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“Hoje entendo bem meu pai. Um homem precisa
viajar. Por sua conta, ndo por meio de historias,
imagens, livros ou TV. Precisa viajar por si, com
seus olhos e pés, para entender o que ¢ seu. Para um
dia plantar as suas proprias arvores e dar-lhes valor.
Conhecer o frio para desfrutar o calor. E o oposto.
Sentir a distancia e o desabrigo para estar bem sob o
proprio teto. Um homem precisa viajar para lugares
que ndo conhece para quebrar essa arrogancia que
nos faz ver o mundo como o imaginamos, € nao
simplesmente como ¢ ou pode ser; que nos faz
professores e doutores do que ndo vimos, quando
deveriamos ser alunos, e simplesmente ir ver.”

(Mar sem fim, Amyr Klink, pag 76-77)
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RESUMO

FERNANDES, Kenner Morais, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2009.
Analise quantitativa de células digestivas e regenerativas do intestino médio de Melipona
quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera; Apidae). Orientador: Clovis Andrade Neves.
Co-orientadores: Jos¢ Eduardo Serrdo e Sérgio Oliveira de Paula.

As abelhas possuem importancia econdmica pelo seu papel como polinizadoras de
culturas agricolas, na producdo de mel, cera e propolis. As abelhas sem ferrdo (tribo
Meliponini) destacam pela especificidade como agentes polinizadores de diversas espécies
vegetais nativas, se destacando a espécie Melipona quadrifasciata anthidioides (Kerr et al.,
1996). Sendo assim, conhecimentos sobre a biologia dessa espécie pode facilitar seu manejo e
conservagdo. O intestino médio € o local onde ocorre a digestdo e a absor¢do de praticamente
todos os nutrientes ingeridos pelos insetos. O epitélio ¢ formado por trés tipos celulares: as
células digestivas ou principais, as células regenerativas e as células endocrinas. O tempo de
desenvolvimento do ovo até imago ndo difira muito entre as castas, a longevidade ¢ bastante
desigual. Em operarias de varias espécies de abelhas sem ferrdo, o tempo de vida apods a
emersao esta em torno de 50 dias, enquanto em rainhas pode chegar a 7 anos. Alguns autores
afirmam que, embora seja comum a ocorréncia de mitoses em células regenerativas em
exemplares adultos de varios grupos de insetos, isto ndo ocorre nos Hymenoptera. Sendo
assim, espera-se que a longevidade dos individuos da ordem Hymenoptera esteja diretamente
relacionada com o numero de células regenerativas no momento da emergéncia para fase
adulta, sendo definido a pupag¢do. Embora existam estudos sobre as células digestivas e
regenerativas do intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides, no presente trabalho
associamos a histologia classica com a técnica que consiste em observar o intestino médio em

montagem total, permitindo uma melhor andlise das células digestivas, regenerativas e
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possiveis mitoses. Observamos variagdes ao longo do intestino médio e entre as castas com
relacdo as células digestivas e ninhos de células regenerativas. As variagdes no tamanho e na
quantidade de células digestivas e regenerativas entre as regides do intestino médio de um
mesmo individuo e entre as castas demonstram possiveis diferencas fisioldgicas entre
segmentos deste O0rgdo no processo digestivo. O nimero de células regenerativas variou
pouco entre as castas, mesmo comparando com rainhas de 3 anos, mostrando que
possivelmente existe uma renovacdo nos ninhos de células regenerativas. Entretanto foi
observada apenas uma imagem de mitose, dentre todos os exemplares analisados permitindo
concluir que o mecanismo de renovagdo das células do epitélio digestivo possa prescindir
desse processo. Os mecanismos que regem a manutengdo e renovacdo das células
regenerativas no intestino médio de Hymenoptera permanecem pouco conhecidos. O presente
estudo sugere que as células regenerativas de M. quadrifasciata anthidioides podem ser
células-tronco, mesmo tendo sido evidenciado pouca mitose, € que ndo existe uma relagao

direta entre o nimero de células regenerativas e a longevidade dos individuos.
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ABSTRACT

FERNANDES, Kenner Morais, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, september, 2009.
Quantitative analysis of digestive and regenerative cells of the midgut of Melipona
guadrifasciata anthidioides (Hymenoptera; Apidae). Adviser: Clovis Andrade Neves. Co-
Advisers: Jos¢ Eduardo Serrao and Sérgio Oliveira de Paula.

Bees have economic importance for their role as crops pollinators, production of
honey, wax and propolis. The stingless bees (tribe Meliponini) are specific pollinators of
many native plant species, most notably the species Melipona quadrifasciata anthidioides
(Kerr et al., 1996). Thus, a deeper understanding of the biology of this species may facilitate a
better management and conservation of them. Digestion and absorption of virtually all
nutrients ingested by the insects take place in the midgut. The epithelium is composed of three
cell types: digestive cells, the regenerative cells and endocrine cells. The development time of
egg into imago does not differ greatly between varieties, the longevity being very uneven. In
workers of several stingless bees species, life after emergence is around 50 days, while in
Queens it can reach 7 years. Some authors state that, although it is common the occurrence of
mitosis in regenerative cells in adult specimens of various insect groups, this does not occur in
Hymenoptera. Therefore, it is expected that longevity of Hymenoptera individuals is directly
related to the number of regenerative cells at the time of emergence to adulthood, set of the
pupation. In the present study we associate the classic histology with the technique of
observing the midgut in full assembly (whole mount preparation), allowing a better analysis
of the digestive cells and regenerative potential mitosis as well. Variations were observed
along the midgut and between varieties with respect to the digestive cells and nests of
regenerative cells. The variations in size and amount of digestive and regenerative cells from
the midgut areas of the same individual and among the varieties can indicate possible
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physiological differences between segments of this organ in the digestive process. The
number of regenerative cells varied slightly among the varieties, even if compared with
queens of 3 years, showing that there is possibly a renewal in the nests of regenerative cells.
However it was observed only one image of mitosis, of all samples analyzed.This way it can
be concluded that the mechanism of renewal of gut epithelial cells can do without this
process. The mechanisms towards the maintenance and renewal of regenerative cells in the
midgut of Hymenoptera remain little known. This study suggests that the regenerative cells of
M. quadrifasciata anthidioides may be stem cells, despite the small number of mitosis, and
that there is a direct relationship between the number of regenerative cells and the longevity

of individuals.



1. Introducéo

As abelhas possuem importancia econdmica pelo seu papel como polinizadoras de
culturas agricolas, na producdo de mel, cera e propolis. As abelhas sem ferrdo (tribo
Meliponini) destacam pela especificidade como agentes polinizadores de diversas espécies
vegetais nativas, se destacando a espécie Melipona quadrifasciata anthidioides (Kerr et al.,
1996). Sendo assim, conhecimentos sobre a biologia dessa espécie pode facilitar seu manejo e
conservacao.

Os insetos apresentam capacidade adaptativa e reprodutora, o que lhes permite
ocupar os mais diversos ambientes. Parte desse sucesso adaptativo se deve a enorme
variedade estrutural e a fisiologia do seu trato gastrointestinal que lhes permite utilizar ampla
variedade de substratos como fonte de nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia (Dow, 1986).

O trato digestivo dos insetos € geralmente dividido em trés regides: intestino anterior
ou estomodeo, intestino médio ou ventriculo e intestino posterior ou proctodeo (Chapman,
1998).

O intestino anterior dos insetos ¢ revestido internamente por uma cuticula produzida
pelas células epiteliais de revestimento desta regido. E composto pela cavidade bucal, faringe,
esofago, papo e proventriculo. Geralmente a faringe ¢ dilatada e, em insetos sugadores
apresentam musculatura bem desenvolvida; o esdfago € curto e conecta-se com o papo, que
tem a fun¢do de armazenar o alimento ingerido. O proventriculo controla a passagem de
nutrientes do papo para o intestino médio (Chapman, 1998). Quando o proventriculo ¢
desenvolvido, observa-se uma projecdo de sua parte posterior para o interior do intestino

médio formando a valvula cardica (Billingsley & Lehane, 1996).



No geral, o intestino posterior possui a cuticula menos espessa e mais permeavel do
que o intestino anterior. Acredita-se que possa ocorrer absor¢cdo de nutrientes e agua nessa
regido, o que nao ¢ evidenciado no intestino anterior. O piloro ¢ a regido de transi¢do entre o
intestino médio e posterior, ¢ na maioria das vezes ¢ o local onde surgem os tibulos de
Malpighi (Chapman, 1998).

O intestino médio ¢ o local onde ocorre a digestdo e a absor¢do de praticamente
todos os nutrientes ingeridos pelos insetos (Terra, 1990). Seu limite anterior ¢ a valvula
cardiaca e o posterior ¢ o piloro. Geralmente ¢ revestido pela membrana peritrofica ao invés
da cuticula observada na outras regides (Chapman, 1998). E envolto por fibras musculares
finas dispostas em duas camadas. O epitélio ¢ formado por trés tipos celulares: as células
digestivas ou principais, as células regenerativas e as células endocrinas (Neves, 2002; Neves
et al, 2003; Cruz-Landim et al. 1996; Cruz-Landim e Mello, 1970).

As células digestivas sdo cilindricas, altas e apresentam microvilosidades em sua
por¢do apical; na regido basolateral observa-se inumeras pregas e invaginagdes. Essas células
sdo responsaveis pela produ¢do de enzimas digestivas e absor¢cdo dos produtos digeridos
(Terra, 1990). Apresentam algumas variacdes ao longo do comprimento do intestino médio,
dependendo do momento fisioldogico que se encontra ou das fungdes que exerce em
determinada regido (Billingsley & Lehane, 1996). O “tempo de vida” das células digestivas
dos Hymenoptera ¢ mais curto que o dos individuos que as possuem, havendo necessidade de
renovagdo celular ao longo da vida (Cruz-Landim & Moraes, 2000). A renovacao destas
células esta, em parte, sob controle genético, mas depende de uma rede complexa que inclui
fatores ambientais e fisioldgicos (Cruz-Landim et al., 1996).

Entre as células digestivas da maioria dos insetos encontram-se pequenas células
regenerativas que podem se apresentar isoladas, em pares ou formando pequenos
agrupamentos denominados ninhos celulares, que sdo fundamentais para a renovacao do

epitélio digestivo (Billingsley & Lehane, 1996). Esses conjuntos de células indiferenciadas se



ap6iam na lamina basal e suas superficies ndo alcangam a luz. O ntcleo volumoso apresenta
cromatina dispersa e nucléolo evidente, o citoplasma é pobre em organelas, com excegao de
mitocondrias, que embora numerosas, sdo pequenas € apresentam poucas cristas,
caracteristicas tipicas de células indiferenciadas. Apresentam também ribossomos livres e
polirribossomos, além extensos perfis de reticulo endoplasmatico rugoso e glicogénio (Neves
et al., 2003; Cruz-Landim, 1999). Essas células foram denominadas células-tronco (“‘stem
cells”) por Baldwin e Hakim (1991) em Manduca sexta.

As abelhas sdo insetos holometabolos, ou seja, sofrem uma metamorfose completa
durante o periodo de pupacao, quando a larva no ultimo instar sofre as alteragdes necessarias
para originar o inseto adulto. Nos holometabolos, durante a metamorfose, o trato
gastrointestinal ¢ completamente remodelado, muitas células novas sdo formadas, enquanto
outras morrem ¢ algumas apenas se modificam (Buszczak & Seagraves, 2000, Klapper,
2000). Estas modificagdes estdo ligadas a alteragdes na alimentagdo, a qual, em geral, ¢
diferente na larva e no adulto (Gama & Cruz-Landim, 1984).

As abelhas sociais apresentam castas bem definidas, as quais incluem a rainha,
responsavel pela deposi¢cao de ovos, operarias, que fazem a maior parte das tarefas da colonia,
e o zangdo, responsavel por fertilizar a rainha (Giannini & Bego, 1988; Michener, 2000). As
operarias possuem polietismo, o qual ¢ determinado por fatores fisiologicos, mas que se
adaptam as necessidades da colonia. As diferentes tarefas realizadas pelas operarias sdo
executadas em uma seqiiéncia especifica, variando de acordo com a idade ou seu estagio
fisiologico. Operarias jovens geralmente alimentam a cria e sdo chamadas nutridoras,
enquanto as mais velhas, que deixam o ninho para coleta de alimentos sdo as forrageiras
(Hebling et al., 1964).

Sabe-se que embora o tempo de desenvolvimento do ovo até imago ndo difira muito

entre as castas, a longevidade ¢ bastante desigual. Em operarias de varias espécies de abelhas



sem ferrdo, o tempo de vida ap6s a emersao estd em torno de 51 dias, enquanto em rainhas
pode chegar a 7 anos (Kerr et al., 1996).

Raes et al (1994) citam a ocorréncia de mitoses nos ninhos de células regenerativas
em exemplares adultos de Apis mellifera, embora ndo tenham demonstrado nenhuma figura
que atestassem esta ocorréncia. Por outro lado, Cruz-Landim e Moraes (2000) afirmam que,
embora seja comum a ocorréncia de mitoses em células regenerativas em exemplares adultos
de varios grupos de insetos, isto ndo ocorre nos Hymenoptera.

Sendo assim, espera-se que a longevidade dos individuos da ordem Hymenoptera
esteja diretamente relacionada com o numero de células regenerativas no momento da
emergéncia. Ou seja, ele seria definido durante a pupagdo (Cruz-Landim & Moraes, 2000).
Entretanto, mesmo durante a metamorfose o nimero de células observadas em mitose ndo
parece ser suficiente para explicar o grande incremento que ocorre no numero de ninhos
durante a fase final da metamorfose (Cruz, 2008; Neves, 2002). E possivel ainda que possa
haver diferencas no padrao de diferenciagdo das células regenerativas entre as castas, pois
figuras inequivocas de mitoses foram observadas recentemente em exemplares adultos de
rainhas de M. quadrifasciata anthidioides (Franga, 2006).

Contudo, sabe-se que através do método classico de contagem de figuras em mitose
em cortes rotineiros, ha uma tendéncia em se subestimar a verdadeira fragao proliferativa dos
tecidos em estudo, pois as células em divisdo ndo sdo identificadas nas fases G1, S e G2 e,
conseqiientemente, ndo podem ser consideradas (Amorim et al., 2001).

Dentre as técnicas utilizadas para se estimar o indice mitdtico de determinados
tecidos destacam-se o uso da autoradiografia de células marcadas com isétopos de timidina, o
uso de bromohidroxiuridina (BrdU) e a imunohistoquimica (Zudaire et al.,2004).

Ao contrario do observado nos ninhos celulares do intestino médio de Locusta sp.
(Zudaire et al., 2004), ndo foi possivel detectar positividade para PCNA e nem figuras de

mitose, facilmente observadas no intestino anterior de M. quadrifasciata anthidioides (Neves,



2002) e outros insetos (Moreira et al. 2008), nas células regenerativas de operarias de
Melipona quadrifasciata anthiodioides durante a metamorfose (Cruz, 2008; Neves, 2002;
Cruz-Landim et al. 1996). Além disso, estas técnicas ndo diferem os processos de
endoduplicagdo de mitose, o que parece ser possivel com o uso de anticorpos anti-histona H3
(Micchelli & Perrimon, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006).

Por outro lado, em algumas pupas de olhos pretos de M. quadrifasciata anthidioides
foi comum a observacdo de células que supostamente atravessavam a espessa membrana
basal. Se estas células forem células indiferenciadas que migram para o epitélio intestinal,
isso poderia explicar o aumento repentino de células digestivas e regenerativas que ao final
da metamorfose (Cruz, 2008).

Sendo assim, permanece uma incdgnita, a origem das células regenerativas do
intestino médio em adultos de Hymenoptera.

Embora existam estudos sobre as células digestivas e regenerativas do intestino
médio de M. quadrifasciata anthidioides, no presente trabalho associamos a histologia
classica com a técnica que consiste em observar o intestino médio em montagem total,

permitindo uma melhor analise das células digestivas, regenerativas e possiveis mitoses.



2. Objetivos

Determinar o numero e tamanho das células digestivas e regenerativas nas castas e sexos de
M. quadrifasciata anthidioides, para testar a hipotese que individuos longevos apresentam

menos nucleos de células regenerativas que aqueles com menor longevidade.



3. Material e Métodos

Sete operdrias nutridoras, sete forrageiras, quatro machos hapldides, cinco rainhas
virgens e trés rainhas fisiogastricas de M. quadrifasciata anthidioides foram obtidas a partir
de ninhos mantidos no apiario da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais,
Brasil.

O intestino médio dessas abelhas foi dissecado em solugdo salina para insetos (0,1 M
NaCl, 20 mM KH,PO4 e 20 mM Na,HPO,) e transferidos para formalina de Carson (Carson
et al., 1973) por 24 h em temperatura ambiente. Apds a fixagdo, fragmentos com exatamente 1
mm de espessura das regides anterior, média e posterior do intestino médio foram abertos e
corados com diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 30 minutos, lavados em agua destilada,
montados com sacarose e analisados em microscopio de epifluorescéncia. Outros fragmentos
foram desidratados em série graduada crescente de etanol, embebidos em historesina
(Historesin, Leica), seccionados com 3 pum de espessura, corados com azul-toluidina/bdrax e
analisados em microscopio de luz. Imagens com resolucao 2040x1536 pixel foram obtidas
com camera digital (Q-Color 3, Olympus) acoplada aos microscopios.

Seis imagens (area total = 0,414 mm®) foram selecionadas aleatoriamente obtidas
com objetiva de 40X de cada fragmento de cada uma das regides do intestino médio. As
células digestivas e regenerativas foram contadas e o didmetro dos seus ntcleos medidos com
auxilio do programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics). Os valores das medidas dos
nucleos refletem a média de vinte ntcleos de células digestivas e dez nucleos de células
regenerativas selecionados aleatoriamente em cada imagem.

As medidas de média, coeficiente de variancia e desvio-padrdao foram calculados

para descrever as caracteristicas das células digestivas e regenerativas das diferentes castas
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investigadas. A normalidade na distribui¢do dos dados foi verificada por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov. Baseado no resultado desse teste, a comparagdo intergrupos e
intragrupos dos valores médios das medidas foi realizada através do teste t- para as varidveis
com distribui¢do normal e Mann-Whitney quando constatada distribuicdo nido normal

(Armitage & Berry, 1994).



4. Resultados

O intestino médio de M. quadrifasciata anthidioides ¢ constituido por um epitélio
contendo células digestivas com borda estriada desenvolvida e células regenerativas
localizadas entre as células digestivas, isoladamente ou em grupos, em contato com a
membrana basal, sendo circundado por uma fina tinica muscular (Fig.1 A).

As células digestivas apresentam nucleos maiores e eqiiidistantes se comparados com
as células regenerativas. Seus nucleos sdo esféricos ou ovais, entretanto variagdes nesse
padrao sdo observadas (Fig.1 B).

Observaram-se diferencas no tamanho dos nticleos e o nimero de células digestivas e
regenerativas varia entre as diferentes regides do intestino médio de um mesmo individuo e
entre as castas. A regido posterior do intestino médio das operarias nutridoras possui menos
células digestivas do que as demais regides (P < 0,05). Por outro lado, nas operarias
forrageiras, na regido posterior, esse nimero ¢ mais elevado (P < 0,05), enquanto nas rainhas
e nos machos ndo ha diferencas significativas no niimero de células digestivas entre as
regioes.

Nos machos e nas operarias nutridoras nao houve diferenca no tamanho do ntcleo
das células digestivas entre as regides anterior e posterior, que possuem em média 120 um?.
Nessas regides eles sdo maiores do que os da regido média que tinham 77 um? (P < 0,05). Nas
rainhas virgens os maiores nucleos foram notados na regido posterior com 118 um? (P <
0,05), enquanto nas operarias forrageiras e rainhas fisiogéstricas ndo ocorreram diferengas no
tamanho dos nticleos das células digestivas entre as regides.

As células regenerativas estdo em menor nimero na regido anterior das operarias

nutridoras e na regido posterior dos machos, ambos contendo 10 células por ninho (P <



0,05).Nas rainhas fisiogastricas a regido posterior se diferenciou das demais regides por
possuir mais células regenerativas, 16 células por ninho (P < 0,05). Nas operarias forrageiras
e nas rainhas fisiogastricas o nimero de células regenerativas ndo variou entre as regioes.

O tamanho dos nucleos das células regenerativas variou entre as regides. Nas
operarias nutridoras e nos machos os maiores nucleos estavam na regido posterior com 34
pum? (P < 0,05); ao contrario, nas operdrias forrageiras, os maiores nucleos de células
regenerativas ocorreram na regido anterior, com 18 pm? (P < 0,05). Nas rainhas fisiogastricas
a regido média e posterior apresentaram nucleos de células regenerativas do mesmo tamanho
(23 um?) e esses eram maiores do que na regido anterior que possui 17 pm? (P < 0,05) . Nas
rainhas virgens ndo houve diferencas significativas nesse parametro entre as regides do
intestino médio.

Entre as castas, as células digestivas sdo mais numerosas nas regides anteriores e
médias das rainhas virgens 172 células por area (P < 0,05).. (Fig.2). Por outro lado, as rainhas
fisiogéstricas e os machos possuem os maiores nucleos de células digestivas quando
comparados com as demais castas, em média 173 um? (P < 0,05). Entre as operdrias, as
nutridoras possuem os maiores nucleos (110 um?), podendo ter mais que o dobro do tamanho
das forrageiras (40 pum?) (P < 0,05) (Fig.3).

As células regenerativas sao mais numerosas na regido posterior do intestino médio
das rainhas virgens, tendo 17 células por ninho (P < 0,05). Entretanto, quando se considera a
regido anterior, estas sao mais numerosas nos machos com 13 células (P < 0,05). Na regido
média ndo houve variagdo significativa no numero das células regenerativas entre as castas
(Fig.4).

As células regenerativas dos machos possuem os maiores nticleos dentre as castas em
todas as regioes, acompanhado pela operaria nutridora nas regides anteriores e posteriores. Na

regido posterior dos machos e das operdrias nutridoras foram observados os maiores nucleos
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de células regenerativas com 34 um?,enquanto nas operarias forrageiras foram os menores, 10
um? em média (P < 0,05) (Fig.5).

O numero de células regenerativas por ninhos varia de cinco a vinte células e nao foi
possivel estabelecer nenhum padrdo entre as castas. Foram observados ninhos compostos
exclusivamente por células com pequenos nucleos e outros com células contendo nucleos
maiores. Entretanto, na maioria dos ninhos, pode-se observar uma grande variagdo no
tamanho dos ntcleos (fig.6 A, B, C e D).

Foi evidenciada uma unica mitose na regido posterior de um fragmento obtido de
uma operdria nutridora (Fig.6 E). Nas rainhas fisiogastricas, foi encontrado um grande

numero de células regenerativas isoladas em todas as regides (Fig.6 F).
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5. Discussao

Embora existam estudos sobre as células regenerativas do intestino médio de M.
quadrifasciata anthidioides (Cruz et al., 2008; Franca et al., 2006; Martins et al., 2005; Neves
et al., 2002; Cruz-Landim et al. 1996), este trabalho se diferencia pelo fato de utilizar a
técnica que consiste em observar o intestino médio em montagem total, permitindo uma
melhor visualizagdo e quantificagdo das células digestivas, regenerativas e de possiveis
mitoses.

Histologicamente ndo foram notadas diferengas significativas no intestino médio de
M. quadrifasciata anthidioides entre as castas, como descrito por Cruz et al (2008). A parede
desse oOrgdo ¢ constituida por células digestivas, de aspecto colunar com borda estriada
desenvolvida. Entre elas podem ser reconhecidos na regido basal, os ninhos de células
regenerativas. As fibras musculares dispostas em duas camadas, uma interna circular e outra
externa longitudinal circundam o intestino médio (Cruz-Landim, 1985; Neves, 2002).

Diferengas regionais foram notadas no epitélio do intestino médio de abelhas (Cruz-
Landim et al., 1996) e de outras espécies (Nardi et al., 2002; Pinheiro et al., 2006). As
variagdes no tamanho e na quantidade de células digestivas e regenerativas entre as regides do
intestino médio de um mesmo individuo e entre as castas demonstram possiveis diferencas
fisiologicas entre segmentos deste 6rgao no processo digestivo Essas particularidades entre as
regides do intestino médio sdo evidenciadas também no desenvolvimento larval de Aedes
aegypti e Culex pipiens , onde o crescimento da regido anterior do intestino médio ocorre pelo
aumento do tamanho das células, enquanto na regido posterior ocorre aumento no nimero de

células (Ray et al., 2009).
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Em Locusta migratoria (Orthoptera) as variagdes no tamanho dos nucleos das células
digestivas e regenerativas do intestino médio foram relacionadas com um processo de
diferenciag¢do das células digestivas. Foi notado que as células amplificam seu contetido de
DNA enquanto se afastam dos ninhos de células regenerativas e se diferenciam. Essa
amplificacao diferencial do DNA estd relacionada com a necessidade de um aumento na
sintese de proteinas especificas para a digestdo. Esse processo ocorre através de ciclos de
endopoliploidia ou politenia, envolvendo os genes necessarios para adaptacdo das células
digestivas a determinada dieta (Zudaire et al., 2004). O modo como determinado tipo de dieta
ativa o processo de endopoliploidia ou politenia permanece por ser elucidado. Contudo,
nossos resultados sugerem que o tipo de alimentacdo ¢ um fator importante na poliploidia,
pois os maiores nucleos foram encontrados nas operarias nutridoras que se alimentam de
polen, enquanto as operarias forrageiras que possuem uma dieta geralmente de néctar
possuem nucleos menores, mesmo sendo mais velhas (Kerr et al., 1996). Além da
alimentacdo, essas diferencas morfologicas das operarias podem ter influencias do hormonio
juvenil, que atua sobre o processo de poliploidia (Dittman et al., 1989) e estd em grande
quantidade nas operarias forageiras (Jassim et al., 2000).

Deve ser considerada ainda a possibilidade de que o aumento do volume nuclear das
células digestivas esteja relacionado com a reproduc¢do, uma vez que os maiores nucleos
destas células foram encontrados nas rainhas fisiogéstricas e machos. As necessidades
energéticas da reproducdo podem determinar o aumento do volume celular e a ocorréncia de
uma maior producdo de substincias especificas que auxiliem na digestdo e absor¢do de
determinados nutrientes que serdo utilizados na formac¢do e/ou manuten¢do dos gametas.

Entre as castas o hormonio juvenil ¢ elevado nas rainhas (Barchuk et al., 2002), o
qual pode estar envolvido nas mudancas morfologicas e fisiologicas das rainhas fisiogastricas,
como visto em células digestivas de fémeas de Aedes aegypti, que produzem certas isoformas

de tripsina exclusivamente durante a ovogénese (Nation, 2002). Embora os machos sejam
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individuos haploides, o tamanho dos nucleos ndo se diferenciou das rainhas fisiogastricas,
demonstrando uma possivel compensacdo através do processo de poliploidia, igualando a
quantidade de DNA.As varia¢des das células digestivas observadas ao longo do intestino
médio de todas as castas refletem a necessidade de adaptagdes fisiologicas e morfologicas,
para que ocorra o processo digestivo. Essas variagcdes foram evidenciadas no intestino médio
de larvas Diatraea saccharalis (Lepidoptera) e em Scaptotrigona bipunctata (Himenodptera),
onde foi demonstrado que a regido anterior e posterior ¢ distinta, e a regido média apresenta
valores intermedidrios (Pinheiro et al., 2003; Shumaker et al., 1993).

Acredita-se que os Hymenopteros tenham uma circulacdo endo-ectoperitrofica, onde
a regido posterior seria responsavel pela producdo de substancias especificas para digestdo,
enquanto na regido anterior ocorreria a absor¢ao. Esse processo foi postulado em abelhas para
explicar a digestao e absor¢do de polen (Terra, 1990; Shumaker et al., 1993).

As diferengas encontradas entre as células digestivas das rainhas refor¢am a idéia de
que a amplificacdo do genoma em muitos invertebrados ocorre simultaneamente com seu
continuo desenvolvimento (Gregory, 2005). Entretanto esse argumento ndo pode ser aplicado
para operarias, onde as observagdes parecem demonstrar que a qualidade da dieta ¢ um fator
mais importante do que a idade para regular a diferenciagao das células digestivas.

Variagdes no processo de amplificagdio do DNA em determinadas regides sdo
observadas em outros tecidos do inseto como nas glandulas salivares e no corpo gorduroso
(Butterworth & Rasch, 1986), sempre visando a criagdo de um sistema que favoreca a
intensificagdo da sintese protéica (Rash and Connelly, 2005).

Dentro de um determinado ninho, as células regenerativas menos diferenciadas sdo
aquelas que possuem os menores nucleos (Ohlstein & Spradling, 2006). Os ninhos de células
regenerativas em Melipona quadrifasciata anthidioides sdo compostos de células
regenerativas em momentos diferentes do processo de diferenciacdo. A preseng¢a de ninhos

constituidos apenas por células com nucleos pequenos, outros com células contendo nucleos
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maiores € mesmo com o0s dois tipos de nucleos na mesma regido de um mesmo individuo,
indicam que o padrdo de desenvolvimento dos ninhos ¢ diferente mesmo que eles estejam
muito proximos.

Sabe-se que as operdrias nutridoras e as rainhas virgens sdo mais jovens do que as
operarias forrageiras e as rainhas fisiogastricas, respectivamente (Kerr, 1996). Como as
rainhas virgens, no geral, apresentavam nucleos de células regenerativas menores do que as
rainhas fisiogéstricas e entre as operarias, estes foram maiores nas nutridoras, podemos
concluir que a idade ndo foi o unico fator para influenciar este parametro. Esses resultados
sugeriram que o tipo de alimento e as condi¢des fisioldgicas dos individuos sdo os fatores
determinantes para essas variagcdes no processo de desenvolvimento das células regenerativas.

Quando comparadas operarias nutridoras versus campeiras, ou rainhas virgens versus
fisogastricas, os individuos mais jovens apresentavam maior quantidade de células por ninho
apenas em determinada regido. Estudos anteriores comparando o tamanho dos ninhos de
células regenerativas do intestino médio de Melipona quadrifasciata anthidioides destacaram
que os maiores ninhos encontravam-se na regido posterior do intestino médio das rainhas
(Franga et. al., 2006); o mesmo resultado foi obtido quando se comparou o tamanho dos
ninhos entre operarias de Apis mellifera (Raes et al. 1994). Esses resultados estdo de acordo,
com Cruz-Landim et al. (1996) que sustentam que o numero de células regenerativas
diminuem a medida que as operarias se tornam mais velhas. Contudo deve ser destacado que
os trabalhos citados foram feitos com medidas de secc¢des histologicas e que consideraram
apenas o diametro dos ninhos, ndo levando em consideragdo o nimero e o tamanho das
células que eles continham.

Nosso estudo indica que o nimero de células regenerativas por ninho entre as regides
do intestino médio e mesmo entre as castas variou muito pouco e esta diferenca foi pequena,

mesmo quando se comparou rainhas virgens e fisiogastricas com mais de trés anos de vida.
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Apesar de ter havido uma diferenca significativa no namero de células regenerativas
da regido média do intestino médio da operaria nutridora, isto ndo ocorreu nas outras regioes,
indicando que deve haver a renovacdo de células regenerativas também nos ninhos das
operarias forrageiras, ja que esses sdo constituidos por células que possuem nuicleos menores
e, portanto, mais “jovens” (Zudaire et al., 2004).

Células com volume nuclear semelhante ao das células regenerativas foram
freqlientemente observadas fora dos ninhos, principalmente na regido posterior do intestino
médio das rainhas fisiogastricas. Apesar da semelhanga com as células regenerativas nao
podemos afirmar se sdo células regenerativas isoladas ou se sdo células enteroenddcrinas, que
também sdo originadas das células regenerativas e possuem tamanho semelhante (Illa-
Bochaca & Montuenga, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006). Células enteroenddcrinas foram
observadas em grande quantidade na regido posterior do intestino médio de Melipona
quadrifasciata anthidioides (Neves et al.,2002).

A observacdo de apenas uma figura de mitose, dentre todos os exemplares analisados
0 que permite concluir que o mecanismo de renovagao das células do epitélio digestivo possa
prescindir desse processo, confirmando observagdes anteriores (Cruz et al., 2008; Neves et
al., 2003; Cruz-Landim et al., 1996). Figuras de mitose foram facilmente observadas em
Nasutitermes rotundatus (Isoptera) (Moreira et al, 2008) e esse processo poderia ser
visualizado também, caso ocorresse em M. quadrifasciata anthidioides.

Entretanto em Drosophila melanogaster figuras de mitoses sdo raramente
observadas, mas a marca¢do de proteinas relacionadas com processos mitdticos, como
anticorpo anti-fosfo-histona H3, sugerem a ocorréncia de divisdo nas células regenerativas
(Micchelli & Perrimon, 2006) e que o numero de mitoses nesses individuos sdo baixos sendo
aproximadamente 3 mitoses por dia em todo intestino (Jiang et al, 2009). O ntimero de
mitoses nao seria o suficiente para renovar todo intestino médio, mas talvez seja o necessario

para manter os ninhos de células regenerativas.
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Os mecanismos que regem a manutencao e renovagao das células regenerativas no
intestino médio de Hymenoptera permanecem pouco conhecidos. O presente estudo sugere
que as células regenerativas de M. quadrifasciata anthidioides podem ser células-tronco,
mesmo tendo sido evidenciado pouca mitose, € que ndo existe uma relacdo direta entre o

numero de células regenerativas e a longevidade dos individuos.
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Fig.1. Intestino médio de operaria nutridora de M. quadrifasciata anthidioides.(A) Secg¢do

transversal da regido anterior, dc - células digestivas, rc - células regenerativas, mc — musculo,
L — limen. (B) Regido posterior de operaria nutridora em montagem total evidenciando
ninhos de células regenerativas (rn), ntcleos de células digestivas (dc) com variagdes

morfologicas (ponta de seta). Barra = 15 pum.
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Fig.2. Médias do numero de células digestivas entre as castas de M. quadrifasciata

anthidioides. RV — Rainha virgem; RF — Rainha fisiogastrica; ON — Operaria nutridora; OF —

Operaria forrageira; M — Macho.

26




250,0 -

200,0 -

150,0 - mRV
M RF
u ON

100,0 -
mOF
mM

50,0 -

0.0 - 2
ANTERIOR MEDIA POSTERIOR

Fig.3. Médias das areas (},tmz) dos nucleos de células digestivas entre as castas de M.
quadrifasciata anthidioides. RV — Rainha virgem; RF — Rainha fisiogastrica; ON — Operaria

nutridora; OF — Operaria forrageira; M — Macho.
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Fig.4. Médias do numero de células regenerativas entre as castas de M. quadrifasciata
anthidioides. RV — Rainha virgem; RF — Rainha fisiogastrica; ON — Operaria nutridora; OF —

Operéria forrageira; M — Macho.
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Fig.5. Médias das areas (um?) dos nicleos de células digestivas entre as castas de M.
quadrifasciata anthidioides. RV — Rainha virgem; RF — Rainha fisiogastrica; ON — Operaria

nutridora; OF — Operaria forrageira; M — Macho.
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Fig.6. Fotomicrografias de fluorescéncia do intestino médio de M. quadrifasciata
anthidioides.(A) Regido média do macho haploide evidenciando um ninho com mais de vinte
células regenerativas (rn). (B) Ninhos celulares da regido anterior de operaria nutridora, com
nucleos maiores € em menor quantidade (rn). (C) Regido posterior do macho haploide,
mostrando nucleo de células digestivas (dc), ninho com poucas células e nucleos
desenvolvidos (rn) e ninho constituido de nicleos muito pequenos (ponta de seta). (D) Regiao
média da rainha virgem, evidenciando nucleo de células digestivas (cd), ninhos com nucleos
de células regenerativas desenvolvidos (rn) e um grande ninho com pequenos nucleos (ponta
de seta). (E) Mitoses (ponta de seta) encontradas na regido posterior da operaria nutridora. (F)
Células regenerativas isoladas (ponta de seta), encontradas na regido posterior da rainha

fisiogéstrica. Escala das barras 10 um.
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7. Conclusdes Gerais

- A andlise com montagem total do intestino médio evidenciou diferencas significativas entre
as regides do intestino médio de Melipona quadrifasciata anthidioides em relagdo as células

digestivas e regenerativas.

- Os maiores nticleos das células digestivas sao encontrados nas rainhas fisiogastricas, machos
e operarias nutridoras, demonstrando que o processo de amplificagdo do genoma em
Melipona quadrifasciata anthidioides varia de acordo com as condigdes fisiologicas ou tipo

de dieta do individuo.

- Ocorreram poucas diferengas com relagcdo a quantidade de células regenerativas por ninhos
entre os individuos, indiferente da casta ou idade. Este estudo sugere que exista uma
renovacgdo de células regenerativas nos ninhos, pois o numero de células nao sofreu grandes

variagdes coma idade, mesmo analisando rainhas fisiogastricas com mais de trés anos de vida.

- No geral, os maiores nucleos de células regenerativas foram encontrados nas rainhas
fisiogastricas, machos e operarias nutridoras. Esse resultado mostra que o processo de
diferenciag¢do das células regenerativas pode ter uma correlacdo com a atividade das células

digestivas.

- A visualizacdo de apenas uma imagem de mitose, sugeriu que o mecanismo de manutengao
e renovagdo das células regenerativas no intestino médio deve prescindir desse processo, €
que ndo existe uma relagdo direta entre o nimero de células regenerativas e a longevidade das

abelhas M. gadrifasciata anthidioides.
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