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RESUMO

GUEDES, Daniela de Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Alteracdes no intestino anterior durante a metamorfose da abelha Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae): Origem do proventriculo. Orientador: José¢ Eduardo Serrdo.
Coorientadoras: Luanda Medeiros Santana e Jamile Fernanda Silva Cossolin.

Abelhas sdao insetos holometabolos, passando assim por uma complexa mudanga corporea
durante a metamorfose. Além disso, sdo insetos bem-sucedidos evolutivamente, e parte desse
sucesso se deve a variedade fisiologica e estrutural de seu trato digestorio, que € dividido em
trés porcdes anatomicamente distintas: intestino anterior ou estomodeu, intestino médio ou
ventriculo e intestino posterior ou proctodeu. O intestino posterior tem como fung¢ao o equilibrio
osmotico e excre¢do, o intestino médio ¢ simples morfologicamente, porém ¢ complexo
funcionalmente, sendo este o principal sitio de digestao e absor¢do de nutrientes. No intestino
anterior ocorre a passagem e o armazenamento do alimento. Este, segundo Cruz-Landin (2009),
ndo sofre uma metamorfose real no sentido de degeneragdo, o que ocorre de fato ¢ uma
diferenciagdo seguida de uma reorganizacao celular, ocorrendo assim um alongamento dessa
por¢do do intestino e a formagdo do papo e do proventriculo. O proventriculo é o segmento
final do intestino anterior, situado na transi¢do para o intestino médio. Durante a fase larval o
proventriculo est4 representado apenas pela valvula estomodeal, sendo o bulbo formado durante
a metamorfose. O presente estudo buscou investigar os eventos celulares que possibilitam a
formacao e diferenciacao do proventriculo durante a metamorfose de Apis mellifera. As regides
precursoras do proventriculo foram submetidos a analises histologicas e de imunofluorescéncia
para deteccdo de apoptose, autofagia, proliferagao e diferenciacdo celular. Os dados mostraram
proliferagao celular ocorrendo nas pré- pupas, nas pupas de olho branco e de olho marrom. Nas
pupas de olho rosa nao ocorre proliferacao, e sim uma intensa diferenciacao celular. Morte
celular por apoptose ocorre em grande quantidade nas pré-pupas, sendo raras nos outros
estagios do desenvolvimento. Pupas de olho preto e adultas ndo apresentaram células positivas

para os anticorpos testados.

Palavras-chave: Proventriculo. Intestino anterior. Metamorfose.



ABSTRACT

GUEDES, Daniela de Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Changes in the foregut during the metamorphosis of the bee Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae): Origin of the proventriculus. Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-advisers: Luanda
Medeiros Santana and Jamile Fernanda Silva Cossolin.

Bees are holometabolous insects, thus undergoing a complex body change during
metamorphosis. Moreover, they are evolutionarily successful insects, and part of this success
is due to the physiological and structural variety of their digestive tract, which is divided into
three anatomically distinct portions: foregut or stomodeum, midgut or ventricle, and hindgut or
proctodeum. The hindgut has the function of osmotic balance and excretion. The midgut is
morphologically simple, although functionally complex, and it is the main site of digestion and
absorption of nutrients. In the foregut occurs the passage and storage of food. This, according
to Cruz-Landin (2009), does not undergo a real metamorphosis in the sense of degeneration.
What actually occurs is a differentiation followed by a cellular reorganization, thus occurring
an elongation of this portion of the intestine and the formation of the crop and the
proventriculus. The proventriculus is the final segment of the foregut, situated at the transition
to the midgut. During the larval stage, the proventriculus is represented only by the heart valve,
and the bulb is formed during metamorphosis. This study aimed to investigate the cellular
events that enable the formation and differentiation of the proventriculus during the
metamorphosis of Apis mellifera. The precursor regions of the proventriculus were submitted
to histological and immunofluorescence analysis to detect apoptosis, autophagy, proliferation
and cell differentiation. The data showed cell proliferation occurring in prepupae, in white-eyed
and in brown-eyed pupae. In pink eye pupae there is no proliferation, but an intense cellular
differentiation. Cell death by apoptosis occurs in large numbers in prepupae, and it is rare in
other stages of development. Black eye and adult pupae did not show positive cells for the

antibodies tested.

Keywords: Proventriculus. Foregut. Metamorphosis.
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1. INTRODUCAO

Os insetos ocupam os mais diversos ambientes. Parte desse sucesso adaptativo se deve
a diversidade estrutural e fisiologica de diversos sistemas, em especial o seu trato digestorio, o
que lhes permite utilizar ampla variedade de alimentos como fonte de nutrientes essenciais a
sua sobrevivéncia (Dow, 1986).

As abelhas sdo insetos que possuem importancia econdmica devido ao seu papel como
polinizadoras de culturas agricolas, produtoras de mel, geleia real, cera e propolis (Kerr et al,
1996). O ciclo de vida das abelhas, assim como de outros insetos holometabolos, perpassa em
quatro fases: embrido, larva, pupa e adulto. A metamorfose ocorre durante a fase de pupa, e
nesta fase, muitas modificagdes fisiologicas e anatomicas ocorrem diferenciando a larva do
adulto. Dentre os 6rgdos da larva, o canal alimentar ¢ extensamente remodelado durante este
processo (Cruz- Landim, 2009).

O canal alimentar dos insetos ¢ dividido em trés regides: intestino anterior ou estomo-
deu, intestino médio ou ventriculo e intestino posterior ou proctodeu, sendo o anterior e poste-
rior de origem ectodérmica e, portanto, possuem um revestimento de cuticula, enquanto o mé-
dio ¢ de origem endodérmica e o limen ¢é revestido pela matriz peritréfica (Cruz Landim, 1985;
Chapman, 1998; Neves et al., 2003). O intestino anterior est4d envolvido principalmente na in-
gestdo e armazenamento temporario de alimento (Chapman, 1998), sendo que os principais
eventos da digestdo quimica e absor¢cao dos nutrientes ocorrem no intestino médio (Terra,
1990), enquanto o intestino posterior ¢ responsavel pela excrecao, regulacao da homeostase de
agua, ions e solutos organicos ( Wigglesworth, 1932; Maddrell, 1981;)

Nas larvas das abelhas o trato digestorio ¢ um saco alongado sem diferenca anatdmica
ao longo de sua extensdo (Chapman, 1998). Em regides especificas do tubo digestivo larval sao
encontrados anéis de células imaginais, correspondentes aos discos imaginais ou histoblastos
da epiderme, com possivel funcdo de diferenciagdo das estruturas do adulto (Cruz-Landim,
2009). Essas células proliferam durante a fase larval, mas permanecem indiferenciadas (Judy
& Gilbert, 1970).

O intestino anterior larval tem inicio na cavidade oral, sendo formado por faringe, eso-
fago e valvula estomodeal, esta ultima o unico componente do proventriculo na larva. As célu-
las da epiderme secretam uma cuticula luminal continua com a cuticula tegumentar, a qual ¢
eliminada e renovada a cada muda larval (Snodgrass, 1956; Serrdo & Cruz-Landim, 1995;

Cruz-Landim, 2009).



A faringe ¢ formada por um estreitamento curto da cavidade oral e ¢ sustentada por
musculos, sendo seu didmetro controlado por musculatura extrinseca (Cruz-Landim, 1985). O
es0fago € bastante curto, sendo uma continuagdo da faringe formada pelos mesmos constituin-
tes desta, exceto a musculatura extrinseca, enquanto a valvula estomodeal larval € uma projecao
do epitélio do esofago para o interior do intestino médio, que se dobra e se liga ao epitélio deste
(Cruz-Landim, 1985; Cruz-Landim, 2009).

O intestino médio larval ¢ constituido de células colunares ricas em microvilosidades
em seu apice ¢ desprovidas de cuticula (Chapman, 1998). Células epiteliais ao longo do ventri-
culo e uma regido de células especializadas proximo ao proventriculo sdo responsaveis pela
formacao da matriz peritréfica, que € um delicado revestimento do intestino médio que protege
as células epiteliais do atrito com o alimento (Marques- Silva et al, 2005; Cruz-Landim, 2009).
A membrana peritrofica ¢ formada por fibrilas de quitina imersas em uma matriz proteica
(Terra, 2001; Liu et al, 2019; Erlandson et al, 2019). O intestino médio das abelhas ndo apre-
senta modifica¢des anatdmicas, e o epitélio do ventriculo ¢ formado por células digestivas (co-
lunares), regenerativas e endocrinas (Cruz- Landim e Mello, 1970; Neves, 2002; Neves et al,
2003;). No decorrer da fase larval a forma das células pode se modificar em razdao da pressao
exercida pelo alimento acumulado no limen do ventriculo. A passagem entre ventriculo e in-
testino posterior permanece fechada e se abre na metade do tltimo estagio larval no qual a larva
ndo se alimenta mais (Cruz-Landim, 1985). Nesse caso, todos os residuos alimentares acumu-
lados no intestino médio passam para o intestino posterior e sao defecados. A eliminacao desses
residuos provoca um colapso na parede do intestino médio, que perde a forma de um saco alon-
gado e se torna um tubo fino e enrugado ao final do estagio larval (Cruz-Landim, 2009).

O intestino posterior na larva estd dividido em intestino fino (ileo) e reto. O ileo é um
tubo longo e estreito que tem suas paredes formadas por um epitélio, com células pavimentosas
a cubicas, recoberto por cuticula em sua face luminal (Cruz-Landim, 2009). Sua porcao anterior
¢ levemente dilatada, podendo ser denominada piloro. Depois dessa porcao, o tubo intestinal
adquire um formato sinuoso e em seguida, se dilata em uma bolsa terminal, o reto. No intestino
posterior apenas a camada muscular circular estd presente, sendo mais desenvolvida, formando
um esfincter (Cruz Landim, 1985).

Como sao insetos holometabolos, as larvas de abelhas sofrem metamorfose completa,
passando assim por uma complexa mudang¢a na organizagdo corpdrea para o estdgio adulto
(Buszczak & Segraves, 2000; Klapper, 2000). Nesses insetos, durante a metamorfose, o trato
digestorio ¢ completamente remodelado, o que requer proliferagdao, morte, diferenciagao e mi-

gracao celular (Buszczak & Seagraves, 2000). As modificagdes no trato digestorio estdo, em



geral, relacionadas a alimentagdo que ¢ diferente na larva e no adulto (Gama et al, 1984; Cae-
tano, 1984). Nas abelhas, mesmo essa dieta sendo basicamente a mesma, o tubo digestorio €
amplamente reorganizado durante a metamorfose (Cruz-Landim & Silva de Moraes, 2000).

Ao final do estagio larval das abelhas, a cuticula corporal sofre apolise e o inseto per-
manece imével no interior da cuticula sem se alimentar, e devido a transparéncia desta é possi-
vel observar que a larva se transformou em um organismo que tem a conformacgao corporal e o
tamanho muito semelhantes ao adulto, embora seus apéndices externos ndo estejam completa-
mente distendidos, sendo denominada de pré-pupa (Cruz-Landim, 2009). Apds a ultima muda
larval, tem inicio o estadgio pupal com duracdo variavel entre as espécies, sexos e castas. Ope-
rarias de Apis mellifera tem o estagio pupal com duragdo entre 10 e 11 dias, porém a contagem
cronologica pode variar de acordo com alteragcdes ambientais e disponibilidade de alimento
(Kerr & Amaral, 1960; Michelette & Soares, 1993). Por esse motivo, as fases pupais das abelhas
também podem ser definidas de acordo com modifica¢des externas ocorridas no corpo, como a
pigmentacao dos olhos compostos, esclerotizagdo e escurecimento da cuticula corporal (Cruz-
Landim & Silva de Moraes, 2000). Sendo assim, as pupas sdo divididas em pupas de olho
branco, olho rosa, olho marrom e olho preto, seguindo assim uma ordem cronologica de desen-
volvimento.

Apesar das diversas modificagdes ocasionadas na metamorfose, a organizagao histolo-
gica do trato digestorio ¢ basicamente a mesma na larva e no adulto, sendo a reorganizagao
anatomica a mais evidente (Chapman, 1998; Rolff ef a/, 2019). No inicio da pupagdo a maior
parte do sistema digestorio estd na regido toracica, a medida que a metamorfose acontece nas
abelhas, ele se desloca para a regido abdominal (Cruz-Landim, 2009).

A reorganizagdo do intestino médio ocorre principalmente na porg¢ao epitelial, embora
morte celular das células musculares larvais indique uma pequena reorganizagdo na muscula-
tura. Na pré-pupa o epitélio larval é quase todo eliminado e novas células sdo produzidas a
partir de células regenerativas. Devido a isso, na fase inicial da pupa a reorganizagdo do intes-
tino médio deve- se basicamente a produgdo de novas células, sendo que na pupa de olhos
brancos a transformacgao do ventriculo estd completa, porém, a reorganizacao celular continua
durante todo o periodo pupal (Cruz-Landim, 1994). Estruturas autofagicas sao constantes du-
rante toda essa fase, indicando que durante a metamorfose as células epiteliais continuam a se

reorganizar a partir da destruicdo de parte de seus constituintes (Cruz-Landim, 2009).

Durante a pupagao o intestino posterior aumenta de tamanho e o intestino fino se dife-

rencia em piloro e ileo, o que ocorre devido a mudancgas na forma e ao descolamento das células
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do epitélio, que a partir desse momento se apresentam em uma camada Unica de células cubicas
(Cruz-Landim, 2009). Em alguns insetos, ocorre um anel imaginal na transi¢do entre intestino
médio e posterior, e nas abelhas, os tibulos de Malpighi sdo formados nessa regido, onde tam-
bém foi observada a ocorréncia de proliferagdo celular que pode contribuir também para o alon-
gamento do intestino posterior (Cruz-Landim, 2009; Gongalves et a/, 2017). Na regido poste-
rior, o proctodeu dilata-se e forma uma bolsa, o reto, onde a partir de diferenciagdes celulares
do epitélio, formam-se as papilas retais (Santos et a/, 2009).

A reorganizacao do intestino anterior ocorre principalmente em fun¢do da conformacgao
adquirida pelo corpo do inseto adulto e de peculiaridades no aprovisionamento de alimento para
os imaturos (Cruz-Landim, 2009). Ele ndo sofre uma real metamorfose no sentido de degene-
racdo, somente se diferencia e se reorganiza durante a pupacao (Cruz-Landim, 2009). Assim, a
partir de um estomodeu larval formado por faringe, es6fago e valvula estomodeal, se origina o
intestino anterior do adulto, composto por esofago, faringe, papo e proventriculo (Cruz-Landim,
2009). Nao ocorrem mudangas significativas na faringe da larva para o adulto, enquanto o eso-
fago se alonga da cabeca ao abdome, onde a partir de uma dilatagao ¢ formado o papo (Snod-
grass, 1956),. O proventriculo ¢ a regido do intestino anterior que apresenta o maior grau de
diferenciagdo, pois a partir apenas da valvula estomodeal na larva, ele se transforma em um
orgdo complexo no adulto, formado por um bulbo que se projeta no interior do papo, seguido
de uma curta regido, o pescoco, que se conecta com a valvula estomodeal no interior do intestino
médio (Snodgrass, 1956; Serrao & Cruz-Landim, 1995),

O bulbo do proventriculo localizado no interior do papo possui uma abertura em forma
de cruz formada por quatro ldbios moveis e triangulares. O epitélio que reveste o limen do
bulbo ¢ continuo com o epitélio do papo e achatado, com a superficie revestida por cuticula, a
qual apresenta projecdes semelhantes a pelos ou espinhos, que sdo variaveis de espécie para
espécie em relacao a tamanho, quantidade e area que ocupam (Serrdo, 2001; 2005; 2007).

Projecdes da cuticula em forma de espinhos ou pelos avangam para o interior do lumen,
porém, vao diminuindo em tamanho e quantidade a medida que se aproximam do pescogo do
proventriculo (Peng & Marston, 1986; Serrdao, 2001). O bulbo apresenta uma camada muscular
longitudinal interna e outra circular externa que quando contraem abrem os labios do proventri-
culo para o interior do papo, e quando a musculatura longitudinal relaxa, os labios se fecham e
seus espinhos cuticulares promovem uma varredura do conteudo do papo com a separacao do
polen do néctar (Peng & Marston, 1986).

O pescogo do proventriculo ¢ a parte que conecta o papo ao intestino médio. Nessa

regido a musculatura longitudinal que ¢ muito desenvolvida no bulbo, praticamente desaparece.
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A circular continua presente, porém com o nimero € o volume reduzido de fibras, estas irdo
constituir a camada muscular interna da parede do intestino médio (Snodgrass, 1956; Serrao &
Cruz-Landim, 1995).

A valvula estomodeal ¢ a ultima porg¢ao do intestino anterior, estando projetada no inte-
rior do intestino médio, sendo formada por uma invaginagdo do epitélio, na qual a parede do
intestino anterior avanga para o interior do ventriculo, dobra-se e volta até altura do pescogo do
proventriculo, sendo assim, a valvula ¢ constituida por dois folhetos epiteliais separados por
suas laminas basais (Snodgrass, 1956; Serrdo & Cruz-Landim, 1996; Peixoto & Serrdo, 2001).
A valvula estomodeal tem a fun¢do de impedir que o alimento que se encontra no interior do
ventriculo retorne ao intestino anterior € na juncao entre o pescogo € a valvula estomodeal ha
um esfincter, formado pelo acumulo de células musculares que também impede esse refluxo
(Snodgrass, 1956; Cruz-Landim, 2009).

Ainda que o proventriculo seja um 6rgdo fundamental para as abelhas, h4 poucos estu-
dos sobre os eventos celulares que possibilitam sua formacao e diferenciagdo durante a meta-
morfose, diferentemente dos detalhes conhecidos para o intestino médio (Neves et al., 2002;
Cruz-Landim e Cavalcanti, 2003; Martins et al., 2006) e posterior (Santos et al., 2009; Gongal-
ves et al. 2017; 2018) .

Durante a metamorfose, os 6rgdos internos das larvas sdo modificados para desempe-
nhar suas fung¢des no individuo adulto (Cruz-Landim, 2009; Rolff e al, 2019). Portanto, o de-
senvolvimento das estruturas apropriadas para o adulto requer uma precisa coordenacao dos
processos de proliferagdo, diferenciagao e morte celular. Desse modo, ¢ comum que no desen-
volvimento pos-embrionario desses 6rgaos ocorra intensa proliferagao celular (Takashima et
al., 2008; Cruz et al., 2013; Fernandes et al., 2014; Ganeshina et al., 2000). A proliferacao
celular durante a metamorfose dos insetos promove o crescimento dos tecidos e 6rgaos, e, jun-
tamente com morte celular programada, garantem a renovacao celular e a reestruturacdo de
orgaos em desenvolvimento (Robertson, 1936; Ganeshina et al, 2000; Harvey et al, 2003; Ha-
kim et al, 2010).

A diferenciagdo celular ¢ composta por diversas etapas programadas geneticamente,
sendo assim um processo bioldgico complexo e vital. Sua principal funcao € regular a expressao
de uma enorme variedade de genes ligados a fungdes tecido-especificas. Além disso, esse pro-
cesso controla a proliferacao celular. Dentro das etapas programadas destacam-se: a fase de
proliferacdo das células progenitoras ou células-tronco que respondem a estimulo mitogénico;
a ativagao e/ou repressao de diversos genes; a expressao de proteinas responsaveis por mediar

fungdes biologicas especificas; a diminuicao progressiva da capacidade de responder a fatores
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mitogénicos; e resultando na diferenciagdo terminal completa, associada a perda irreversivel do
potencial proliferativo (Naves, 2000).

A morte celular programada ¢ um processo evolutivamente conservado que possui im-
portante papel no desenvolvimento animal e na homeostase tecidual, removendo células e teci-
dos de animais multicelulares (Jacobson et al, 1997, Fuchs & Steller, 2011). Segundo o comité
de nomenclatura de morte celular (Galluzzi ef al, 2012) sdo reconhecidos 13 tipos de mortes
celulares classificadas molecularmente de acordo com a via de regulagdo intracelular e sinali-
zadores extracelulares, sendo apoptose e autofagia os mais comumente encontrados nos animais
(Galluzzi et al, 2012).

Na metamorfose dos insetos, ¢ demonstrado um equilibrio entre proliferacdo e morte
celular durante a remodelagao do canal alimentar (Dobrovsky, 1951; Cruz-Landim & Silva-
Mello, 1970; Cruz-Landim & Cavalcante, 2003; Cruz et al, 2013). Em Melipona quadrifasci-
ada (Hymenoptera: Meliponini), hé atividades apoptoticas e autofagicas durante a metamorfose
do intestino médio (Cruz et al, 2013). Durante a metamorfose do bicho-da-seda Bombyx mori
(Lepidoptera), a autofagia precede a apoptose no intestino médio (Franzetti et al, 2012), en-
quanto em Drosophila melanogaster (Diptera) apenas a autofagia ¢ essencial para a formacao
desse orgao (Denton ef al, 2009).

As principais vias de sinalizagdo celular de apoptose sdo as de caspase e quinase N-
terminal c-Jun (JNK) (Ki et al., 2012; Ju et al., 2013; Zhang et al., 2015). A caspase ¢ uma
cisteino protease que atua como efetor primario durante a apoptose (Kumar, 2007), enquanto
JNK ¢ membro das proteinas quinases ativadas por mitogénios (MAPKs), uma familia de pro-
teinas que participam da regulagdo de varios processos bioldgicos, como apoptose, proliferagao
e diferenciagao celular (Roux e Blenis, 2004; Pinal et al., 2019).

A morte celular por autofagia ¢ caracterizada molecularmente pela presenga da proteina
LC3 (cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtiibulos) que ¢ uma proteina citosolica (LC3
na forma [ — LC3-I) que sofre uma clivagem C-terminal quando um sinal pré-autofagico ocorre,
sendo convertida, assim, a forma II (LC3-II) que passa a se localizar especificamente na mem-
brana de autofagossomos sendo degradada apos a fusdo do autofagossomo com o lisossomo,
(Glick et al. 2010).

A diferenciacao celular tem como principal via de sinalizagcao a Notch, um receptor de
superficie celular envolvido na transdugao de sinais de curto alcance interagindo com ligantes
transmembrana (Kopan, 2012).

A proliferagdo celular pode ser detectada precocemente pela presenca de histona-H3

fosforilada na extremidade amino, no sitio ocupado pela serina 10. A fosforilacdo da histona-
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H3 esté correlacionada a condensagdo cromossdmica e ocorre quase exclusivamente durante a
mitose (Hendzel et al 1997). A fosforilacao da serina 10 da histona H3 ocorre inicialmente
durante a profase, atinge o méximo durante a metafase, diminuindo na anéafase e ¢ completa-
mente perdida durante a tel6fase (Hendzel et al 1997).

Embora existam estudos que fornecam dados sobre as alteragdes que ocorrem no intes-
tino anterior durante a metamorfose das abelhas, suas andlises sdo histoldgicas, sendo necessa-
rias informagdes mais detalhadas sobre os eventos de morte, proliferacao e diferenciagao celu-
lar. Este estudo em questdo buscou verificar a ocorréncia desses eventos na formagao do pro-

ventriculo durante a metamorfose de A. mellifera.
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2. OBJETIVO

Descrever os eventos envolvidos na formagao do proventriculo durante a metamorfose

em operarias da abelha A. mellifera.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS
Pré-pupas, pupas de olho branco, pupas de olho rosa, pupas de olho marrom e pupas de

olho preto de A. mellifera foram coletadas diretamente de colonias do Apiério Central da Uni-

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

3.2. HISTOLOGIA
Dez abelhas de cada estagio do desenvolvimento pupal foram crio-anestesiadas a -4°C

e dissecadas em soluc¢do salina de inseto (0,1M NaCl + 0,1M KH2PO4 + 0,1M NacHPO4) e seus
intestinos anteriores juntamente com a primeira por¢ao do intestino médio foram transferidos e
mantidos em uma solucdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 24 horas a 5°C e
depois lavadas com PBS. Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma série crescente
de etanol (70, 80, 90, 99%) e embebidas em historesina JB4 (Electron Microscopy Sciences,
Fort Washington, PA). Sec¢des com 3 um de espessura foram coradas com hematoxilina e
eosina e analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo,

Japan).

3.3. IMUNOFLUORESCENCIA
Individuos de 4. mellifera de cada fase do desenvolvimento pupal foram dissecados em

solucdo fisiologica para insetos onde tiveram seus intestinos anteriores € a primeira por¢ao do
intestino médio removidos para identificar proliferagdo e diferenciagdo celular, apoptose e au-
tofagia. Dez individuos de cada fase de desenvolvimento pds- embrionario foram utilizados
para cada analise. Ap6s a disseccao, os intestinos foram transferidos para a solugao fixadora de
Zamboni por 2 horas. As amostras foram entao lavadas em tampao fosfato de so6dio 0,1 M, pH
7,2 mais Tween-20 a 1% (PBST) por 2 horas. Apds isso, as amostras foram incubadas por 12
horas nos seguintes anticorpos primarios diluidos em PBS produzidos em coelho: (1) anti-fosfo-
histona H3 (1: 100) (Cell Signaling Technology Cat # 9701S, Registro de Anticorpos:
AB 331534) para detecgao da proliferacao celular , (2) caspase anti-clivada-3 (1: 500) (Trevi-
gen Cat # 2305-PC-100, Registro de Anticorpos: AB 2665453) para detec¢dao de apoptose e
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(3) anti-LC3A / B (1: 500) (Abcam Cat # ab128025, Registro de Anticorpo: AB_11143008)
para identificacdo de autofagia.(4) anti-Notchl (1:200)( Cell Signaling Technology
D6F11,#4380, Registro de Anticorpo AB_280898) para a identificacao de diferenciagdo celu-
lar. Entdo as amostras foram lavadas em PBS e incubadas por 24 h, a 4 ° C, em outro conjunto
de anticorpos primarios diluidos em PBS produzidos em camundongos: anti-p-SAPK / JNK (#
9255, 1: 200) (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, EUA. Apos a incubacdo dos
anticorpos primarios, os intestinos foram lavados com PBS 0,1 M e incubados por 24 h, a 4 °
C, com um anticorpo secundario conjugado IgG-FITC anti-coelho (Sigma-Aldrich Corp., St
Louis, MO, EUA; 1 :500), no escuro. Ap0s essa etapa, os intestinos foram lavados em PBS 0,1
M e incubados por 24 h, a 4 ° C, com anticorpo secundario conjugado IgG-TRITC anti-camun-
dongo (Thermo Fisher-Scientific, Waltham, Mass., EUA; 1: 500 ), no escuro. As amostras fo-
ram entdo coradas com diamidino-2-fenilindol (DAPI; Biotium, Inc., Hayward, CA, EUA; 1:
500) por 30 min e montadas em ldmina de microscopio em solugdo de sacarose a 30%. e anali-
sadas em microscopio de luz Olympus BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Para con-

troles negativos, as incubagdes com anticorpos primarios foram omitidas.

4. RESULTADOS

O intestino anterior das larvas de A. mellifera possui trés estruturas, a faringe, o eséfago
e a valvula estomodeal (Figura 1A). Nesta fase do desenvolvimento, a passagem entre o intes-
tino anterior e intestino médio ¢ aberta (Figura 1A). O esofago e a faringe sdo formados por
células epiteliais cubicas, enquanto a valvula estomodeal ¢ constituida por uma camada de cé-
lulas colunares que se dobra uma sobre a outra com a lamina basal comum formando uma pro-
jecdo em dire¢do ao intestino médio (Figura 1B). Nessa fase do desenvolvimento larval, a mus-
culatura € pouco aparente.

Na tltima fase larval de pré-pupa, o intestino anterior adquire um formato cilindrico e
uma parede espessa, suas células apresentam nucleos em diferentes alturas, caracterizando um
epitélio pseudoestratificado (Figuras 2A e 2B). O limen se torna estreito € possui uma fina
cuticula (Figura 2B), a passagem entre o intestino anterior ¢ médio, onde antes se encontrava a
valvula estomodeal ¢ fechada e esta ndao ¢ mais visivel (Figura 2B). Toda regido do intestino
anterior apresenta rudimentos dos quatro labios do proventriculo e € envolta por fibras muscu-

lares pouco desenvolvidas e uma grande quantidade de mioblastos (Figura 2C). A regido
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precursora do proventriculo da pré-pupa apresentou células positivas para os PH3 (Figura 2D),

Notch (Figura 2E), Caspase-3 clivada e INK (Figura 2F).

e B - - 100 um

Figural: Micrografia de luz do intestino anterior da larva de Apis mellifera. A. Corte longitudinal mostrando
camada de epitélio cubico (Ep) ao redor de um lumen (L) e a transi¢ao entre intestino anterior e médio (¥).
B. Vélvula estomodeal (Ve) e parede do intestino médio (Im).
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Figura 2: Micrografia de luz (A-C) e imunofluorescéncia (D-F) da regido precursora do proventriculo da
pré-pupa de Apis mellifera. A. Corte longitudinal mostrando a passagem do intestino anterior (IA) fechada
para o intestino médio (IM). B). Detalhe da regido do intestino anterior mostrando epitélio pseudoestratifi-
cado (Ep), lumen (L) e musculatura pouco diferenciada com muitos mioblastos (Mb). Note células vacuoli-
zadas na transi¢do fechada para o intestino médio (*). C. Corte transversal mostrando os rudimentos dos
quatro labios do proventiculo. D. células positivas para PH3 em verde. E células positivas para Notch (verde)
F. Células positivas para caspase-3 clivada (verde) e INK (vermelho). Nucleos em azul corados com DAPIL.

No estagio de pupa acontece o processo de diferenciacdo e remodelacdo anatomica do
intestino anterior que dard origem aos o0rgaos que fardo parte do intestino anterior do adulto.
Sao estes a faringe, o es6fago, o papo e o proventriculo, compreendendo este, a valvula esto-
modeal.

Na pupa de olho branco a regido precursora do proventriculo apresenta um formato ci-
lindrico possuindo um limen estreito em todo seu comprimento (Figuras 3A e 3B) e na porg¢ao
proxima ao intestino médio se alarga formando uma ampola (Figura 3B). A regido precursora
do proventriculo possui células colunares revestidas por cuticula, com ntcleos ovais contendo
grumos de cromatina condensada (Figura 3C e 3D). Nesta fase os rudimentos dos quatro labios

do proventiculo estdo presentes (Figura 3C) e a musculatura se encontra mais desenvolvida que
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na pré-pupa com a presenc¢a de mioblastos (Figura 3D). A regido precursora do proventriculo

da pupa de olho branco apresentou células positivas para os anticorpos PH3 (Figura 4A), Notch

(Figura 4B), Caspase-3 clivada e JNK (Figura 4C) e LC3 (Figura 4D).

Figura 3: Micrografia de luz da regido precursora do proventriculo da pupa de olho branco de Apis mellifera.
A. Corte longitudinal mostrando a regido precursora do papo (P) formado por uma camada de células epite-
liais ctbicas, regido precursora do proventriculo (RpP) e intestino médio (Im). B. O Iumen (L) do proventri-
culo passa a ter um formato mais amplo na porg¢ao posterior, espessamento do epitélio do proventriculo (Ep)
e reducdo das células vacuolizadas na transi¢do para o intestino médio (*). C. Corte transversal do proventri-
culo na regidao do bulbo mostrando os quatro rudimentos dos labios formando o limen em cruz (L). D. Deta-
lhe mostrando uma fina cuticula (Cu) que reveste o epitélio (L), presenca de musculatura circular (Mc) e
mioblastos (Mb).
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Figura 4: Imunofluorescéncia da regido precursora do proventriculo da pupa de olho branco de Apis melli-
fera. A. células positivas para PH3 (verde). B. Células positivas para Notch (verde). C. Células positivas
para caspase-3 clivada (verde) e INK (vermelho). D. Células positivas para LC3 (verde). Nucleos em azul
corados com DAPL

No estagio de pupa de olho rosa ocorre uma mudanga drastica no formato anatdomico da
regido precursora do proventriculo sendo encontradas trés areas distintas nessa regido que serao
denominadas de porg¢des anterior, mediana e posterior (Figuras 5SA e 5B). A porgdo anterior,
localizada proximo ao papo, possui células colunares alongadas e polarizadas com regido apical
mostrando citoplasma corado e nucleo oval, enquanto na regido basal o citoplasma ndo se cora
e vai se afinando ao longo de seu comprimento (Figura 5C). A por¢ao mediana possui células
cubicas, com nucleos arredondados e citoplasma com aspecto vacuolizado (Figura 5B). A por-
¢do posterior apresenta células colunares e polarizadas, porém menos alongadas que aquelas da
por¢do anterior, com citoplasma corado e nticleo oval em sua regido apical, enquanto a regido
basal nao se cora (Figura 5B). No limen ¢ possivel notar a cuticula mais espessa que na fase
pupal anterior (Figura 5B). A musculatura nessa fase ¢ mais desenvolvida, sendo ainda mais
evidente a orienta¢do das camadas musculares circular e longitudinal (Figura 5D). A passagem
para o intestino médio permanece fechada (Figuras 5A e 5C). A regido precursora do proventri-

culo da pupa de olho rosa nao apresentou células positivas para os anticorpos PH3 (Figura 6A),
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algumas positivas para Notch (Figura 6B) e poucas para Caspase-3 clivada e JNK (Figura 6C)
e LC3 (Figura 6D).

Figura 5: Micrografia de luz da regido precursora do proventriculo da pupa de olho rosa de Apis mellifera.
A. Corte histoldgico longitudinal mostrando a presenga da regido precursora do papo (P), da regido precur-
sora do proventriculo (RpP) e intestino médio (Im). B. Divisdo anatomica da regido precursora do proventri-
culo em porgao anterior (Pa), mediana (Pm) e posterior (Pp) com Iimen dilatado (L) cuticula espessa (Cu),
e transi¢do para o intestino médio fechada (*). C. Epitélio (Ep) da porg¢ao anterior com células alongadas e
citoplasma com coloragdo heterogénea D. Detalhe do bulbo do proventriculo mostrando a presenga de mus-
culatura longitudinal (M) e circular (Mc).
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Figura 6: Imunofluorescéncia da regido precursora do proventriculo da pupa de olho rosa de 4. melifera. A.
Auséncia de células positivas para PH3 (verde). B. células positivas para Notch (verde). C. Células positivas
para caspase-3 clivada (verde) e INK (vermelho). D. Células positivas para LC3 (verde). Nucleos em azul
corados com DAPL

No estagio de pupa de olho marrom o principal evento ¢ a formagao da regido precursora
da valvula estomodeal (Figuras 7A-7C). Para formar esta valvula, o epitélio da por¢ao posterior
invagina internamente em direcdo a por¢do anterior, formando uma dobra do epitélio (Figuras
7A-C). Além disso, a por¢ao média aumenta em comprimento ¢ o limen se torna alargado
(Figura 7A). A por¢do anterior ndo apresentou alteragdes significativas em formato de células
e tamanho de estrutura em relacdo a fase pupal anterior (Figura 7B). Nessa fase a cuticula con-
tinua sendo secretada em dire¢do ao limen e a musculatura ¢ espessa (Figura 7B). A regido
precursora do proventriculo da pupa de olho marrom apresentou células positivas para os anti-

corpos PH3 (Figura 7A), Notch (Figura 7B), Caspase-3 clivada (Figura 7C) e LC3 (Figura 7D).
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Figura 7: Micrografia de luz da regido precursora do proventriculo da pupa de olho marrom de Apis melli-
fera. A. Corte histologico longitudinal mostrando a divisdo anatomica da regido precursora do proventriculo
em porgdo anterior (Pa), mediana (Pm) e posterior (Pp) B. Por¢do anterior (Pa) e por¢do mediana (Pm) com
limen dilatado (L) e cuticula espessa (Cu). C. Porgdo posterior (Pp) mostrando a valvula estomodeal rudi-
mentar (Ve), em diregdo ao lumen (L). D. Corte histologico transversal da regido precursora do bulbo.
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Figura 8: Imunofluorescéncia da regido precursora do proventriculo da pupa de olho marrom de Apis melli-
fera. A.Marcagdes positivas para PH3 (verde). B. Marcagoes positivas para Notch (verde). C. Marcagdes
positivas para caspase-3 clivada (verde) D. Marcagdes positivas para LC3 (verde). Nucleos em azul corados
com DAPIL

No estagio de pupa de olho preto, todo epitélio da regido precursora do proventriculo €
cubico, exceto a regido precursora da valvula estomodeal que possui células altas (Figuras 9A
e 9B). No lumen, a cuticula ¢ espessa e a musculatura esta desenvolvida, com estrias aparentes
(Figuras 9C e 9D). A regido precursora do proventriculo da pupa de olho preto ndo apresentou

células positivas para os anticorpos testados.
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Figura 9: Micrografia de Iuz da regido precursora do proventriculo da pupa de olho preto de Apis mellifera
A. Corte histologico longitudinal o mostrando o formato da regido precursora do proventriculo.e a valvula
estomodeal (Ve). B. Epitélio (Ep) da por¢ao posterior com células cubicas e valvula estomodeal (Ve) com
células alongadas e citoplasma com coloragdo homogénea. C.Corte histoldgico transversal da regido do bulbo
do proventriculo. D. Detalhe do bulbo do proventriculo mostrando a presenca de musculatura longitudinal
(M) e circular (Mc), o epitélio (Ep) e a cuticula espessa (Cu).

No adulto o proventriculo se encontra completamente formado e funcional semelhante
aquele descrito para pupa de olho preto, porém a valvula estomodeal ¢ projetada para o interior
do intestino médio e a passagem entre intestino médio e anterior encontra-se aberta (Figuras

10A-10D).
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Figura 10: Micrografia de luz do proventriculo da operaria adulta de 4.mellifera. A. Corte histologico lon-
gitudinal do proventriculo. B. Regido do bulbo do proventriculo. C. Cuticula em forma de espinhos na regidao
do bulbo do proventriculo. D. Valvula estomodeal no interior do intestino médio.

5. DISCUSSAO

O presente estudo descreve aspectos morfologicos e moleculares do processo de forma-
¢ao do proventriculo durante a metamorfose da abelha A. mellifera contribuindo para ampliar
o conhecimento sobre o desenvolvimento do trato digestorio deste importante polinizador des-
crito no trabalho pioneiro de Dobrovsky (1951).

Durante a fase larval, o sistema digestivo das abelhas ¢ bastante simples e pouco dife-
renciado, sendo o intestino anterior formado pelo es6fago, faringe e valvula estomodeal. Essas
estruturas sofrem modificagdes durante a metamorfose, chegando ao fim desse processo, na
fase adulta, como faringe, es6fago, papo e proventriculo. No sistema digestorio larval, o inico
componente do proventriculo € a valvula estomodeal. Nessa fase a valvula estomodeal projeta-
se para o interior do intestino médio, e a passagem entre este e intestino anterior encontra-se
aberta. Essas observagdes corroboram com o que foi descrito por Cruz-Landin (2009) mas di-
ferem do que foi relatado por Dobrovsky (1951) que descreve a valvula estomodeal como uma
estrutura que se projeta para o interior do ventriculo apenas em larvas jovens, sendo que em
larvas mais velhas, também denominadas larvas defecantes a véalvula aparece voltada para o
interior do limen do estomodeu. Aqui encontramos a valvula estomodeal projetada para o in-

terior do ventriculo em todas idades larvais.
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Na fase pré-pupal, o epitélio da regido do proventriculo apresenta um aspecto pseudo-
estratificado, com citoplasma uniformemente corado. Apesar de recobrir as células epiteliais, a
cuticula ndo se encontra agregada a elas, e o intestino anterior, como um todo, ¢ envolto exter-
namente por uma grande quantidade de mioblastos em processo de diferenciacdo celular. A
passagem entre o intestino anterior e médio, que antes estava aberta, agora ¢ fechada e a valvula
estomodeal ndo ¢ mais visivel. As caracteristicas anatomicas do trato digestivo estdo direta-
mente relacionadas a alimentacdo do individuo, e a passagem se fechar na fase que precede o
estagio de pupa pode estar relacionada com o fato de pupas nao se alimentarem. A fase pré-
pupal corresponde idade final do estagio larval, representando o inicio da metamorfose (Pinto
et al., 2002) e a transicdo de larva para adulto, periodo em que se espera um alto nivel de reor-
ganizacdo celular. Neste estudo foram encontradas grandes quantidades de células positivas
para PH3, caspase 3, e Notch, indicando intensa proliferacao celular, apoptose e diferenciacao
celular, respectivamente, provavelmente devido a remodelacao em curso, semelhante ao encon-
trado na metamorfose do intestino médio de Hymenoptera, em que tem inicio nessa fase a de-
generagao do epitélio larval, restando somente a membrana basal e as células regenerativas, ao
mesmo tempo, algumas células regenerativas proliferam, espalham-se pela membrana basal e
constroem o novo epitélio (Cruz-Landim & Silva-Mello, 1970; Gama & Cruz-Landim, 1984;
Neves et al., 2002; Martins et al., 2006). A auséncia da valvula estomodeal na pré-pupa que
anteriormente estava presente e a quantidade de células apoptdticas pode sugerir que ocorreu
uma degeneragdo dessa estrutura como ocorre no intestino médio.

Com o final do estagio pré-pupal, tem inicio a metamorfose com a pupa de olho branco.
Nesse estagio, o epitélio da regido formadora do proventriculo deixa de ser pseudoestratificado
e passa a ser simples com células colunares com citoplasma uniformemente corado, sendo a
cuticula secretada em forma de feixes. O intestino anterior que possuia um formato cilindrico e
uniforme comega a sofrer modificagdes com a dilatacdo na regido final do es6fago, dando ori-
gem ao papo. Adjacente a ele, hd quatro dobras na extremidade anterior, estas dardo origem
posteriormente ao bulbo. Apds a formagao do papo e reorganizagdo do intestino médio, ocorrida
na fase anterior, o ventriculo aumenta de tamanho, ficando assim, entre eles, a regido onde
ocorrera a formacao do proventriculo. Para Dobrovsky (1951), ainda que ndo esteja completa-
mente diferenciado esta regido ja pode ser reconhecida como proventriculo, no entanto, como
essa segue em processo de formacao, aqui denominaremos esta regido como precursora do pro-
ventriculo até que este esteja completamente diferenciado e funcional. Analises de imunofluo-
rescéncia da pupa de olho branco de A. mellifera mostram grande quantidade de células positi-

vas para PH3, indicando que durante esta fase segue ocorrendo uma intensa proliferacao celular,



27

diferentemente do que ocorre no intestino médio que cresce por um aumento no volume das
células (Cruz-Landim, 2009; Cruz et al., 2011). Em pupas de olhos brancos da abelha sem
ferrdo Melipona quadrifasciata anthidioides, nao ha aumento substancial na taxa de prolifera-
¢do celular porque o aumento do volume celular combinado com a baixa taxa de morte celular
parece ser suficiente para promover esse aumento do intestino médio (Cruz et al., 2013). Assim,
diferentemente do que ocorre no intestino médio, o proventriculo no inicio do estagio pupal se
modifica anatomicamente por um aumento no numero de células com pouca ocorréncia de
morte e diferenciacdo celular.

O proximo estagio do processo de desenvolvimento pupal corresponde as pupas com pigmen-
tacdo dos olhos na cor rosa. Durante essa fase a diferenciacdo anatdmica na regido precursora
do proventriculo € significativa sendo possivel identificar regides anterior, mediana e posterior.
A regido anterior ¢ aquela proxima ao precursor do papo, a posterior adjacente ao intestino
médio e a mediana entre as duas citadas anteriormente. Na regido anterior hd quatro dobras
rudimentares que posteriormente irdo formar o bulbo do proventriculo. A por¢ado apical da cé-
lula apresenta citoplasma corado e o nucleo. A porcao celular basal ndo se cora pela hematoxi-
lina e eosina, o que pode ser devido a deplecao citoplasmatica, tendo em vista que ocorre um
alongamento ao ponto dessas células parecerem filamentos presos @ membrana basal. Na regido
mediana precursora do proventriculo, as células sdo cubicas, enquanto na regido posterior sao
alongadas, mas com menor grau de alongamento quando comparadas com as da regido anterior,
mesmo assim as c€lulas dessas duas regides também apresentam sinais de esgotamento cito-
plasmatico com por¢des nao coradas. Nessa fase a cuticula segue sendo secretada e os musculos
longitudinais e circulares estdo evidentes, embora a passagem entre o intestino anterior € o mé-
dio permaneca fechada, a camada de células pertencentes ao intestino médio ¢ mais delgada.
Na pupa de olho rosa ndo ha células positivas para PH3 e para apoptose e autofagia sdo raras,
havendo predominio de células positivas para Notch, indicando intensa atividade de diferenci-
acdo celular, corroborando com as modificagdes histologicas encontradas nas células epiteliais.
E também nesse estagio que a anatomia da regido se modifica significativamente e as células
comecam a apresentar uma grande mudanga em sua forma. Nas abelhas, uma nova transforma-
¢ao do intestino médio comeca nas pupas de olho rosa (Cruz-Landim e Mello, 1970; Cruz et al.
2011) que coincide com um aumento nas concentracdes de ecdisterdides (Pinto et al., 2002).
Aumento na taxa de proliferagcdo celular em tecidos de insetos foi correlacionado com altos
titulos de ecdisterdides (Champlin e Truman, 1998). Em células de insetos cultivadas, os hor-
monios ecdisteroides estimulam a proliferagdao, embora altas concentragdes do hormonio pos-

sam induzir apoptose (Champlin € Truman 1998). Em pupas de olho rosa de M. quadrifasciata
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anthidioides, foram observadas extensas mudangas no intestino médio devido a uma grande
quantidade de células mitoticas e apoptoticas (Cruz et al., 2013). Nesse mesmo estagio, no
intestino posterior de A. mellifera, as células epiteliais apresentam invaginagdes apicais na
membrana plasmatica e grande numero de vesiculas (Gongalves et al, 2017). Essas caracteris-
ticas sugerem que nessa fase ocorre uma endocitose do lumen intestinal, possivelmente de com-
postos organicos de degradacdo cuticular, semelhante a do intestino posterior de Locusta mi-
gratoria (Orthoptera) (Locke e Huie, 1979) e da epiderme de Calpodes ethlius. (Lepidoptera)
durante a muda de insetos (Peacock, 1986), sendo os compostos reabsorvidos da cuticula de-
gradada reutilizados durante a producdo da nova cuticula (Surholt, 1975; Kaznowski et al.,
1986; Reynolds e Samuels, 1996). As mudangas ocorridas tanto no intestino médio quanto pos-
terior diferem das ocorridas no intestino anterior. Supde-se que a auséncia de coloragdo nas
regides basais das células do intestino anterior seja devido ao processo de diferenciacao celular
que causa um alongamento celular e a perda de organelas citoplasmaticas, estudos devem ser
feitos para investigar se ecdistéroides podem influenciar também na diferenciagao celular.

Durante a fase pupa de olho marrom, nao ha mudangas expressivas nas células da regiao
anterior e mediana da regido precursora do proventriculo em comparagao com aquelas das pu-
pas de olho rosa. A mudanga mais significativa se da na regido posterior com as células epite-
liais se projetando para o limen do intestino anterior, formando assim a valvula estomodeal
rudimentar. Nestas pupas hd muitas células positivas para PH3 com poucas para Notch, Caspase
3 e LC3, indicando o predominio de proliferacao celular. A proliferacao celular durante a me-
tamorfose dos insetos promove o crescimento de 6rgaos, € em conjunto com morte celular pro-
gramada, promove a renovac¢ao celular e a reestruturagdo de 6rgdos em desenvolvimento (Ro-
bertson, 1936; Ganeshina et al., 2000; Harvey et al., 2003; Hakim ef al., 2010). Durante a me-
tamorfose o intestino médio tem seu epitélio renovado por proliferagdes celulares e apoptoses
na abelha de M. quadrifasciata (Cruz et al., 2013) e no bicho da seda e B. mori , (Franzetti et
al., 2012), enquanto que as papilas retais de M. quadrifasciata, localizadas no final do intestino
posterior, surgem por proliferagcdes celulares e sdo moldadas por mortes celulares programadas
(Santos et al., 2009). Os dados aqui obtidos indicam que a reorganizacao da valvula estomodeal
ocorre por proliferacao celular no intestino anterior. Nesse caso, pode ser sugerido que as novas
células se “empurram” provocando uma reestruturacao do tecido e causando a invaginacao des-
tas para o interior do intestino anterior, formando assim a valvula estomodeal.

A etapa seguinte corresponde as pupas com pigmentacao dos olhos na cor preta, com as
células epiteliais da regido precursora do proventriculo com aspecto uniforme. A regiao anterior

ainda apresenta algumas células alongadas com sinais de deplecdo citoplasmatica, porém,
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quanto mais proximo da regido posterior da regido precursora, mais as células apresentam um
formato ctbico com citoplasma uniformemente corado. As células da valvula estomodeal rudi-
mentar nao apresentam sinais de esgotamento citoplasmatico, demonstrando que a diferencia-
cdo total do 6rgao estd cada vez mais proxima. Apesar do proventriculo ser semelhante aquele
da abelha adulta, este ainda ndo se encontra totalmente diferenciado, pois a passagem entre o
intestino anterior e médio permanece fechada e a valvula estomodeal rudimentar segue voltada
para o limen do intestino anterior, o que ndo interfere no funcionamento do trato digestorio,
pois as pupas ndo se alimentam, indicando o trato digestivo nao esta funcional.

Nas pupas de olho preto, ndo ocorrem células em morte, proliferagdo e diferenciacdo
celular, o que pode indicar o fim do processo de remodelacao ocorrido durante a metamorfose.
As mudangas ocorridas a partir de agora, como a abertura da passagem e a mudancga de posi¢ao
da vélvula provavelmente podem acontecer por movimentos do epitélio.

Estudos anteriores, como o de Cruz-Landin (2009), consideram que o intestino anterior
ndo sofre uma real metamorfose no sentido de degeneracdo ocorrendo apenas diferenciacao e
reorganizagdo durante a pupagdo. Porém a auséncia da valvula estomodeal na pré-pupa junta-
mente com um grande numero de células em apoptose e a reorganizacao da valvula estomodeal
na pupa de olho marrom podem estar indicando que o intestino anterior ndo se degenera com-
pletamente como acontece no intestino médio, mas uma parte essencialmente importante dele
se degenera e ¢ reconstruida durante a metamorfose.

Em geral, nossos resultados mostram que a morfogénese do proventriculo de 4. melli-
fera é dinamica, com remodelagdo tecidual e eventos celulares ocorrendo para a degeneragao e

regeneragdo de constituintes fundamentais desse orgao.
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