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RESUMO

DIAS, Werbnica Célia Starlino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2026. Morfogénese da valvula estomodeal em pupas de Apis mellifera
Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae). Orientador: Jose Eduardo Serrao.

As abelhas Apis mellifera sao prestadoras de servicos ecossistémicos, mas tem
apresentado declinio populacional. O conhecimento de diversos aspectos de sua
biologia € fundamental para o desenvolvimento de estratégias mitigadoras desse
declinio, incluindo aspectos do desenvolvimento pds-embrionario. O
desenvolvimento do proventriculo durante a metamorfose € marcado pela everséao
da valvula estomodeal do intestino anterior para o0 médio na transicdo entre pupa de
olho marrom para abelha recém-emergida, porém os diversos processos celulares
envolvidos sdo pouco conhecidos. O objetivo foi caracterizar a valvula estomodeal
durante o processo de eversdao em pupas de operarias de A. mellifera. Nas analises
morfolégicas foram realizadas com microscopia de luz, imunofluorescéncia para
detecgdo de células em apoptose, diferenciacao e proliferagdo celular e microscopia
eletrdnica de transmissao. Em pupas de olho marrom com térax de pigmentacéo
clara a valvula estomodeal estd voltada para o lumen do papo e apresenta epitélio
com células de formato irregular, espago entre os folhetos epiteliais e células livres.
Durante a eversao da valvula estomodeal para o intestino médio entre a pupa de
olho marrom com térax de pigmentacdo média e escura ocorre diminuicdo do
espaco entre os folhetos epiteliais e desenvolvimento da membrana basal e cuticula.
As células musculares do bulbo aumentam em quantidade e diametro
gradativamente até a abelha adulta. A apoptose, a diferenciacédo e a proliferacéo
celular ocorrem com maior frequéncia nas pupas de olho marrom com térax de
pigmentacdo média. As pupas de olho rosa apresentam células com projecdes
apicais, auséncia de cuticula, numerosas mitocéndrias e depdsitos citoplasmaticos
de material floculado. Nas pupas de olho marrom com térax de pigmentacao clara,
média e escura, ocorre a formacdo de vesiculas e cuticula no dominio apical,
depdsitos citoplasmaticos de material denso e diminuicdo da quantidade de
mitocOndrias. Portanto, a morfogénese do proventriculo de A. mellifera € marcada
pela eversdo e desenvolvimento da valvula estomodeal e bulbo, com reorganizagao
e diferenciagéo dos tecidos que os compdem.

Palavras-chave: desenvolvimento; valvula estomodeal; canal alimentar; digestao



ABSTRACT

DIAS, Werbnica Célia Starlino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2026. Morphogenesis of the stomodeal valve in pupae of Apis mellifera
Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae). Adviser: Jose Eduardo Serrao.

Honeybee (Apis mellifera) provide ecosystem services, but their populations have
been declining. Understanding various aspects of its biology is fundamental for
developing strategies to mitigate this decline, including aspects of post-embryonic
development. The development of the proventriculus during metamorphosis is
marked by the eversion of the stomodeal valve from the foregut to the midgut during
the transition from brown-eyed pupa to adult; however, some cellular events involved
are poorly understood. The objective was to characterize the stomodeal valve during
the eversion process in pupae of A. mellifera worker. Morphological analyses were
performed using light microscopy, immunofluorescence for the detection of
apoptosis, cell differentiation and proliferation, and transmission electron microscopy.
In brown-eyed pupae with a light-pigmented thorax, the stomodeal valve faces the
crop lumen and presents an epithelium with irregularly shaped cells, spaces between
the epithelial layers, and free cells. During the eversion of the stomodeal valve into
the midgut between the transition from brown-eyed pupa with medium to dark
pigmentation of the thorax, there is a decrease in the space between the epithelial
layers and development of the basal membrane and cuticle. The muscle cells of the
proventricular bulb gradually increase in number and diameter until the adult bee.
Apoptosis, cell differentiation and proliferation occur more frequently in brown-eyed
pupae with medium-pigmented thorax. In the early stage of pink-eyed pupae the cells
have apical projections, absence of cuticle, numerous mitochondria, and cytoplasmic
deposits of flocculated material. In brown-eyed pupae with light, medium, and dark
pigmentation of the thorax, cuticle formation occurs in the apical domain, cytoplasmic
deposits of dense material, and a decrease in the number of mitochondria. Therefore,
the morphogenesis of the proventriculus of A. mellifera is marked by the eversion and
development of the stomodeal valve and proventricular bulb, with reorganization and
differentiation of the tissues that compose them.

Keywords: development; stomodeal valve; alimentary canal; digestion
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1. INTRODUCAO

Os insetos possuem importancia biologica e a perda de sua biodiversidade gera
apreensao no meio cientifico e na sociedade (Saunders et al/, 2025). Diversas espécies prestam
servigos ecossistémicos essenciais e estudos sobre sua biologia s3o essenciais para sua
conservagdo, conhecimento ¢ monitoramento (Millard et al, 2025). A polinizagdo ¢ um dos
servicos prestados pelos insetos, que através de interagdes coevolutivas, possibilitam a
manutengao e diversificagdo da vegetacdo (Peris e Condamine, 2024; Rahimi e Jung, 2024). A
abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) possui papel crucial na
polinizacdo de vegetagdo nativa e culturas agricolas, além de gerar produtos de interesse
econdmico como mel, propolis, cera e compostos farmacéuticos (Ilyasov et al, 2025; Sgroi et
al,2025). Além de sua relevancia econdmica, 4. mellifera ¢ um organismo modelo amplamente
estudado quanto a sua biologia e impactos ecologicos (Cirtwill ¢ Wirta, 2025; Rahimi e Jung,
2025).

As coldnias de 4. mellifera sao compostas por castas de individuos do sexo feminino,
representadas pelas rainhas e operarias, além dos machos. A rainha € o individuo reprodutivo,
responsavel pela produ¢do de quase a totalidade dos ovos e manutengdo do numero de
individuos, enquanto os machos sdo responsaveis pela fertilizagdo da rainha virgem e
contribuem pouco com as tarefas da colonia. As operarias realizam todas as demais tarefas da
colonia, incluindo cuidado com as crias, alimentacdo, controle de temperatura, defesa e
forrageio por recursos. As abelhas utilizam sentidos refinados como visdo, olfato e memoria
para visitar as plantas floriferas para a coleta de néctar, fonte de carboidratos e graos de polen,
fonte de proteinas. Estas fontes de alimento sdo armazenadas na colOnia e utilizadas para
alimentacao dos individuos jovens e adultos (Michener, 1974; Gullan e Cranston, 2017).

Sendo insetos holometéabolos, as abelhas apresentam desenvolvimento pds-embrionario
na forma de larva que posteriormente passam por metamorfose completa, originando os adultos.
O periodo entre a oviposi¢ao e a emergéncia do adulto dura aproximadamente 16 dias para as
rainhas, 21 dias para operarias e 24 dias para machos (Gullan e Cranston, 2017). A fase larval
compreende cinco instares larvais, sendo marcada principalmente pela alimentacao e formagao
de discos imaginais. Em operarias, o quinto instar pode ser subdivido pelas fases de alimentagao,
tecimento do casulo e pré-pupa, totalizando cerca de oito dias. A fase pupal das operarias ¢
dividida em sete estagios, definidos com base nas altera¢des na coloragdo dos olhos e do torax,
e apresenta duracdao aproximada de 12 dias, correspondendo aos estagios de pupas de olho

branco, olho rosa, olho rosa escuro, olho marrom com térax de pigmentagao clara, média e



escura (Michelette ¢ Soares, 1993). E durante o estigio pupal que ocorre a metamorfose
completa do inseto, envolvendo diversas transformagdes nos oOrgdos internos larvais que
constituiram o organismo do inseto adulto.

Nos insetos, o canal alimentar se divide em intestinos anterior ou estomodeu; intestino
médio ou ventriculo, e intestino posterior ou proctodeu. O intestino anterior realiza o transporte
e armazenamento do alimento ingerido e compreende a boca, faringe, esdéfago, papo e
proventriculo. No intestino médio ocorre a digestdo e absor¢do dos nutrientes que sao
transportados para a hemolinfa e posteriormente utilizados na formagao e manutengao de todo
o organismo. O intestino posterior absorve agua e ions e se divide em intestino delgado ou ileo
e reto (Serrdo e Santos, 2025). As regides do canal alimentar variam também quanto a sua
origem, sendo os intestinos anterior e posterior de origem ectodérmica, caracterizados por uma
intima cuticular revestindo a superficie apical do epitélio e o intestino médio, de origem
endodérmica, € recoberto pela membrana peritrofica (Chapman 2013).

Nas abelhas, o canal alimentar das larvas ¢ constituido por um intestino anterior curto
sem subdivisdes anatomicas evidentes, um intestino médio longo e um intestino posterior
rudimentar, uma vez que a passagem entre o médio e o posterior ¢ fechada (Snodgrass, 1956).
O canal alimentar do adulto difere daquele observado nas larvas principalmente em relagdo as
subdivisdes anatomicas, sendo composto por um intestino anterior diferenciado em faringe,
eso0fago, papo e proventriculo, além de intestino médio e intestino posterior subdividido em ileo
e reto (Snodgrass, 1956). O canal alimentar apresenta ainda duas valvulas responsaveis pelo
controle do fluxo e pela compartimentalizagdo do alimento. A valvula estomodeal, também
denominada valvula esofageal ou cardiaca, localiza-se na transi¢do entre o intestino anterior €
médio, enquanto a valvula pildrica esta situada entre o intestino médio e o posterior (Serrao e
Santos, 2025). A fase pupal € marcada por transformagdes morfoldgicas e fisioldgicas, nas quais
o canal alimentar passa por processos sucessivos de remodelagdo, destruicao e regeneragdo de
tecidos durante a metamorfose (Cruz-Landim, 2009; Gongalves et al., 2017; Guedes et al.,
2025).

As fontes alimentares constituem basicamente reservas nutritivas ou vitelo do ovo na
fase de embrido; mel, pdlen e secregdes glandulares nas fases larval e adultos, enquanto as pupas
mobilizam reservas energéticas armazenadas do corpo gorduroso (Cruz-Landim, 2009). Desde
a fase embrionaria o canal alimentar passa por mudancas graduais que preparam o 6rgao para a
fase adulta. Na fase de pupa a alimentagao cessa e enquanto isso o canal alimentar se remodela

intensamente para reorganizagdo e preparacdo para a alimentagdo do adulto (Cruz-Landim,
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2009). Portanto, o desenvolvimento ontogenético do canal alimentar ¢ marcado por ajustes e
transformagdes que o adaptam para o seu crescimento e sobrevivéncia (Snodgrass, 1956).

Dentre as transformagdes metamorficas do canal alimentar, a formagao do proventriculo
resulta na modificagdo de uma simples valvula estomodeal na larva para uma estrutura
constituida por um bulbo muscular no interior do limen do papo, uma valvula estomodeal no
limen do intestino médio e uma peca mediana (pescogo) conectando as duas estruturas no adulto
(Serrdo e Santos, 2025). A valvula estomodeal larval se localiza na regido de transi¢ao entre o
intestino anterior ¢ o médio, sendo formada pelo epitélio simples do intestino anterior que se
invagina formando uma dobra epitelial separada por uma membrana basal no intestino médio
(Metzer, 1910; Dobrovsky, 1951). Como se origina do epitélio do intestino anterior, a valvula
também possui revestimento de cuticula (Snodgrass, 1956). A fungdo dessa valvula ¢ regular a
passagem do alimento, prevenindo o refluxo daquele em processo de digestdo no intestino
médio para o intestino anterior (Dobrovsky, 1951; Snodgrass, 1956). A valvula estomodeal,
assim como todo o canal alimentar, passa por modificagdes morfoldgicas nos estagios do ciclo
de vida da abelha (Dobrovsky, 1951). De forma geral, a histéria da valvula estomodeal pode ser
dividida em quatro eventos principais: 1) formacao durante a fase larval; ii) degeneracao na pré-
pupa; iii) reconstrugdo e iv) eversao na fase de pupa (Evenius, 1925; Evenius, 1926; Snodgrass,
1956; Guedes et al., 2025).

O primeiro evento se refere a sua formacdo inicial e ¢ decorrente da abertura da
passagem entre os intestinos anterior e médio na eclosdo da larva a partir do ovo, pois
anteriormente os rudimentos do intestino médio remanescente da endoderme embriondria
formavam uma cavidade fechada (Snodgrass, 1956). A formagado da valvula estomodeal tem
inicio com o afinamento da parede epitelial que fecha a passagem entre os intestinos anterior €
médio na fase de embrido (Metzer, 1910). A dobra formada pelo epitélio do intestino anterior
cresce em dire¢do a essa fina parede até o ponto em que a rompe e se posiciona no interior do
intestino médio (Evenius, 1925; Dobrovsky, 1951; Snodgrass, 1956).

O segundo evento se refere a desintegracdo da valvula estomodeal na fase de pré-pupa,
havendo novamente o fechamento entre os intestinos anterior ¢ médio (Metzer, 1910). Os
processos que levam ao desaparecimento da valvula comecam com o seu encurtamento e
retragdo, sendo que as margens do epitélio que formam a valvula se alongam medianamente até
se unirem formando uma parede que fecha a passagem (Evenius, 1926). Ao mesmo tempo, o
epitélio do intestino médio também se projeta e se une logo abaixo da parede formada
anteriormente, resultando em uma parede dupla que fecha a passagem entre os intestinos

(Evenius, 1925; Dobrovsky, 1951).
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Entao tem-se o inicio do terceiro evento, com a reconstrucao da valvula estomodeal na
pupa de olho marrom, com a formagao de uma dobra de epitélio do intestino anterior no limen
do papo, simultaneamente com a vacuolizagdo e desorganizacdo das células da parede dupla
que fechavam a passagem desde a pré-pupa (Snodgrass, 1956, Guedes et al., 2025). A seguir, a
valvula ¢ evertida para o intestino médio conectando o terceiro e quarto evento, com a abertura
da passagem e formagao da valvula definitiva e funcional na abelha adulta (Evenius, 1925;
Evenius, 1926). Portanto, o canal alimentar é resultado de um elaborado processo de
transformagdo marcado por mudangas que permitem o sucesso evolutivo desses insetos
essenciais (Cruz-Landim, 2009; Blaimer et al., 2023).

Curiosamente, na sua primeira formacao na fase larval, a valvula estomodeal se alonga
em dire¢do ao intestino médio, o que difere do relatado na sua segunda formagdo no estagio
pupal em que ela se projeta para intestino anterior e somente apds uma série de mudangas
morfologicas everte para o intestino médio (Evenius, 1925; Dobrovsky, 1951; Snodgrass, 1956).
Entretanto, ha poucos estudos de todo esse processo havendo lacunas sobre essa formagao
diferenciada em nivel celular, com possiveis eventos de morte celular por apoptose,
diferenciagdo e proliferagdo celular atuando na remodelagdo da valvula estomodeal.

A apoptose ¢ uma forma de morte celular programada que impacta a homeostase e
processos criticos durante o desenvolvimento de um organismo (Park et al., 2023; Griffioen e
Nowak-Sliwinska, 2025). A morte celular ao remover células danificadas ou geneticamente
programadas para este fim evita danos aos tecidos (Park ef al., 2023) e remodela 6rgaos nos
processos morfogenéticos (Monier e Suzanne, 2015). Entre as diferentes implicagdes teciduais
envolvidas na morte celular por apoptose, compreender seu papel no desenvolvimento de
insetos apresenta particular relevancia.

Em Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae) a ocorréncia de
apoptose ¢ aumentada em resposta ao estresse por temperatura (Li ef al., 2025). A apoptose
também pode ser induzida na infec¢do viral que compromete o sistema imune de Nilaparvata
lugens (Hemiptera: Pentatomidae), exemplificando a complexidade das interagcdes inseto-
microrganismos (Zheng et al., 2025). Em A. mellifera, alteracdes nos niveis de apoptose podem
ser desencadeadas por fatores estressores que resultam em danos histopatologicos ao intestino
médio de operarias recém-emergidas (De Resende et al., 2025; Carneiro et al., 2022) e larvas
(Nere et al.,2025). O processo de morte em nivel celular influencia também no desenvolvimento
dos insetos com papel essencial na metamorfose da glandula salivar de D. melanogaster (Long
et al., 2024) e na remodelagdo do intestino posterior durante a metamorfose de abelhas A.

mellifera (Gongalves et al., 2017).
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A apoptose se baseia em uma cascata proteolitica mediada por caspases iniciadoras e
executoras. Sinais apoptdticos desencadeiam a dimerizagdo e ativacdo das caspases iniciadoras
(caspases 8, 9) por proteinas adaptadoras. Entdo, as caspases iniciadoras ativam as caspases
executoras (caspases 3, 6, 7), que apoés mudangas conformacionais desencadeiam a clivagem de
multiplos substratos e proteinas-chave que levam a morte da célula. Apos a acao das caspases
executoras a c¢lulas passa por uma série de mudangas como a fragmentagdo nuclear,
desorganizacao do citoesqueleto e interrup¢ao da adesao celular, levando a eliminagdo ordenada
da célula. A cascata das caspases ¢ irreversivel e auto-amplificada, portanto, a deteccdo da
caspase-3 clivada indica que a célula esta apoptose (Alberts, 2017; Park et al., 2023; Griffioen
e Nowak-Sliwinska, 2025).

Durante a metamorfose, além da morte celular, a diferenciagdo celular é um evento
fundamental. A via Notch ¢ uma sinalizagdo que determina o caminho que a célula ira tomar
durante seu desenvolvimento, como a diferenciacdo celular (Bray, 2006). Notch ¢ um receptor
transmembrana que apds ser ativado por uma proteina em uma célula adjacente desencadeia
uma série de sinais que controlam processos celulares essenciais (Bray, 2006). A proliferagdo e
diferenciagdo celular controladas pela via Notch sdo estudadas em vérias espécies e tecidos
como o 6sseo (Daria et al. 2025) e muscular de mamiferos (Qin, 2025). Em insetos, uma fina
regulagdo da via Notch em D. melanogaster tem fungdo no desenvolvimento das asas e sua
morfologia (De Celis e Garcia-Bellido, 1994; Zhang et al, 2019). A qualidade da alimentagdo
pode influenciar na diferenciagdo celular via Notch de diferentes tipos de hemocitos D.
melanogaster (Katz, 2025). E na formacao das asas de Bombyx mori (Lepidoptera) a apoptose
e a via Notch contribuem no sistema imune e regulacdo do disco imaginal das asas,
respectivamente (Chen et al., 2025).

Além da diferenciag¢do celular que pode ser detectada pela via Notch (Bray, 2006),
processos que acontecem no nucleo também sdo essenciais para o destino das células. No
nlcleo, a cromatina ¢ composta pelo material genético e proteinas associadas que exercem
fungdes fundamentais como a compactagdo e organizacao do DNA (Alberts et al., 2017). Entre
estas proteinas estdo as histonas, responsaveis pela organizagdo cromossomica do nucleossomo
e cujas modificagdes pos-traducionais regulam a estrutura e funcdo da cromatina, além da
expressdo génica (Lai e Wang, 2025). O cerne do nucleossomo ¢ composto por um octdmero
de histonas dispostas em pares, chamadas H2A, H2B, H3 e H4 que compactam o DNA (Alberts
etal.,2017). As caudas N-terminais das histonas se projetam para fora do nucleossomo, estando
sujeitas a modificagdes quimicas como acetilagdo, metilacdo e fosforilagdo para ajuste de novas

fungdes (Li e Lin, 2025). A fosforilagdo dos residuos de aminoacidos serina-10 ¢ serina-28 na
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cauda da histona H3 (PHH3) ¢ um marcador de proliferacao celular especifico para células em
mitose, pois durante a intérfase a expressdo de PHH3 ¢ ausente ou minima (Paulson e Taylor,
1982; Wei et al., 1998). A fosforilagdo da histona H3 inicia na fase G2 tardia até o inicio da
profase, e se encontra altamente fosforilada na metafase (Juan et al., 1998; Lee, Yang e Bigras,
2014). Ja a desfosforilacao acontece no final da anafase até o inicio da telofase, marcando entao
a saida da mitose caracterizando PHH3 como um marcador de proliferagdo celular (Hans e
Dimitrov, 2001).

Estudos sobre desenvolvimento das abelhas podem fornecer suporte teérico para a
compreensao da formagao do canal alimentar ¢ ampliar o conhecimento sobre esse importante
inseto polinizador. No entanto, ainda sdo escassos os estudos que abordam a morfogénese da
valvula estomodeal de A. mellifera, bem como descrigdes detalhadas das alteragdes
morfologicas do tecido e dos processos intracelulares envolvidos na sua eversao. Em um estudo
prévio, Guedes et al. (2025) descreveram a formagdo do proventriculo na pupa de A. mellifera,
mostrando que a eversdo da valvula estomodeal do limen do intestino anterior para o médio
ocorre na transicdo da pupa de olho marrom para abelha recém-emergida. Entretanto, o exato
momento deste evento e a influéncia dos eventos moleculares de apoptose, proliferacdo e
diferenciagdo celular permanecem desconhecidos. Dessa forma, este estudo visa caracterizar o
desenvolvimento da vélvula estomodeal durante o processo de eversdao em pupas de operarias

de 4. mellifera.

2. OBJETIVO

Avaliar a morfologia tecidual e celular da véalvula estomodeal durante o processo de
eversdo ao longo da metamorfose de A. mellifera. Avaliar a ultraestrutura da parede obstrutiva
que separa os intestinos anterior ¢ médio na pupa de olho rosa. Adicionalmente, testamos a
hipdtese de que apoptose, diferenciacdo e proliferagdao celular constituem eventos chaves na

formacao dessa regido.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Abelhas

Pupas nos estagios de desenvolvimento de olho rosa; olho marrom com torax de
pigmentacao clara, média e escura e operarias adultas foram coletadas de trés colonias mantidas
no Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, estado de Minas Gerais, Brasil
(20°45' S 42°52' O).

3.2 Histologia

Apods a coleta, as abelhas (10 individuos por estagio do desenvolvimento) foram
dissecadas para extragdo dos intestinos em solucdo fisioldgica para insetos (0.1 M NaCl + 0.2
M KH2PO4 + 0.2 M Na;HPOg), pH 7,2. Em seguida, fragmentos da transi¢do ente o intestino
anterior e o médio, correspondente a regido do proventriculo, foram fixadas em solucdo de
Zamboni por 24 horas a 12 °C. Entdo, as amostras foram desidratadas em série crescente de
etanol (70%, 80%, 90% e 95%) por 10 min em cada etapa. Apoés infiltragdo em historesina
glicol metacrilato (Leica Byossystems) de acordo com as instru¢des do fabricante, secg¢des de
3 um foram obtidas em microétomo rotativo Leica RM225 e coradas com hematoxilina (15 min)
e eosina (5 min). A andlise histologica foi realizada em microscopio de luz Olympus BX60
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

3.3 Imunofluorescéncia

Pupas de olho marrom com torax de pigmentagdo média (n =24) e escura (n = 24) foram
coletadas. As pupas foram dissecadas em solucdo fisioldgica para insetos e as amostras
correspondentes a regido do proventriculo foram fixadas em solu¢do de Zamboni por 90 min.
Ap0s séries de lavagens de 10 min cada com tampao fosfato de sodio 0,15 M, pH 7,2 (PBS), as
amostras foram transferidas para PBS com Tween 20 a 1% por 90 min. Novamente lavadas em
PBS, as amostras (n = 6 cada anticorpo) foram incubadas por 48 horas em: (a) anticorpo
primério anti-caspase-3 clivada (1:400) (Trevigen Cat# 2305-PC-100, RRID: AB 2665453)
para detec¢do de apoptose; (b) anti-Notchl (1:200) (Cell Signaling Technology D6F11,#4380,
Registro de Anticorpo AB 280898) para a identificagdo de diferenciacao celular e (c) anti-
histona H3 fosforilada (1: 100) (Cell Signaling Technology Cat # 9701S, Registro de
Anticorpos: AB 331534) para deteccdo da proliferacao celular. Em seguida, as amostras foram
lavadas em PBS e incubadas em anticorpo secundario IgG anti-coelho FITC conjugado (1:500)
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) por 72 horas. Ap6s serem lavadas em PBS as
amostras foram incubadas em faloidina conjugada com TRITC (1:400) (Sigma-Aldrich Corp.
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P1951, St. Louis, MO, EUA) por 1 hora para detec¢ao de F-actina. Em seguida, as amostras
foram lavadas em PBS e incubadas em 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1:500) por 30 min
para detec¢do dos nticleos celulares. Os anticorpos primarios foram omitidos nas amostras de
intestino (n= 2 por anticorpo) utilizadas para controle negativo. Por fim, as amostras foram
montadas em solucdo de sacarose a 30% e analisadas em microscopio Confocal Zeiss modelo
LSM 900 Axio Observer 7 (Zeiss, Alemanha).

3.4 Microscopia eletronica de transmissao

As regides do proventriculo de quatro pupas de olho rosa, olho marrom com torax de
pigmentacdo clara, média e escura e operdria adulta recém-emergida foram dissecadas em
solucdo fisioldgica para insetos e a regido correspondente ao proventriculo transferida para
glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato de sddio 0,15M pH 7,2 por 2h. Apds duas lavagens
em tampao cacodilato de sodio, as amostras foram transferidas para tetréxido de 6smio a 1%
no mesmo tampao por 2h. Apds nova lavagem no tampao, foi realizada a desidrata¢do em série
crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 99%) e inclusdo em resina acrilica LR White (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Se¢des com 70
a 90 nm de espessura foram obtidas em ultramicrétomo (RMC Boeckeler, Estados Unidos da
América), contrastadas com acetato de uranila aquosa a 1% (10 min) e citrato de chumbo (3
min; Reynolds, 1963). As amostras foram analisadas em Microscopio Eletronico de

Transmissdo Zeiss (EM 109) (Zeiss, Alemanha).
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4. RESULTADOS
4.1 Histologia

O bulbo do proventriculo de pupas de olho marrom com térax de pigmentagao clara
possui poucas células musculares nas camadas circulares e longitudinais (Figura 1A-B). O
epitélio do bulbo possui células colunares justapostas com nucleos circulares na por¢ao apical
proximo a cuticula (Figura 1B). A porcao basal da célula apresenta regides vacuolizadas
proximas a camada muscular (Figura 1C).

Na pupa de olho marrom com térax de pigmentagao média o bulbo apresenta aumento
da quantidade e didmetro de células musculares (Figura 1D). O epitélio revestido por cuticula
possui células colunares com nucleos circulares e vactiolos basais em com torax de pigmentagao
média (Figura 1E). Células livres globosas e com inumeros vactolos em seu citoplasma
aparecem entre as fibras musculares de pupas de olho marrom com térax de pigmentagao clara
(Figura 1C), porém em maior abundancia nas pupas de olho marrom com térax de pigmentagao
média (Figura 1E-F).

No bulbo do proventriculo de pupas de olho marrom com torax de pigmentagdo escura
as fibras musculares se tornam mais compactas € numerosas, aproximando as camadas
circulares e longitudinais (Figura 2A). O bulbo contém menor abundancia de células livres entre
as fibras musculares e espinhos cuticulares bem desenvolvidos (Figura 2B). O epitélio
pseudoestratificado ¢ revestido por cuticula e possui células com nucleos ovais e diminui¢ao da

vacuolizagdo (Figura 2C).
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Figura 1. Micrografias de luz do bulbo do proventriculo de pupas de olho marrom de Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae). A-C. Bulbo de pupas de olho marrom com torax de
pigmentag¢ao clara com camada muscular circular externa e longitudinal interna; célula entre as
fibras musculares (ponta de seta); epitélio do bulbo com células vacuolizadas; revestimento de
cuticula delimitando a superficie externa do bulbo. D-F. Bulbo de pupas de olho marrom com
torax de pigmentagao média com camadas musculares circular e longitudinal, revestimento de
cuticula e células entre as fibras contendo inimeros vactiolos em seu citoplasma (pontas de
seta). mc: musculo circular; bu: bulbo; ve: valvula estomodeal; ct: cuticula; ml: musculo
longitudinal; epp: epitélio do papo; epb: epitélio do bulbo; es: espinho cuticular.



18

No bulbo do proventriculo da abelha adulta as camadas musculares estdo mais proximas
€ compactas com menor espacamento entre as fibras (Figura 2D). O epitélio pseudoestratificado
¢ revestido por cuticula espessa na regido apical e células com nucleos circulares (Figura 2E).

As células livres que antes circulavam no interior do bulbo agora estdo ausentes (Figura 2F).

Figura 2. Micrografias de luz do bulbo do proventriculo de pupas de olho marrom e operarias
adultas de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A-C. Bulbo de pupas de olho marrom com
torax de pigmentacao escura apresentando camadas musculares longitudinal interna e circular
externa compactas e células livres entre as fibras. A cuticula reveste e forma o espinho na
extremidade do bulbo. Epitélio pseudoestratificado com nucleos circulares sobrepostos. D.
Bulbo de abelha adulta com camadas musculares compactas e pouco espacadas. E. Células
musculares longitudinais calibrosas com estriagdes transversais, epitélio com nticleos circulares
€ pouco espaco citoplasmatico e cuticula densa no bulbo de abelha adulta. F. Células musculares
circulares externa em vista transversal e camada muscular longitudinal proxima ao epitélio do
bulbo em abelha adulta. mc: musculo circular; ml: musculo longitudinal; ct: cuticula; ep:
epitélio; es: espinhos cuticulares; bu: bulbo.
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A vélvula estomodeal nas pupas de olho marrom com toérax de pigmentagao clara esta
voltada para o interior do papo (Figura 3A-B). Com a eversdo que ocorre na pupa de olho
marrom com toérax medianamente pigmentado, a valvula estomodeal se torna voltada para o
intestino médio (Figura 3C). A partir da pupa de olho marrom com torax de pigmentagado escura,
a valvula, voltada para o intestino médio, continua a passar por modificacdes em sua morfologia
(Figura 3D-E), até a sua posi¢do funcional na abelha adulta (Figura 3F).

A valvula estomodeal de pupas de olho marrom com torax de pigmentacao clara voltada
para o interior do papo apresenta dois folhetos epiteliais que convergem para a por¢ao terminal
e um aparente ponto de abertura (Figura 4A). A parede dupla que fecha a passagem entre os
intestinos, possui epitélio oriundo do intestino anterior pseudoestratificado com nucleos
pequenos e em diferentes alturas, enquanto aquele do intestino médio apresenta células
colunares e nacleos ovais (Figura 4B). O duplo epitélio da valvula estomodeal apresenta muitas
dobras e células com formato irregular e nucleos ovais (Figura 4C-D). Entre os epitélios hd uma
fina membrana basal e as células sdo revestidas por fina cuticula (Figura 4E). E possivel
observar células migrando para a membrana basal (Figura 4F).

Algumas pupas de olho marrom com torax de pigmentacdo clara, apresentaram os
folhetos epiteliais da valvula estomodeal espagados com desaparecimento da membrana basal
(Figura 5A). O epitélio apresenta diminuicao na quantidade de dobras e valvula ainda voltada
para o papo (Figura 5B). As células da valvula estomodeal apresentam formato irregular com
nucleos ovais e revestidas por cuticula (Figura 5C). Células livres entre os dois folhetos
epiteliais da valvula estomodeal podem ser fusiformes ou globosas com inimeros vactolos

citoplasmaticos acidofilos ou células vermiformes basofilas (Figura SD-F).
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Figura 3. Micrografias de luz da eversio da valvula estomodeal de Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae). A-B. Pupas de olho marrom com torax de pigmentacdo clara com a
valvula estomodeal voltada para o interior do proventriculo. C. Pupa de olho marrom com térax
de pigmentacdo média com valvula estomodeal no interior do intestino médio. D-E. Pupas de
olho marrom com térax de pigmentagdo escura com valvula estomodeal no intestino médio. F.
Valvula estomodeal em abelha adulta. pa: papo; bu: bulbo do proventriculo; ve: valvula
estomodeal; im: intestino médio; mp: membrana peritrofica.
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Figura 4. Micrografias de luz da regido do proventriculo de pupas de olho marrom com térax
de pigmentagao clara de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A. Proventriculo em formagao
mostrando a valvula estomodeal em seu interior. B. Epitélio da valvula estomodeal com limites
intercelulares imprecisos e passagem fechada entre os intestinos anterior e médio. C-E. Folhetos
epiteliais irregulares da valvula estomodeal. F. Aparente abertura na regido do pescoco do
proventriculo (asterisco) e célula em migracao (ponta de seta). pa: papo; bu: bulbo; ve: valvula
estomodeal; im: intestino médio; eia: epitélio do intestino anterior; eim: epitélio do intestino
médio; cr: células regenerativas; mb: membrana basal; ep: epitélio; cm: camada muscular; cd:
c€lulas digestivas; n: nucleo.
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Figura 5. Micrografias de luz da vélvula estomodeal de pupas de olho marrom com torax de
pigmentacao clara de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A-B. Valvula estomodeal no
interior do proventriculo. C- Matriz extracelular entre os dois epitélios da valvula. D. Detalhe
de quadro pontilhado em C mostrando célula livre no interior da valvula. E. Células livres
(pontas de seta). F. Célula migrando na base da valvula (ponta de seta). ve: valvula estomodeal;
bu: bulbo; me: matriz extracelular; ep: epitélio.
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Em pupas de olho marrom com térax de pigmentagao média a valvula estomodeal ocorre
tanto voltada para o papo com a passagem fechada para o intestino médio (Figura 6A) ou em
direcdo ao intestino médio (Figura 6F), caracterizando a ocorréncia da eversdao. Em ambos os
casos, o epitélio, revestido por cuticula, possui dobras e grande espagamento entre os folhetos
epiteliais da valvula estomodeal (Figura 6B) com células de formato irregular e auséncia de
membrana basal (Figura 6C). Entre os dois epitélios da valvula estomodeal ha abundancia de
células livres vacuolizadas e globosas (Figura 6D-E).

Em pupas de olho marrom com toérax de pigmentacdo escura a valvula estomodeal
possui espacamento estreito entre os folhetos epiteliais, alongamento do epitélio ainda sem
membrana basal definida e passagem aberta para o intestino médio (Figura 7A-C). As células
da valvula estomodeal possuem formato irregular, nicleos ovais e nucléolos evidentes (Figura
7D). A cuticula reveste todo epitélio da valvula (Figura 7E-F).

As células livres em migracao entre os dois epitélios da valvula estomodeal se tornam
raras (Figura 8A), com diminui¢@o do espaco entre os folhetos epiteliais (§8B-D).

Apds a eversdo, a valvula estomodeal continua com modificacdes até a abelha adulta,
onde as células do folheto externo sdo altas, enquanto o folheto interno possui células baixas
(Figuras 9A-B). As células sdo justapostas e separadas por uma fina membrana basal (Figura
9C). Os nucleos sdo ovais com nucléolos evidentes (Figura 9D). A cuticula espessa reveste toda

a valvula estomodeal e raramente € possivel ver células livres entre os epitélios (Figura 9E).
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Figura 6. Micrografias de luz da vélvula estomodeal de pupas de olho marrom com torax de
pigmentacao média de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A. Valvula estomodeal voltada
para o interior do papo. B. Folhetos epiteliais apresentando espagamento. C. Células da valvula
finas e de formato irregular e células livres entre os folhetos epiteliais. D-E. Células livres em
migracao na base da valvula com vacuolos citoplasmaticos (pontas de seta). F. Valvula evertida
em direcdo ao intestino médio. bu: bulbo; ve: valvula estomodeal; ep: epitélio; mec: matriz
extracelular; n: nicleo; cm: camada muscular; im: intestino médio.
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Figura 7. Micrografias de luz da vélvula estomodeal de pupas de olho marrom com torax de
pigmentacao escura de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A. Valvula estomodeal no
interior do intestino médio. B-C. Epitélios da valvula revestidos por cuticula em proximidade
ao epitélio simples colunar com borda em escova do intestino médio. D-F. Epitélios da valvula
de formato irregular revestido por cuticula e estreitamento do espago entre os epitélios. ve:
valvula estomodeal; im: intestino médio; be: borda estriada; ct: cuticula; cr: células
regenerativas; n: nucleo.
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Figura 8. Micrografias de luz da vélvula estomodeal de pupas de olho marrom com torax de
pigmentacao escura de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A. Célula em migragdo na base
da valvula (seta). B-D. Diminuicdo do espaco entre os folhetos epiteliais apos a eversdao da
valvula para o intestino médio. ct: cuticula; ve: valvula estomodeal; cd: células digestivas; im:
intestino médio.
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Figura 9. Micrografias de luz da valvula estomodeal de operarias adultas de Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae). A-B. Valvula estomodeal revestida por cuticula no limen do intestino
médio em proximidade com a membrana peritroéfica. C-D. Folhetos epiteliais da valvula
delimitados externamente por cuticula e membrana basal entre eles. E. Células justapostas com
nucleos ovais e nucléolos evidentes. Fina camada de membrana basal e célula com vactolos no
citoplasma entre os epitélios da valvula (ponta de seta). im: intestino médio; ve: valvula
estomodeal; mp: membrana peritrofica; ep: epitélio; mb: membrana basal; ct: cuticula; n:
ntcleo.
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4.2 Imunofluorescéncia

Pupas de olho marrom com toérax de pigmentagdo média, fase em que ocorre a eversao
da valvula estomodeal, apresentaram muitas células positivas para o anticorpo anti-caspase 3
clivada no epitélio da valvula estomodeal e fibras musculares bem desenvolvidas no intestino
médio (Figura 10A-D).

As pupas de olho marrom com torax de pigmentagdo escura apresentaram poucas
células positivas ao anticorpo anti-caspase 3 clivada (Figura 10E). A detec¢do de F-actina
destaca uma trama muscular bem desenvolvida com fibras que se intercalam para formar as
camadas musculares do intestino médio (Figura 10F).

Pupas de olho marrom com térax de pigmentagdo média apresentaram muitas células
positivas para o anticorpo anti-Notch no epitélio da valvula estomodeal e células musculares
formando redes (Figura 11A-B).

As pupas de olho marrom com torax de pigmentacgdo escura ndo apresentaram marcagao
significativa para o anticorpo anti-Notch (Figura 11C-D).

As pupas de olho marrom com torax de pigmentacao média apresentaram muitas células
positivas para o anticorpo anti-histona H3 fosforilada na valvula estomodeal (Figura 12A). A
detecgdo de F-actina destaca uma trama muscular bem definida (Figura 12B).

Pupas de olho marrom com térax de pigmentacdo escura nao apresentaram marcagao

significativa para o anticorpo anti-histona H3 fosforilada (PHH3) (Figura 12C-D).
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Figura 10. Imunofluorescéncia para caspase 3 clivada da regido da valvula estomodeal de pupas
de olho marrom de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A. Células da valvula positivas para
o0 anticorpo anti-caspase 3 clivada em pupas de olho marrom com térax de pigmentacao média,
deteccao de F-actina nas células musculares e nucleos marcados com 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI). C-D. Marcagao positiva para o anticorpo anti-caspase 3 clivada entre as
fibras musculares longitudinais e circulares do intestino médio e detalhe das fibras longitudinais
de pupas de olho marrom com térax de pigmentacdo média (quadro pontilhado em C). E-F.
Uma célula positiva ao anticorpo anti-caspase 3 clivada e detec¢do de F-actina nas fibras
musculares do intestino médio em pupas de olho marrom com térax de pigmentagao escura.
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Figura 11. Imunofluorescéncia para via Notch da regido da valvula estomodeal de pupas de
olho marrom de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A-B. Células positivas para o anticorpo
anti-Notch em pupas de olho marrom com tdérax de pigmentacdo média. Deteccao de F-actina
em c¢lulas musculares calibrosas que se subdividem em pequenos ramos e estriagdes aparentes
(pontas de seta). C-D. Nao houve marcagao significativa para o anticorpo anti-Notch em pupas
de olho marrom com torax de pigmentagao escura. Deteccao de F-actina de células musculares
em vermelho.
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Figura 12. Imunofluorescéncia para histona H3 fosforilada (PHH3) da regido da valvula
estomodeal de pupas de olho marrom de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A-B. Células
positivas para o anticorpo anti-histona H3 fosforilada (PHH3) em pupas de olho marrom com
torax de pigmentacdo média e detec¢do de F-actina na trama muscular. C-D. Poucas células
positivas para PHH3 em pupas de olho marrom com térax de pigmentagdo escura e visualizagao
de canal unico para actina em células musculares positivas para PHH3 (insert).

As camadas longitudinais e circulares se intercalam, formando uma rede muscular que
envolve a regido de transi¢do entre os intestinos anterior e médio em pupas de olho marrom
com torax de pigmentagdo média (Figura 13A-B) e pigmentacgao escura (Figura 13C). Na regiao
do bulbo do proventriculo, a camada muscular aparece compacta (Figura 13D). Em pupas de

olho marrom com torax de pigmentacdo média, as fibras musculares sd3o bem definidas com

estriagdes transversais aparentes e nucleos centrais que podem formar fileiras (Figura 13E-F).



Figura 13. Imunofluorescéncia da regido da valvula estomodeal de pupas de olho marrom de
Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A-B. Deteccdo de F-actina nas fibras musculares
longitudinais e circulares em pupas de olho marrom com torax de pigmentacao média. Destaque
dos nucleos centrais das células musculares (insert em A). C. Feixe de células musculares
intercaladas em pupas de olho marrom com torax de pigmentagao escura e detalhe dos ntcleos
(insert em C). D. Camada compacta de fibras musculares no bulbo de pupa de olho marrom
com torax de pigmentagao média com uma célula muscular positiva para o anticorpo Notch. E-
F. Estriagdes transversais (pontas de seta) e nucleos em fileiras (setas) em fibra muscular em
pupas de olho marrom com torax de pigmentacao média.
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4.3 Microscopia eletronica de transmissao

Em pupas de olho rosa, as células da parede epitelial que separa os intestinos anterior e
médio apresentam superficie irregular com projecdes no dominio apical e auséncia de cuticula
(Figura 14A). Numerosas mitocondrias estdo presentes no citoplasma, algumas com espago na
matriz e sinais de degeneracao (Figura 14B). Os ntcleos possuem cromatina descondensada e
nucléolos bem desenvolvidos e depositos com material flocular estdo presentes no citoplasma
(Figura 14C). As interdigitagdes sinuosas delimitam os limites entre as células justapostas
(Figura 14D), porém o dominio basal apresenta espagos acentuados e fina membrana basal
proxima as células epiteliais (Figura 14E-F).

Em pupas de olho marrom com térax de pigmentagdo clara, a superficie das células da
valvula estomodeal € plana (Figura 15A). Na regido apical a cuticula é mais densa na regido da
epicuticula e fibrilar a medida que se aproxima do apice celular (Figura 15B). O citoplasma
apresenta poucas mitocondrias e hd formacao de vesiculas no dominio apical (Figura 15C).
Reticulo endoplasmatico rugoso aparece em meio a depositos de material denso nao delimitados
por membrana (Figura 15D, F). Os limites celulares sdo sinuosos entre as células que possuem
nessa fase formato fino e irregular (Figura 15E).

Nas pupas de olho marrom com térax de pigmenta¢do média, a superficie cuticular se
revela irregular com reentrincias e pouco material fibrilar proximo a superficie das células da
valvula estomodeal (Figura 16A). A superficie das células apresenta muitas invaginagdes €
formagdo de vesiculas, além de reticulo endoplasmatico rugoso no citoplasma apical (Figura
16B-C). O citoplasma contém poucas mitocondrias e nicleo com cromatina descondensada
(Figura 16D-E). O dominio basal apresenta espagos intercelulares, material fibrilar e presenca

de células livres na regido da matriz extracelular (Figura 16F).
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Figura 14. Micrografias eletronicas de transmissao da parede obstrutiva para o intestino médio
de pupas de olho rosa de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A. Superficie apical das
células com mitocondria com sinal de degeneragdo (ponta de seta). B. Mitocondrias. C. Nucleos
celulares adjacentes a depdsito de material floculado. D. Limites celulares sinuosos (seta). E.
Mitocondrias com sinais de degeneracdo (ponta de seta). F. Labirinto basal com espagos
acentuados. pa: projecdes apicais; mt: mitocondrias; nu: nucléolo; n: nucleo; fl: material
floculado; va: vacuolos; mb: membrana basal; ex: espaco extracelular.
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Figura 15. Micrografias eletronicas de transmissao das células da valvula estomodeal de pupas
de olho marrom com torax de pigmentacao clara de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). A.
Célula da valvula com superficie regular. B. C¢lulas da valvula de formato irregular e revestidas
por cuticula. C. Formagao de vesiculas na superficie das células com limites intercelulares
sinuosos (seta) e vacuolos no citoplasma. D. Citoplasma de célula da valvula com reticulo
endoplasmatico rugoso, gotas lipidicas, lisossomos e depdsitos de glicogénio. E. Detalhe de
limite celular sinuoso no apice celular (seta). F. Presenga de mitocondrias no interior dos
depositos de glicogénio. ct: cuticula; n: ntcleo; nu: nucléolo; ve: vesiculas; va: vacuolo; gl:
glicogénio; rer: reticulo endoplasmatico rugoso; Is: lisossomo; Ip: lipideos; m: mitocondria.



36

Figura 16. Micrografias eletronicas de transmissdo das células da valvula estomodeal de pupas
de olho marrom com térax de pigmentacdo média de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae).
A-B. Superficie apical revestida por cuticula e com formagao de vesiculas e limite intercelular
(seta). C-D. Abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso. E. Nucleo com cromatina
descondensada. F. Espaco extracelular entre os folhetos epiteliais com presenca de células
livres. Is: lisossomos; ve: valvula estomodeal; ct: cuticula; ve: valvula estomodeal; va: vacuolo;
rer: reticulo endoplasmatico rugoso; pa: projecdes apicais; nu: nucléolo; n: ntcleo; cl: célula
livre; ex: espago extracelular; fe: folheto epitelial externo da valvula; lu: limen do intestino
médio; cd: células digestivas.
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Em pupas de olho marrom com torax de pigmentacdo escura, as c€lulas da valvula
estomodeal apresentam cuticula de superficie irregular, com regido apical mais elétron-densa e
material fibrilar subjacente (Figura 17A). O dominio celular apical possui proje¢des irregulares
e vesiculas (Figura 17B). O citoplasma possui poucas mitocondrias, porém rico em vacuolos e
nucleo possui cromatina descondensada e nucléolos bem definidos (Figura 17C). O dominio
celular basal apresenta estreitamento dos espagos do labirinto basal e material fibrilar na matriz
extracelular (Figura 17D). Neste espaco da matriz, células livres delgadas e fusiformes estio

presentes entre o material fibrilar, assim como traqueiolas (Figura 17E-F).
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Figura 17. Micrografias eletronicas de transmissdo das células da valvula estomodeal de pupas
de olho marrom com térax de pigmentagdo escura de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae).
A-B. Superficie apical das células da valvula revestidas por cuticula. C. Regido do citoplasma
com nucleos, vacuolos e limites intercelulares (setas). D-F. Células livres no espago entre os
folhetos epiteliais da valvula. epc: epicuticula; pc: procuticula; va: vactolo; n: nucleo; mb:
membrana basal; 1: limen; ve: vesiculas; rer: reticulo endoplasmatico rugoso; Is: lisossomos;
nu: nucléolo; tr: traquéolas; mec: matriz extracelular; Ib: labirinto basal.
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5. DISCUSSAO

A viélvula estomodeal constitui uma parte importante do canal alimentar de 4.
mellifera ao controlar o fluxo do alimento, porém sdo poucos os estudos sobre sua eversao
durante a fase de pupa e alteragcdes morfoldgicas e dos processos intracelulares envolvidos.

As alteragdes morfoldgicas do bulbo do proventriculo ocorrem enquanto a morfogénese
da valvula estomodeal se desenvolve. O aumento gradual na quantidade e diametro nas células
musculares do bulbo do proventriculo de pupas de olho marrom com toérax de pigmentacao
clara e média se deve a regeneragdo das camadas musculares apos disrup¢ao das miofibrilas e
fusdo de mioblasto mononucleares, como relatado em A. mellifera (Cruz-Landim e Cavalcante,
2003), D. melanogaster (Lee e Chen, 2019) e Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera:
Chrysomelidae) (Smit e Velzing, 1986). As células colunares com nticleos de conformacao
circular do epitélio do bulbo sdo justapostas devido as jungdes intercelulares do epitélio
presentes nos insetos (Matter e Balda, 2003). A vacuolizacao nesse epitélio, observada em
pupas de olho marrom com térax de pigmentagdo clara e média e encontrada na regido basal
das células pode indicar armazenamento de substancias ja que os vacuolos estdo associados a
essa funcdo, como observado nos vactolos com produtos de digestdo intracelular de
Scaptotrigona postica Latreille (Hymenoptera: Apidae) (Poiani e Cruz-Landim, 2007). A
ocorréncia de células livres globosas permeando as fibras musculares que se inicia na pupa de
olho marrom com torax de pigmentacdo clara e aumenta conforme a pigmentagdo do torax
acentua, pode ser devido a mecanismos de defesa, visto que essas células se assemelham a
hemocitos (Braeckman et al., 2025).

No bulbo do proventriculo de pupas de olho marrom com torax de pigmentacdo escura,
a compactacao e aumento no numero das células musculares que promovem a aproximagao das
camadas circulares e longitudinais sdo caracteristicas tipicas da musculatura em crescimento
que estara presente também na fase adulta destas abelhas, como relatado em D. melanogaster
(Kaya-Copur et al., 2021). A diminuicdo da quantidade de células livres entre as fibras
musculares mostra que pode haver uma menor necessidade de defesa ou fagocitose de restos
celulares apds o desenvolvimento desta regido, visto que essas sdo fung¢des de hemocitos
(Hystad et al., 2017). Os espinhos bem desenvolvidos se devem a alta esclerotizagdo da cuticula
que forma estas projecdes caracteristicas do bulbo, como relatado em abelhas solitarias da
subfamilia Apinae como Centris (Centris) aenea Lepeletier (Hymenoptera: Apidae) (Serrao,
2005). A diminuicao da vacuolizagdo nas células do epitélio pseudoestratificado pode ser

devido a rearranjo celular que aproxima as células circunvizinhas durante a morfogénese
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resultando em compressao entre elas e amadurecimento de juncdes celulares, como relatado
para D. melanogaster (Jacinto, Martinez-Arias e Martin, 2001).

Na fase adulta, a compactagdo e proximidade entre as camadas musculares do bulbo se
acentua pois se encerra a fase de metamorfose pupal dando origem a musculatura bem
desenvolvida que ird manter a integridade do bulbo, como relatado em formigas do género
Cephalotes (Hymenoptera) (Bution, Caetano e Fowler, 2010). As camadas de epitélio do bulbo
com cuticula apical espessa mostram o desenvolvimento dessa regido, uma vez que juntamente
com a musculatura, os espinhos cuticulares que revestem o epitélio irdo exercer a funcao de
filtragdo do alimento e particulas sélidas em dire¢do ao intestino médio (Bailey, 1952), como
observado em Cephalotrigona capitata (Hymenoptera: Meliponini) (Serrdo, 2001) e abelhas
solitarias (Hymenoptera: Apoidea) (Serrdo, 2005; Serrdo, 2007). A auséncia de células livres
no interior do bulbo da abelha adulta pode estar associada a idade, pois o sistema de imunidade
inata fornecido por hemocitos varia com as castas, visto que estudos relatam que as nutridoras
possuem maior competéncia imune celular que as forrageiras, que sdo abelhas mais velhas,
desta espécie (Hystad et al., 2017).

O posicionamento da valvula estomodeal para o interior do papo em pupas de olho
marrom com torax de pigmentacao clara marca o inicio das mudangas sucessivas que resultarao
na formacgao definitiva da valvula (Snodgrass, 1956) como relatado para a espécie (Evenius,
1925; Guedes ef al., 2025). A eversao da valvula estomodeal depende da ruptura e dissolugao
da parede epitelial dupla que fecha a passagem entre os intestinos, que esta presente desde a
desintegracdo da valvula estomodeal na fase de pré-pupa e visualizada neste trabalho na pupa
de olho rosa at¢ o momento da eversdo (Snodgrass, 1956). As caracteristicas de formato
irregular, fina membrana basal e revestimento de cuticula estdo relacionados ao recente
dobramento do epitélio do papo e a mudanca gradual da cuticula do intestino anterior para uma
mais espessa do adulto, como observado na metamorfose de Tenebrio molitor Linnaeus
(Coleoptera: Tenebrionidae) (Tano ef al., 1988). A ocorréncia de células em migragdo para o
espaco da membrana basal pode estar associada a entrada de hemdocitos trazidos pela hemolinfa,
como relatado para os hemocitos periostiais de Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae), os
quais sao levados pela hemolinfa para o interior do coragdo e geram respostas de defesa (League
e Hillyer, 2016). A formagado de espaco entre os epitélios da valvula pode estar relacionada a
uma abertura transitoria na dobra de epitélio do intestino anterior em dire¢do ao papo que
permite a entrada transitoria de hemolinfa, como observado na passagem de hemolinfa pelos
Ostios do coracdo de adultos de Anopheles gambiae s.1., Giles (Diptera: Culicidae) (League,

Onuh e Hillyer, 2015).
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Ainda em pupas de olho marrom com torax de pigmentagao clara, a posi¢ao no interior
do papo da valvula estomodeal verificada marca o inicio do desenvolvimento dessa estrutura
(Snodgrass, 1956). A invaginagao epitelial em direcdo ao bulbo do proventriculo que promove
a formacdao do duplo epitélio, se deve ao dobramento do epitélio do papo que leva ao
estabelecimento da valvula e possivelmente, geram uma abertura na valvula (Evenius, 1925;
Evenius, 1926; Snodgrass, 1956. A ocorréncia de morfologia variavel da valvula estomodeal
com espagamento entre os epitélios, embora ainda esteja direcionada ao papo, mostra que a
morfogénese envolve a reorganiza¢do gradual do tecido, como observado em Locusta
migratoria Linnaeus (Orthoptera: Acrididae) (Shi et al., 2022) e Drosophila (Bauer, Lehmann
e Hoch, 2001). O formato celular irregular se mantém, porém, a cuticula comeca a ser observada
mostrando o inicio da formagdo da matriz de quitina e proteinas componentes da cuticula
(Asano, 2024). A variacdo na forma das células livres no interior da valvula estomodeal, de
fusiformes, globosas ou vermiformes, se assemelham a hemocitos que podem ser encontrados
tanto na fase de larva (Kaur et al., 2023) quanto na fase adulta (Marringa et al., 2014) em A.
mellifera. Além disso, a colorag¢ao por hematoxilina indica a ligagao do corante com substancias
acidas, como no nucleo dos hemécitos de Galleria mellonella Linnaeus (Lepidoptera:
Pyralidae) (Bancroft e Gamble, 2008; Eskin e Bozdogan, 2022; Eskin, Oztiirk e Eskin, 2025).

Nas na pupa de olho marrom com torax de pigmentagdao média, a eversao da valvula
estomodeal para o intestino médio esta associada a série de processos do desenvolvimento que
formam a valvula funcional, como previamente relatado para esta espécie (Evenius, 1925;
Evenius, 1926). Estas mudancas anatdmicas para a formacdo do 6rgdo adulto, também sao
observadas na remodelagdo do canal alimentar de Tenebrio molitor Linnaeus e Tribolium
castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) (Vommaro et al., 2024). O acentuado
espacamento entre os epitélios da valvula estomodeal pode estar associado as mudangas
inerentes do epitélio do proventriculo durante seu desenvolvimento, como observado em D.
melanogaster (Pankratz e Hoch, 1995). A irregularidade da forma das células e seus nicleos e
a presenca de cuticula mostram a continuidade das mudancgas provindas do desenvolvimento
que se assemelham ao encontrado na pupa de olho marrom com torax de pigmentagdo clara
(Evenius, 1925). O deslocamento de células vacuolizadas semelhantes a hemocitos para esse
espaco podem aumentar a capacidade de defesa, visto que essas células circulam também na
fase adulta de A. mellifera (Richardson et al., 2018).

Em pupas de olho marrom com toérax de pigmentagao escura, a diminui¢cdo de espago
entre os folhetos epiteliais da valvula, voltada para o intestino médio, mostra que a dissolucao

do material da matriz extracelular pode ter levado a reducdo das dobras assimétricas e



42

alongamento do epitélio, como observado em D. melanogaster (Diaz-de-la-Loza e Stramer,
2024). As mudangas morfologicas das células da valvula estomodeal também ¢é observada em
espécies de dipteros Schizophora (King, 1989). A transicdo morfologica dos nucleos, que
assumem uma conformagdo oval, precedendo a mudanga no formato das células, cujos
contornos permanecem irregulares, pode estar associado a forma das células visto que na fase
adulta a valvula possui células colunares, nas quais os nicleos sdo geralmente ovais (Junqueira
e Carneiro, 2018; Evenius, 1925; Cruz-Landim, 2009). O revestimento de cuticula da valvula
estomodeal deve-se a sua origem ectodérmica, como observado em Copris felschei Reitter
(Coleoptera: Scarabaeidae) (Snodgrass, 1956; Kogakoglu et al., 2025). A diminui¢do da
quantidade de células livres pode ser devido ao menor espago de acesso e deslocamento no
interior da valvula ou auséncia de sinais quimiotdticos que guiam os hemocitos, como
observado em D. melanogaster (Nakatogawa et al., 2009).

Nas abelhas adultas, o estabelecimento morfolégico da vélvula estomodeal verificado
pela definicdo da membrana basal, folheto epitelial externo com células altas e folheto interno
com células baixas sdo caracteristicas proprias da valvula estomodeal em individuos adultos
(Cruz-Landim, 2009). Sua posi¢do anatdémica no interior do intestino médio determina sua
funcionalidade, onde agora exerce sua fun¢do de prevenir o refluxo de alimento no canal
alimentar, como observado para Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae)
(De Sousa, 2013) e Nasutitermes rotundatus Holmgren (Isoptera: Termitidae) (Moreira et al.,
2008). Apos as transicdes morfologicas que marcaram a fase de pupa, o estabelecimento da
valvula como uma dobra de epitélios e uma fina membrana basal indica que se completou a
formacao do proventriculo, como relatado para D. melanogaster (Bauer et al., 2001). A
conformagdo oval e nucléolos evidentes mostram efeitos morfogenéticos devido a mudanga da
forma celular que agora os nucleos acompanham a forma colunar das células (Junqueira e
Carneiro, 2018). O espessamento da cuticula ¢ um dos passos da morfogénese do intestino
anterior e em insetos sua regulagdo ¢ essencial para o correto desenvolvimento, como relatado
para Locusta migratoria Linnaeus (Orthoptera: Acrididae) (Dong et al., 2024; Zhang et al.,
2021). A ocorréncia de células livres € rara e pode ndo afetar a manuten¢do da vélvula, visto
que o desenvolvimento se encerrou e agora ja se torna funcional (Guedes et al., 2025).

As andlises de imunofluorescéncia revelam grande quantidade de células positivas para
o anticorpo anti-caspase 3 clivada no epitélio da valvula estomodeal e fibras musculares de
pupas de olho marrom com torax de pigmentagao média confirma alta atividade apoptdtica. Isto
coincide com o momento da eversdo da valvula, o que ressalta o papel fundamental da apoptose

na remodelacdo tecidual durante o desenvolvimento, como ocorre em espécies como
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Partamona helleri Friese (Hymenoptera: Apidae) (Araujo et al., 2019) e Bombyx mori Linnaeus
(Lepidoptera: Bombycidae) (Romanelli et al., 2016).

A baixa deteccdo de células positivas ao anticorpo anti-caspase 3 clivada em pupas de
olho marrom com toérax de pigmentagao escura mostra que a apoptose diminui & medida que a
metamorfose avanga, o que ressalta que a apoptose € um processo geneticamente regulado para
que se mantenha a homeostase (Zhang et al., 2025). A robustez das camadas musculares do
intestino médio com fibras intercalares evidenciadas pela marcacdo por F-actina se deve a
reorganizacao da musculatura durante a metamorfose que se regenera principalmente na pupa
de olho branco (Da Cruz-Landim e Cavalcante, 2003).

A grande ocorréncia de células positivas para o anticorpo anti-Notch no epitélio e
células musculares de pupas de olho marrom com térax de pigmentagdo média esta relacionada
a diferenciagdo celular e o papel fundamental da sinalizacdo da via Notch na regulagdo da
morfogénese do tecido epitelial da valvula estomodeal e camadas musculares, como observado
para D. melanogaster (Cordoba e Estella, 2020).

A auséncia consideravel de marcagdo para o anticorpo Notch em pupas de olho marrom
com torax de pigmentagdo escura mostra que, apos a eversio, essa via possivelmente esta
inativa, dado seu papel essencial nos movimentos celulares epiteliais, observados sobretudo na
pupa de olho marrom com térax de pigmentacdo média, assim como no desenvolvimento do
intestino anterior de D. melanogaster (Fuss et al., 2004).

A expressiva quantidade de células positivas para o anticorpo anti-histona H3
fosforilada (PHH3) em pupas de olho marrom com térax de pigmentacdo média indica que a
proliferagao celular ¢ importante para reorganizacao e eversao da valvula, como ocorre na
juncao dos intestinos anterior € médio de D. melanogaster onde morte celular e proliferacao
também foram detectadas (Singh et al., 2011). A trama muscular bem delimitada destacada pela
marcacao por F-actina mostra a morfologia da musculatura ap6s a fusdo de mioblastos, como
ocorre no desenvolvimento de musculos viscerais de Drosophila (Aghajanian et al., 2016).

A auséncia do marcador de proliferacdao fosfohistona H3 (PHH3) em pupas de olho
marrom com térax de pigmentagdo escura pode estar associado a menor proliferacdo de novas
células para alongar o epitélio da valvula apos a eversdo, e, portanto, proximo do cessar da
reorganizacgdo e estiramento das dobras epiteliais, como observado no desenvolvimento das
pernas em Drosophila (Rodriguez et al., 2024) e intestino médio de Podisus nigrispinus Dallas
(Hemiptera: Pentatomidae) (Teixeira et al., 2013).

A defini¢do marcante das fibras musculares com estriagdes transversais e nucleos

centrais nas pupas de olho marrom destacam a morfologia das unidades de contracao das células
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musculares cujo papel no canal alimentar € o peristaltismo e movimentacao do alimento e fluxo
de enzimas digestivas dos insetos (Spit et al., 2012). A camada muscular do bulbo do
proventriculo juntamente com os espinhos cuticulares filtram o alimento e particulas so6lidas em
dire¢dao ao intestino médio coordenando a digestdo e absor¢do de nutrientes (Bailey, 1952;
Serrao, 2007). Além disso, a formacao expressiva de uma rede de camadas musculares
longitudinais e circulares esta relacionada a organizagdo das células musculares que sao
multinucleadas e formam feixes inervados responsaveis pela digestao e eliminacgao de residuos
(Copenhaver, 2007), como relatado em Meligethes (Odonthogethes) chinensis (Coleoptera:
Nitidulidae) (Chen et al., 2023). A camada muscular se mostrou em desenvolvimento
simultaneamente com a valvula estomodeal e em Drosophila, a auséncia de musculo visceral
prejudicou a populagdo de células tronco e alongamento dos intestinos médio e posterior no
adulto, o que indica sinalizacdo dos musculos para o desenvolvimento do intestino (Aghajanian
etal., 2016).

As analises de microscopia eletronica de transmissdo mostram a organizagdo
intracelular. Em pupas de olho rosa, a superficie irregular com projecdes apicais e auséncia de
cuticula nas células da parede de epitélios dupla que fecha a passagem entre os intestinos
anterior e médio de pupas de olho rosa estdo relacionados as microvilosidades em formagao e
origem endodérmica do epitélio correspondente ao intestino médio, como observado em C.
felschei (Coleoptera: Scarabaeidae) (Kogakoglu et al., 2025). A abundancia de mitocondrias no
citoplasma mostra que hé intensa atividade e uma maior disponibilidade de energia por ATP
(Moura, Oliveira e Urbano, 2025). Enquanto os sinais de degeneracdo representados pelas
constricoes observadas em algumas mitocondrias se assemelham a nanotineis, que podem ser
normais ou indicativos de falhas na fissdo e na cadeia respiratoria mitocondrial, como
observado no intestino médio de Anticarsia gematalis (Lepidoptera: Noctuidae) (Vincent et al.,
2016; Castro et al., 2019). Além disso, os sinais como o alongamento e formacao de constri¢des
que indicam sinais de degeneracdo das mitocondrias, como ocorre nas mitocondrias de
Meconema meridionale Costa (Orthoptera: Tettigoniidae) em resposta a danos por uma
micotoxina (Sekula, Tworzydlo e Bilinski, 2024). A cromatina descondensada e nucléolos
aparentes estd associada a maior atividade de sintese proteica, uma vez que o descondensamento
do DNA o torna menos compactado e mais acessivel a maquinaria de traducao (Alberts, 2017),
e também pode ser observado em outras regides do canal alimentar como no intestino médio de
Legnotus limbosus Geoffroy (Heteroptera: Cydnidae) (Kogakoglu ef al., 2025). Foi observado
material floculado acondicionado em depdsitos citoplasmaticos, de modo que vacuolizacio

também ocorre apos a retracdo e dissolucdo da valvula estomodeal da larva e formagdo da
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parede que fecha a abertura entre intestino anterior ¢ médio (Snodgrass, 1956). As
interdigitacdes que unem as células apicalmente e os espagos basais acentuados sao
caracteristicas tipicas de células epiteliais regionalizadas, como ocorre no intestino anterior e
médio de diferentes estagios de Cloeon dipterum Linnaeus (Ephemeroptera: Baetidae) (Harker,
1999).

Em pupas de olho marrom com térax de pigmentacdo clara a maior densidade da
epicuticula em pupas de olho marrom com térax de pigmentagado clara assim como seu aspecto
fibrilar proximo ao apice celular mostram o desenvolvimento da cuticula intima composta de
quitina e glicoproteinas cuticulares dos insetos (Lai et al., 2024). A diminui¢do da ocorréncia
de mitocondrias em relagdo a fase anterior de pupa rosa indica menor necessidade celular da
energia carreada pelo ATP (Moura et al, 2025). A regularidade da superficie e formagao de
vesiculas na regido apical das células da valvula podem estar relacionadas a atividade absortiva,
uma vez que endocitose em vesiculas por clatrina sdo importantes no desenvolvimento pupal
de Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) (Xiao et al., 2023). O reticulo
endoplasmatico rugoso ¢ responsavel por sintese proteica, resposta celular ao estresse e
homeostase de célcio (Coughlin e Makarewich, 2025) e os depdsitos de material denso nao
delimitados por membrana podem ser armazenamento de energia de glicogénio ou “ilhas de
glicogénio” presentes também em células do intestino posterior de A. mellifera (Gongalves et
al., 2017) e na valvula cardiaca de Lucilia cuprina Wiedeman (Diptera: Calliphoridae)
(Binnington, 1988). A sinuosidade dos limites entre as células de formato fino e irregular
ressalta o papel importante das jungdes celulares que mantém unidas as células e organizam o
epitélio (Jacinto et al., 2001).

Nas pupas de olho marrom com térax de pigmentacdo média, a irregularidade
superficial da cuticula, as camadas lamelares e pouco material fibrilar préximo ao apice das
células da valvula estdo relacionados com o desenvolvimento da cuticula desse 6rgao de origem
ectodérmica, uma vez que deposi¢ao de cuticula também ¢ observada no intestino posterior de
mesma origem em pupas de olho marrom desta espécie (Gongalves et al., 2017). As abundantes
invaginacoes e vesiculas sendo formadas na superficie das células novamente parecem reforgar
atividade de absorcao apds formacao de vesiculas revestidas por clatrina que também ocorrem
no intestino anterior em desenvolvimento de Locusta migratoria Linnaeus (Orthoptera:
Acrididae) (Shi et al., 2022). Na regido do citoplasma, o reduzido nimero de mitocondrias,
presenca de eucromatina e depositos de material denso mostram a reorganizagao intracelular da
valvula, que agora everte para o intestino médio ap6s a vacuolizacdo e dissolugdo do epitélio

que fechava a passagem entre intestino anterior e médio (Evenius, 1925; Snodgrass, 1956). Os
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espacgos intercelulares se devem a formacao do labirinto basal que, entretanto, ¢ mais associado
a células com atividade de transporte como em mosquitos da ordem Diptera (Franz et al., 2015),
enquanto que o material fibrilar proximo ao dominio basal pode estar relacionado aos
componentes da membrana basal que estd sendo remodelada entre as paredes internas da
valvula (Evenius, 1925). Ja a ocorréncia de células livres no espago extracelular pode estar
relacionada a atividade de defesa e fagocitose de hemdcitos como em Melipona quadrifasciata
Lepeletier (Hymenoptera: Apidae) (Ravaiano ef al., 2018).

Em pupas de olho marrom com térax de pigmentacao escura, a irregularidade superficial
da cuticula, regides mais densas e menor quantidade fibrilar mostram a remodelagdo da valvula
e organizagdo da quitina, como observado no intestino anterior de L. migratoria (Yu et al.,
2024). As projecdes e vesiculas na superficie apical indicam células com atividade de absor¢ao
e reciclagem de componentes através de vesiculas que, porém, sdo mais comuns na regido do
intestino médio, como em L. decemlineata (Capelle et al., 2016). A escassa quantidade de
mitocondrias € muitos vacuolos reafirmam intensa reorganizagdo intracelular da valvula
estomodeal em desenvolvimento (Evenius, 1926). A recorréncia de nucleos com cromatina
descondensada e nucléolos bem aparentes mostra que essa disposi¢do nuclear continua
importante mesmo apos a eversao da valvula e pode estar ligado a sintese proteica assim como
em células de Drosophila (Filion et al., 2010). O estreitamento do labirinto basal e o material
fibrilar na matriz extracelular sdo eventos teciduais que resultardo na formagao de uma valvula
bem desenvolvida e funcional para a fase adulta, como ¢ a valvula de adultos de Ceraeochrysa
cubana Hagen (Neuroptera: Chrysopidae) (Vacacela ef al., 2017). A ocorréncia de células
delgadas e fusiformes semelhantes a hemocitos pode estar associada a defesa e construgao do
tecido, como ocorre em Polistes dominulus Christ (Hymenoptera: Vespidae) (Manfredini et al.,
2008). Além disso, as traquéolas na matriz extracelular indicam trocas gasosas pois estes vasos
especializados realizam transporte de oxigénio para os tecidos dos insetos (Wiggleworth, 1990).
Essas estruturas respiratdrias também sdo importantes para o desenvolvimento de todo o
organismo de Batocera rufomaculata De Geer (Coleoptera: Cerambicidae) (Urca, Ribak e

Gefen, 2024).
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6. CONCLUSAO

A eversdao da valvula estomodeal envolve uma série de mudangas graduais que
remodelam sua estrutura ao longo do seu desenvolvimento e a preparam para o exercicio de sua
funcdo na abelha adulta. Tais mudancas sdo evidenciadas pelo formato do tecido, composi¢ao
intracelulares das células que a compdem, aquisicdo gradual de cuticula, além de mudancas
marcantes no bulbo do proventriculo. A apoptose, a diferenciacdo e a proliferacdo celular
ocorreram com maior frequéncia nas pupas de olho marrom com térax de pigmentagdo média,
que corresponde ao momento da eversdo da valvula. Dessa forma, estudos sobre o
desenvolvimento e caracteristicas morfoldgicas internas sdo importantes para enriquecer o

conhecimento sobre essa importante espécie de abelha polinizadora.
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