & Levine (2008), ressaltam que a mera presenca morfoldgica de
autofagossomos € insuficiente para distinguir morte celular com autofagia de morte
celular por autofagia. Deste modo, muitos autores sugerem o termo “morte celular com
autofagia” para descrever as condicdes em que as células se encontram (Koga &

Cuervo, 2011).

Os resultados deste trabalho mostram que ndo hé expressiva destrui¢cdo do corpo
gorduroso durante o desenvolvimento pds-embrionédrio de M. quadrifasciata nem a
presenca de histélise celular como sugerido por Cruz-Landim (1983). Esse fato sugere
um modelo de desenvolvimento no qual ha baixa taxa de destruicdo das células do
corpo gorduroso por apoptose com remodelacéo intracelular das células sobreviventes,
dando origem as células do corpo gorduroso do individuo adulto (Figura 11).
Supostamente, a apoptose encontrada nas células do corpo gorduroso seria constitutiva
Em jovens adultos de M. quadrifasciata, assim como em D. melanogaster, as células
sobreviventes sofreriam morte celular durante o periodo de privacdo de alimento do
inseto jovem (Silveira et al., 2002). Por outro lado, 0 modelo de destruigéo celular com
recolonizacdo do mesmo 6rgao ocorre em B. mori, onde 0 corpo gorduroso sofre alta
destruicdo celular e simultaneamente células progenitoras do corpo gorduroso do
individuo adulto sdo progressivamente geradas durante o processo de metamorfose

pupal (Liu et al., 2009).
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Figura 11. Comparacdo dos resultados para o desenvolvimento pds-embrionario do

Melipona quadrifasciata Bombyx mori

corpo gorduroso de Melipona quadrifasciata com o lepddptera Bombyx mori. Em A
encontra-se 0 modelo de M. quadrifasciata no qual ha baixa incidéncia de morte celular
programada por apoptose e auséncia de histolise durante a metamorfose. As células
sobreviventes sofreriam processo de renovacdo das organelas intracelulares por
autofagia, o que culminaria na remodelacéo tecidual do corpo gorduroso. No modelo B
ocorre alta incidéncia de morte celular programada por apoptose e as células
progenitoras surgiriam e se multiplicariam, dando origem as células do corpo gorduroso
encontradas no Lepdoptera adulto, como ocorre em B. mori (Kaneko et al., 2011, Liu et

al., 2009).
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Em conclusao, as células do corpo gorduroso de Melipona quadrifasciata sofrem
pouca morte celular por apoptose durante o processo de metamorfose, porém com
indicios de aumento de autofagia durante a fase larval que precede a metamorfose,
embora ndo possa ser elucidado se o produto do gene Atgl atuar4d na morte ou

remodelacdo celular.
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APENDICE A1

primer 4.3 primer 8.1

temperatura ,

°C » 55 574 60,363,2658 | 55 57,4 60,363,2658 P peso
molecular
(pb)

- 1353
e - 872
-« 603

Figura Al. Perfil eletroforético da temperatura de anelamento dos primers 4 e 8 para o
gene Atg-1. As temperaturas de anelamento escolhidas para cada primer entéo

demarcadas pelo retangulo (60,3°C para o primer 4 e 55°C para o primer 8).
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APENDICE A2

gPCR Atg1-4 qPCR Atg1-8
N Temperatura
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Figura A2. Perfil eletroforético dos testes para temperatura de anelamento dos primers

gPCR Atgl-4 e gPCR Atgl1-8 para o gene Atg-1.
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APENDICE A3
Tabela Al. Teste estatistico ANOVA realizado com os produtos de amplificacdo

génica para o gene Atgl.

ANOVA SS df MS
Tratamento 6,915 4 1,729
Residuo 3,487 10 0,3487
Total 10,40 14

Diferenca Significacia  Intervalo de
Teste Tukey entre m(édias 9 P g 0.05 confianca (95%)
LPDvsOB 1,683 4,938 Yes 0.09674 a 3.270
LPDvsOR 1,180 3,461 No -0.4066 a 2.767
LPDvsOM 1,973 5,788 Yes 0.3867 a 3.560
LPDvsOP 1413 4,146 No -0.1733 a 3.000
OB vs OR -0,5033 1,476 No -2.090 2 1.083
OB vs OM 0,2900 0,8507 No -1.297 a 1.877
OB vs OP -0,2700 0,7920 No -1.857a1.317
OR vs OM 0,7933 2,327 No -0.7933 a 2.380
OR vs OP 0,2333 0,6844 No -1.353a1.820
OM vs OP -0,5600 1,643 No -2.147 a 1.027
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