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RESUMO

MARTINS, Gustavo Ferrera M. S, Universdade Federd de Vigosa. Fevereiro de 2004.
Metamorfose no ventriculo de abelha: reconstrucdo por mitose ou diferenciacdo celular?
Orientador: Jose Eduardo Serréo. Consdheiros. Clovis Andrade Neves e. Lucio Antonio Oliveira
Campos.

O tubo digestivo dos insetos pode sar dividido em intestino anterior, intestino médio ou
ventriculo e intestino posterior, sendo o ventriculo de origem endodérmica e os intestinos anterior e
posterior de origem ectodérmica. No ventriculo ocorre a secrecdo de enzimas digestivas e a absorcéo
dos nutrientes. Os principais tipos celulares encontrados no ventriculo sfo as céulas digestivas, que
secretam enzimas e absorvem nutrientes e as cdulas regenerativas, que se diferenciam e originam os
demais tipos cdulares do epitélio do ventriculo. Durante a metamorfose das abelhas, o epitdio do
ventriculo é subdtituido, e esta subdtituicdo ocorre as custas da diferenciacdo das células regenerdivas
larvais. O presente trabaho busca investigar as modificagbes ocorridas no epitdlio do ventriculo da
abelha Melipona quadrifasciata anthidioides durante o desenvolvimento pds-embrion&io e e exise
proliferacd0 das cdulas regenerativas durante a metamorfose do ventriculo, utilizando-se técnicas
anatdmicas, de imunofluorescéncia e imunoperoxidase com anticorpo anti BrdU. Foram andisadas
lavas de diferentes idades, pré-pupas, pupas de operarias em diferentes fases de desenvolvimento:
pupas de olhos brancos, olhos marrons, olhos pretos e operérias adultas. Os resultados revelaram que
na larva ocorre proliferacéo de células regenerativas, o que pode ser comprovado pela observacdo de
metéfases, culminando com o aumento do nimero de céulas regeneratives por ninho. Com o
envehecimento da larva 0 nUmero e o tamanho dos ninhos de cdulas regenerdivas aumentam. A
subdtituicio do epitdlio larva peo epitélio do adulto ocorre a partir do segundo dia gpos o inicio da
defecacdo. Neste periodo os ninhos de cdulas regenerativas eté em contato, formando uma espécie
de rede, lembrando um sincicio pelo fato de ndo ter sdo observado o limite cdular. Concomintante a
degeneracdo das cdulas digestivas larvais ocorre a diferenciacdo das células regenerativas, formando
as cdulas digestivas do adulto. Clulas regenerativas BrdU positivas so observadas somente na fase
de pré-pupa, 12 h apds a injecéo de BrdU, indicando que é durante esta fase que a populacéo de
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cdulas regenerativas aumenta. Pode-se entender a proliferacdo das células regenerativas como um
processo  compensatorio, que repde as cdulas regenerativas que se diferenciam durante a
metamorfose do ventriculo. Parece que a exigéncia de proliferacdo de cdulas regenerativas culmina
no aumento da populacdo de céulas regenerativas e ndo na formacdo de novas células digestivas. A
hiptese de que cdulas digestivas dos adultos se originam através da proliferacdo e posterior
diferenciacd0 das células regenerativas durante a metamorfose do ventriculo de M. quadrifasciata
anthidioides pode ser rejeitada porque a proliferacdo das células regenerativas durante a pupacdo ndo
seria suficiente para restabelecer os ninhos de cdlulas regenerativas e a0 mesmo tempo formar novas
céulas digestivas e pelo fato de que a populacéo de células regenerdivas existente durante 0 processo
de defecacéo parece ser suficiente para promover a renovacéo do epitdlio do ventriculo durante a

metamorfose,

Vii



ABSTRACT

MARTINS, Gustavo Ferreira M. S. Universdade Federal de Vicosa February de 2004. Bee midgut
metamor phosis: recongtruction from mitosis or cell differentiation? Adviser: Jose Eduardo
Serrdo. Committee members. Clovis Andrade Neves and Lucio Antonio Oliveira Campos.

The digedtive tract of insects can be divided into foregut, midgut and hindgut. Fore and hindgut
have an ectodermic origin, while midgut is endodermic. Midgut is responsble for the enzyme
secretion and nutrient absorption. The midgut epitheium is formed basicdly by the digedive cdls,
responsble for the enzyme secretion and nutrient absorption and for the smal regenerative cdls that
ae placed in nests scattered among the digestive cdls. During midgut metamorphoss, the epitheium
is subgtituted to attend adult's nutritional needs, and this subdtitution occurs due to larva regeneraive
cdls differentiation. The present work focused on the midgut epithelid modifications during the post-
embryonic development of the gtingless bee Melipona quadrifasciata anthidioides. The presence of
regenerative cels proliferation during midgut metamorphoss was dso investigated, usng anatomica
and imunofluorescence techniques with antibody againg BrdU. Were anadyzed specimens a the
folowing devdopmenta dage larvae of different ages, prepupae, White eyed, brown eyed and black
eyed pupae and adult workers. Regenerdive cel proliferation is easly detected during larval period
by the presence of metgphase, which results in the regenerative cell number incressing. During larva
aging the number and the Sze of the nests of regenerative cdls aso increases. Lavd epithdium
degeneration dtarts in the second day after defecation process had initiated. In this period the nests of
regenerative cdls ae in contact and cdl limit were not visudized, resembling a snccum. The
degeneration of the lavd digedive cdls and the regenerdive cdls differentiation into adult's
digestive cdlls occurs at the same time. The BrdU postive regenerdive cdls are only observed in the
prepupae period, 12 h after BrdU injection indicating that regenerative cdl population increase during
this period. Regenerative cdl proliferation can be understood as a compensatory process, responsble
for the regenerative cdl replacing tha ae consumed during midgut epithdid renewing during
metamorphosis. It probably assures the maintenance of the adult midgut epitheium. It seems that the

regenerdive cdl proliferation culminates in the increase of the regenerative cells populaion and not
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in the formation of new digedive cdls because the proliferation of regenerative cels would not be
enough to reestablish the nests of regenerative cdls and a the same time form new adult digestive
cdls In this sense the hypothess that digestive adult cdlls are originated through the regenerative cdl
proliferation and poderior differentiation during M. quadrifasciata anthidioides midgut

metamorphosis can be regjected.



1. INTRODUCAO

O tubo digedtivo dos insetos esta dividido em trés regides. o intestino anterior, ou estomodeu,
de origem ectodérmica, o intestino médio, ou ventriculo que é de origem endodérmica, e o intestino
posterior, ou proctodeu, de origem ectodérmica (Chapman, 1998).

O integtino anterior ou etomodeu é revestido por epitélio smples recoberto por cuticula e se
forma a partir da invaginagdo da porcdo anterior do embrido. Nesta regido em gerd, ndo ocorre
absorcdo de nutrientes e nem secregdo, sendo a cuticula relativamente espessa e podendo apresentar
projecbes em forma de espinhos ou dentes. O intestino anterior pode ser subdividido em faringe,
exbfago, papo e proventriculo. A funcdo da faringe € paticipar da ingesté do dimento,
encaminhando-0 aravés de movimentos da musculatura externa, que € bastante desenvolvida nesta
regido. O esdfago possui forma tubular e conecta a faringe a0 papo, sendo bem definido nos insetos
holometébolos e pouco desenvolvido nos hemimetdbolos. Nos holometdbolos 0 esbfago se estende da
regido dos muscuos do voo aé o abdome. O papo quando vazio possui uma grande quantidade de
dobras internas que permitem sua digensdo quando esta armazenando o adimento (Dow, 1986;
Chapman, 1998). O papo dos insetos sociais possibilita a trofdaxia, pois, € nele que fica armazenado
o dimento trocado entre os individuos da col6nia e nas aehas serve para o transporte de néctar da
flor para a colonia (Cruz-Landim, 1985). O proventriculo varia quanto a forma e funciona como uma
vévula no inicio do intesino médio, e sua cuticula pode apresentar expansdes em forma de dentes ou
péos que muitas vezes auxiliam na trituracdo e separacdo do dimento, sendo a tdnica muscular bem
desenvolvida nesta regido (Dow, 1986; Chapman, 1998). O proventriculo projeta-se para o interior do
intestino médio formando dobras que condtituem a vavula cardiaca, a qua tem por funcdo impedir o
retorno do alimento para o intestino anterior.

O intestino pogerior é diferenciado em ileo ou intestino fino e reto e se origina a partir da
invaginacdo da porcdo pogderior do embrido. O ileo gerdmente € fino e quando possui a parte
posterior diferenciada, esta € denominada cdlon. O reto € uma expansdo do intestino posterior, dotado

de dilatacbes denominadas papilas ou glandulas retais, com cdulas mais dtas, cuja cuticula é mas
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fina e pouco extlerotizada. Acreditarse que em aguns insetos as papilas retais absorvem &gua e ions
das fezes (Cruz-Landim, 1985; Terra, 1991; Chapman, 1998).

O intestino médio ou ventriculo ou meséntero, apesar de ser morfologicamente smples é
funciondmente complexo. Entre suas fungbes podemos citar a digestéo e absorcdo de nutrientes,
sendo este 6rgdo o sitio primario de producdo e secrecéo de enzimas digestivas (Cruz-Landim, 1985;
Dow, 1986; Chapman, 1998).

Na maioria dos insetos, 0 epitdlio do ventriculo apresenta uma cobertura chamada matriz ou
membrana peritréfica, que varia de espessura dependendo da fase do inseto. Esta edtrutura €
composta de proteinas, glicoproteinas e microfibrilas de quiting, mergulhados numa meatriz de
proteoglicanas. Ela evita o contato do aimento com o epitdio ventricular, protegendo-o de agentes
patogénicos, toxinas e abrasio, a0 mesmo tempo posshilitando a absor¢do dos nutrientes. A matriz
peritréfica divide fiScamente o IUmen do ventriculo em espaco endoperitréfico (onde se inicia a
digestdo) e ectoperitréfico (onde a digestéo € finadizada) regulando a passagem de moléculas entre
estes diferentes compartimentos (Lehane, 1997).

O epitdio do ventriculo, como no restante do trato digestivo esta formado por uma camada
Unica de cdulas. Trés tipos principas de céulas ocorrem no ventriculo: as cdulas enddcrines,
digedtivas e regenerdtivas.

As células enddcrinas ocorrem isoladamente, espahadas entre as cdulas digestivas. Apesar de
terem sSdo pouco estudadas, supostamente estdo envolvidas na producdo de fatores enddgenos,
refletindo a funcdo do ventriculo também como 6rgdo enddcrino dos insetos (Chapman, 1998; Neves
et al. 2002). Serrdo & Cruz-Landim (1996a) estudaram ultraestruturdmente as cdlulas enddcrinas em
espécies de Trigona (Apidae) e observaram que o &ice destas células ndo acancava o |Umen
intestind e que na porcéo basal destas cdulas havia uma concentracdo de granulos de secregéo,
sugerindo que a secregdo € direcionada para a hemolinfa. Neves et al. (2004) observaram ago
parecido em Melipona quadrifasciata anthidioides, onde na base destas cdlulas também se
concentravam vesiculas secretoras, embora tenham observado também a presenca de cdlulas em

contato com a luz do ventriculo.



As células digedtivas atuam na secrecdo de enzimas digestivas e na absorcdo de nutrientes.
Ocorrem em maor abundancia e recebem diferentes denominacbes dém de céulas digettivas
cdulas principais, colunares e enterécitos. Cada céula desta possui milhares de microvilosidades que
aumentam a &ea de absorcdo, e que por sua vez estéo revestidas por glicocdix. Quando as cdlulas
digetivas edd0 dntetizando enzimas, gpresentam grande quantidade de reticulo endoplasmético
rugoso e complexo de Golgi (Chapman, 1998).

E indiscutive o papel das microvilosdades no aumento da &ea de absorcio das céulas
digestivas. Em adultos de agumas espécies de abelhas a &rea de absor¢do pode aumentar 200 vezes e
nes larvas ela pode aumentar até 90 vezes, maximizando 0 processo de absor¢éo de nutrientes (Serréo
& Cruz-Landim, 1995; Serréo 1996; Cruz-Landim et al., 1997; Serrdo & Cruz-Landim, 2000).

Nos himendpteros a cdula digestiva pode ser dividida em trés regifes. a regido basd, que
goresenta inlmeras invaginacbes da membrana plasmética associadas as mitocondrias, a regido apica
que contém granulos de secrecdo, reticulo endoplasmético granular, lisossomos, vesiculas de
micropinocitose e aclmulo de microfilamentos em razéo das microvilosdades, e a regido mediana
onde selocalizao nucleo (Davies & King, 1977; Serréo, 1996; Serrdo & Cruz-Landim, 1996h).

Além do ventriculo participar da digestdo e absorcdo de nutrientes nos insetos, a funcéo de
0rgéo excretor tém sido sugerida por vario autores como Waku & Sumimoto (1974), Nijhout (1975),
Serréo & Cruz-Landim (1996b) e Cruz-Landim & Serrdo (1997), que observaram acimulo e extrusio
de concregbes minerais e esferocristais na regido apicd das cdulas digestivas. O ventriculo também é
consderado um oOrgéo imunocompetente pelo fato de participar da defesa contra patdgenos através da
producio de substdncias antimicrobianas (Hoffman, 1997; Vizioli et al., 2001). Portanto, as células
digestivas et em intensa aividade metabdlica, sga secretando enzimas, absorvendo nutrientes,
secretando a matriz peritrofica, trangportando os nutrientes para a hemolinfa €lou  armazenando
metabdlitos como enzimas e peptideos antrimicrobianos. 1sso promove um intenso desgaste detas
células que precisam ser subdtituidas com freqiéncia

A renovagdo das céulas digedtivas ocorre durante todo o desenvolvimento pds-embrionéio

dos insetos através da diferenciacdo das cdlulas regenerativas, que nos lepidopteros séo comumente
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chamadas cdlulas-tronco &tem cells) (Hakim et d, 1988; Bddwin & Hakim, 1991a Baddwin et al.,
1993; Loeb et al., 1999). Egtas ocorrem em grupos ou ninhos celulares que algumas vezes S0
encontrados em criptas intetinais como em dguns coleopteros. A diferenciacéo das céulas
regenerdivas foi investigada em aguns himendpteros (Oertdl, 1930; Raes et al., 1994; Cruz-Landim
et al.,, 1996, Cruz-Landim, 1999), térmitas (Cruz-Landim & Costa-Leonardo, 1996), hemipteros
(Werner et al., 1991) e lepiddpteros (Hakim et d, 1988; Badwin & Hakim, 1991a; Bddwin et al.,
1993; Loeb et al., 1999).

As cdulas regenerativas do ventriculo dos insetos, gerdmente, contém pouco citoplasma e o
nicleo possui  cromatina condensada.  No  citoplasma  exisem poucos  ribossomos,  reticulo
endoplasmético, dementos do complexo de Golgi e mitocdndrias, refletindo uma baixa taxa de
sintese protéica nestas cdulas (Hecker et al., 1971; Cruz-Landim, 1985; Cruz-Landim et al., 1996;
Cruz-Landim, 1999). Quando as células regeneraivas se diferenciam em cdulas digedtivas, das s
adongam em direcdo a luz intestind, adquirem microvilosdades, seguido do aumento nos volumes do
nicleo e citoplasma (Werner et al., 1991; Cruz-Landim et al., 1996; Neves et al., 2003).

As abehas sfo insstos holometédbolos e como ta passam por uma complexa mudanca na
organizacdo corpdrea durante o desenvolvimento pds-embrion&io que é caracterizado pela fase larve
e imagind, separadas por uma fase de pupa. A larva difere do imago, principdmente pela auséncia de
apéndices externos, de olhos compostos e de sistema reprodutor desenvolvido. Na pupa o corpo
apresenta-se dividido em cabega, térax e abdome e os apéndices como pernas, asas e antenas tornam-
e evidentes. Nos insatos holometdbolos, um mesmo individuo apresenta diferentes formas e habitos
dimentares, e ocupam habitats distintos em diferentes fases da vida, 0 que certamente reduz a
competicdo intraespecifica. Por isso, acredita-se que a holometabolia permitiu uma grande irradiacéo
destes insetos (Horn, 1978).

As mudancas morfoldgicas durante a metamorfose compreendem a histdlise, onde os tecidos
S30 dedtruidos e reutilizados durante a histogénese para o desenvolvimento dos Orgédos adultos. Este
processo ocorre durante 0 estégio que compreende a pupa, onde geramente o inseto ndo se dimenta e

nem se locomove (Borror, 1992).



A remoddagem de tecidos requer proliferacdo, morte e movimentagdo celular. Depois de
remodelado, a forma find do novo tecido dependera do nimero de células deixadas no locd e das
variagdes na sua proliferacéo e morte. A ocorréncia da morte ceular nas mudancas metamorficas
varia largamente em diferentes insetos e em diferentes tecidos. Ela pode envolver um pequeno guste
na quantidade de células até quase a destruicdo total do organismo larva para a subgtituicdo por
células que funcionardo no adulto (Locke, 1985).

Durate a metamorfose 0 epitdio do intestino médio € hisolisado e a sua reorganizacdo
ocorre pela diferenciacdo das cdlulas regenerdtivas, para atender as exigéncias nutricionais dos
insetos holometdbol os, que sfo diferentes entre alarva e o adulto.

Os paragrafos subseqlientes descrevem 0s  principals eventos que ocorrem durante a
metamorfose do sstema digestivo de M. quadrifasciata anthidioides, que foram descritos por Cruz-
Landm & Mélo (1970) e mas recentemente por Neves (2002). As observagbes sdo muito
semelhantes as descritas para Apis mellifera por Oertel (1930), Snodgrass (1956) e Cavalcante
(1998).

Nas larvas de abelhas 0 sistema digestivo é adongado e arredondado, ocupando quase toda
cavidade abdomind, podendo ser dividido em intestino anterior (subdividido em faringe, edfago e
proventriculo, embora este Ultimo estgja representado agpenas pda vavula cardiaca), ventriculo e
intestino posterior, onde o ileo e o reto estdo pouco definidos, pois a passagem do ventriculo para o
intestino posterior, geradmente, permanece fechada aé o find da fase larvd. A medida que a lava se
dimenta, 0 volume do ventriculo aumenta No find da vida larva, o ventriculo ocupa em torno de
dois tercos do volume do corpo dalarva.

As céulas regenerativas sB0 muito pequenas e inconspicuas no periodo larval. JA as clulas
digestivas variam no aspecto. Em larvas recémeclodidas, das formam um epitdlio cilindrico ou
clbico. A medida que a larva se dimenta, granulos e vactiolos aparecem no &pice das cdulas, com a
producéo de borbulhas na borda apical, sendo este padréo mantido ao longo davidalarval.

Na pré-pupa o ventriculo torna-se fino e dongado devido ao processo de defecacdo. Na pupa

de olhos brancos, o ventriculo adquire um formato de garrafa e o didmetro aumenta. Na pupa de olhos
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rosas, o didmetro torna-se mais uniforme e o gpice das cdulas sfo descartados para o IUmen. Na pupa
de olhos pretos, o ventriculo apresenta andlacbes em decorréncia do desenvolvimento da tdnica
muscular e o epitdio adquire caracterigticas do adulto.

Durante a metamorfose do ventriculo ndo se observa divisdo das células regenerativas, néo
sendo possivel interpretar 0 papel destas durante a metamorfose, porque apesar de estarem mais
nuUMerosas na pré-pupa, Ndo se congtatou divisio celular ou estas foram raramente observadas.

O integtino anterior ndo sofre uma rea metamorfose no sentido de degeneracéo. Ele 6 =
diferencia e se reorganiza durante a pupacdn. Na pupa o intestino anterior adonga-se e ocorre a
formagdo do papo e o proventricdo. O desenvolvimento do intestino anterior se da por mitose
seguida de diferenciac@o cdlular.

No inicio da pupacdo, a maior pate do Sstema digestivo esta na regido correspondente ao
torax. A medida que a metamorfose procede nas abelhas, 0 Sstema digestivo desloca-se para a regizo
correspondente ao abdome. No find da pigmentacdo dos olhos, o ventriculo, proventriculo e o papo
jaselocalizam no abdome.

O tubo digestivo das abelhas adultas gpresenta um intestino anterior condtituido por varios
compartimentos. faringe, estfago, papo e proventriculo; o ventriculo ndo gpresenta subdivisdes nem
Cecos gastricos, mas é bagtante longo; o intestino posterior € subdividido em intestino fino e reto.

Os tdbulos de Mapighi larvais ocorrem em nimero de oito, sfo longos acangcando a regido
entre o intestino anterior e médio. Nesta fase eles acumulam excretas e se tornam dilatados. Durante a
metamorfose des se esvaziam, diminando excretas juntamente com o contetido do ventriculo. Na
pré-pupa os tlbulos de Madpighi larvais e adulto coexistem e a degeneracdo dos tubulos larvais se
completa. Na pupacdo os tibulos de Mapighi aumentam de tamanho por mitose na regido de contato
com o intestino posterior (Cruz-Landim & Méelo, 1970). O intestino posterior durante a fase larval
tem por funcdo gpenas a eiminacdo dos produtos de excrecdo provenientes dos tubulos de Mdpighi
(Gama & Cruz-Landim, 1984).

Durante a fase larvd, as abelhas gpresentam a comunicacdo entre 0 ventriculo e o intestino

posterior obstruida. 1sso mantém o dimento aprisonado, facilitando uma boa absor¢do de nutrientes e
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impedindo a contaminagdo do dimento presente no ambiente larval com fezes, uma vez que a larva
desenvolve-se no interior de um avéolo. A passagem do ventriculo para o intestino posterior s é
aberta ao find do periodo larval, o ventriculo € esvaziado e seu epitdlio reorganizado para funcionar
no adulto. Com a diminacdo da matriz peritrofica e dos residuos dimentares, o ventriculo afina-se e
as cdulas digedivas tornamse vacuolizadas, caracterizando processo de histdlise. Na pupa a
passagem para O intestino posterior € novamente fechada (Oerted, 1930; Snodgrass, 1956; Cruz-
Landim & Mdlo, 1970; Gama & Cruz-Landim, 1984; Cava cante, 1998).

Parece que nos himendpteros as mudangas no ventriculo inidam-se no estagio de pré-pupa
As céulas do epitdio larva degeneram e sfo diminadas para o lUmen do ventriculo, permanecendo
somente a membrana basd e as cdulas regenerativas. A0 mesmo tempo, as cdulas parecem proliferar
aivamente e espaham-se sobre a membrana basa para formar um novo epitélio pupa (Oertel, 1930;
Snodgrass, 1956; Cruz-Landim & Mdlo, 1970; Gama & Cruz-Landim, 1984; Neves, 2002). Porém,
durante a metamorfose das abelhas ndo foram observadas cdulas regenerativas em diviséo (Oertel,
1930; Cruz-Landim & Meélo, 1970; Cavacante, 1998; Cruz-Landim & Cavacante, 2003), ou as
divisdes celulares foram observadas em pequeno nimero (Neves, 2002). No entanto, ficou claro que
0 epitdlio do ventriculo larva € subgtituido nafaseinicia de pupagéo.

A subdtituicdo das cdlulas digestivas por outras pode ser caracterizada como sendo parte de
um processo de morte celular programada, que € essencia para a remodelagem de tecidos para novas
fungdes no organismo adulto e também para a diminagdo de 6rgdos inteiros Ndo necessarios a vida no
novo ambiente (Bowen & Bowen, 1990; Cavalcante, 1998).

Apesar de aguns trabahos enfocarem a metamorfose do ventriculo, sdo escassos os trabahos
gue tratam da reorganizacdo e da proliferacéo das células regenerativas ao longo do desenvolvimento
das abelhas.

Nas larvas de lepiddpteros, o crescimento do epitélio do ventriculo ocorre pelo aumento das
céulas existentes ou através da reposicdo das cdulas diferenciadas por uma populacéo de cdulas néo
diferenciadas (Judy & Gilbert, 1970; Badwin et al., 1996). Em Manduca sexta (Lepidoptera),

durante a vida larva, estimou-se que a quantidade de células do intestino médio aumenta em torno de

7



duzentas vezes, e um terceiro mecanismo foi discutido para esta espécie, onde o crescimento do
epitdlio do ventriculo ocorreria devido a proliferacéo e diferenciacéo das cdulas regenerativas, que e
intercalavam entre as cdulas preexistentes. Apesar disso, a fonte de cdulas regenerativas ainda néo €
sabida. Ndo h& relatos de migracdo de céulas da hemolinfa para o ventriculo, mas durante cada
ecdise observou-se uma peguena populacéo de cdulas basais que é conservada e aparentemente estas
cdulas originavam novas cdulas digestivas durante a ecdise. Além disso, ndo se observou figuras de
mitose no periodo de intermuda, sugerindo que €elas apareceram antes ou durante a ecdise
subsequiente (Baldwin & Hakin, 1991a).

A deteccdo de proliferacdo celular é facilmente reconhecida quando h& presenca de células em
determinadas fases da mitose como, por exemplo, na metafase, onde 0S cromossomos estéo muito
condensados. A replicagd do DNA na maioria das céulas eucariotas ocorre somente durante o
periodo S ou de sintese e esta etapa da inté&fase ndo pode ser detectada por smples observacdo. As
cdulas podem ser reconhecidas, entretanto, através do fornecimento de moléculas que Sdo
incorporadas na nova molécula de DNA sintetizada, como por exemplo, a 3H-timidina (timidina
tritiada) e abromodeoxiuridina (Alberts et al., 2002).

Alguns componentes quimicos sBo suficientemente Smilares as bases nitrogenadas normais e
ocasondmente sdo incorporadas a0 DNA. Estes componentes sdo chamados andlogos. Como
exemplo destes temos 5-Bromo-2'-deoxi-uridina (BrdU) ou bromouracila (5-BU) que é um andogo
da timina que possui um &omo de bromo no carbono 5, no lugar do grupo metil (-CHs) pertencente a
timina (Figura 1). Eda mudanca ndo afeta os &omos que participam da formacdo das pontes de
hidrogénio, mas a presenca do bromo dtera a distribuicdo dos eétrons. A forma norma (ceto) de
BrdU pareia com a adenina, porém, BrdU pode freglientemente ocorrer na forma enol ou ionizada,
pareando com guanina (Figura 1). Portanto, a naiureza do pareamento formado na replicacdo
dependerd da forma da BrdU no momento do pareamento (Griffiths et al., 2000). Ocasiona mente,

BrdU é incorporada no lugar da citocining, o que geraatransicdo GC ® A-T (Voet et al., 2000).



Anticorpo monoclond  anti-BrdU pode ser usado para identificar cdlulas que incorporaram
BrdU. Este procedimento foi desenvolvido por Gratzner (1982) e representa uma dternativa a

utilizacdo de timidinatritiada, por ser mais rgpido e menos perigoso, pois, BrdU ndo é radioativa

Brdl! (forma ceto) Adenina Brdl! (forma ionizada) Guanina
(a) (b)
Figura 1 Pareamentos possiveis para BrdU. (a) forma ceto pareada com adenina. (b) forma ionizada

de BrdU pareada com guanina (modificado de Griffiths et al., 2000).

No presente trabaho lancamos méo desta técnica com o intuito de investigarmos a presenca
de proliferacéo celular no ventriculo de M. quadrifasciata anthidioides durante a metamorfose, pelo
fato de marcagbes com BrdU terem Sdo utilizadas com sucesso em outros insetos, especificamente
nos estudos de neurogénese. Como exemplo temos os trabalhos de Vitt & Hartfelder (1998) com A.
mellifera (Apidae), Zacharias et al. (1993) com Schistocerca gregaria (Acrididae), Stocker et al.
(1995) com Drosophila melanogaster (Diptera) e Cayre et al. (2000) que investigaram a proliferacéo
de neuroblastos de Acheta domesticus (Orthoptera). Existem também estudos com corpora cardiaca
em S gregaria (Kirschenbaum & O’ Sheg, 1993), com ovario em A. melifera (Capela & Hartfelder,
1998) e com células do intestino médio de M. sexta, cultivadasin vitro (Loeb & Hakim, 1996).

Dessa forma, 0 presente trabaho tem por objetivo estudar a reorganizacdo dos ninhos de
cédulas regenerativas em M. quadrifasciata anthidioides durante o desenvolvimento pds-embrionario,
para testar a hipétese de que novas células digestivas s80 originadas de cdlulas regenerativas devido a
ocorréncia de mitoses. Além disso, pretende-se investigar se ha um momento durante a pupagdo em

gue ocorreria uma sincronizacao das mitoses nestas cdlulas.
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2. MATERIAL E METODOLOGIA

ANIMAIS

Os exemplares de M. quadrifasciata anthidioides foram obtidos de colénias mantidas no
Api&io Centrd da Universdade Federd de Vigosa, trandferidos para o laboratdrio e dissecados em
solucdo sdina para insgtos para a extracdo do sstema digedtivo. Utilizou-se individuos em diferentes
fases. 27 larvas de diversos tamanhos, 15 pré-pupas, 18 pupas de operarias, sendo seis pupas de olhos
brancos, seis pupas de olhos marrons e seis pupas de olhos pretos e nove adultos (trés operérias
nutridoras e sas forrageiras). Das 27 larvas, 23 estavam no periodo dimentar e quatro estavam no
periodo de defecacdo, duas das quais com dois dias gpds o inicio da defecacdo e duas com cinco dias

apos terem iniciado a defecacao.

HISTOLOGIA

Os intestinos médios foram fixados em solugdo de &cido picrico e paraformaldeido em tampéo
fodao (Stefanini et al., 1967) por um intervalo que variou de 6 a 24 horas. Para as larvas somente o
ventriculo foi preservado, enquanto as demas fases o0 intetino anterior e o ventriculo foram

processados integra mente.

Os intestinos foram desidratados em solucéo acodlica crescente, embebidas por 24 horas e
induidas em historesina JB-4% , polimerizada a véacuo, & temperatura ambiente por 12 h.

Secgoes (1-2 pm) foram obtidas com micrétomo, com navaha de vidro, coradas com azul de
tolidina-borato de sbdio 1%. As laminas foram montadas com Entellaf, observadas e fotografadas

em microscopio fotonico.
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IMUNOFLUORESCENCIA

A sintese de DNA foi estudeda utilizando-se kit para deteccdo de proliferacdo ceular
Boehringer Mannhem.

Nas pré-pupas e pupas injetou-se 5 ni de 5-Bromo-2' -deoxi-uridina com o auxilio de um
microinjetor ou microseringa na regido abdomina. ApGs a injecdo de BrdU, as bservagbes foram
feitasde 4 h em 4 h, durante 24 h.

Depois de fixados, os intestinos foram submetidos a trés lavagens de 1 h cada, em tampéo
fosfato (PBS) pH 7,4 contendo 1% de Triton X-100 (PBST), seguindo-se incubaco por 24 h a4 °C
em solugdo de anticorpo primério anti BrdU obtido em rato, diluido em tamp&o de incubacdo (1:100).
Amodras foram lavadas trés vezes em tampéo de lavagem (15 min cada), seguidas de incubacdo com
solucdo de anticorpo secundério de ovelha (anti 1gG de rato) conjugado com FITC por mais 24 ha4 °
C. Sucederamse trés lavagens com tamp@ de lavagem e o materid foi desdratado em etanal,
embebidos em historesing, seccionados a 15 pm de espessura e montadas com VectaShiedd® (Vector
Lab.). A fluorescéncia foi observada e fotografada em fotomicroscopio de fluorescéncia Olympus

BX-60 com filtro WB.

IMUNOPEROXIDASE

Para 0s testes de imunocitoquimica com peroxidase, 12 individuos (seis pupas de olhos
brancos e sais pupas de olhos marrons) foram utilizados e as observagbes foram feitas 24 h agpos a
injecdo de solugéo de BrdU .

ApéGs a fixagdo, as pecas foram lavadas durante 10 min por trés vezes com PBST 1%.
Utilizor se solucdo de fenilhidrazina a 1% por 40 min em temperatiura ambiente, a fim de se bloquear
a peroxidase enddgena. Subseqlientemente as amostras foram lavadas trés vezes com PBST 1%, por 5
minutos cada, sendo a primeira lavagem a temperatura ambiente e as demais a 37 °C. As lgagGes

inespecificas foram bloqueadas com soro abumina bovina 1,5% (BSA) em PBST 0,05%, pH 7,4 por
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10 min. Apds nova lavagem em PBST 1% por 10 min a 37 °C, procedeu-se incubagdo em soro de
camundongo a 2% em PBST 1% por 20 minutos a 37 °C, a lavagem com PBST 1% trés vezes (30
min cada) e a incubagdo com anticorpo primaio anti-BrdU (1:100) em PBST 1% por 24 h a 4C.
ApGs este periodo foi redizada a lavagem com BSA 1% em temperatura ambiente e com PBST 1%
trés vezes (30 min cada). Em seguida procedeu-se incubacdo em anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (1:300) em PBST 1% por 24 h a 4 °C, seguida da lavagem com PBST 1% trés vezes (30 x
min cada). Peroxidase foi revelada com diaminobenzidina (DAB) por 15 min, blogueando-se a reacéo
com &gua dedtilada. Subseqlientemente, as pecas foram processadas para microscopia foténica, como

descrito anteriormente, seguido da contracol oragao das [&minas com eosina por 2 min.

CONTROLES

Trés ganglios cerebrais de pré-pupas e o intetino anterior foram utilizados como controle
positivo, j& que se sabia da ocorréncia de proliferacdo celular nestes érgdos durante 0 processo de
metamorfose em abelhas. Para os ganglios cerebrais foram dados pulsos de 24 h, enquanto que para
os proventriculos foram feitas observacBes juntamente com o ventriculo, ou sga durante 24 h com
intervalos de 4 h. Trés pré-pupas e duas pupas de olhos brancos foram utilizadas como controle
negativo para os tratamentos com anticorpo secundario conjugado a fluoresceina e uma pupa de olhos
brancos foi utilizada como controle negetivo, para 0s tratlamentos com anticorpo secundaio
conjugado a peroxidase, onde 0S mesmos passaram pelos mesmos tratamentos descritos acima,

exceto pelaincubacdo com anticorpo anti BrdU.
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3. RESULTADOS

O ventriculo de M. quadrifasciata anthidioides condste de um epitdio smples, sendo
reconhecidas as céulas digestivas e as células regenerativas em contato a membrana basd. Todas as
fases agui obsarvadas goresentavam uma tlnica muscular externa, que foi facilmente visuaizada.
Pode-se didtinguir a tlnica muscular composta por duas camadas. uma circular, mas interna e mas
desenvolvida, e umalongitudind externa (Figuras 2 - 17).

Nas larvas o0 ventriculo gpresenta 0 epitdio composto por uma populacdo uniforme de cdulas
digestivas, que sdo prisméticas, com uma borda estriada e que gparentemente aumentam de tamanho
com o desenvolvimento larvd (Figuras 2 e 3). A matriz peritrofica do ventriculo da larva chega ser
mais espessa que o proprio epitdio do ventriculo larval, isolando o epitdlio do contelido do espago
endoperitréfico, onde estdo contidos os graos de pdlen e aflora bacteriana (Figuras 2 e 8).

Os ninhos de cdulas regenerativas locdizamse na base do epitdio do ventriculo. Durante
todo o desenvolvimento larval €as aorrem em grande quantidade, porém, o nimero e o tamanho dos
ninhos aumentam (Figuras 3 - 7).

Nas lavas mas novas as cdulas regenerativas sd0 aredondadas ou ovas, sem
prolongamentos, formando ninhos isolados com uma ou duas células. A morfologia do ninho varia,
sendo na maor pate das vezes ovad. Alguns ninhos se encontram envolvidos por uma Unica céula
digettiva ou quase sempre ees sio observados entre os limites basais das células digestivas (Figuras
3ed).

A medida que a larva se desenvolve, oniimero e o tamanho das cdulas regenerativas aumenta
de sis a@é oito cdulas por ninho em larvas no inicio da defecacdo (Figuras 6 e 7). Alén de
aumentarem de tamanho, as cdulas regenerativas apresentam um nlcleo maior e passam para um
foomao fusforme devido a emissio de prolongamentos, que aumentam de tamanho aé que

prolongamentos de ninhos vizinhos se encontrem (Figuras 6 - 7).
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Figura 2: Seccdo longitudind do ventriculo de larva menos desenvolvida de Melipona quadrifasciata
anthidioides. Note a presenca de um epitdlio com cdulas digestivas prisméticas (cd), com um nucleo
(N) mediano e borda estriada (b) de f&cil identificacdo. gp- gréos de pdlen; m tdnica muscular; mp-
matriz peritréfica. Barra= 10 nm.

Figura 3: Seccdo longitudind do epitdio do ventriculo de larva menos desenvolvida de Melipona
quadrifasciata anthidioides, mostrando em detahe as cdulas digestivas (cd). Note a presenca de um
ninho (n) de cdulas regenerativas englobado por uma cdula digestiva. Ponta de seta- nlcleo da cdula
regenerdiva; b- borda estriada; m- tlnica muscular; N- nicleo da cdlula digestiva. Barra= 10 nm.

Figura 4: Secgéo tangencid do ventriculo de larva menos desenvolvida de Melipona quadrifasciata
anthidioides, mogrando vé&ios ninhos de cdlulas regenerativas (n) com diferentes tamanhos e
diferentes nimeros de células regenerativas entre as céulas digestivas (cd). m tdnica muscular. Barra
=10mm.

Figura 5: Secgéo tangencid do ventriculo de larva menos desenvolvida de Melipona quadrifasciata
anthidioides, onde se observa um ninho com uma célula regenerativa () em metéfase. cd- cdula
digestiva. Barra= 10 nm.

Figura 6: Seccdo tangencid do ventriculo de larva mais desenvolvida de Melipona quadrifasciata
anthidioides mostrando em detahe dois ninhos de célula regeneraivas (n), mogtrando a emisséo de
prolongamentos (p) pelas cdulas regenerativas (r), que partem em diregdo aos ninhos vizinhos. cd-
céuladigestiva; ponta de seta- nlicleo da cdula regenerativa; m- tinicamuscular. Barra= 10 mm.

Figura 7. Seccdo tangencid da porcdo posterior do ventriculo de larva de Melipona quadrifasciata
anthidioides, dois dias depois de iniciada a defecacdo, mostrando cdulas digestivas (cd) com nicleos
excéntricos (N) e ninhos de cdulas regenerativas (n), formando uma espécie de rede entre as cdlulas
digettivas. Ponta de seta nucleo da cdula regenerdtiva;, m- tinica muscular; p- prolongamento das

células regenerativas. Barra= 10 mm.
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Figura 8: Seccéo longitudind da regido anterior do ventriculo de larva de Melipona quadrifasciata
anthidioides, dois dias depois de iniciada a defecacdo. Note o desprendimento das células digestivas
(cd), que apresentam citoplasma vacuolizado (*), nucleo condensado (N) e borda estriada ausente.
Smultaneamente, s obsarva 0 desenvolvimento das cdlulas regenerativas () que se coram
intensamente pelo azul de toluidina. Ponta de seta - nlcleo da cdula regenerativa; gp- gréos de polen;

m- tinicamuscular; mp- matriz peritréfica; setas- bactérias. Barra= 10 mm.
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Como as cdulas regenerativas s relativamente pequenas, a visudizacdo destas foi facilitada
pelo seccionamento tangencid do ventriculo, o que facilitou também visudizar os prolongamentos
celulares, que estdo em contato com a membrana basal.

No inicio da defecacdo, a regido anterior do ventriculo afina-se primeiro que a regido posterior
e concomitante a0 processo de defecacdo inicia-se a degeneracdo do epitdio laval. E nas
intermediagbes com o intestino anterior, que se observa o inicio do desprendimento das células
digestivas no segundo dia apos ter se iniciado a defecacdo. Nesta regido as céulas digedtivas larvais
gpresentam um nucleo com cromatina condensada e a regido apicd se torna vacuolizada, ndo sendo
possivel reconhecer borda estriada (Figura 8).

Cinco dias depois de iniciada a defecacdn, a desorganizacdo do epitdio do ventriculo
aumenta. Percebe-se na regido anterior do ventriculo a coexisténcia de duas camadas de cdulas uma
mais proxima da luz e outra mais externa. A primeira faz parte do antigo epitdlio larvd em estagio
adiantado de degeneracd com cdulas com nucleo picndtico e fragmentado e com o citoplasma
vacuolizado. A segunda camada é desorganizada e é formada por cdulas polimorficas, originadas das
cdulas regenerativas menores que etdo em processo de diferenciacdo, as quais exibem forte
afinidade pelo corante azul de toluidina (Figuras 8 e 9). Quando = andisa a regido poderior do
ventriculo das larvas defecantes, nota-se ainda a integridede do epitdio. Neste caso as cdulas
digettivas estd0 intactas, com um nlicleo excéntrico e as cdulas regenerdivas 80 bem maiores que as
encontradas nas larvas que estavam na fase de dimentacdo. Nesta regido as células regenerativas de
diferentes ninhos estéo em contato, formando uma rede de células regenerativas (Figura 7).

Durante 0 desenvolvimento larva e durante a defecacdo o limite entre células regenerativas de
diferentes ninhos n&o € visudizado quando e utiliza a objetiva de 100x, dando a impressdo de que
edas formam um sincicio (Figura 7).

Nas pré-pupas um novo epitéio ja estd estabelecido, porém esta desorganizado, com cdlulas
de diferentes dturas, sendo este caracterizado como epitdio pseudoedtratificado. Nota-se a presenca
de células basais, que correspondem as cdulas regenerativas, que etéo espahadas, separadas umas

das outras. Em adgumas prépupas, a luz do ventriculo esta preenchida com restos ceulares,
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resultantes do descate do epitdio lava (Figura 10). Num es&gio mais avancado do
desenvolvimento os restos cdulares do epitdlio larva ja ndo mais preenchem a luz do ventriculo e o
gue se observa no lugar sfo estruturas semelhantes a vesiculas, que sBo diminadas pelos pices das
cdulas digedtivas (Figura 11).

Nas pré-pupas as novas cdulas digestivas sdo vacuolizadas e em dguns individuos edtas ja
goresentam  borda edtriada definida e a superficie epitdiad comeca apresentar reentrancias que
correspondem ao inicio da formacéo das pregas (Figura 11).

Nas pupas de olhos brancos o epitdio do ventriculo gpresenta uma maior organizacdo, com
cdulas ainda dtas, porém mais baixas que as encontradas nas pré-pupas. Aqui as cdulas basais (ou
regenerativas) estéo também espahadas como nas pré-pupas sendo possivel digtinguir a presenca de
borda estriada nas células digestivas e pregas na parede do ventriculo (Figura 12). Nesta fase as
células regenerativas formam pequenos ninhos inconspicuos e com poucas cdulas (Figura 13).

Nas pupas de olhos marrons e olhos pretos o epitdio do ventriculo é muito parecido e as
cdulas digestives sB0 mais baixas que as observadas nas pré-pupas e pupas de olhos brancos. Os
ninhos de cdulas regenerativas e as pregas fican mas definidos. Nesta fase, os ninhos de cdlulas
regenerativas gpresentam cdulas com diferentes tamanhos e estas ndo gpresentam  prolongamentos
(Figuras 14 e 15).

Com o desenvolvimento da pupa, os ninhos de cdulas regenerativas tornam-se cada vez mais
definidos e aparentemente 0 nimero de células regenerativas por ninho aumenta (Figuras 10, 13 - 15).

Nos adultos o vertriculo é caracterizado pela presenca de pregas e € na base destas pregas que
% locdizan os ninhos de clulas regenerdtivas. As cdulas digedtivas goresentam um  nlcleo
mediano, bem desenvolvido, sfo dtas e com a borda estriada de facil identificacdo (Figuras 16 e 17).

Nos ninhos de cdulas regenerdivas do adulto distinguem-se dois tipos de cdlulas. as cdulas
maiores, que ocupam as bordas do ninho e exibem prolongamentos; e as cdulas menores, imbricadas,
que ocupam interior do ninho, formando uma estrutura semelhante ao bulbo da cebola. As cdulas do

interior do ninho s concavas e bem menores que as céulas da borda do ninho (Figuras 16 e 17). As
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células regenerdivas que ocupam a porcéo externa do ninho parecem estar em contato com a luz do
ventricuo (Figura 17).

Nas larvas de diferentes tamanhos observa-se com pouca fregiiéncia figuras de mitose nos
ninhos de cdlulas regenerativas (Figura 5), enquanto que ndo se detectou nenhuma cdula digestiva
em divisio.

MarcacOes com BrdU foram observadas durante a metamorfose, 12 horas gpés a injecéo de
solucdo de BrdU nas pré-pupas. Pode-se digtinguir dois tipos de marcagbes. uma que correspondente
a0 nucleo das céulas digedivas (Figura 18) e outra que corresponde a0 nlcleo das céulas
regenerdivas (Figura 19). De modo gera uma pequena quantidade de marcagbes de cdulas
regenerativas foi observada nas pré-pupas (Figura 19). Particularmente, em trés pré-pupas, com pulso
de 24 h, nota-se uma abundancia de cdulas basas BrdU positivas, muitas delas aos pares, bem como
células digetivas BrdU postivas que apareceram em grande quantidade nestas pré-pupas (Figura 18).
No epitdio do ventriculo das pupas de olhos marrons e olhos pretos ndo se observa células BrdU
postivas.

Nas pupas de olhos brancos e olhos marrons ha agumas células marcadas, porém estas céulas
gparentemente ndo fazem parte do epitdlio do ventriculo, estando aderidas externamente a parede do
ventriculo (Figura 20). Edas cdulas marcadas também sdo detectadas quando se utiliza anticorpo
secundério conjugado a fluoresceing, porém, a origem destas néo foi investigada.

Quanto aos controles positivos, observa-s2 uma quantidede grande de céulas epitdiais na
epiderme e no ganglio cerebral de pré-pupas e no proventriculo de pupas de olhos brancos e marrom
(Figura 21). MarcagBes nos proventriculos foram obtidas 4 h ap6s a injecdo de solugéo de BrdU e nos

ganglios cerebrais, apds 24 h.
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Figura 9: Secgéo tangencid daregido anterior do ventriculo de larva de Melipona quadrifasciata
anthidioides, cinco dias depois de iniciada a defecaco. Abaixo do epitdio larva em degeneracéo

(setas), vé-se 0 epitdio da pupa em formacdo, condtituido pelas céulas regenerativas (r) em

diferenciacdo. cd- cduladigestiva; m- tinicamuscular; N- nicleo da cduladigestiva. Barra= 10 nm.
Figura 10: Seccdo longitudind do ventriculo de pré-pupa de Melipona quadrifasciata anthidioides.
O epitdio é condituido por clulas digestivas (cd) recém formadas com diferentes dturas e com
céulas basas (pontas de seta), espalhadas entre as cdulas digestivas. Note-se na luz a presenca de
restos ceulares (setas) resultante do descarte do epitdlio larval. *- nlcleo da cdula regenerativa; L-
l[aminabasd; m- tinica muscular; N - nlcleo da cdula digestiva. Barra= 10 nm.

Figura 11: Seccdo longitudind do ventriculo de pré-pupa de Melipona quadrifasciata anthidioides.
Com o desenvolvimento da pré-pupa, as cdulas digestivas (cd) eliminam borbulhas (*) peos pices.
Ainda nesta fase 0 epitdio torna-se mais organizado e aparecem reentrancias (seta) que originaréo
pregas. m- tunica muscular; N- nucleo da cduladigestiva. Barra= 10 nm.

Figura 12: Seccdo longitudina do ventriculo de pupa de olhos brancos de Melipona quadrifasciata
anthidioides. Nesta fase nota-se 0 surgimento de borda edtriada (b) nas células digestivas (cd), que
sdo dtas. m- tunica muscular; N- nlcleo da cdula digestiva; setas- pregas. Barra= 10 mm.

Figura 13: Seccdo longitudina do ventriculo de pupa de olhos brancos de Melipona quadrifasciata
anthidioides, mostrando em detdhe um ninho (n) com duas cdulas regenerativas. cd- cdula
digestiva; m- tinicamuscular. Barra= 10 nm.

Figura 14: Seccéo longitudind do ventriculo de pupa de olhos pretos de Melipona quadrifasciata
anthidioides. Nedta fase as cdulas digestivas (cd) sdo mais baixas, que na pupa de olhos brancos. Os
ninhos de céulas regeneraivas (pontas de seta) Stuam-se isoladamente na base de cada prega (setas).
b- borda estriada; L- laminabasal. Barra= 10 mm.

Figura 15: Seccdo tangencid do ventriculo de pupa de olhos pretos de Melipona quadrifasciata
anthidioides, mostrando em detahe ninhos (n) de cdlulas regenerativas (r) entre as céulas digestivas

(cd). Nesta fase as cdlulas regenerativas ndo apresentam prolongamentos.  pontas de seta- nlicleo das

células regenerativas, m- tunicamuscular. Barra= 10 nm.
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Figura 16: Seccéo longitudind do ventriculo de uma operé&ia forrageira de Melipona quadrifasciata
anthidioides, mostrando em detalhe um ninho (n) de células regeneraivas (). No interior do ninho as
cdulas B0 menores e imbricadas, enquanto que as cdulas mais externas do ninho sdo maiores e
emitem prolongamentos (seta). cd- cdula digestiva, pontas de seta- nlcleo das cdulas regenerdivas,
m- tinicamuscular. Barra= 10 mm.

Figura 17: Seccdo longitudind do ventriculo de uma operé&ria forrageira de Melipona quadrifasciata
anthidioides, mogsrando em detahe de um ninho (n) de cdulas regenerdivas, cujas cdulas externas
e em contato com a luz do ventriculo. *- célula regenerativa do interior do ninho; b- borda
edriada; d- célula digestiva, pontas de seta nlcleo das cdulas regenerativas, Lv- luz do ventriculo;
m+ tinica muscular; p- matriz peritréfica. Barra= 10 nm.

Figura 18: Seccéo longitudind do ventriculo de pré-pupa de Melipona quadrifasciata anthidioides,
12 h apbs a injecdo de BrdU, mostrando cdlulas digestivas BrdU postivas (cd), marcadas com
anticorpo secund&io conjugado a fluoresceing, intercdadas com cdulas BrdU negativas (pontas de
seta). N- nideo de cduladigestiva; m- tunicamuscular. Barra= 10 mm.

Figura 19: Seccéo longitudind do ventriculo de pré-pupa de Melipona quadrifasciata anthidioides,
16 h as gpbs a injegdo de BrdU, mostrando um par de nucleos de cdulas regenerativas BrdU positivas
(pontas de seta) marcados com anticorpo secund&rio conjugado a fluoresceina. cd- célula digedtiva;
N- nlcleo de cdula digestiva ndo marcado; m- tinicamuscular. Barra= 10 nm.

Figura 20: Seccdo longitudina do ventriculo de pupa de olhos brancos de Melipona quadrifasciata
anthidioides, 24 h apds a injecdo de BrdU, mostrando niicleos (setas) em cdlulas aderidas a parede do
ventriculo marcados com anticorpo secund&io conjugado a peroxidase. cd- cdula digestiva; N-
nicleo de cduladigestiva. Barra= 10 mm.

Figura 21: Seccéo tangencid do ventriculo de pupa de olhos brancos de Melipona quadrifasciata
anthidioides, mostrando células BrdU positivas (setas) marcadas com anticorpo secundario conjugado
a fluoresceina e cdlulas BrdU negativas (pontas de seta), observadas 4 h apo6s a injegdo de BrdU.

Barra= 10 nm.
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4. DISCUSSAO

A reestruturacdo do ventriculo das abelhas durante a metamorfose ja foi estudada por Oertd,
(1930), Snodgrass (1956), Cruz-Landim & Mdlo (1970), Cavdcante (1998), Neves (2002), Neves et
al. (2002), Neves et al. (2003) e Cruz-Landim & Cavacante (2003). Porém, esses estudos ndo
priorizaram a reorganizacdo dos ninhos de cdulas regeneratives durante o desenvolvimento pos
embrion&rio das abelhas. No presente trabalho procurou-se rever alguns aspectos das modificaces do
ventriculo durante a metamorfose e invesigar a reorganizacdo dos ninhos de céulas regenerativas
durante o desenvolvimento pds-embrion&io de M. quadrifasciata anthidioides.

A organizacdo do ventriculo de M. quadrifasciata anthidioides € bastante semehante a
observada nas abelhas, no sentido de que o ventriculo € formado por um epitdlio Smples, que repousa
sobre uma lamina basd. Externamente se observa uma camada muscular, que € responsavel pelos
movimentos perigtdticos. Em todas as fases agui estudadas prevalece no epitdlio do ventriculo uma
populacéo uniforme de céulas digetivas, intercdadas com os ninhos de cdulas regenerativas como
observado por Cruz-Landim & Meélo (1970), Weaver & Scott (1990), Cruz-Landim & Codta
Leonardo (1996), Serrdo & Cruz-Landim (1996b; 2000), Cavalcante, (1998) Neves (2002), Cruz-
Landim & Cavacante (2003) e Guedes et al. (2003).

As cdulas digedtivas mostran uma morfologia semehante a0 longo de todo ventriculo,
gpresentando um nucleo grande e mediano, o que condiz com a dta taxa de sintese destas células, que
secretam as enzimas digestivas e absorvem os nutrientes, sendo estas caracteristicas bastante comuns
para os insetos (Ferreira et al., 1981; Baker et al., 1983; Lehane & Billingdey, 1996; Chapman, 1998;
Serrdo & Cruz-Landim, 1996b; Andrade-Codho et al., 2001).

No adulto a borda edtriada das células digestivas € mais desenvolvida que na larva, mostrando
que o ventriculo apresenta uma adaptacéo aos diferentes modos de vida entre a larva e 0 adulto. Na
larva o dimento permanece no interior do ventriculo durante todo o desenvolvimento, permitindo seu
goroveitamento, mesmo com uma menor taxa de absorcdo pelas céulas, como sugerido pelas

caracteristicas das microvilosidades. A diferenca no desenvolvimento da borda estriada dos adultos
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em relacdo as larvas poderia ser explicada pelo fato de que nesta o adimento permanece o tempo todo
armazenado, enquanto que no adulto ocorre fluxo continuo de dimento pdo sstema digestivo. Neste
sentido, uma borda estriada desenvolvida compensaria a menor permanéncia do dimento no sstema
digestivo do adulto, diferente da larva onde o dimento permanece armazenado até o find desta fase,
0 que provavelmente facilitariaa absorcdo de nutrientes (Serréo & Cruz-Landim, 1995).

A matriz peritréfica da larva € muito espessa em relagdo a encontrada nos adultos. Como a
larva ndo defeca, o bolo dimentar fica armazenado até que a comunicacdo entre o ventriculo e o
intestino pogterior sga desobstruida antes do inicio da metamorfose (Snodgrass, 1956; Cruz-Landim
& Mdlo, 1970). Neste caso, uma matriz peritrofica espessa provavelmente teria o papel de conferir
protecéo para 0 epitéio ventricular contra patdgenos que poderiam ficar armazenados junto ao bolo
dimentar e contra lesdes provocadas pelo dimento amazenado que € congtituido principamente de
gréos de pdlen. Além disso, a matriz peritréfica larval teria o papd de manter a integridade do
epitdlio durante a distensdo provocada pelaingestéo do aimento.

Durante a metamorfose as cdulas digestivas etd em processo de diferenciacdo e
provavelmente, ndo sintetizam matriz peritrofica e nem secretam enzimas, como € 0 caso da larva e
do adulto (Terra, 1991, Chapman, 1998). Como durante a metamorfose ndo ocorre ingestéo de
dimento, o epitdio eta menos susceptivdl a0 atague de microorganismos e ndo ha também a
necessidade de secrecéo de enzimas. Neste sentido 0 inseto ndo seria prgjudicado pela auséncia da
matriz peritréfica. Nos adultos ocorre livre passagem do dimento. Neste caso, o0 epitdlio do ventriculo
dos adultos seria menos susceptivel a0 atague de microorganismos e ndo distenderia tanto quanto o
ventriculo larval, j& que no adulto ndo ocorre 0 armazenamento do dimento no ventriculo (Snodgrass,
1956; Cruz-Landim & Mélo, 1970).

Os ninhos de cdlulas regenerativas dos adultos aqui observados estéo equidistantes uns dos
outros, como os descritos para Apis mellifera por Raes et al. (1994). Porém, na larva estes estéo
espahados deatoriamente por entre as céulas digestivas, ndo estando equidistantes um dos outros
como nos adultos. Além disso, no adulto o ventriculo possui anelagBes que correspondem as preges,

gue s formam em conseqiéncia do desenvolvimento da musculatura circular. Os ninhos de céulas
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regenerativas se locdizam somente na base destas anulagOes, diferente do padréo encontrado nas
larvas, onde a musculatura do ventriculo € menos desenvolvida que a do adulto (Cruz-Landim &
Meéllo, 1970).

De acordo com Raes et al. (1994), as cdulas regenerativas formam criptas no epitdio do
ventriculo do adulto de A. mellifera. Porém Cruz-Landim et al. (1996) descrevem o conjunto de
células regenerativas das abelhas como estruturas que formam grupos ou ninhos que est@o Situados ao
mesmo nivel basal das céulas digestivas, 0 que ndo caracteriza a formacéo de criptas, 0 que também
foi observado aqui em M. quadrifasciata anthidioides. Criptas regenerativas sdo comumente
encontradas nos coledpteros (Chapman, 1998) e ndo na base de pregas do ventriculo das abelhas.

Em M. quadrifasciata anthidioides o ventriculo aumenta de tamanho durante o
desenvolvimento larva, sendo que parte deste desenvolvimento deve-se a0 aumento do tamanho das
células digedivas enquanto ocorre a dimentacdo da larva (Cruz-Landim & Médlo, 1970; Badwin &
Hakin, 1991a) e peo aumento do nimero de cdulas digestivas devido a diferenciacéo das cdulas
regenerativas que se dongam em diregdo a0 lUmen (Serrdo & Cruz-Landim, 2000). Em Manduca
sexta (Lepidoptera) do primeiro a0 quinto ingar larva, a supeficie de contato do intestino médio
aumenta gproximadamente 200 vezes, 0 que ocorre pelo aumento do tamanho das cdulas existentes
antes de cada muda e também pelo aumento da populacdo de céulas digedtivas, daravés da
diferenciacéo das cdulas regenerativas (Badwin & Hakin, 1991a8). Werner et al. (1991) descreveram
para Gerris najas (Heteroptera) cdulas regeneraivas em diferentes estagios de desenvolvimento
intercdadas com as cdulas digedtivas. A deteccdo de cdulas regenerativas em processo de
diferenciagdo também foi congtatada nas abelhas adultas por Cruz-Landim et al. (1996) e Raes et al.
(1994) e, em larvas de lepiddpteros, por Badwin & Hakin (1991a). Um outro mecanismo que poderia
ser responsavel pelo aumento ¢k &ea do ventriculo de M. quadrifasciata anthidioides poderia ser o
aumento da quantidade de ninhos de cdlulas regenerativas e 0 aumento do tamanho dos ninhos, que
poderia ter 0 papel de preencher os espacos entre as cdulas digestivas durante o estiramento do

ventriculo.
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Além de aumentar a &ea do epitdlio do ventricuo, os prolongamentos das cdulas
regenerativas larvais sarviriam para manter os ninhos em contato, posshilitando a sncronizacdo da
diferenciacéo cdular que levaria a formacdo do epitdio do imago durante a metamorfose. Sabe-se
gue nos lepidopteros as cdulas regenerdives et@o interligadas por jungdes (gap junctions)
comunicantes, que posshilitam a comunicacdo intercdlular e poderiam ter um papd fundamenta na
gncronizagdo da diferenciagdo das mesmas (Badwin & Hakin, 1991a). Em A. mellifera ndo se
observa a presenca de edtruturas responsavels pela conex&o intercitoplasmética das células que
ocupam o interior dos ninhos de cdulas regenerativas, porém notou-se que nas céulas regenerativas
da por¢gdo mais externa dos ninhos, ocorrem estruturas denominadas fusomas, que provavelmente
funcionam de forma andoga as jungdes comunicantes dos lepidopteros, interconectando 0s
citoplasmas das cdulas mais externas sendo responsavel pela diferenciacdo sincronica das mesmas
(Raes et al. 1994). A presenca de fusomas ndo se limita as céulas regenerativas, sendo edtas
edruturas comumente encontradas nos ovarios meroisticos dos insetos, sendo responsavels pela
interconexd dos cigtécitos (Buning, 1994). A nd obsarvacdo de limite cdular entre céulas
regenerativas de diferentes ninhos do ventriculo de M. quadrifasciata anthidioides, sugere a
exigéncia de uma edrutura semelhante a um sncicio cdular, porém estudos a0 Microscopio
eletronico de transmisso SA0 necessarios para que 1o sgja confirmado.

Nas larvas de M. quadrifasciata anthidioides ocorre proliferacdo das células regenerativas,
qgue foi facilmente detectado pela smples observagdo de células em met&fase e parece que isto
acontece também em M. sexta como observado por Badwin & Hakim (19918) e Badwin et al.
(1993). Durante 0 desenvolvimento larvd e durante a metamorfose, a demanda por cdulas
regenerdtivas provavelmente € grande nos insetos. Condderando que as exigéncias nutricionais da
lava aumentam com o desenvolvimento e que o surgimento de novas cdulas digedivas e 0
desenvolvimento das mesmas sfo fatores necessarios para atender as necessidades nutricionais da
larva, as cdulas regenerativas teriam que se dividir para repor aguelas cdulas que se diferenciam, s
ndo o estoque de cdulas regenerativas acabaria. Além disso, o epitdio do adulto é recongtruido as

custas da diferenciacéo das clulas regenerdtivas larvais, para fornecer as cédlulas para a reposicéo
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epitdid durante a metamorfose (Judy & Gilbert, 1970; Cruz-Landim & Meélo, 1970; Cavacante,
1998; Neves, 2002; Cruz-Landim & Cavdcante, 2003; Sardo & Cruz-Landim, 2000). De quaquer
forma o nimero de mitoses encontrado nas céulas regeneraivas das larvas, parece ser baixo, o que
necessita de estudos mais gprofundados para quantificar estas divisoes.

Tanto as cdulas digestivas quanto as regenerativas da pré-pupa, foram marcadas 12 h gpos a
injecéo de BrdU, sugerindo que nesta fase ocorre a sintese de DNA por estas células. A incorporacéo
de BrdU peas células regenerativas sugere que € na fase de pré-pupa que as cdlulas regenerdivas
proliferam para recompor os ninhos de céulas regenerativas do imago, que se tornam definidos nas
pupas de olhos marrons e olhos pretos. Isto pode ser comprovado pelo faio de que cdulas basais
marcadas foram comumente encontradas aos pares, 0 que poderia ser 0 resultado do processo de
mitose. Estes resultados sdo esperados pelo fato de que boa parte do estoque de células regenerativas
larvais s diferencia para originar as cdulas digestivas do adulto (Cavalcante, 1998; Serréo & Cruz-
Landim, 1996b; 2000; Neves, 2002). Neste sentido, a proliferacéo das céulas regenerativas ocorreria
para compensar 0 consumo de células regenerativas durante a metamorfose, e para garantir a presenca
destas nos adultos, que também dependem das células regenerativas para manutencéo do epitélio do
ventriculo (Cruz-Landim & Costa-Leonardo, 1996; Cruz-Landim et al., 1996; 1997; Werner, 1991).

Nota-se uma abundancia de células digestivas BrdU positivas nas pré-pupas. 1sto poderia ser
um indicio de que ocorre sintese de DNA pelas cdulas digestivas durante o processo de formagéo do
epitdlio do ventriculo do adulto, j& que as cdulas digedtivas so cdulas diferenciadas, que no adulto
sd0 comprometidas com 0 processo de secrecdo de enzimas e absorcdo de nutrientes (Terra, 1991,
Chgpman, 1998) e pdo fato de ndo haver indicios de que as clulas digedtivas larvais se dividem
como observado em secgbes histoldgicas do ventricuo larval de M. sexta por Bddwin & Hakin
(19914).

A presenca de cdulas polipldides nos insetos € comum, como observado nas glandulas
sdivares dos dipteros (Pavan & Da Cunha, 1969) e nos tubulos de Mdpighi de M. quadrifasciata
anthidioides (Silva de Moraes & Cruz-Landim, 1976). Sabe-se que no ventriculo de fémeas adultas

de Rhodnius prolixus (Heteroptera) (Billigdey, 1989) e de lavas de M. sexta (Badwin & Hakin,
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1991b apud Bddwin et d, 1996) ocorre aumento do contetido de DNA do nicleo das cdulas
digedivas Em R. prolixus o nicleo das cdulas digestivas sofre mudangas no contelido do DNA apos
dimenta-se onde provavelmente, edtaria ocorrendo a replicacdo sdetiva de pates do genoma,
resultando na amplificacdo das regibes comprometidas com fungbes digestivas, como genes que
codificam paa enzimas digedtivas e nd necessariamente a duplicacd dos cromossomos,
caacterizando uma endomitose (Billingdey, 1989), entretanto, em abehas € desconhecida a
influéncia da dimentacéo sobre o contelldo de DNA das cdulas digettivas. Pelo fato de ter ocorrido
incorporacéo de BrdU no nicleo das cdulas digestivas em M. quadrifasciata anthidioides, pode-se
supor que estaria ocorrendo sintese de DNA pelas novas células digestivas na fase de pré-pupa.

R prolixus é uma espécie hematdfaga, que ingere grande quantidade de dimento de uma
Unica vez, como forma de compensar periodos de jgum a0 qua esta sujeta (Billingdey, 1990;
Chapman, 1998), o que difere das abdhas socias, que se dimentam congtantemente, ndo passando
por periodos prolongados de escassez de dimento. Sintese de DNA possvelmente estaria ocorrendo
na fase de pré-pupa, preparando o sistema digestivo do adulto para receber o aimento logo apds
emergirem. Seria pouco provavel que ocorresse sintese de DNA antes da diferenciacdo das cdlulas
regenerativas pelo faio das céulas regenerativas serem indiferenciadas, possuindo, portanto, baixa
atividade de sintese proteina. As células regenerativas possuem poucas organelas comprometidas com
a aividade de sintese como mitocondrias e reticulo endoplasmético rugoso (Rees et al., 1994,
Chapman, 1998; 1999; Cruz-Landim et al., 1996; Serrdo, 1996). A amplificacdo de DNA ocorre
provavemente em regides do genoma que codificam para proteinas Utels durante 0 processo de
digestdo, que ndo € o caso das céulas regenerdivas, que ndo participam da secregdo de enzimas e do
processo de absor¢do de nutrientes e nem da secrecdo de fatores enddgenos como € o caso das células
digestivas e enddcrinas respectivamente (Chapman, 1998; Cruz-Landim, 1999; Cruz-Landim et al.,
1996; Neves et a, 2002; Serréo & Cruz-Landim, 1996a).

Cdula-tronco € um termo utilizado para denominar céulas indiferenciadas que sGo capazes de
originar clulas mais especidizadas. Estas cdulas ocorrem tanto no embrido quanto nos adultos dos

vertebrados. As céulas-tronco do embrido sfo denominadas cdulas totipotentes, pois dém de
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originar os folhetos embrion&ios que daro origem a todas estruturas do adulto, originam também os
anexos embrionarios. No adulto as cdulastronco sBo denominadas cdulas multipotentes. Estas
céulas compdem diferentes populagbes de céulas que possuem reativamente uma baixa taxa de
divissto e continuadamente produzem novas cdulastronco bem como novas cdulas que s
desenvolvem e se diferenciam. Durante 0 processo de diferenciacdo das clulas-tronco até células
diferenciadas, ocorre uma sucessdo de céulas em diferentes graus de diferenciaco. Estas céulas
intermedidrias 80 denominadas cdulas-tronco comprometidas (committed stem cells), cuja diviso
origina novas cdulas comprometidas, que retém a capacidade de se dividir, formando cdulas mais
diferenciadas, com menor cepacidade de divisdo, aé que estas Ultimas perdem a capacidade de
originar outras células comprometidas e originam céulas progenitoras, que ao se dividirem originam
duas cdulas diferenciadas (Gilbert, 2003). Uma tipica célula-tronco possui as seguintes propriedades:
a) ndo é totamente diferenciada, ou sga, ndo se encontra no fina do processo de diferenciacéo; b)
goresenta uma taxa de divisfo rdativamente baixa; ¢) se divide indefinidamente enquanto o
organismo viver e d) quando se divide, a progénie tem dois possivels destinos. permanecer como
cdula-tronco, ou pode se diferenciar totalmente, perdendo a propriedade de se dividir (Alberts et al.,
2002; Gilbert, 2003).

Nos lepidopteros ocorrem trés tipos principais de cdulas no ventriculo: as células digestivas,
as cdulas regenerdivas e as cdulas cdiciformes, que atuam no bombeamento de ions para o lUmen
do ventriculo (Judy & Gilbert, 1970; Cioffi, 1979; Srivagava et al., 1983; Chapman, 1998). Mais
recentemente, o0 termo cdula-tronco foi introduzido para denotar as cdulas regenerativas de M. sexta
que = diferenciam originando as outras cdulas do epitéio do ventriculo (Hakim et a, 1988; Bddwin
& Hakim, 1991a; Bddwin et al., 1993; 1996; Loeb et al., 1999). Para serem consideradas céulas-
tronco, as cdulas regenerativas deveriam seguir 0 mesmo padréo descrito para as cdulas-tronco de
vertebrados: onde as cdulas-tronco retém a capacidade de se diferenciar, e ao proliferarem originam
tanto cdulas mas diferenciadas como outras cdulas-tronco. Ndo exitem provas de que este
mecanismo exista nos insetos. Além disso, ndo esta provado que as cdlulas regenerativas se dividem

nos adultos. Raes et al. (1994) também utilizan o termo cdula-tronco para denominar as céulas
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regenerdivas e airmaram que as céulas regenerativas proliferam nos adultos de A. mellifera, porém
neste trabadho ndo haviam fotos comprovando td afirmacdo, somente havia um esgquema com uma
céula regenerativa em divisdo. Peo que foi exposto, percebe-se que o termo cdula-tronco € redtrito a
dguns estudos com cdulas digestivas em insstos e deve ser gplicado com cautela pea fdta de
estudos que investigam a diferenciaco das cdulas regenerativas. Cdulas do ventriculo de M. sexta
em diferentes estégios de diferenciacdo foram observadas in vitro por Loeb & Hakim (1996), porém,
ndo se observou proliferacdo neste tipo de célula, o que seria esperado se a diferenciacdo destas fosse
semdhante a diferenciacdo cdulas-tronco dos vertebrados, onde se observa que as céulas de estégios
intermedi&ios de desenvolvimento ainda retém a capacidade de se dividir (Alberts et al., 2002,
Gilbert, 2003).

Nos insetos adultos a renovacdo de cdlulas é diferente dos vertebrados, pelo fato de que
mitoses sG0 ausentes ou raras. Mesmo assm a renovacdo dos tecidos € assegurada por uma certa
quantidede de cdulas indiferenciadas. O ventriculo dos insstos € um exemplo disto, porque nele
ocorrem as céulas regenerativas que repde as cdulas digettivas (Cruz-Landim & Costa Leonardo,
1996; Chapman, 1998; Serréo & Cruz-Landim, 2000; Locke, 2003).

As observacOes feitas nas operarias nutridoras e campeiras de M. quadrifasciata anthidioides
corrobam os resultados de Neves (2002) e de Cruz-Landm et al. (1996), de que n&o ocorre
proliferacéo de cdulas regenerativas nedtas castas. A auséncia de proliferacdo de cdulas
regenerdivas na fase adulta também foi condtatada por Reinhardt (1976) em trés espécies de
sfondpteros.

As operdrias das abelhas sociais vivem em torno de cinquenta dias. As cdlulas digestivas tém
uma vida dtil menor e sfo subdtituidas aravés da diferenciacéo das células regenerativas. Nos insetos
holometébolos adultos n&o ocorre divissto cdular no ventriculo e a subdituicdo é feta peo
reservatorio de cdlulas que sdo produzidas durante a metamorfose. Neste sentido, a renovacdo do
epitdio das abelhas condse de eventos morfogenéticos que ocorrem em cdulas latentes, para
compensar a degeneracd0 e diminacdo das cdulas digedtivas (Cruz-Landim & Meéelo 1981 apud
Cavacante, 1998). Estes autores sugerem que mitoses ndo ocorrem nas abelhas adultas pelo fato de
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que os ninhos ceulares das oper&ias mais velhas de M. quadrifasciata anthidioides, A. mellifera e
Scaptotrigona postica possuem menos cdulas por ninho, 0 que indica que as cdulas ndo sfo repostas.
Portanto, o termo céula-tronco € mas adequado para desgnar as cdulas indiferenciadas dos
vertebrados do que para os insetos que possuem um tempo de vida mais curto que os vertebrados. Os
vertebrados necesstam de reposicdo congstante de células (Alberts et al., 2002; Gilbert, 2003),
enquanto que os insetos vivem bem menos e 0 edtoque de cdulas indiferenciadas € suficiente para
reposicéo celular (Cruz-Landim & Méllo, 1981apud Cavacante, 1998; Locke, 2003).

Durante a defecacéo da larva, percebe-se que a populacéo de células regenerativas supera a de
cdulas digettivas. Neste sentido, a populacéo de cdulas regenerativas larvais parece ser suficiente
para que ocorra a formacdo do epitéio do adulto, pois a maior parte das cdlulas regenerativas se
diferencia e anda resta um pequeno estoque de cdulas regenerdivas, que prolifera na pré-pupa,
restabel ecendo os ninhos de células regenerativas do adulto.

As marcagOes obtidas no proventriculo das pré-pupas foram observadas 4 h apds a injecéo de
BrdU e no ventriculo 12 h gpds. Provavelmente eta diferenca se deva a exiséncia de uma maior
taxa de mitose no provertriculo, que apresentou uma maior quantidade de cdulas marcadas. Tanto no
proventriculo como no ventriculo parece haver um momento no periodo que compreende a fase de
pré-pupa que ocorre um pool de células marcadas, 0 que pode ser um indicio de que as mitoses se
concentram nesta fase, e que provavelmente ocorrem em sincronia. Neves (2002) demonstrou a
presenca de figuras de mitose na pupa de olhos pretos 0 que ndo condiz com os resultados
apresentados aqui. Apesar desta observacdo ser pouco conclusiva, pelo fato destas mitoses terem sido
raramente observadas, ndo se pode descartar a ocorréncia de mitose no ventriculo em outras fases da
metamorfose, apesar de parecer que as mitoses se concentram na fase de pré-pupa.

Trés pré-pupas gpresentaram uma maior quantidade de cdulas BrdU positivas em relacéo as
outras pré-pupas. Isto poderia ser explicado pelo fato de ter sdo utilizado um pulso de maior
intervalo (24 h), o que aumentaria as chances de detectar sintese de DNA.

As mudancas morfolégicas que acontecem durante a metamorfose de M. quadrifasciata

anthidioides compreendem os processos de histdlise e histogénese descritos por Borror (1992). Porém
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ndo se deve tomar estes dois processos como eventos isolados, porque a histédlise do ventriculo larval
ocorre concomitante a histogénese, como exemplificado pelos resultados do presente trabaho e pelas
observacOes de Neves et al. (2003) que estudaram a renovacdo do epitélio do ventriculo durante a
metamorfose de M. quadrifasciata anthidioides e observaram que durante o processo de substituicdo
do epitdlio do ventriculo larval pelo do adulto, as cdlulas regenerativas originam as cdulas digestivas
e durante este processo, as células em diferenciacdo participam da fagocitose das cdulas digestivas
em processo de degeneracéo.

Provavdmente as cdulas regenerativas da pré-pupa proliferam originando mas céulas
regenerativas e ndo novas céulas digestivas, como se supunha. Portanto, a hipétese de que células
digestivas dos adultos se originam aravés da proliferacdo e poderior diferenciacdo das células
regenerativas durante a metamorfose de M. quadrifasciata anthidioides pode ser descartada pelo fato
de que a populacdo de células regenerativas existente durante o processo de defecacdo parece ser
suficiente para promover a renovacdo do epitdio do ventriculo durante a metamorfose, dém disso, 0
nimero de mitoses detectadas parece ndo dar conta de restabelecer os ninhos de cdulas regenerativas
e a0 mesmo tempo formar as novas clulas regeneratives. Se ido for verdadeiro, durante a
metamorfose do ventriculo de M. quadrifasciata anthidioides ndo ocorre formacdo do epitélio de
novo e sm o aproveitamento de células regenerativas oriundas da larva que se diferenciam nas novas
cdulas digesivas. O restabdecimento dos ninhos de cdlulas regenerativas provavelmente € uma
consequéncia das divisdes ocorridas na fase de pré-pupa, que teriam o papd de garantir a renovagdo

de cdulas digestivas do ventriculo do adulto.
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5. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabaho pode concluir que em M.

guadrifasciata anthidioides:

1-

Durante 0 periodo larva de as cdulas regenerativas se dividem contribuindo para 0 aumento
do nimero de céulas por ninho.

As células regenerativas de diferentes ninhos do ventriculo ao fina d periodo larval estéo em
contato.

Durante 0 processo de subgtituicdo do epitélio do ventriculo larva pelo epitdio do adulto, as
céulas regenerativas aumentam de tamanho e véo aos poucos se espalhando, ocupando o
espaco que antes era ocupado pelas cd ulas digedtivas larvais.

Durante a metamorfose a proliferacdo das células regenerativas ocorre no periodo de pré-
pupa.

Provavedmente o epitdlio do ventriculo do imago se origina a partir de cdulas regenerativas
larvais. A quantidade de mitoses observadas ras células regenerativas, durante a metamorfose,
gparentemente € pequena, e provavelmente, seriam suficientes somente para restabelecer os

ninhos de células regenerativas que irdo compor o epitdio de ventriculo do adulto.
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