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PARTIDA

Sem hora, sem trago
Seguir ¢ preciso
Pra onde nao sei

Caminhando, parando
Refletindo no tempo
Temperando a vida
Com pensar e desejar
Seguindo a trilha
Sei que € preciso chegar
Aonde ndo sei

(Naka)

Ao tio Mario (in memoriam) e tia Naka, dedico. Vocés sdo

os pilares da minha vida. Obrigada pelo exemplo de vida!
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RESUMO

SANTOS, Carolina Gongalves. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, junho de
2008. Desenvolvimento pos-embrionario das papilas retais em abelhas
(Hymenoptera, Apidae). Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-orientadores:
Clovis Andrade Neves e Lucio Antonio de Oliveira Campos

Embora existam muitos trabalhos sobre a morfologia e desenvolvimento
do sistema digestivo dos insetos, pouca atengdo tem sido dada ao
desenvolvimento das papilas retais, estruturas presentes no reto responsaveis pela
absorcdo de dgua e sais que contribuem para a homeostase do inseto. Comumente
sdo encontradas seis papilas distribuidas radialmente na regido proximal do reto,

sendo estas compostas de trés tipos celulares: as células principais, voltadas para o

limen, as células basais, e as células juncionais. Entre as células principais e

basais ha um lumen intrapapilar. Este trabalho teve por objetivo descrever o

processo de formagdo das papilas retais durante o desenvolvimento pos-

embrionario de Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona scutellaris.

Foram analisadas operarias adultas e pupas em diferentes fases do

desenvolvimento. Nessas abelhas a papila retal comeca a ser formada na pupa de

olho branco com 54 horas de idade, apresentando-se como um espessamento do
epitélio. Na pupa de olho rosa ocorre a formacao da camada de células basais, que
estd completamente formada ao final do desenvolvimento da pupa de olho

marrom. Nesta fase inicia-se o processo de forma¢do do lumen intrapapilar e o

posicionamento das células juncionais, que ficam em contato com o epitélio do

reto e as células principais. Durante as fases de desenvolvimento sdo observadas
inimeras figuras mitoticas em todo o reto, sugerindo que a formagdo da papila se
dé por proliferacdo, morte e diferenciacdo celular a partir da parede do reto

portanto, sendo de origem completamente ectodérmica.
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ABSTRACT

SANTOS, Carolina Gongalves. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, june
2008. Post-embryonic development of rectal pads in bees (Hymenoptera,
Apidae). Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-advisers: Clovis Andrade Neves
and Lucio Antonio de Oliveira Campos

The morphology and development of the digestive tract of the insects has
been extensively studied, but little attention was given to the development of the
rectal pads. These are rectal organs responsible for the water and salts absorption.
There are usually six ovoid rectal pads located in the median-anterior portion of
the rectum of insects. Rectal pad has three cell types: principal, basal and
junctional cells. The arrangements of these three cell types delimit an intrapapillar
lumen. The aim of this work is to describe the development of the rectal pads
during the post-embryonic development of Melipona quadrifasciata anthidioides
and Melipona scutellaris. Specimens were analyzed at the following
developmental stage: white eyed, pink eyed, brown eyed and black eyed pupae
and adult workers. The development of the rectal pad begins as a thickening of the
epithelium in white eyed pupa with 54 hours old. In this stage, there is neither
basal cells layer nor the intrapapilar lumen. In the pink eyed pupa the basal layers
begin to form and are completely formed at the end of the brown eyed pupa
development. In brown eyed pupa stage, the intrapapilar lumen is formed and the
junctional cells, which connect the rectal epithelium to the principal cells, are
positioned and completely differentiated. Cell death, cell proliferation and a large
number of mitotic cells were detected in the whole rectum during pupa
development, suggesting that the development of the rectal pads involves cell
proliferation, death and differentiation. The origin of the rectal pads is only

ectodermic.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os Hymenoptera representam a terceira maior ordem de insetos em relagdo
ao numero de espécies descritas (Borror et al., 1992) e compreendem as vespas,
formigas e abelhas. Estes insetos sdo importantes na manutengdo de diversos
ecossistemas atuando como pragas, inimigos naturais, parasitoides, predadores
que podem ser utilizadas para controle biolégico e polinizadores.

Um ter¢o da produg¢do mundial de alimentos depende da polinizacdo feita
por animais, sendo que as abelhas sdo responsaveis por 38% da polinizacdo das
plantas floriferas, sendo portanto um dos importantes agentes polinizadores, sendo
que tal atividade ¢ mais importante do que a producdo de mel, cera, propolis e
outros produtos da colméia utilizados no consumo humano (Michener, 2000). A
FAO (Food and Agricultural Organization) estima que a perda anual de produgao
agricola por falta de polinizagdo ¢ de 65 bilhdes de dolares (citado por Kerr et al.,
2001).

A redugdo do nimero de espécies de Hymenoptera esta relacionada com a
fragmentagdo ou destruicdo ambiental. Dada a importancia destes insetos para a
manuten¢do de ecossistemas, ¢ necessario o estudo detalhado desses visando sua
preservagdo. O conhecimento de caracteristicas fisiologicas e morfologicas do
sistema digestivo dos Hymenoptera ¢ importante para a compreensdo de aspectos
comportamentais e evolutivos desses insetos, a despeito disso, estudos a esse
respeito sao escassos.

O sistema digestivo das abelhas ¢ dividido em trés regides principais:
estomodeu, ventriculo e proctodeu. O estomodeu ¢ representado pela cavidade
bucal, faringe, esofago, papo e proventriculo. O ventriculo possui uma regido

anterior diferenciada, a cardia, enquanto o proctodeu estd representado pelo



intestino fino e pelo reto (Snodgrass, 1956; Caetano, 1984, 1988; Cruz-Landim,
1994; Serrao & Cruz-Landim, 1995). O estomodeu possui origem ectodérmica e
geralmente apresenta epitélio simples pavimentoso, que ndo esta envolvido com
absorcao ou secrecdo de enzimas digestivas e € coberto por uma cuticula voltada
para o lumen. (Snodgrass, 1935; Chapman, 1998; Nation, 2002).

O ventriculo possui origem endodérmica e apresenta epitélio envolvido na
produgdo e secrecdo de enzimas digestivas, assim como absor¢do de nutrientes,
funcdes realizadas pelas células principais. Além dessas células, essa regido do
canal alimentar possui células endoécrinas, envolvidas na regulacdo da produgio
enzimdtica e ninhos de células regenerativas, que repdem as células que se
desgastam. Nao ha presenca de cuticula, mas de um envelope protéico
denominado membrana peritréfica (M.P.). A membrana peritréfica é formada por
uma malha de microfibrilas de quitina embebidas numa matriz de proteinas e
glicoproteinas, produzida pelas células epiteliais ao longo do ventriculo ou por
células especializadas proximas ao proventriculo. A M.P. possui véarias fungoes,
dentre as quais compartimentalizacdo da digestdo e da absor¢do, e prote¢do do
epitélio digestivo contra danos quimicos e fisicos (Chapman, 1998; Marques-Silva
et al., 2005).

O proctodeu ¢ de origem ectodérmica e ¢ diferenciado em intestino fino e
reto, cujas células epiteliais com morfologia variada estdo arranjadas em uma s6
camada e apresentam o lumen revestido por cuticula (Nation, 2002).

A principal fung¢do do proctodeu ¢ absorcdo de agua e sais da urina e das
fezes contribuindo para o controle osmético do inseto. Estruturas especializadas
na absor¢do de 4dgua e sais da urina e das fezes podem ser encontradas no intestino

fino de algumas poucas espécies de insetos, embora na maioria das espécies sua



ocorréncia seja relatada no reto, onde sdo denominadas papilas ou glandulas retais
(Wigglesworth, 1932; Chapman, 1998). O principal sitio de absor¢ao de agua e
eletrolitos € o reto, que apresenta epitélio com células achatadas, exceto nas
regioes das glandulas retais, nas quais as cé€lulas epiteliais sdo cilindricas e
apresentam modificagdes estruturais relacionadas com a absorcao, destacando-se,
a presenga de microvilosidades e invaginagdes da membrana plasmatica basal
associadas a mitocondrias. Também ja foram localizadas enzimas relacionadas
com essas fungdes como a Na', K'-ATPase, envolvida na excrecao ¢
osmoregulacdo, ¢ presente na membrana basolateral das papilas retais de Ischnura
elegans (Odonata, Coenagrionidae) (Chapman, 1998; Khodabandeh, 2006).

Dentre os 6rgdos retais as glandulas retais possuem duas formas principais:
oval ou alongada que podem ser compactas ou ocas. As ovais sao semelhantes a
um simples espessamento do epitélio do reto, sendo conhecidas como “almofadas
retais” (rectal pads). As alongadas apresentam-se como projecdes conicas do
epitélio do reto sendo denominadas “papilas retais” (rectal papillac). O termo
papila retal ¢ utilizado no lugar de glandula retal, uma vez que este ultimo pode
levar a interpretagdes erroneas a respeito da fungdo da estrutura em questio
(Snodgrass, 1935; Garayoa et al, 1999; Serrao et al., 2004).

Em abelhas, varia¢cdes no modelo basico dessas estruturas também podem
ser encontradas, sendo descritas papilas fusiformes, ovais ou esféricas, variando
entre as espécies (Ferreira & Cruz-Landim, 1969; Serrdo et al., 2004). Algumas
espécies de formigas da subfamilia Myrmicinae apresentam trés papilas retais de
igual tamanho, enquanto em Myrmica rubra (Myrmicinae) ha um par de papilas
iguais e uma outra ¢ localizada numa regido mais anterior do reto. Machos da

formiga Atta capiguara (Myrmicinae) possuem variagdes na quantidade dessas



estruturas podendo apresentar trés ou quatro papilas que também apresentam
diferencas de tamanho entre si (Caetano, 1984).

Nos Apoidea, normalmente sdo encontradas seis papilas retais arranjadas
radialmente. A cuticula que recobre as papilas retais ¢ fina se comparada com o
restante do reto, exceto na regido de comunicagdo entre a papila e o epitélio do
reto (Chapman, 1998).

Em espécies que apresentam papilas retais, a parede do reto ndo possui
grande participacdo na absorcao de ions e fluidos (Snodgrass, 1935; Berridge &
Gupta, 1967; Chapman, 1998; Garayoa et al., 1999). Contudo, em espécies que
ndo apresentam tais estruturas, ¢ possivel notar no epitélio do reto, caracteristicas
relativas a absor¢do de substancias semelhantes aquelas encontradas nas células
das papilas retais. Dentre essas, podem ser destacadas a presenca de invaginagdes
da membrana plasmatica basal associadas a mitocondrias e microvilosidades.
Essas caracteristicas indicam uma maior participagao desse epitélio na absor¢ao,
na auséncia das papilas retais (Noirot & Noirot-Timothée, 1971). Cada papila
retal é formada por uma camada de células exceto em Neuroptera, Lepidoptera e
Hymenoptera onde sdo observadas duas camadas celulares (Chapman, 1998).
Nestes insetos, as papilas sdo formadas pelas células principais, por um conjunto
de células altas e estreitas que formam uma bainha ao redor das principais € uma
camada de células basais que isolam as principais da hemocele (Noirot et al.,
1979).

Em Apis mellifera ha uma camada de células principais, ¢ duas camadas de
células basais (Snodgrass, 1956). Variacdes desse padrao foram descritas para

outras abelhas (Ferreira & Cruz-Landim, 1969; Serrdo et al., 2004).



Embora existam estudos sobre a morfologia e fisiologia do reto (Berridge
& Gupta, 1967; Ferreira & Cruz-Landim, 1969; Noirot & Noirot-Timothée, 1971;
Nicolson & Louw, 1982; Bradley, 1985; Garayoa et al., 1999), poucos trabalhos
descrevem o desenvolvimento das papilas retais.

A origem dessas camadas foi estudada por Evenius (1933) em Vespa
vulgaris e por Dobrovsky (1951) em Apis mellifera. Contudo ndo ha consenso
sobre essa origem. Segundo Evenius (1933), as camadas basais teriam origem nas
células presentes na cavidade corporal, que num dado momento do
desenvolvimento se agrupariam sob as células principais formando a papila retal.
As papilas retais teriam entdo uma origem mesodérmica e ectodérmica. Por outro
lado, Dobrovsky (1951) sugere a origem completamente ectodérmica dessa
estrutura, uma vez que a camada de células basais seria formada a partir do
proprio epitélio do reto, juntamente com as células principais, durante o
desenvolvimento da pupa, num periodo de aproximadamente onze dias. Embora
esse autor tenha descrito estruturas denominadas corpos cromaticos como sendo
precursores das células da camada basal, a completa estrutura e formagao desses
ainda nao foi esclarecida (Dobrovsky, 1951).

Tendo em vista o exposto, o objetivo deste trabalho ¢ descrever o processo
de formagdo das papilas retais durante o desenvolvimento pos-embrionario de
Melipona scutellaris ¢ Melipona quadrifasciata anthidioides, na tentativa de
esclarecer as duvidas existentes a respeito da formagdo dessas estruturas nestes

insetos.



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Neste trabalho foram utilizadas operarias de Melipona scutellaris Latreille
e Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier, fornecidas pelo Apiario
Central da Universidade Federal de Vigosa, em diferentes estagios do
desenvolvimento (larva, pupa e adulto). As pupas por sua vez foram divididas em
quatro estagios: olho branco, rosa, marrom e preto.

Com base em resultados preliminares obtidos, favos contendo larvas de
quarto instar pos defecante foram coletados diretamente das colonias, mantidos
em placas de Petri a 28°C e observados constantemente para determinagao da hora
da muda das pupas de olho branco. Apds a muda, as pupas de olho branco foram
dissecadas em intervalos de seis horas durante um periodo total de 96 horas.
Pupas de olho rosa também foram mantidas em estufa e dissecadas em intervalos
de 24 horas durante aproximadamente 72 horas. As pupas de olho rosa, marrom e

preto foram obtidas diretamente das colonias para facilitar a analise.

METODOS

Histologia

Para analises histologicas os animais foram imobilizados em placas de
disseccao, e embebidos em solucdo fisioldgica para insetos para a dissecacao do
reto. As pecas foram fixadas por 24 horas em solugdo Zamboni (Stefanini et al.,
1967), desidratadas em gradiente de etanol, embebidas em historesina e
seccionadas a 4 um de espessura. As amostras foram coradas com hematoxilina e
eosina ou azul de toluidina-borato de so6dio a 1%, montadas com Entellan®,

observadas e fotografadas com fotomicroscopio Olympus BX60.



Histoquimica

Retos de pupas de olho branco, rosa, marrom e preto foram submetidos a
reacdo de Feulgen para evidenciar o DNA. As pec¢as foram fixadas em Zamboni
(Stefanini et al., 1967) e lavadas em agua destilada por cinco minutos. Apos
lavagem foram submetidas a hidrdlise acida em &cido cloridrico SM por 25
minutos em temperatura ambiente, lavadas em agua e coradas com reativo de
Schiff por uma hora. Posteriormente os retos foram lavados em dgua sulfurosa
(acido cloridrico 1M, agua destilada, metabissulfito de sodio a 10%). Seguiu-se
desidratacdo em gradiente de etanol e inclusdo em historesina Leica. Os cortes
com 5 um de espessura foram contrastados com Light Green a 10% (Pearse,
1953), as laminas foram montadas e fotografadas em fotomicroscopio Olympus

BX60.

Deteccao de proliferacéo celular

A detecgdo de proliferagdo celular foi investigada utilizando-se kit anti-
bromodeoxiuridina (BrdU) (Boehringer-Mannheim).

Os retos de pupas de olhos brancos foram dissecados em tampao fosfato de
sodio (PBS) e incubados com 0,2 mg/ml de 5-bromo-2’-deoxi-uridina (BrdU) em
PBS com Twenn-20 a 1% (PBST) por 50 minutos (Baker & Yu, 2001). As
amostras foram entdo fixadas em solugdo de Zamboni (Stefanini et al, 1967) por
15 minutos.

Depois de fixados os retos foram submetidos a trés lavagens de uma hora
cada em PBS, seguindo-se incubagao por 24 horas a 4°C em solugdo de anticorpo
primario anti-BrdU (Boehringer-Mannheim) obtido em rato e diluido em tampao

de incubacdo (66 mM de tampao Tris; 0,66 mM de MgCl,; ImM de 2-



mercaptoetanol) (1:100). As amostras foram lavadas trés vezes em PBS, com
duragdo de 15 minutos cada, e incubadas com solucao de anticorpo secundario
anti IgG (Boehringer-Mannheim) de rato obtido em ovelha e conjugado com
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) por 24 horas a 4°C. O material foi novamente
lavado em PBS, desidratado em gradiente de etanol, embebido em historesina,
seccionado a 10 um de espessura, montado com sacarose a 50% e analisado em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60 com filtro WB. O controle

negativo foi realizado pela omissdo do anticorpo primario anti-BrdU.

Deteccao de morte celular programada

A deteccdo de morte celular programada foi investigada utilizando-se o kit
para detecgdo de morte celular in situ (TUNEL", Roche).

Retos de pupas de olho branco e rosa de M. quadrifasciata e M. scutellaris
foram dissecados em solugao fisiologica para insetos, fixados em paraformaldeido
a 4% e levadas ao criomicrotomo (LEICA CM1850). As sec¢des de 10 um foram
submetidas ao protocolo de TUNEL de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras foram lavadas em PBS por 30 minutos, incubadas com solugdo
bloqueadora (H,O, a 3% em metanol) por 10 minutos. Em seguida foram
incubadas em solugdo de permeabilizagdo (Triton X-100 a 0,1%, citrato de so6dio a
0,1%) em gelo por dois minutos, novamente lavadas em PBS e incubadas com a
solugdo TUNEL (solugdo marcadora mais enzima terminal transferase) por 30
minutos em ambiente escuro e umido a 37°C. Apds essa etapa as amostras foram
lavadas em PBS e submetidas ao protocolo de detec¢do da peroxidase por
diaminobenzidina como substrato. Para o controle negativo as laminas foram

incubadas em solugdo sem a enzima terminal transferase. As laminas foram



contracoradas com Light Green a 10%, montadas com Entellan®, analisadas e

fotografadas em fotomicroscopio Olympus BX60.

Microscopia eletronica de varredura

Os retos de pupas de olho branco, rosa, marrom, preto e de operarias
adultas foram dissecados em solucdo salina para insetos, abertos, fragmentados
para exposicdo do interior dos tecidos e fixados em glutaraldeido a 2,5% em
tampao cacodilato de so6dio 0,1M pH 7,0. Apo6s a fixagdo o material foi lavado trés
vezes em tampao cacodilato s6dio com duracdo de 15 minutos cada e pds-fixado
com tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampao por duas horas. Seguiram-se
novas lavagens em agua destilada e desidratacdo em gradiente alcodlico. Apods
essa etapa as amostras foram submetidas a secagem em ponto critico (CPD Baltec
30), metalizadas com ouro a 20 nm de espessura e analisadas em microscopio

eletronico de varredura LEO VP 1430.



RESULTADOS

Nao foram observadas diferengas entre as espécies estudadas, portanto, as
descrigdes feitas abordam tanto M. quadrifasciata anthidioies quanto M.
scutellaris.

O reto de operarias adultas possui um epitélio simples que apresenta varias
dobras, sendo recoberto por uma espessa cuticula quitinosa e envolvido por uma
tunica muscular composta de uma camada de fibras circulares internas e de fibras
longitudinais externas (Fig. 1). As dobras do epitélio sdo distendidas quando o
reto estd cheio, aumentando o tamanho deste. As células epiteliais do reto sdo
pavimentosas com nucleo arredondado que em M. scutellaris apresenta regides de
cromatina condensada (Fig. 2 e 3). Ha ainda a presenca de seis papilas retais
arredondadas dispostas radialmente na regido mediano-anterior do reto. Cada
papila retal € composta de trés tipos celulares distintos: as células principais,
basais e as juncionais (Fig. 2). A camada de células principais esta voltada para o
lumen do reto sendo recoberta por uma cuticula mais fina em comparagao aquela
que recobre o restante do reto. Essas sdo células cilindricas com ntcleo alongado
disposto na por¢ao mediano-basal. As duas camadas de células basais, separadas
das principais pelo limen intrapapilar, sdo cubicas com ntcleo arredondado e
estao localizadas na regido basal da papila retal em contato com a tinica muscular
que recobre todo o reto (Fig. 2 e 3). As células juncionais estdo na regido de
transi¢ao entre o epitélio do reto e as células principais, formando uma borda que
separa esses tipos celulares. Essas sdo células estreitas com nucleos alongados,
apresentado cuticula mais espessa se comparada com a que recobre as células

principais (Fig. 3 e 4).

10



Figuras 1-3: Seccdo longitudinal do reto de operarias adultas de Melipona scutellaris. 1:

As células do epitélio do reto (EP) sdo pavimentosas com nucleo arredondado (setas).
Esse epitélio é envolvido por duas camadas musculares, uma circular interna (Mc) e outra
longitudinal externa (M1). L, laimen. Barra: 10 um. 2: Na papila retal, as células principais
(CP) sdo cilindricas e com nucleo alongado. CB, células basais; LP, limen intrapapilar;
Mc, camada muscular circular. Barra: 10 pm. 3: As células juncionais (CJ) separam as
principais (CP) do epitélio do reto (EP). L, limen; LP, lamen intrapapilar; Mc, camada
muscular circular. Barra: 10 pym. Figura 4: Micrografia eletronica de varredura da papila
retal de adulto de Melipona quadrifasciata anthidioides. Notar a diferenca entre a cuticula
que recobre as células juncionais (CJ) e aquela que recobre as células principais (CP). O

epitélio do reto encontra-se dobrado (EP). RA, restos de alimento. Barra: 10 pm.
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Na larva o reto se mostra como um 6rgao pouco diferenciado possuindo a
forma de um tubo alongado (Fig. 5) com epitélio espesso de aparéncia
estratificada. A cuticula € pouco desenvolvida e de dificil visualizacao. Estruturas
semelhantes a corpos cromaticos descritos por Dobrovsky (1951) que possuem
tamanho pequeno e se coram intensamente pela hematoxilina, foram observadas
distribuidas por todo o epitélio tanto na regido basal quanto na apical (Fig. 6).

Na pupa de olho branco logo apds o inicio da pupagdo o epitélio do reto
também se apresenta espesso, contudo ndo possui mais a aparéncia estratificada
da fase anterior, sendo a cuticula fina, mas ndo recobrindo inteiramente o epitélio
(Fig. 7). Os corpos cromaticos sdo mais escassos e at¢ aproximadamente 30 horas
de desenvolvimento poucas alteracdes desse padrao sdo observadas. Em pupas de
olho branco com mais de 30 horas o reto apresenta um aumento de tamanho e
volume, sendo facilmente distinguido do intestino fino (Fig. 8). Os corpos
cromaticos voltam a aparecer ao longo do epitélio (Fig. 9 e 10), sendo liberados
dos nucleos de células epiteliais em fragmentacdo (Fig. 11). Estes se mostram
Feulgen-positivos evidenciando a presenga de DNA no seu interior (Fig. 12).
Nesse estagio as células epiteliais se tornam cubicas (Fig. 9) e sdo observadas
muitas divisdes celulares (Fig. 10). A ocorréncia de divisdo celular nessa fase foi
comprovada pela a incorporagdo de BrdU pelas células epiteliais (Fig. 13 e 14). E
possivel observar com maior clareza a cuticula, contudo esta se desprende muito

facil do epitélio, sendo as vezes removida durante a dissecagao.
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Figura 5: Micrografia eletronica de varredura de reto de larva de Melipona
quadrifasciata anthidioides, mostrando reto (R) como um tubo alongado. Barra: 200 um.

Figura 6-8: Seccao longitudinal do reto de Melipona quadrifasciata anthidioides. 6: Na
larva o epitélio (EP) ¢ estratificado e s3o encontrados numerosos corpos cromaticos
(setas). L, lamen; M, camada muscular; ponta de seta, nucleo. Barra: 10 pm. 7: Na pupa
de olho branco logo ap6s a muda o epitélio do reto apresenta células altas, sendo a
cuticula secretada fina (seta). L, laimen; Mc, camada muscular circular. Barra: 10 pm. 8:
Na pupa de olho branco com 36 h o reto possui forma de bolsa distendida. Ep, epitélio; L,

limen; M, camada muscular. Barra: 100 pm.
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Figuras 9-10: Seccdo longitudinal do reto da pupa de olho branco de Melipona
quadrifasciata anthidioides. 9: Na pupa com 36 h a cuticula é delgada(Cu) recobrindo o
epitélio e a presenca de corpos cromaticos (setas). L, lamen; Nu, nicleo. Barra: 10 um.
10: A pupa com 48 h apresenta o epitélio do reto contendo os corpos cromaticos (pontas
de seta) e células em divisdo (seta). Mc, camada muscular circular; Nu, nucleo. Barra: 10
um. Figuras 11-14: Secg¢do longitudinal do reto da pupa de olho branco de Melipona
scutellaris. 11: Os nucleos (Nu) das células epiteliais fragmentam-se (seta) e liberam os
corpos cromaticos (ponta de seta). L, lamen. Barra: 10 pm. 12: Nucleos (Nu) das células
epiteliais e corpos cromaticos (setas) Feulgen positivos. L, lamen; M, camada muscular.
Barra: 10 pm. 13: Células BrdU positivas (setas) no epitélio e cuticula autofluorescente
(Cu). Barra: 10 um. 14: Controle negativo do teste de BrdU sem marcagdo no epitélio

(EP). Barra: 10 um.
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Em pupas de olho branco com 42 horas apds o inicio da pupagdo sao
observados corpos cromaticos e metafases por todo o epitélio. Ainda ndo sao
observadas papilas retais nessa fase. O mesmo ocorre na pupa de olho branco com
48 horas. Contudo, na pupa de olho branco com 54 horas apos o inicio da pupagdo
a papila surge como um espessamento do epitélio do reto, com a camada de
células principais constituindo um epitélio estratificado e apresentando nucleos
esféricos (Fig. 15). Nessa fase € possivel observar as células basais as quais ainda
ndo estdo dispostas em camadas distintas, encontrando-se agrupadas na por¢ao
basal da papila e apresentando tamanho reduzido, quando comparadas com as
principais (Fig. 16). Os corpos cromaticos continuam a ser observados nessa fase,
tanto no epitélio quanto na papila em formagao.

As células juncionais ainda ndo sdo observadas na pupa de olho branco
com 54 horas apos a pupacdo, ndo havendo separagdo clara da papila para o
epitélio que compde a parede do reto. A cuticula que recobrird todo o reto esta em
processo de formagdo, sendo secretada por todas as células (Fig. 17). De 54 até 96
horas de desenvolvimento ¢ observada uma reducdo do tamanho da papila que se
apresenta inicialmente mais alongada adquirindo posteriormente a forma discoide
(Fig. 18).

Na pupa de olho rosa as seis papilas ja se distinguem claramente do
epitélio, embora ainda se encontrem em processo de formagao (Fig. 19 e 20). As
células juncionais comegam a se diferenciar ¢ ocupar seu lugar na regido de
transicdo da papila para o epitélio apds 48 horas de desenvolvimento. A
diferenciagdo destas células ¢ caracterizada pela presenca de nucleo alongado e
estreito, estando relacionado a forma que estas células possuirdo no adulto (Fig.

21).
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Figuras 15-16: Seccdo longitudinal do reto da pupa de olho branco com 54 h de
Melipona quadrifasciata anthidioides. 15: Inicio da formagdo da papila que apresenta a
camada de células principais (CP) estratificada, as células basais (CB) ainda ndo
organizadas em camadas. Cu, cuticula; EP, epitélio; L, limen; Mc, camada muscular
circular; seta, vactiolos. Barra: 20 um. 16: Cé¢lulas principais (CP) estratificadas, as
células basais (CB) dispostas ao longo de toda a papila (pontas de seta). Os corpos
cromaticos (setas) encontram-se em maior quantidade na regido que formara o limen da
papila. Cu, cuticula; L, limen; Mc, camada muscular circular. Barra: 10 um. Figuras 17-
18: Micrografia eletronica de varredura do reto da pupa de olho branco com 66 h de
Melipona quadrifasciata anthidioides. 17: Cuticula (Cu) com aspecto ramificado (seta).
CP, células principais. Barra: 2 um. 18: Face luminal da papila (PR) em formagéo,
apresentando forma alongada. As células principais (seta larga) ndo estdo totalmente

recobertas pela cuticula (seta). EP, epitélio do reto. Barra: 20 pm.
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Figura 19: Secc¢do transversal do reto da pupa de olho rosa de Melipona quadrifasciata

anthidioides. Visdo geral do reto evidenciando trés papilas retais (PR). L, lamen; Mc,
camada muscular circular; seta, corpos cromaticos; ponta de seta, nucleo de célula
principal; Tr, traquéia. Barra: 50 pm. Figura 20: Micrografia eletronica de varredura do
reto da pupa de olho rosa de Melipona quadrifasciata anthidioides. Na regido basal da
papila ha células basais (seta), que nesta fase ainda ndo constituem as duas camadas. CP,
células principais; EP, epitélio; LB, lamina basal; Mc, camada muscular circular. Barra:
10 um. Figuras 21-22: Secg¢do longitudinal do reto da pupa de olho rosa com 24 h de
Melipona scutellaris. 21: Detalhe de uma papila que apresenta inicio de formagdo das
células juncionais (seta larga), as células basais (CB) ndo formam camadas. Notar varios
corpos cromaticos (pontas de seta) tanto perto das células principais (CP) como em meio
as basais. L, limen; Mc, camada muscular circular. Barra: 10 um. 22: Detalhe do epitélio
evidenciando a presencga de corpos cromaticos (ponta de seta) no epitélio do reto. Cu,

cuticula; L, limen; Mc, camada muscular circular; Nu, nacleo. Barra: 10 um.
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O epitélio do reto apresenta-se uniformemente constituido por células
cubicas, sendo percebida claramente a diferenca entre ele e as células principais
das papilas retais que se mostram colunares. H4 um grupo de células ocupando a
regido basal da papila, mas estas ainda ndo estdo estruturadas em duas camadas
(Fig. 21). Em pupas de olho rosa com 24 horas ha presenca de corpos cromaticos
no epitélio do reto e nas papilas (Fig. 21 e 22), sendo que essas estruturas também
sdo observadas na regido central da papila, que mais tarde se tornara o limen
intrapapilar (Fig. 21). O nimero de corpos cromaticos ¢ reduzido nos estagios
seguintes, sendo observado aumento do numero de vacuolos no interior das
células principais (Fig. 24). O epitélio do reto comega a diminuir a espessura,
sendo observados inimeros vactolos na regido apical das células (Fig. 23). Morte
e proliferacdo celular foram observadas tanto nas células do epitélio do reto
quanto naquelas da papila retal (Fig. 25 e 26).

Na pupa de olho marrom ocorre a formagao das duas camadas basais da
papila retal, sendo que a papila apresenta a mesma forma discéide do adulto (Fig.
27 e 28). Inicialmente as células que irdo compor essa parte da papila encontram-
se distribuidas abaixo das células principais ocupando a mesma extensdao destas.
As células principais estdo dispostas em uma s6 camada ao final dessa fase do
desenvolvimento (Fig. 28). A regido central da papila apresenta vacuolos e o
limen intrapapilar ainda estd em processo de formacgao, mas nos locais onde ja
estd formado apresenta em seu interior pequenas células com citoplasma
vacuolizado e nucleo picnotico descentralizado (Fig. 29). Estas células estdo em
contato com as células basais da papila, parecendo originarem-se destas. Os

corpos cromaticos ainda sdo observados nessa fase.
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Figuras 23-25: Secgéo longitudinal do reto da pupa de olho rosa de Melipona scutellaris.

23: Na pupa com 72 h as células epiteliais (EP) exibem vactolos (seta larga) no
citoplasma apical, os quais sdo maiores (pontas de seta) na regido central da papila. CB,
células basais; CP, célula principais; CJ, células juncionais; L, limen; Mc, musculo
circular; seta, corpos cromaticos. Barra: 20 um. 24: Pupa com 72 h apresentando células
basais (CB) em divisdo (ponta de seta). Os corpos cromaticos (seta) sdo escassos,
enquanto os vacuolos (seta larga) aumentam de tamanho ocupando uma area maior da
papila. CP, células principais; CJ, células juncionais; M, miisculo; Nu, nucleo. Barra: 20
um. 25: Na pupa com 24 h sdo encontradas células principais (CP) em divisao (seta). Cu,
cuticula; L, lamen; Nu, nucleo. Barra: 10 um. Figura 26: Criosec¢do do reto da pupa de
olho rosa de Melipona scutellaris, mostrando marcagdo positiva para o teste TUNEL

(seta), indicando a ocorréncia de morte celular nesse epitélio. Barra: 10 pm.
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As células juncionais estdo mais desenvolvidas e separam o epitélio do
reto das células principais da papila (Fig. 30). As células epiteliais que recobrem o
resto do reto apresentam reducao de tamanho e possuem vacuolos no apice (Fig.
31).

Na pupa de olho preto a papila ja apresenta caracteristicas semelhantes as
do adulto com as células principais cilindricas, duas camadas definidas de células
basais e células juncionais formando um colar em volta das principais (Fig. 32 e
33). Essas apresentam vacuolos localizados na porg¢do basal e nicleos alongados
(Fig. 33). O lumen intrapapilar estd formado, sendo encontradas as mesmas
células observadas na pupa de olho marrom nessa regido (Fig. 32). O epitélio do
reto apresenta as mesmas dobras observadas no adulto com células pavimentosas
(Fig. 34).

Durante toda a formagdo da papila € possivel notar a formagao da cuticula
que recobre internamente todo o 6rgdo. Na pupa de olho branco ela esta
desorganizada e nao recobre totalmente as células epiteliais (Fig. 17), na pupa de
olho rosa ¢ possivel observar uma maior organizagdo dessas estruturas que se
apresentam como uma rede na regido lateral da papila (Fig. 35). Na pupa de olho
marrom ha uma condensacdo dessa estrutura que formara uma camada uniforme
recobrindo todo o reto (Fig. 36, 37). A tinica muscular também se organiza
durante o desenvolvimento da pupa. Na pupa de olho preto nota-se que na base da
papila hd apenas a camada circular de musculos, sendo observadas também

traquéias (Fig. 38).
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Figura 27: Micrografia eletronica de varredura do reto da pupa de olho marrom de
Melipona quadrifasciata anthidioides, mostrando a papila com forma discéide, com a
impressdo das células principais (CP) na cuticula. O epitélio do reto (EP) apresenta-se
mais dobrado. CJ, células juncionais. Barra: 10 um. Figuras 28-30: Sec¢ao longitudinal
do reto da pupa de olho marrom de Melipona scutellaris. 28: Nesta fase as células
principais (CP) formam uma s6 camada, sendo possivel observar a cuticula (seta) aderida
a estas. Notar a ocorréncia de vacuolos (pontas de seta) grandes e as células basais (CB)
comecando a se organizarem em camadas. L, limen; Mc, camada muscular circular, Nu,
nucleo. Barra: 10 um. 29: O lumen intrapapilar (LP) apresenta células em seu interior
(seta), contendo citoplasma bastante vacuolizado e nucleo picnoético (ponta de seta). CB,
células basais; Mc, camada muscular circular; Va, vactiolos. Barra: 10 um. 30: As células
juncionais (CJ) apresentam estreitamento do citoplasma exceto na regido do nicleo (Nu),
contendo acumulo de vacutolos (seta) em seu apice. L, lumen; Mc, camada muscular

circular; Nu, nticleo; ponta de seta, corpos cromaticos. Barra: 10 pm.
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Figura 31: Sec¢do longitudinal do reto de pupa de olho marrom de Melipona scutellaris,

mostrando o epitélio com células cibicas contendo nucleos esféricos (Nu) e vacuolos
(Va) na porgdo apical. L, lumen; Cu, cuticula; Mc, camada muscular circular; seta, fibra
da camada muscular longitudinal. Barra: 10 um. Figuras 32-33: Secgdo longitudinal do
reto da pupa de olho preto de Melipona scutellaris. 32: Notar a presen¢a de células (seta)
no lumen intrapapilar (LP). As células basais (CB) séo ctibicas com nicleos esféricos
(ponta de seta). CP, células principais, Mc; camada muscular circular; Nu, ntcleo. Barra:
10 pm. 33: As células juncionais (CJ) possuem citoplasma estreito com nucleos
alongados (ponta de seta) que diferem dos nucleos esféricos (Nu) das células principais
(CP). L, lumen; seta, cuticula. Barra: 10 um. Figura 34: Secg¢do transversal do reto da
pupa de olho preto de Melipona scutellaris. As células juncionais (CJ) separam as células
principais (CP) daquelas que compdem o epitélio do reto (EP). Cu, cuticula; Nu, ntcleo
de células principais; seta, nticleo de células juncionais; ponta de seta, nticleo de células

epiteliais. Barra: 10 pm.
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Figuras 35-38: Micrografia eletronica de varredura do reto de Melipona quadrifasciata

anthidioides, 35: Na pupa de olho rosa notar a cuticula que recobre a regido que sera
ocupada pelas células juncionais (seta) e aquela que recobre as células epiteliais (ponta de
seta). Barra: 2 um. 36: Na pupa de olho marrom a cuticula que recobre as células
principais (CP) e as células juncionais (CJ) ndo estd completamente formada
apresentando orificios (ponta de seta). Barra: 3 um. 37: Na pupa de olho preto a papila ja
apresenta as mesmas caracteristicas do adulto sendo possivel observar a diferenga entre a
cuticula (setas) que recobre as células principais (CP) e as células juncionais (CJ). Notar
que o epitélio do reto apresenta dobras (EP) Barra: 20 um. 38: Na pupa de olho preto
observa-se que a regido basal da papila € recoberta apenas pela camada circular de

musculos (Mc) com traquéias (Tr) penetrando essa camada. Barra: 20 um.
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DISCUSSAO

A morfologia, ultra-estrutura e fisiologia das papilas retais ja foram
estudadas em varias espécies de insetos (Berridge & Gupta, 1967; Ferreira &
Cruz-Landim, 1969; Noirot & Noirot-Timothée, 1971; Nicolson, 1976; Nicolson
& Louw, 1982; Bradley, 1985; Jarial, 1992; Garayoa et al., 1999). Contudo
poucos trabalhos relatam detalhadamente o desenvolvimento dessas estruturas,
dentre esses Dobrovsky (1951) em Apis mellifera ¢ Evenius (1933) em Vespa
vulgaris. O trabalho foi realizado com a finalidade de esclarecer os processos
envolvidos na formacdo das papilas retais e determinar a real origem dessa
estrutura.

O ciclo vital das abelhas como em outros insetos holometabolos processa-
se em quatro fases: embrido, larva, pupa e adulto. Dadas as diferengas entres as
larvas e os adultos, a pupagdo ¢ a fase de transformacdes morfoldgicas e
fisiologicas desta para o adulto. A duragdo do estagio pupal ¢ variavel em
diferentes espécies de abelhas eussociais, entre os sexos € as castas. Nas operarias
de A. mellifera dura 11 dias, em Scaptotrigona postica ¢ M. quadrifasciata
anthidioides 22 dias. A duragdo desses estagios ndo ¢ fixa podendo variar com
fatores como alimentagdo e temperatura (Cruz-Landim, 2004). Neste trabalho nao
foram observadas diferengas significativas entre exemplares analisados num
mesmo estagio. Contudo, pode-se perceber que numa mesma pupa a formagao das
papilas nao ocorre em sincronia, sendo observadas papilas com pequenas
diferencas nos estagios de desenvolvimento.

O canal alimentar ¢ remodelado durante a metamorfose, quando as dietas
dos imaturos e do adulto sdo diferentes. Em abelhas a dieta das larvas e dos

adultos ¢ basicamente a mesma: secrecdes glandulares, mel e polen (Cruz-
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Landim, 2004). Contudo, o tubo digestivo ¢ extensivamente reorganizado durante
a pupacdo (Dobrovsky, 1951; Neves et al., 2003; Martins et al., 2006).

No presente trabalho, foram observadas as modificagdes pelas quais o reto
da pupa passa para a formacdo do o6rgao do adulto. Durante a vida larval, o
epitélio do intestino posterior como um todo (intestino fino e reto) apresenta-se
formado por células altas que no reto estdo em mais de uma camada assim como
descrito anteriormente por Cruz-Landim (2004). Contudo, essa autora considera a
formagao das papilas retais apenas na pupa de olho rosa, sendo observado aqui
que essa formagdo tem inicio na pupa de olho branco com 54 horas de
desenvolvimento.

Dobrovsky (1951) descreveu as mudangas no tubo digestivo no
desenvolvimento poés-embrionario de A. mellifera. Esse autor utilizou um
parametro cronoldgico para identificagdo dos estagios, sendo marcado o tempo
decorrido desde o inicio da pupagdo da pupa de olho branco. Aqui foi utilizada a
cor do olho como pardmetro para identificacdo dessas fases, sendo marcado o
tempo do inicio da pupacao apenas na pupa de olho branco. O uso da pigmentagao
do olho na determinacao das fases do desenvolvimento das pupas ¢ um indicador
mais eficiente que a idade cronologica, pois evidencia os avangos fisioldgicos que
estdo se processando no individuo (Cruz-Landim, 2004).

Em A. mellifera foram observadas estruturas no epitélio do reto que se
coram intensamente com hematoxilina e estdo distribuidas em seis faixas somente
na por¢ao anterior do 6rgdo, nas regides onde mais tarde seriam formadas as
papilas retais. Devido a isso, Dobrovsky (1951) considerou essas estruturas,

denominadas corpos cromaticos, como precursoras das papilas retais.
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Os corpos cromaticos, observados em todas as pupas analisadas, sdao
estruturas de tamanho variavel encontradas em todas as regides do reto, seja no
epitélio ou na papila em formacao. Possuem DNA em seu interior € em alguns ¢
possivel observar restos de citoplasma. Essa descrigdo estd de acordo com a
realizada por Dobrovsky (1951). Contudo como a distribui¢do e a ocorréncia dos
corpos cromaticos diferem da apresentada por aquele autor, a funcdo dessas
estruturas pode ndo estar relacionada diretamente com a formagao das papilas, no
sentido de serem precursores das células que compdem a camada basal da papila.
Afinal esses corpos cromaticos estdo presentes mesmo nas pupas que ja
apresentam papilas, além de ocorrerem no epitélio do reto.

A marcacdo positiva para os testes de deteccdo de proliferagdo e morte
celular sugere que a formacdo do reto no adulto decorre de remodelagdo do
epitélio durante a fase pupal. A presenca de células no limen da papila com
citoplasma vacuolizado e nicleo picnético sdo mais um indicativo da ocorréncia
de morte celular nesse epitélio (Souza et al., 2007). Neste cenario, os corpos
cromaticos seriam, em vez de estruturas precursoras do epitélio, fragmentos de
células que sofreram morte celular, sendo corpos apoptdticos. De certa forma
estariam relacionados com a formagdo da papila fazendo parte do processo de
remodelacdo do epitélio, mas ndo originando seus componentes.

Além dos eventos de proliferagdo ¢ morte, na formacao dos constituintes
da papila retal ha ocorréncia de diferenciagdo celular. O desenvolvimento
continuo das células da regido periférica da papila que originardo as células
juncionais ocorre por esse processo. Essas sdo formadas por diferencia¢do das
células presentes na regido de transi¢do entre o epitélio do reto e a papila retal.

Assim hd um continuo estreitamento dessas até atingirem a forma final. Da
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mesma forma ocorre a formag¢dao das duas camadas basais da papila retal.
Considerando a ocorréncia desses trés eventos, a papila retal mesmo durante sua
formacdo ¢ constantemente modelada passando de uma forma alongada presente
na pupa de olho branco para a forma discoide presente na pupa de olho preto.

Evenius (1933) propds uma origem mesodérmica para as camadas basais.
Células da mesoderme migrariam da hemocele e atravessariam a camada
muscular em formacdo alojando-se na regido basal da papila, formando entdo as
camadas basais. Entretanto Dobrovsky (1951) descarta essa hipotese, o que foi
corroborado pelos resultados obtidos neste trabalho. O epitélio do reto ¢
estratificado na larva e tem a forma das células alterada com o desenvolvimento
da pupa. Da mesma forma que as camadas principais da papila se diferenciam das
células epiteliais do reto, as camadas basais teriam origem a partir de uma
populacdo de células presentes nessa mesma regido. Sao células que sob certos
estimulos se diferenciam naquelas que irdo compor o epitélio basal da papila. Na
pupa de olho marrom ha proliferagio e migracdo destas células de origem
ectodérmica, que inicialmente estdo agrupadas, para formar as duas camadas
basais presentes nas papilas das espécies estudadas.

A formacgao das papilas retais compreende toda a fase de pupa pela qual o
inseto passa durante seu desenvolvimento. Embora na pupa de olho preto ja
possam ser observadas as mesmas caracteristicas presentes no adulto, a presenga
de fragmentos celulares no limen da papila indica uma continuagdo do processo
de formacao desta estrutura.

O desenvolvimento das papilas ndo ocorre de maneira sincronizada sendo

observados estagios de desenvolvimento levemente diferenciados num mesmo
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individuo analisado, como por exemplo, a reducao da estratificagdo da camada de
células principais.

A papila retal ¢ recoberta por uma cuticula quitinosa assim como todo o
epitélio do reto. Esta ¢ produzida pelas proprias células epiteliais e secretada em
forma de feixes. Ha uma diferenga morfologica entre as cuticulas que recobrem as
células principais da papila, as juncionais e as epiteliais do reto. As células
principais constituem o principal sitio de absor¢do de agua e ions, possuindo
extensas caracteristicas ultra-estruturais que sdo relacionadas com essa fungdo,
como complexo sistema de espagos intercelulares e invaginagdes da membrana
plasmatica apical associadas a mitocondrias (Berrige & Gupta, 1967; Jarial, 1992;
Garayoa et al., 1999). A cuticula que recobre essas células possui um aspecto
menos homogéneo do que aquela que recobre o anel de células juncionais e as
células epiteliais constituintes da parede do reto. Durante a formagao da papila ha
um maior espessamento da cuticula que recobrira as células juncionais, havendo
uma disposi¢do da matriz cuticular em forma de rede, que mais tarde assumira um
aspecto homogéneo. Embora possuam caracteristicas diferentes, hd continuidade
entre esses diferentes tipos de cuticula como observado por Garayoa et al. (1999).

Durante a maturac¢ao da pupa, o reto muda sua forma deixando a aparéncia
de tubo presente na larva e passando a apresentar-se como uma bolsa dilatada que
aumenta de volume quando cheio. Esse aumento de volume observado inicia-se
na pupa de olho branco e ocorre devido a proliferagdo celular e alteragdo na
morfologia das células epiteliais do reto. Simultaneamente ao desenvolvimento
das papilas retais, o epitélio do reto perde a caracteristica estratificada com células
cilindricas, sendo observada redu¢do do tamanho destas até se tornarem

pavimentosas no adulto (Cruz-Landim, 2004).
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A Ttnica caracteristica morfoldgica que diferiu entre as espécies analisadas
foi o grau de condensa¢dao da cromatina. Em M. scutellaris sdao observados
grumos de cromatina condensada no nucleo das células, enquanto em M.
quadrifasciata anthidioides isso ndo ocorre. Isso se deve ao fato de M. scutellaris
apresentar uma maior quantidade de heterocromatina (Rocha & Pompolo, 1998).

Dessa forma ¢ possivel concluir que a papila retal comega a ser formada na
pupa de olho branco com 54 horas ap6s o inicio da pupacdo e envolve processos
de proliferacdo, morte e diferenciacao celular. O processo de formacao da papila é
continuo durante todo o desenvolvimento da pupa, originando-se a partir do

proprio epitélio do reto sendo de origem totalmente ectodérmica.
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