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RESUMO

Os ovdrios das rainhas diferem dos de operdrias de Apis mellifera quanto ao nimero e
comprimento dos ovariolos. Tanto o nimero, como o comprimento destes, ¢ muito maior na
rainha que nas operarias. No entanto, em ambos 0s casos os ovéarios sdo funcionais, isto &,
capazes de produzir 6vulos maduros. Apesar disso, operdrias e rainhas diferem muito quanto a
fertilidade e aos mecanismos controladores/estimuladores da vitelogénese, ou seja, da
maturagdo dos Ovulos. Em condi¢cdes normais da coldnia, nas rainhas a vitelogénese ¢
desencadeada pelo acasalamento e nas operdrias, pela auséncia da rainha ou do recebimento
de informacdes sobre sua presenca na colonia. Passada a ocasido prépria para o acasalamento
no caso da rainha, e em idade avancada das operdrias, os ovarios entram em degeneragao. O
objetivo do presente trabalho foi o de avaliar como se comporta o desenvolvimento do ovdrio
em rainhas e operdrias mantidas fora dos condicionamentos da colonia e o efeito do
tratamento destas com CO,, pratica corrente na apicultura. Para tanto, operdrias e rainhas
foram mantidas aprisionadas em caixas com candy e dgua durante 15 dias e seguida a
seqiiencia de desenvolvimento de seus ovdrios. O efeito do ndo acasalamento na época
propria e do tratamento com CO; foi feito estudando a morfologia do desenvolvimento da
ovogénese, usando TUNEL e reacdo de fosfatase acida para caracterizar possiveis alteracoes
celulares. As células do filamento terminal apresentaram-se empilhadas em fila tnica. Na
transi¢do para o germdrio as células tornam-se piramidais com a base apoiada sobre a 1amina
propria e o dpice voltado para o centro do ovariolo. Sdo encontradas células esféricas,
provavelmente ovogdnias. No germdrio estdo presentes células somadticas e germinativas,
sendo da linhagem germinativa, os cistoblastos, os cistdcitos, os ovdcitos e as futuras células
nutridoras e as somdticas representadas pelas células pré-foliculares. Até o quinto dia o
desenvolvimento do ovario prossegue normalmente e as mortes celulares sdo raras. Por volta
dos dez dias, aparecem indicios de desorganizacdo com grande incidéncia de células
edemaciadas e com caracteristicas de morte celular apoptética ou autofagica. A morte celular
parece atingir principalmente as células nutridoras, mas ocorre morte também nas células
somaticas e alteragdes sdo vistas nos ovocitos. Os resultados mostraram que até aos quinto
dias de idade a narcose com CO, ndo provoca mudangas no desenvolvimento ovariano,
entretanto aos dez dias de idade os ovariolos de rainhas tratadas mostram uma diminui¢do na
taxa de mortes celulares quando comparados ao controle. Este efeito, porém, ndo perdura e

aos 15 dias ndo ha diferenca nas taxas de morte celular entre o tratamento e o controle. Nas
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operdrias, embora em alguns ovariolo tenha sido possivel observar inicio de diferenciacdao do
ovOcito no germdrio ji em recém-emergidas, a maior parte apresenta nos ovariolos o
germdrio, constituido basicamente de cistos em que o ovdcito ainda € indistinto. A exposi¢ao
ao CO2, além do aumentar a degeneracdo ovariolar, causa inibi¢do do desenvolvimento
ovariano. Em conclusdo pode-se dizer que a temporalidade de desenvolvimento ovariano € o

efeito da narcose sao diferentes entre as castas.

Palavras Chave: Morte Celular. Narcose. Gas Carbonico. Ultra-estrutura. FEémeas.
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ABSTRACT

The ovaries of queens and workers of Apis mellifera differs in number and length of the
ovarioles. Length and number of ovarioles are larger in queen than in workers. However, in both
cases, the ovaries are functional, i.e., it is able of produce mature eggs. Despite of that, workers and
queens differ very in fertility and mechanisms of controlling/inducing vitellogenesis. In colony
conditions, queen’s vitellogenesis is triggered by the matting and in workers by the absence of the
queen or of the receipt of information about its presence in the colony. After the age proper to mate or
in workers advanced age, the ovaries enter in degeneration. The objective of the present work was the
evaluating of the ovary development in queens and workers maintained caged outside of the colony
conditionings and the effect of the narcosis with CO,, practice current in the beekeeping. Newly
emerged queens and workers were caged with candy and water during 15 days. For the queens the
effect of the mate delay and CO, narcosis were studied using TUNEL and acid fosfatase reaction to
evaluate cell damages. The cells of the terminal filament appear as rows of one single cell, with a
rectangular shape, poor in organelles and with a big central nucleus. In the transition for the
germarium the cells present a pyramidal form with their base widened resting on tunica propria and
the apex directed to center of the ovariole. Below the region of transition to the germarium are
spherical cells, probably the oogonia. In the germarium are found somatic (pre-follicular cells) and
germinative (cystoblasts, the cystocists, the oocytes and the future nurse cells) cells. The queen’s
ovaries develop normally until the mating age, 5 days old queens. About the 10 days, the virgin queen
beginning to presents an ovariolar disorganization with big incidence of injured cells with
characteristics of apoptosis and autofagic death. The cell death seems to reach mainly the nurses cells,
but death occurs also in the somatic cells and alterations in the oocyte are also observed. The results
showed that up to the five days, the CO, narcosis do not provoke changes in the ovarian development,
however the 10 days old treated queens show a diminution in the rate of cell death. This effect,
however, does not persist and 15 days old queens present no difference in the rates of cellular death
from the control. Although in some ovaries of newly-emerged workers was possible to observe
beginning of oocyte differentiation in the germarium, the majority presents the germarium, basically
constituted of undifferentiated cysts. The CO, exposition, increases ovariolar degeneration causing
inhibition of ovarian development. In conclusion can be said that ovarian development and the effect

of narcosis are different in the castes

Keywords: Cell death. Narcosis. Carbon dioxide. Ultrastructure. Female.
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1. INTRODUCAO

1.1. As Abelhas, Caracteristicas Sociais e Reprodutivas

As abelhas apresentam vdrios niveis de sociabilidade. Ha espécies desde solitarias a
altamente sociais e entre os extremos, uma gama considerdvel de niveis intermedidrios. As
espécies que apresentam a mais sofisticada organizacao social sdo aquelas que se estruturam
em sociedades perenes, ou coldnias, nas quais ha sobreposicao de geracdes e cooperagdo entre
os individuos da colonia. Esse padrdo de sociabilidade é exibido pelas abelhas chamadas
eussociais (WILSON, 1976). Entre estas hd duas categorias: eussociais primitivas (como
Bombus) e altamente eussociais ou eussociais avangadas como espécies do género Apis e
meliponineos, as abelhas neotropicais sem ferrdo.

Ao longo da evolugdo, a vantagem de viver em um grupo social levou algumas espécies
a uma diferenciacdo morfoldgica, fisiologica e comportamental entre as fémeas da colOnia,
originando as castas, as quais compreendem grupos de individuos do mesmo sexo
especializados na execucao de tarefas diferentes (WILSON, 1976), no caso uma divisdo entre
o trabalho reprodutivo e o de manutencdo do ninho. Essa especializa¢do pode ser dréstica o
bastante para diferenciar os individuos também geneticamente, como no género Melipona
(KERR, 1962; HARTFELDER et al, 2006).

Em Apis mellifera, as fémeas, distinguem-se em duas classes, ou castas: 1) uma classe
reprodutiva, a rainha e 2) uma classe geralmente inativa ou pouco ativa reprodutivamente, as
operdrias. As rainhas sdo fémeas férteis responsaveis quase que exclusivamente pela producao
de todos os individuos da coldnia e as operdrias, fémeas semi-férteis, responsaveis por todas
as demais fungdes: constru¢do, manutencio e defesa da colonia, assim como pela coleta de
alimento e cuidado com a prole (FREE, 1980).

As castas das espécies eussociais avancadas, além de representarem individuos
especializados na realizacdo de tarefas especificas, agrupam individuos com morfologia e
fisiologia diferenciadas. Uma das caracteristicas morfofisiologicas mais distintiva entre
operdrias e rainhas das espécies eussociais avancadas € o desenvolvimento ovariano. As
rainhas possuem os ovarios mais desenvolvidos, enquanto que as operdrias possuem OvVarios
menos desenvolvidos e genitdlia atrofiada e ndo se acasalam (SNODGRASS, 1956;
WILSON, 1976).

As operdrias sdo consideradas inférteis e ndo estéreis (SAKAGAMI et al., 1963), uma

vez que possuem potencialidade para a producdo de ovos hapldides que por partenogénese
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podem originar machos. De fato, em algumas espécies, como em Bombus terrestris, em certas
fases e condi¢des da colonia, operdrias disputam com a rainha a producdo de machos
(DUCHATEAU & VELTHUIS, 1989). Mesmo em Apis mellifera presume-se que em toda
coldnia haja uma porcentagem de operdrias poedeiras (PUHLERMANN, 1956). Porém, em
Apis mellifera a maioria, sendo todos os ovos postos pelas operdrias sao eliminados por outras

operdrias, designadas “operadrias fiscalizadoras” (RATNIEKS, 1995).

1.2 Controle Natural Da Diferenciacao Dos Ovarios

O controle do desenvolvimento e da diferenciacdo dos ovarios das castas em A.
mellifera ocorre principalmente na fase larval e € exercido pelas proprias operdrias
(MICHENER, 1974; RACHINSKY et al., 1990, REGINATO & CRUZ-LANDIM, 2001,
CRUZ-LANDIM et al., 2006) através da alimentacdo diferencial das larvas, a partir do
segundo ou terceiro dia de vida larval (RIBBANDS, 1953), mas também ocorre na vida
adulta, sendo este dltimo exercido pela rainha (BUTLER, 1954, CRUZ-LANDIM et al,
2000).

As larvas de futuras rainhas recebem como alimento a geléia real, a qual influencia o
desenvolvimento de uma glindula enddcrina chamada corpora allata, aumentando o seu
tamanho na rainha e, conseqiientemente, a producao do hormoénio Juvenil (HJ); seu principal
produto de secrecdo (DIXON & MOSER, 1972; RACHINSKY et. al., 1990). O HJ influencia
a diferenciacdo celular, dirigindo o desenvolvimento pds-embriondrio da larva na direcdo da
formacgao de rainhas (BEETSMA, 1979). O elevado titulo de HJ na hemolinfa de larvas de
rainhas no comeco do periodo de metamorfose previne a indu¢do de morte celular nos
ovérios, o que faz com que as rainhas desenvolvam seus ovdrios plenamente (SCHMIDT-
CAPELLA & HARTFELDER, 1998, ANTONIALLI JR. & CRUZ-LANDIM, 2009). As
larvas de operdrias possuem tanto os corpora allata como titulo de HJ na hemolinfa menores
do que as larvas de rainha (RACHINSKY, 1990; RACHINSKY & HARTFELDER, 1991;
RACHINSKY & ENGELS, 1995), fazendo com que no inicio do periodo de metamorfose
aumente a ocorréncia de morte celular (REGINATO & CRUZ-LANDIM, 1998; 2001; 2002,
ANTONIALLI JR & CRUZ-LANDIM, 2006), levando a um desenvolvimento ovariano
deficiente.

Portanto, durante a fase larval a diferenciacdo das castas, a qual tem como uma das
principais caracteristicas o extremo desenvolvimento do ovdrio nas rainhas e a semi-

castracdo das operdrias, resulta de diferencas na nutri¢do das larvas, a qual se reflete em taxas
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hormonais. A produ¢do de rainhas, ou individuos com ovario muito desenvolvido estd,
portanto, sob controle das operdrias, embora em resposta 4s condi¢des da colonia. Entdo, a
diferenca entre rainhas e operdrias, no momento da emergéncia do adulto, no que se refere aos
ovérios estd no nimero de ovariolos e portanto, no potencial para produzir ovos.

A vitelogénese ocorre na adulta, e esta apresenta outros tipos de controle, tanto nas
rainhas como nas operarias.

Nas rainhas africanizadas de A. mellifera ha um padrao de desenvolvimento ovariano
bastante especifico, o qual se divide em dois periodos: pré-vitelogénico ou antes do
acasalamento (BERGER & ABDALLA, 2005; TANAKA & HARTFELDER, 2004) e
vitelogénico, apds o acasalamento (PATRfCIO & CRUZ-LANDIM, 2002; BERGER &
ABDALLA, 2005). Segundo BERGER & ABDALLA (2005) o padrao inicial da ovogénese
no periodo pré-vitelogénico é bastante definido. Ao emergir, as rainhas possuem longos e
finos ovariolos, os quais apresentam células germinativas e sométicas indiferenciadas. Por
volta dos trés dias de idade, essas células vao se diferenciando, as germinativas sofrem vérias
divisdes mitdticas com citocinese incompleta, originando grupos de células que ficam unidas
umas as outras, os chamados cistécitos e em certa altura formam estruturas que lembram
rosetas.

As mitoses prosseguem até que seja alcancado no cisto o ndmero de células
caracteristico da espécie, que em A. mellifera é 48 (ENGELS, 1968). A partir desse estdgio, as
mitoses cessam e um dos cistécitos que compdem a roseta se diferenciard no ovdécito e os
demais em células nutridoras.

O estdgio inicial de diferenciacdo dessas células € reconhecido visivelmente pela
presenca de uma organizacao formada pelo ovécito central ocupando quase a totalidade da
largura do ovariolo, ligado a duas fileiras de células bem menores, divergindo em dire¢ao
oposta, as futuras células nutridoras, em diferenciacdo. Este estdgio morfoldgico das células
germinativas nao é considerado pelos autores como foliculo pré-vitelogénico, uma vez que
nao houve ainda a formacao do foliculo, no qual h4 o envolvimento por células foliculares e a
separacdo das camaras ovocitica e nutridora, nem diferenciagdo completa das células
nutridoras, como também ndo hd diferenciacdo das células pré-foliculares para formarem as
células foliculares que envolvem as cimaras foliculares (PATRICIO & CRUZ-LANDIM,
2006). As células pré-foliculares encontram-se ainda dispostas entre as células germinativas
em diferenciacdo (TANAKA & HARFTELDER, 2004). Se a rainha mantém-se virgem, o
desenvolvimento ovariolar, segundo BERGER & ABDALLA (2005), para nesse ultimo
estigio. Segundo PATRICIO & CRUZ-LANDIM (2002) ¢ TANAKA & HARTFELDER
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(2004) os estdgios iniciais da ovogénese vao um pouco além dos descritos por BERGER &
ABDALLA (2005), mostrando haver nas rainhas virgens formag¢do de primérdios de
foliculos. Porém em ambos os casos ndo é observada a diferenciacdo e divisdo nitida das
camaras nutridora e ovocitica ou ainda nao hd formac¢do completa do foliculo pelo
revestimento e diferenciacdo das células foliculares, ou mais precisamente, a diferenciacdao de
um vitelario no ovario.

Depois de formados os foliculos, em que células nutridoras e ovdcito ficam alojados em
camaras separadas envolvidas por células foliculares, caracteriza-se a fase pré-vitelogénica do
desenvolvimento do ovdcito. Nesta fase, as células nutridoras sintetizam e transferem para o
ovdcito, principalmente RNA. A fase vitelogénica que vem a seguir caracteriza-se pela
captacdo da hemolinfa e deposi¢cdo no ovdcito, da vitelogenina e outros produtos que
constituirdo o vitelo.

Alguns autores consideram como estdgio pré-vitelogénico todas as ocorréncias da
ovogénese que precedem o inicio da deposicio de vitelo no ovécito (TANAKA &
HARTFELDER, 2004; BERGER & ABDALLA, 2005) Neste caso pode dizer-se que o
estagio pré-vitelogénico em A. mellifera independe de qualquer estimulo (TANAKA &
HARFELDER, 2004; BERGER & ABDALLA, 2005), porém parece ser “desligado” nos
estdgios iniciais da fase pré-folicular, quando a rainha atinge a idade de acasalamento e
mantém-se virgem (BERGER & ABDALLA 2005). Isto pode explicar o porqué das rainhas
virgens de A. mellifera, raramente ovipositarem e o porqué das fecundadas levarem algum
tempo para comegarem a produzir ovos, uma vez que devem prosseguir o desenvolvimento
ovariolar a partir de estigios iniciais da ovogénese, até a formacao das camaras nutridoras e
ovociticas e comeco da vitelogénese, ocorréncias que somente terdo lugar apds o
acasalamento (PATRfCIO & CRUZ-LANDIM, 2002; BERGER & ABDALLA, 2005).

Se a rainha mantém-se virgem apds o periodo prOprio para o acasalamento, o que
ocorre por volta do 6° dia apds a emergéncia, por volta dos dez dias de idade, observa-se uma
degeneracdo e reabsor¢do do contetido ovariolar e presenga de muitas células com ntcleos
picndticos, indicativo de morte celular, nos ovariolos (PATRfCIO & CRUZ-LANDIM, 2002).
Essa situagdo se agrava aos 15 dias de idade e se mantém aos 18 dias (BERGER &
ABDALLA, 2005). Porém, havendo o acasalamento a rainha inicia a fase vitelogénica e o
desenvolvimento geral dos ovdrios € ativado (PATRfCIO & CRUZ-LANDIM, 2002;
BERGER & ABDALLA, 2005). As rainhas virgens que passaram do periodo de
acasalamento ndo diferem estatisticamente quanto ao numero de células germinativas em cada

ovariolo, mas diferem quanto ao nimero de células com nicleos picnéticos (BERGER &
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ABDALLA, 2005). Como a maioria das células com nucleos picnéticos € visualizada dentro
dos ovariolos e raramente na membrana peritoneal, BERGER & ABDALLA (2005)
especulam que a incidéncia de morte celular ocorre principalmente nas futuras células
nutridoras, sugerindo que sao estas células que regulam o desenvolvimento inicial da foliculo.
Através da andlise morfolégica com microscopia de luz, verifica-se que as células com
nucleos picnoéticos geralmente estdo proximas de ovdcitos intactos. Pode-se reconhecé-las,
pois geralmente uma das duas fileiras de células ligadas ao ovdcito € a que apresenta células
com picnose nuclear. Nos germdrios de rainhas tratadas com CQO,, geralmente ocorrem células
com nucleos picnéticos somente na cdmara nutridora, no caso dos foliculos pré-vitelogénicos
(BERGER & ABDALLA, 2005).

Como, porqué e o que faz os ovdrios de A. mellifera serem ativados apds o
acasalamento sdo perguntas totalmente abertas e ainda sem perspectiva de resposta totalmente
esclarecedora. Assim como o fato dos ovarios degenerarem apds o periodo propicio para o
acasalamento se a rainha mantém-se virgem.

Em Drosophila melanogaster a vitelogénese e o desenvolvimento ovariano € ativado
por peptideos sexuais transmitidos as fémeas pelos machos, que estimulam a sintese de
hormonio juvenil (HJ) pelos corpora allata das fémeas (FAN et al., 1999). No caso de A.
mellifera, na glandula de muco de machos maduros (8 dias de idade) trés peptideos principais
foram encontrados (COLONELLO & HARFELDER, 2003). Sabendo-se que o contetido da
glandula de muco compde o sémen introduzido na fémea pela copula, tais peptideos foram
apontados como candidatos a ativadores da vitelogénese nas fémeas (COLONELLO &
HARTFELDER, 2003), como ocorre em D. melanogaster, mas nao existem experimentos
comprobatorios.

O controle do desenvolvimento e da diferenciacdo ovariana nas castas femininas das
abelhas € um ponto chave para a manutencdo da estabilidade social dentro da coldnia,
evitando conflitos que seriam originados caso ambas as castas pudessem reproduzir-se
liviemente (WILSON, 1976). Mesmo assim, resquicios desses conflitos podem ser vistos na
oofagia, seja esta exercida pela rainha (meliponineos) ou por operarias (A. mellifera).

Virios fatores e condi¢des podem influenciar o desenvolvimento do ovdrio das
operdrias, até mesmo caracteristicas préprias da espécie. O desenvolvimento ovariano das
operdrias em A. mellifera ocorre mais freqiientemente na auséncia da rainha, e na auséncia de
cria jovem (PAGE & ERICKSONS, 1988). A manutengdo do “altruismo” das operarias com
relacdo a rainha e suas filhas, ndo se baseia somente nas relacdes genéticas ou sociobioldgicas

como postulado por HAMILTON (1964). Ao longo da evolugdo, a rainha desenvolveu
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mecanismos de controle ou dominéncia sobre as operarias adultas. Um desses mecanismos de
controle permite a manuten¢do dos aspectos morfoldgicos e genéticos da casta dominada. Ou
seja, apesar das castas possuirem o mesmo genoma, o desenvolvimento de certos Orgdos e
glandulas, é controlado pela casta dominante, no caso a rainha (BUTLER & SIMPSON,
1958) através de feromodnios produzidos em suas glandulas mandibulares (RIBBANDS,
1953), principalmente o dcido (E)-9-oxodecenoico (9-ODA) que age especificamente sobre o
sistema enddcrino (KAATZ, 1992) inibindo o desenvolvimento ovariano das operdrias jovens
(BUTLER, 1954; PAIN, 1955; BUTLER & SIMPSON, 1965; VELTHUIS, 1970). Porém,
operdrias mais velhas, campeiras, que exercem funcdes externas a colonia e possuem titulos
de HJ na hemolinfa mais altos (HARTFELDER, 2000-revisdo), podem apresentar seus
ovdrios em estigios mais desenvolvidos (PATRICIO & CRUZ-LANDIM, 2003). A producio
de ovos pelas operdrias, ou seja, a vitelogénese em seus ovarios apresenta controles diferentes
dos das rainhas, nos quais a presenca do horménio juvenil mantém relacdo antagdnica a
producdo de vitelogenina, uma proteina da qual depende a vitelogénese (HARTFELDER et
al. 2002; GUIDUGLI et al, 2005). Como os titulos do hormonio juvenil sobem quando as
operdrias de Apis mellifera passam das tarefas intra-coloniais para as externas e
correspondentemente as taxas de expressdo da vitelogenina baixam, € possivel que nas
operdrias funcione um sistema de regulacido da producdo de ovos que atue pela repressiao da
sintese de vitelogenina pelo hormodnio juvenil e vice-versa (AMDAM & OMHOLT, 2002:
GUIDUGLI et al. 2005).

Na auséncia da rainha, em coldnias 6rfds, as operdrias desenvolvem precocemente e
com mais freqiiéncia os seus ovarios (MAURIZIO, 1954), chegando mesmo a ovipositar
(PATRfCIO & CRUZ-LANDIM, 2003), quando podem ser reconhecidas como falsas rainhas.

O tamanho populacional da col6nia também influencia o desenvolvimento ovariano das
operdrias de A. mellifera (GROOT & VOOGD, 1954) por interferir na distribuicdo da
substincia de rainha entre os co-habitantes da colonia.

Nao sé as caracteristicas da espécie ou das inter-relagdes coloniais interferem no
desenvolvimento ovariano, como também o ambiente externo. Nas operdrias adultas de A.
mellifera, a temperatura e a estagcdo do ano parecem atuar no desenvolvimento ovariano.
Operarias de coldnias mantidas em estufa com temperatura controlada (simulando o verdo
durante o inverno), apresentaram os ovdrios significativamente mais desenvolvidos do que as
operdrias de colonias mantidas na natureza (PAIN & VERGE, 1950; TARANOV, 1961).
PAIN (1955) notou ainda que a maior porcentagem de operdrias com ovarios desenvolvidos

ocorre durante a primavera. Neste dltimo caso, a explicagdo para o maior desenvolvimento
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ovariano pode residir no fato de que nessa época do ano aumenta a freqii€éncia de operdrias
com atividade de campo, as quais permanecendo fora da coldnia por mais tempo, ficam
menos susceptiveis ao efeito inibitério da “substincia de rainha”. Por outro lado o maior
aporte de nutrientes a colOnia, principalmente de pdlen, tem também agdo importante
(BITONDI & SIMOES, 1996).0 mesmo acontece em coldnias super-populosas, onde o efeito
inibitério da rainha é menos prevalecente sobre as operdrias (GROOT & VOOGD, 1954).

Em condicdes normais, operdrias de A. mellifera chegam ao mdximo do seu
desenvolvimento ovariano entre 12-14 dias ap6s a emergéncia (KROPACOVA et al., 1968),
porém MAURIZIO (1954) demonstrou que em colonias sem rainha e cria, as operarias
atingem o mdaximo de seu desenvolvimento ovariano entre os 28 e 42 dias de vida adulta.
Esses dados estio de acordo com os de PATRICIO & CRUZ-LANDIM (2003), as quais
demonstraram que operdrias de colonias sem rainhas, desenvolvem seus ovdrios a partir dos
30 dias de idade. KUWABARA (1947) observou que em colonias 0rfas as larvas de operdrias
sdo alimentadas mais freqlientemente e as operdrias apresentam maior nimero de ovariolos do
que as de colonias normais. Além disso, HAYDAK (1943, 1970) demonstrou que larvas de
rainhas subnutridas desenvolviam-se em adultos com caracteristicas intermedidrias entre as
duas castas. PATRICIO & CRUZ-LANDIM (2003) também notaram que operdrias de
coldnias orfas ou com auséncia de cria desenvolvem seus ovarios com mais frequéncia que as
operdrias na presenga da rainha.

A vitelogénese, ou seja, a fase final de amadurecimento dos ovdcitos no ovério faz-se
pela captacdo por estes da vitelogenina (vg), uma proteina precursora de vitelo produzida no
corpo gorduroso das abelhas e depois eliminada para a hemolinfa (ENGELS et al. 1990). A
vitelogenina estd presente na hemolinfa das operarias, porém nas nutridoras de colénias com
rainha e cria jovem os precursores dessa proteina sao “desviados” para compor a secrecdo da

glandula hipofaringea, cujo produto faz parte da assim chamada “geléia real”.

1.3 Inducao Artificial Do Desenvolvimento Do Ovario

Em A. mellifera, duas exposi¢des sucessivas ao gas carbdnico (CO,) aceleravam a
oviposicdo em rainhas recentemente acasaladas e induz rainhas virgens a
ovipositarem(MACKENSEN, 1947). O CO, exerce uma fungdo similar aos estimulos
recebidos com o acasalamento, o qual provocaria liberacdo de neuro-hormonios que agiriam

na fisiologia reprodutiva da abelha (HERMANN 1969).
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ENGELS & RAMAMURTY (1976) verificaram que, de fato, a ovogénese pode ser
induzida pela administracdo de CO; e que a vitelogénese (sintese de vitelogenina) ¢ mantida
em rainhas virgens alactomizadas, portanto, mesmo com a auséncia dos corpora allata.

O mesmo efeito do CO, foi estudado em Bombus terrestris (TASEI, 1994), indicando
que talvez o HJ ndo seja o principal fator que estimula o desenvolvimento ovariano ou seja, a
vitelogénese, podendo agir nesse processo outros hormonios como a ecdisona (HAGEDORN
et al., 1975), na hipétese de que os titulos remanescentes de HJ na hemolinfa apds a
extirpacdo dos corpora allata nao sejam suficientes para estimular a vitelogénese.
HARTFELDER et al. (2002) verificou que os ecdisterdides regulam a producdo de ovos nas
operdrias de A. mellifera e S. postica.

Os dados obtidos por BERGER et al. (2005) confirmaram os resultados dos autores
anteriores e, ainda, demonstraram que o CO,, além de acelerar os estdgios iniciais da
ovogénese em rainhas de A. mellifera tem propriedades conservativas do tecido ovariano,
diminuindo o ndmero de células com nucleos picnoéticos e degeneracdo do tecido ovariolar,
mesmo se a rainha mantém-se virgem apés o periodo de acasalamento.

O efeito ativador do CO; em rainhas € evidenciado pela formagdo precoce de foliculos
ovarianos quase completos, com divisdo das cdmaras nutridora e ovocitica, além da
diferenciacdo das células foliculares ja em comeco de recobrimento das cadmaras, num periodo
no qual os ovariolos das rainhas ndo tratadas ainda contém em sua maior parte rosetas de
cistocitos ou poucos primérdios de foliculos. Porém, o fato inusitado foi sua acdo
conservativa no tecido ovariolar (BERGER et al. 2005). Rainhas virgens ndo tratadas e que ja
passavam muito do periodo préprio de acasalamento, tratadas com CO, apresentaram
ovariolos integros, com pouca incidéncia de células com nucleos picnéticos.

Nos ovérios de operdrias a narcose com CQO; inibe o desenvolvimento ovariano (FYG,
1950; BIEDERMANN, 1964; KOPRACOVA et al., 1968, HARRIS & HARBO, 1990).
RIBBANDS (1950) e SKOWRONEK & JAYCOX (1974) verificaram que ao expor operarias
de A. mellifera a uma atmosfera saturada de CO, por dois minutos, alteracdes
comportamentais como a aquisi¢do do hédbito de campeira ocorreram precocemente € que as
taxas de coleta de pdlen e a expectativa de vida das operdrias diminuiriam significativamente
em relacdo ao grupo controle nio narcotizado.

Aplicacdes de CO, em operdrias recém emergidas além de diminuirem a expectativa de
vida, inibem o desenvolvimento da glandula hipofaringea (SKOWRONECK & JAYCOX,
1974) e das glandulas de cera (RIBBANDS, 1950; SKOWRONECK & JAYCOX, 1974).

Esses ultimos dados parecem confirmar a hipétese d¢ KENN DAVEY (informagdo pessoal)
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de que o CO, e o HJ sdo efetores com receptores homoélogos nos corpora allata. O CO,
estaria, portanto, mimetizando uma elevacao ideal de HJ, o que provocaria a modulagdo das
proteinas precursoras de vg, dirigindo-as para a sintese de vg pelo corpo gorduroso. Porém,
essa hipédtese € dificil de ser confirmada, pois o CO, diminui o consumo de pdlen pelas
operdrias, o ocasionando, uma diminuicdo do desenvolvimento ovariano dessas abelhas
(RIBBANDS, 1950) uma vez que a sintese de vg estd diretamente ligada ao consumo de
pélen (BITONDI & SIMOES, 1996). O efeito negativo do CO, sobre as operdrias parece dar-
se em todo o seu organismo, uma vez que prejudica a sua nutricdo, ou seja, a ingestdo de
elementos essenciais para seu metabolismo e desenvolvimento geral. Por isso, operdrias
tratadas com CO, apresentam uma taxa de mortalidade alta e precoce (BERGER &
ABDALLA, 2004; EBADI et al. 1980)

Estudos realizados por KOYWIWATTRAKUL et al. (2005) mostraram que o CO;
reduz a expressdo dos genes de vitelogenina e transferrina quando comparado ao grupo nao
tratado sugerindo que estes genes podem estar envolvidos na regulacdo da esterilidade em
operdrias de A. mellifera. Estes mesmos autores também sugerem que existe uma ligacao
entre a exposicao ao CO, e a sintese de vitelogenina e a ativacdo casta especifica em abelhas
sugerindo que a vg seja um fator condicionalmente nos controles que regulam a atividade
ovariana em operadrias.

O efeito danoso do CO, também € conhecido para outros insetos, diminui o crescimento
larval em Heliothis sp (EDWARDS, 1968), reduz a fecundidade em Blatella germanica
(BROOKS, 1965) e em Drosophila melanogaster (PERON et al., 1972). Aplicacdes de CO,
em rainhas virgens ao contrario do que ocorre nas operarias, estimulam a vitelogénese e a
oviposicdo (MACKENSEN, 1947; ENGELS et al, 1976). Em A. mellifera o tratamento
diminui a atratividade da rainha (PAIN et al., 1967) e segundo SKOWRONEK (1979), apesar
das rainhas tratadas terem o desenvolvimento ovariano e a atividade de oviposicdo
inicialmente acelerados, em longo prazo, perdem em eficiéncia com relacdo as rainhas ndo

tratadas da mesma idade.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de observar em que medida os controles naturais e
artificiais do desenvolvimento ovariano nas castas sdo alterados pela retirada destas do
contexto colonial, ou seja, tentar isolar o desenvolvimento ovariano do efeito de grupo, e
entender em que medida o desenvolvimento ovariano pode ser independente do contexto

social e como a narcose atua neste caso.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram utilizadas rainhas e operérias de Apis mellifera L. africanizada.

3.1.1. Obtencao e Manutengao das Rainhas

As rainhas foram produzidas artificialmente no apidrio do Departamento de Biologia,
UNESP (Rio Claro, SP) pelo método de DOOLITTLE (1899) e apds a emergéncia, mantidas
individualmente com seis operdarias nutridoras em caixas de madeira de 5x5x2cm com candy
(mistura de mel e agicar de confeiteiro). As operdrias foram trocadas a cada dois dias. As
caixas foram mantidas em condicdes de temperatura e umidade do ambiente. Essas rainhas

serdo o grupo controle.

3.1.2. Obten¢do e Manutenc¢do das Operdrias

Operdrias recém emergidas foram coletadas no Apidrio do Departamento de Biologia
do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro. As abelhas foram mantidas em & caixas de
madeira de 15x15x7 cm (50 operdrias em cada caixa, mais uma rainha virgem), com candy e
dgua a vontade, em estufa, a uma temperatura constante de 32°C e umidade relativa igual a

70%.

3.2. Métodos

3.2.1. Exposicao ao CO,

Para a anélise da influéncia do CO, no desenvolvimento de ovdrios das rainhas virgens,
rainhas mantidas nas mesmas condi¢cdes descritas acima no item 3.1.1, foram expostas a
atmosfera do gas por 1 minuto nos 1°, 3°, 5° e 10° dias de vida adulta e foram analisadas com
3,5, 10 e 15 dias de vida adulta. A submissdo das rainhas a narcose e as idades em que estas

foram analisadas estao detalhadas na tabela abaixo:
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NARCOSE ANALISE
Reetm | 3 gias | Sdias | 10dias | 3dias | Sdias | 10dias | 15 dias
emergida
X
X X X
X X X X
X X X X

12

Para a andlise da influéncia do CO; no desenvolvimento de ovérios de operdrias, estas,

foram mantidas nas condi¢des descritas no item 3.1.2 e expostas a atmosfera do géas por 30

segundos nos 1°, 3°, 5° e 10° dias de vida adulta e foram analisadas com 5, 10 e 15 dias de

vida adulta. A submissdo das operdrias 4 narcose e as idades em que estas foram analisadas

estdo detalhadas na tabela abaixo:

NARCOSE ANALISE
Recém . . . . . .
d 3 dias Sdias | 10dias | 5 dias 10 dias 15 dias
emergida
X X X
X X X X
X X X X X

3.2.2. Preparagdo do material para Microscopia de Luz (ML)

Os ovérios de trés individuos de cada grupo, tanto de rainhas como operarias foram

dissecados e fixados em paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,1M e pH 7,4 por

pelo menos 24 h. Em seguida, desidratados em série alcodlica de concentragdo crescente (70-

95%). Apos a desidratacdo, o material foi embebido por 24 horas em historesina Leica, sendo

incluidos na mesma resina acrescida de catalisador. Seccdes histolégicas obtidas em um

micrétomo Leica RM 2145 de Sum foram coradas com Azul de Toluidina 1% e Hematoxilina
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e Eosina (HE), montados em bdlsamo do Canadd, seguindo os procedimentos usuais e

observadas com um fotomicroscopio Zeiss.

3.2.3. Preparacdo do Material para Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Os ovdrios de trés individuos de cada grupo, tanto de rainhas como operdrias foram
dissecados e fixados em Glutaraldeido 2% contendo 4% de Paraformaldeido em tampao
Cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,4 (Karnovsky). Em seguida, lavados no tampao por 15
minutos e pds-fixados em solucdo de tetroxido de 6smio a 0,5% contendo 0,8% ferrocianeto
de potdssio em tampao cacodilato de s6dio 0,1M pH 7,4 durante 1 hora. Lavados novamente
com o tampao em dois banhos de 15 minutos e incubados por 3 horas em solucdo aquosa de
acido tanico a 0,15% durante 3 horas. Apds a incubagdo o material foi lavado em élcool 10%
por 10 minutos e deixado em solugdo alcodlica de acetato de uranila a 1% por duas horas. Em
seguida, desidratado em série de acetona de concentragdo crescente (70-100%), 5 minutos
cada banho, embebido e incluido em resina Epon-Araldite.

Os cortes ultra-finos obtidos em ultramicrétomo foram recolhidos com telinhas e
contrastados com acetato de uranila por 90 minutos e citrato de chumbo por 20 minutos,

examinados e fotografados com microscopio eletronico de transmissdao (MET), PHILIPS.

3.2.4. Teste Citoquimico para Detecgdo de Fosfatase Acida (MET)

Os ovarios de trés rainhas de cada grupo foram dissecados e fixados diretamente em
Karnovsky a 4 °C, pH 7,2 durante 1h. A seguir lavados rapidamente em tampao acetato de
sédio 0,1M, pH 4,8 e incubados por 45 min. a 37 °C em meio contendo: p-nitrofenil fosfato
(10mg), tampao acetato de sédio 0,1M, pH 4,8 (10ml) e acetato de chumbo (10mg). Apéds a
incubagdo, os ovarios foram lavados em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 por 30 min. e pds-
fixados em tetroxido de dsmio, segundo formulacdo de Millonig (Tetr6xido de ésmio 1% em
tampao fosfato de s6dio, 01M, pH 7,2) por 1h a 4 °C. Apds, os ovarios seguiram a rotina de
preparagdo para MET como descrito acima. O controle consistiu em ovarios incubados em

meio sem o substrato (p-nitrofenil fosfato) para fosfatase acida.
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3.2.5. Andlise das Divisdes Celulares Através da Imunomarcagdo da Histona H3-

fosforilada

Foram retirados os ovdrios de 3 individuos de cada grupo, armazenados em tubos tipo
Eppendorf e fixados por 3 dias em paraformaldeido 4% em PBS (10mM, pH=7,5). Os ovérios
foram lavados no mesmo tampao para retirada do excesso de fixador, sendo trés lavagens de
10 minutos cada, para subseqiiente permeabilizacdo em PBST (0,1% Triton-100 em PBS
10mM, pH=7,5) por 1 hora a temperatura ambiente e lavagem em tampao (3 vezes de 5
minutos). A seguir, os ovdrios foram incubados por 1 hora, em solu¢do de BSA a 1%
(preparada no mesmo tampao) € por mais uma hora, em temperatura ambiente, em 20uL em
solucdo de BSA contendo os anticorpos para marcagcdo de mitose (anticorpo policlonal IgG
anti-fosfo-histona H3, produzido em coelho na diluicdo de 1:100 em 1% BSA preparado em
PBS 10mM, pH=7,5). Ap0s esta etapa, foram lavados, por 3 vezes de 5 minutos em tampao,
incubados durante a noite, a 4°C, em 20uL da solucdo contendo o anticorpo secundario IgG
conjugado com fluoresceina, produzido em cabra (CY3 — Sigma C-2306) na dilui¢ao de 1:100
(em 1% BSA preparado em PBS 10mM, pH=7,5) e lavados por 3 vezes de 15 minutos.

Foram feitas montagens totais em meio contendo 90% Glicerol, 0,1% de azida sddica e
3% n-propilgalato, em PBS 10mM, pH=7,5 e as preparacOes analisadas em microscopio
confocal Leica TCS-SP2-SE com o laser para excitacdo do CY3 sendo o HeNe543 e a janela
de detec¢do de 550-700 nm.

O processamento do material para esta técnica foi feito no Laboratério de Biologia de
Desenvolvimento de Abelhas do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes
Patogénico da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, sob orientacdo do prof. Dr.
Klaus Hartfelder.

3.2.6. Processamento do material para Técnica Imunocitoquimica: TUNEL (TdT-

FragEL"™ DNA Fragmentation Detection Kit (cat. n° QIA33).

Os ovdrios de rainhas com 10 e 15 dias do grupo controle e tratado com CO, foram
dissecados diretamente em paraformaldeido a 4% em tampao fosfato de sédio 0,1M e pH 7.4.
Em seguida os ovdrios foram desidratados em série crescente de dlcool (70%, 80%, 90%,
95%, dois banhos em 100%), cada banho com dura¢do de 20 minutos. Posteriormente foram

transferidos para xilol (2 banhos de 20 minutos) para diafanizacdo. A embebicao do material
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para inclusdo ocorreu em paraplast liquida em estufa 2 60°C, durante 1 hora seguida de uma
troca de uma 1 hora e posterior inclusao.

As secgoes histoldgicas foram feitas com 08um, estendidas sobre laminas histoldgicas
previamente preparadas com polilisina, e secas em estufa por 24h, a temperatura de 37°C. A
remocdo da paraplast foi realizada, utilizando 2 trocas de xilol de puro (10 minutos cada),
seguida de 1 troca de xilol + dlcool (2:1), 1 troca de xilol + élcool (1:2) e 3 trocas de dlcool
absoluto, de 5 minutos cada.

Os cortes obtidos pela preparacdo acima foram processados segundo o protocolo
descrito pelo fabricante (Calbiochem), para deteccao imunocitoquimica de quebras no DNA,

utilizando-se o Kit TdT-FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit (cat. n° QIA33).
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4. RESULTADOS

Conforme consta dos objetivos o propdsito deste trabalho foi o de verificar como se
desenvolvem os ovérios das rainhas de A. mellifera fora do controle da colonia e o efeito do
tratamento com CO,, prética usual para acelerar o inicio da postura de rainhas fecundadas

natural ou artificialmente introduzidas em coldnias Orfas.

4.1. Desenvolvimento dos Ovarios em Rainhas Recém-emergidas Mantidas

Confinadas Fora da Colonia

4.1.1. Organizacao geral dos ovariolos

Rainhas recém emergidas foram confinadas em caixas, conforme descrito em material e
métodos e assim mantidas até quinze dias, na presenga de 6 operdrias nutridoras e candy a
vontade.

Nestas rainhas, os ovariolos apresentam além do pedicelo, apenas um germadrio basal e
um longo filamento terminal apical.

Cada ovariolo € constituido por um corddo de células germinativas e células somaticas,
revestido por uma membrana peritoneal (FIG. 1A). A membrana peritoneal é formada por
uma bainha de células musculares do tipo visceral e ramificacdes traqueais (FIG. 1B). As
células funcionais do ovariolo que preenchem seu interior estdo separadas da membrana
peritoneal pela tinica propria, uma membrana basal muito compacta e espessa (FIG. 1A, B).
Em andlises ultra-estruturais, a tinica prépria apresenta um aspecto homogéneo, porém a sua

espessura varia de acordo com a fase em que se encontra o ovario.

4.1.2. Filamento terminal

O filamento terminal dos ovariolos consiste de uma continuacio da membrana
peritoneal, contendo no interior, na maior parte de sua extensao, pilhas de células poliédricas
que em secc¢do longitudinal se apresentam como filas de uma unica célula de formato
retangular, pobres em organelas, com um grande nicleo central com um grande nucléolo
(FIG. 2A). Na transicdo para o germdrio as c€lulas do filamento terminal adquirem forma
piramidal com a base alargada assentada sobre a tunica propria e o dpice afilando-se para o

centro do ovariolo(FIG. 2B). Estas células apresentam-se pobres em reticulo endoplasmatico,
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mas ricas em mitocOndrias, Golgi, microtibulos e glicogénio em forma de particulas. No
apice do germdrio, logo abaixo da zona de transi¢do com o filamento terminal, encontram-se
agrupamentos de células esféricas, provavelmente, ovogonias, com grande nicleo central,
contendo um ou dois nucléolos, e escasso citoplasma contendo principalmente mitocondrias
(FIG. 2C).

O filamento terminal é a parte mais longa do ovariolo das rainhas recém emergidas. O
seu aspecto permaneceu o mesmo durante todo o periodo estudado, porém a sua extensao
mostrou-se varidvel. Em rainhas com até 3 dias, a maior parte do ovariolo é constituida pelo
filamento terminal (FIG. 3A) e logo depois da emergéncia, 0 germario comeca a Crescer € nas
rainhas com 5 dias ja ocupa a maior parte do ovariolo em detrimento do filamento terminal

que aparece mais curto (FIG. 3B).

4.1.3. Desenvolvimento do germario

No germadrio encontram-se células germinativas e somdticas. As células somdticas sdo
as pré-foliculares e as germinativas sdo as ovogonias primdrias e secunddrias. Primdrias
enquanto células tronco e secunddrias no momento em que entram na fase de proliferacao.
Nesta dltima fase, nos insetos, sdo chamadas cistoblastos (FIG. 4A). A proliferacdo dos
cistoblastos dd origem a cistos em que as células, resultantes das sucessivas mitoses, agora
denominadas cistdcitos, ficam interligadas por pontes citoplasmdticas resultantes de
citocineses incompletas (FIG. 4B).

Os cistos sdo limitados por células somadticas e a partir de um determinado nimero de
divisdes as pontes celulares entre os cistécitos colocam-se no centro do cisto formando as
estruturas em roseta (FIG. 5A,B, 6A). As ponte intercelulares formam canais que se mantém
abertos devido a um reforco de microfilamentos (FIG. 5B, 6A,B). Além dos reforgos de
microfilamentos, feixes de filamentos grossos cruzam as pontes (FIG. 6B). A formacao das
rosetas inicia-se na por¢ao basal do germario. No centro destas rosetas encontra-se o fusoma,
uma regido especializada na periferia da qual, encontram-se complexos de Golgi, e
mitocOndrias (FIG. 6A). A regido central do fusoma € ocupada por reticulo endoplasmatico
liso e um citossol contendo um filtro de microfilamentos (FIG. 6A).

A morfologia e tamanho do germdrio variaram de acordo com a idade da rainha. O
inicio da fase de proliferacao dos cistoblastos em rainhas de A. mellifera € muito precoce, pois

as recém-emergidas ja apresentam, cistécitos e naquelas com 3 dias jd estavam presentes
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rosetas (FIG. 3A). Em rainhas recém-emergidas, o germario ocupa uma pequena por¢cdo na
regido basal do ovariolo (FIG. 3A) enquanto em rainhas com 5 dias ou mais, ocupa quase 2/3

do comprimento deste (FIG. 3B).

A medida que a idade da rainha avancou as rosetas passaram a ser vistas em partes cada
vez mais altas do ovariolo e na base iniciou-se a diferenciacdo de ovdcitos dentre os cistdcitos
(FIG. 3B, 7A). Os ovdcitos apresentam-se como células bem maiores que as restantes do
cisto, com nucleo grande com cromatina muito dispersa e citoplasma volumoso, mas pobre
em organelas (FIG. 7B). A principal caracteristica distintiva do ovdcito, além de seu tamanho,
¢ a presenca de complexos sinaptonémicos no nucleo, indicando o pareamento dos
cromossomos homdlogos, caracteristico da préfase da meiose I, e granulos eletrondensos,
provavelmente contendo RNA, dispersos no nucleoplasma (FIG. 7B). O ovdcito permanece
ligado ao restante dos cistdcitos por pontes intercelulares (FIG. 7C).

Ovdcitos diferencidveis pelo tamanho celular ja puderam ser observados na base dos
ovariolos de rainhas com 5 dias. A sua presenca aumentou nas idades subseqiientes. Ovdcitos
diferenciados passam a ser observados em regides cada vez mais altas dos ovariolos, sendo
que os em fase mais avangada de diferenciacdo encontravam-se sempre na regiao mais basal.

A diferenciacdo das células funcionais do ovariolo nas rainhas confinadas prosseguiu
até a formacao de pré-foliculos, ou de um pré-viteldrio. Nas rainhas com 10 dias observou-se
a diferenciagao entre ovécito e células nutridoras com bastante nitidez (FIG. 7A), assim como
se tornaram mais distintas as células pré-foliculares.

Mortes celulares ocorreram desde a rainha recém-emergida. No entanto, em rainhas
entre 3 e 5 dias, a presenca de morte celular aconteceu, raramente de forma isolada em alguns
pontos dos ovariolos (FIG. 8A), sugerindo um aumento em suas taxas em rainhas com 15 dias

de idade (FIG. 8B).

4.1.4. Caracteristicas da morte celular observada

As células que se apresentam em estado de morte celular possuem caracteristicas que as
distinguem nitidamente das ndo afetadas, mas estas caracteristicas sdo bastante varidveis,
caracterizando tipos diferentes de morte celular. Os primeiros sinais de alteracdes celulares
sdo representados por figuras mielinicas que aparecem no citoplasma como um sinal de

ocorréncia de autofagia (FIG. 9A) Além da presenca das figuras mielinicas, edema e
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fragmentac@o do reticulo endoplasmatico resultando fragmentos de membranas distribuidas
de maneira desorganizada no citoplasma ou em enovelamento das membranas, sdo também

visiveis (FIG. 9B, C). Estas estruturas representam aspectos precoces de alteracdes celulares.

Outro aspecto freqiientemente observado foi a compactagdo da cromatina (FIG. 10A,
D), com desorganizacio do envoltério nuclear resultando em falhas na sua estrutura e
irregularidade em seu contorno (FIG. 10B) e concomitante condensacdo do citoplasma e
retracdo celular (FIG. 10A). Células nestas condi¢des aumentaram em ndmero a partir dos 10
dias de idade da rainha. Estas células com caracteristicas de morte apoptética, sdo
freqlientemente observadas no interior de outras células (FIG. 10A,B), possivelmente células
somadticas que as fagocitaram. A degradacdo destas células prossegue até que € observada
completa degradacdo do conteido nuclear e as organelas deixam de ser reconhecidas (FIG.

10B).

Em rainhas com 15 dias, extensas regidoes dos ovariolos aparecem inteiramente tomadas
por células em estado de morte (FIG. 10D). Como as células em processo de morte sdao
fagocitadas por outras células, suas vizinhas, a sua digestao se da no interior do ovariolo, com

a tinica prépria e a membrana peritoneal intactos separando-as da hemolinfa.

4.2. Efeito da Narcose com CO; Sobre o Desenvolvimento e Organizacao Ovariana

de Rainhas mantidas Fora da Colonia

Comparando os resultados obtidos com aqueles apresentados anteriormente, os quais
constituem o controle do experimento verifica-se que a narcose com CO; ndo alterou a
organizacdo e morfologia geral do ovdrio. Mas, algumas mudangas puderam ser observadas

nas células dos varios segmentos ovariolares, nas diferentes idades das rainhas.
4.2.1.Efeito sobre o filamento terminal
Ao longo de todo o periodo, as células do filamento terminal dos ovarios de rainhas

tratadas com CO; permaneceram com a mesma ultra-estrutura das rainhas ndo submetidas a

narcose. Mesmo a relacdo entre este e 0 germdrio parece nao foi alterada.
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4.2.2. Alteragdes em células do germario

A morfologia e o tamanho do germdrio variou de acordo com a idade das rainhas
estudadas e ndo foram afetados pelo tratamento com CO,. Quanto ao efeito sobre as células
da linhagem germinativa este sé se tornou evidente nas rainhas com 10 e 15 dias.

Aos cinco dias de idade as rainhas tratadas com CO, continuaram a apresentar a
constituicdo do seu germdrio muito semelhante aquela do controle, com a presenca de rosetas
originadas a partir da citocinese incompleta dos cistécitos (FIG.12A). Nestes, no entanto
observou-se a presenca de um elevado nimero de mitocondrias, o qual é aparentemente maior
que no controle, de complexos de Golgi mais desenvolvidos e alguns vacuolos autofdgicos
(FIG 12B). A presenca dos vacuiolos autofigicos, no entanto, parece nio comprometer a
integridade celular e resultar somente da reciclagem de organelas. Nos ovdcitos ja
diferenciados, estdo presentes lamelas anuladas (FIG.12C), cujo significado parece obscuro,
mas que pode representar formacdo de mais reticulo endoplasmético, como mostra a foto
(FIG.12C).

Aos 10 dias de idade as rainhas mantém a mesma organiza¢do do germdrio como foi
descrito para as rainhas com 5 dias (FIG. 13A), o que j4 € uma diferenca, pois no grupo nao
tratado ocorre uma incidéncia muito elevada de células com caracteristicas de morte celular.
No entanto, quando a morte celular estd presente, o tipo de alteracdo € o mesmo verificado no
controle como a compactacdo da cromatina e a vacuolizacdo do citoplasma. Devido ao
diminuto ndmero de células atingidas, permanece no grupo tratado, uma maior integridade no
tecido do ovario (FIG. 13B). Nesta idade também se percebe com bastante nitidez a
diferenciacdo entre células nutridoras e ovociticas, e tornam-se mais distintas as células pré-
foliculares distribuidas entre estas dando a impressdao do ovdrio encontrar-se em fases mais
avancadas do desenvolvimento.

Quando atingem 15 dias apds a emergéncia, as rainhas virgens submetidas ao
tratamento possuem um germario ja bem diferenciado com formacao até de foliculos em que
a camara nutridora com células grandes de com formato hexagonal e ricas em mitocondrias e
complexo de Golgi, e cdmara ovocitica sdo bem distintas e envolvidas por células foliculares
(FIG.14A). No entanto a narcose, nesta idade ja ndo tem o efeito protetor verificado aos 10
dias. O tecido ovariano apresenta um alto grau de desorganizacdo e uma alta incidéncia de
células que se apresentam em processo de morte celular (FIG. 14B). As caracteristicas de
morte celular sdo bem definidas e semelhantes as observadas no controle, ou seja,

compactagdo da cromatina nuclear e do citoplasma, vacuolizacdo do citoplasma, e fagocitose
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das células afetadas por células vizinhas (FIG. 14C). Embora ha regides ovariolares
totalmente desorganizadas é também possivel observar locais onde o tecido ovariolar mantém
a sua integridade (FIG. 14D). Embora a morte celular incida mais sobre as células nutridoras
encontraram-se também alguns poucos ovdcitos e células somdticas afetadas como ocorre no

controle.

4.3. Reacao TUNEL e Fosfatase Acida

Conforme ja descrito as caracteristicas das células afetadas sdo variadas e ora indicam a
ocorréncia de apoptose, ora de morte autofdgica e em alguns casos até de necrose. Em vista
disso procurou-se definir que tipo de morte estaria ocorrendo usando-se a reacdo de TUNEL,
indicativa de apoptose e pesquisando a presencga de atividade de fosfatase 4cida, indicativa de
autofagia.

Morte celular foi observada durante todo o desenvolvimento ovariano das rainhas,
sendo que a sua ocorréncia aumentou em individuos com 10 e 15 dias, tanto no grupo
controle como no grupo tratado com CO,.

Em todos os individuos e idades analisados, rainhas virgens com 10 e 15 dias de idade
tratados ou ndo com CO; (FIG. 15A, B, C), apresentaram um elevado nimero de células
apoptdticas em toda a extensdo do germdrio, indicadas pelos nicleos de coloragdo castanha.
Devido a m4 qualidade das preparagdes com a inclusdo dos ovdrios em paraplast, ndo foi
possivel observar grandes segmentos dos ovariolos, desta forma ndo € possivel afirmar se o

tratamento com CO, alterou ou ndo as taxas de morte celular nos ovarios.

Na maioria das preparagdes nota-se uma tendéncia para o agrupamento dos nucleos
marcados, intercalados com regides onde estes ndo estdo presentes € que parece serem

constituidas de células maiores.

Como observado anteriormente com outras técnicas, ndo foram encontradas mortes
celulares no filamento terminal € nem na por¢do de transicao entre o filamento terminal e o

germario.

A fosfatase 4dcida € uma enzima hidrolitica com vdrias funcdes na célula, mas com
presenca marcante na digestdo intracelular, ou seja de componentes exdgenos ou endégenos.
A sua presenca € portanto esperada quando a autofagia celular é desencadeada.

A localizacao da atividade de fosfatase 4cida foi feita em preparagdes para microscopia

eletronica de transmissao (MET).
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Os resultados revelaram-se diferentes do esperado, visto que a atividade da enzima nao
foi detectada nas células com caracteristicas de morte autofigica, mas em células
aparentemente sadias.

Em rainhas de todas as idades, tanto nos ovarios das rainhas narcotizadas com CO,
como nos das ndo narcotizadas foi possivel observar atividade de fosfatase dcida sob a forma
de depositos eletrondensos de chumbo indicativos da atividade da enzima em células dos
ovariolos, tanto germinativas como somaticas e inesperadamente muito intensa na tinica
prépria, embora de maneira descontinua.

Células dos ovdrios de rainhas ndo tratadas com cinco dias apresentaram reagdo
positiva para esta enzima em pequenos pontos e de forma esparsa no citoplasma e em maior
escala nos nucléolos das células germinativas (FIG. 16A). Nas rainhas tratadas foi possivel
observar uma alta atividade da fosfatase dcida em alguns nicleos chegando até a tomar conta
de toda a cromatina nuclear, mas nenhuma atividade nos nucléolos. (FIG. 16B ¢ C) O
citoplasma das células que apresentaram atividade fosfatdsica no nicleo apresentou-se com
aparéncia normal.

Aos dez dias de idade, os ovdrios das rainhas ndo tratadas apresentam reagdo positiva
para fosfatase 4cida em algumas células somadticas pré-foliculares (FIG. 17A). Ocorreu
marcacao para esta enzima no nucleo mas, ndo no nucléolo, ou, se ocorria no nucléolo, a sua
intensidade era bem baixa quando comparada a da cromatina (FIG. 17B). Também foi
possivel observar a presenca de atividade desta enzima de forma esparsa no citoplasma das
células germinativas (FIG. 17A). Dentro do mesmo ovariolo hd uma variacdo muito grande na
marcacdo, pois estavam presentes células marcadas, pouco marcadas e ndo marcadas.

Nos ovdrios das rainhas tratadas com CO, com dez dias de idade a marcacdo para a
fosfatase se deu da mesma maneira que no grupo nao tratado (FIG. 17C), talvez com maior
intensidade na cromatina, como ja foi verificado aos 5 dias.

Quando as rainhas atingiram 15 dias, os ovarios das ndo tratadas com CO;
apresentaram muitas células com caracteristicas de morte celular e marcacdo para fosfatase
acida na cromatina do nucleo e em pontos isolados do citoplasma (FIG. 18 A e B), mas a
marcacao nao correspondia as células afetadas pela morte.

No grupo com a mesma idade submetido ao tratamento com CQO, verificou-se 0 mesmo
tipo de marcag@o, com ntcleos marcados (FIG. 18C) e nucléolos ndo e também de forma bem
esparsa no citoplasma (FIG. 18D). Com 15 dias parece ter ocorrido um aumento na reagao
para fosfatase dcida no interior do ovariolo, tanto para o grupo controle como para o grupo

experimental com muitos nicleos apresentando fortes depdsitos de chumbo.
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Durante todo o periodo estudado a tinica prépria foi intensamente marcada com
precipitado de chumbo decorrente da ag¢do da fosfatase acida (FIG. 16C, 17A, 17B, 18C), mas
o curioso € que a marcagdo ndo se d4 por igual em toda a extensdo e toda vez em que este tipo

de marcacdo € observada ela comeca e termina de forma abrupta (FIG. 17B).

4.4. Divisoes Celulares nos Ovarios

Assim como se procurou observar a maneira como ocorriam e o tipo de mortes
celulares nos ovdrios das rainhas em confinamento, procurou-se também observar onde e
como ocorriam divisdes celulares.

E claro que divisdes celulares, principalmente mitoses, ocorrem durante o
desenvolvimento dos ovérios porque seus produtos aparecem no aumento do nimero de
cistocitos nos cistos e no aumento do numero de cistos, mas figuras mitéticas ou sao
observadas muito raramente ou ndo sdo observadas. Existem alguns recursos para identificar
células que estdao passando pelo ciclo mitético mesmo que as fases em que 0s cromossomos ja
se individualizaram nd@o sejam visiveis e a Imunomarcagdo da histona H3 foi a técnica
utilizada para verificacio da presenca de células em divisdo nos ovdrios de A. mellifera.

A fosforilacdo da histona H3 que ocorre quase que exclusivamente na serina 10, esta
espacial e temporalmente correlacionada a condensagdo cromossOomica. Para a sua deteccao
utiliza-se um anticorpo altamente especifico para a histona H3 fosforilada no grupo amino
terminal, no sitio ocupado pela serina 10.

A fosforilacdo da histona H3 inicia-se durante a préfase, alcangcando o méximo durante
a metifase, diminui na andfase e desaparece durante a tel6fase (GURLEY et al.1978;
PAULSON e TAYLOR 1982).

Em alguns ovariolos foram detectados nicleos isolados marcados pelo anticorpo anti-
fosfo-H3 no filamento terminal e germario. Nos ovdrios de rainhas recém-emergidas foram
observadas divisdes celulares no filamento terminal e no germadrio (FIG. 19A, B). As divisdes
celulares apresentaram-se como nucleos, aparentemente na préfase, corados em vermelho
pela fluoresceina conjugada ao anticorpo secundario CY3 que se liga ao anticorpo policlonal
IgG anti-fosfo-histona H3 ligado a histona H3 fosforilada.

Com 10 dias de idade ambos os grupos, tratados e ndo tratados, mostram nos ovariolos

células em divisao em pontos isolados do germério (FIG. 19E, F, G, H).
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Ja aos cinco e 15 dias de idade, tanto no grupo que foi submetido ao tratamento com
gds carbonico como no grupo que nido foi, ndo foram verificadas divisdes celulares (FIG. 19C,

D).
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Figura 1- Micrografias com microscopia eletronica de transmissdo (MET) vendo-se o
aspecto geral de um ovariolo de rainha de Apis mellifera. A- corte obliquo de um ovariolo
na regido do germdrio vendo-se a membrana peritoneal (mp), a tdnica prépria (tp) e células
germinativas (cg) e somadticas (cs). B- detalhe da parede do ovariolo vendo-se na
membrana peritoneal ramos traqueais (tr) e células musculares (cm). r- roseta de cistocitos,

ov- ovdcito, cs- célula somadtica, gl- glicogénio.
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Figura 2- MET da regido apical do ovariolo. A- Filamento terminal vendo-se as pilhas de
células retangulares com nucleo (n) contendo grande nucléolo (nu) e citoplasma pobre em
organelas. B- Transi¢do entre o filamento terminal (ft) e germdrio (g). Notar a mudanca de
forma nas células. C- Agrupamento de ovogoOnias (ovg) na proximidade da transi¢cdo do

filamento terminal para o germario. tp- tinica prépria.
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Figura 3- Fotomicrografia (FM) de ovariolos corados com Azul de toluidina. A- ovariolo de
rainha com 3 dias vendo-se o filamento terminal (ft) proporcionalmente mais longo que o
germdrio (g). B- crescimento do germdrio (g) em rainha virgem com 5 dias de idade. ov-

ovdcito, r- roseta de cistocitos, mp- membrana peritoneal
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Figura 4- MET de células germinativas. A- Provavel cistoblasto, vendo-se o nucleo (n) com
cromatina dispersa e nucléolo (nu) e citoplasma pobre em organelas, mostrando
essencialmente mitocondrias (mt). B- cistécitos interligados por pontes citoplasmaticas

(setas), mostrando grande nicleo (n) com nucléolo (nu) e pouco citoplasma.
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Figura 5- Rosetas de cistocitos visto em A vistas com microscopia de luz e em B com
MET .Mostra a presenca de reforcos de microfilamentos na ponte (ponta de seta). f- fusoma,

n- nucleo, nu- nucléolo.
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Figura 6- A- MET de Roseta de cistocitos. Notar ainda no fusoma (f) presenca de reticulo
endoplasmatico liso (rl) e ao seu redor complexo de Golgi (g) e mitocondrias (mt),. B-
Detalhe de uma ponte intercelular atentando para os reforcos de actina que mantém as pontes
intercelulares abertas (ponta seta) e filamentos grossos (seta) atravessando a ponte. n- nicleo,

nu- nucléolo.
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Figura 7- Diferenciacdo do ovdcito entre os cistocitos. A- FM vendo-se os ovdcitos (ov) e as
futuras células nutridoras (cn) em rainhas com 10 dias. B- MET de ovdcito vendo-se
complexos sinaptonémicos (cs) e graos de RNA (setas) no nicleo (n) e mitocondrias (mt) no
citoplasma. C- Pontes citoplasmaticas (p) entre ovécitos (ov) diferenciado e cistécitos (ci),

futuras células nutridoras.
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Figura 8- Fotomicrografia de ovariolos mostrando morte celular (setas). A- rainha com 5 dias.
B- rainha com 15 dias, notar o aumento da incidéncia de morte celular nesta ultima. tp —

tinica prépria
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Figura 9- Diferentes aspectos da desorganizagdo celular no citoplasma de células ovarianas
vistas em MET. Em A € possivel observar a presenca figuras mielinicas em vacuolos
autofdgicos (va) em rainhas com 5 dias. Em B e C ovariolos de rainhas com 10 dias,
observando-se desorganiza¢do das membranas do reticulo endoplasmético (m). cg- complexo

de Golgi, mt- mitocondria, n- nicleo.
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Figura 10- MET mostrando as alteracdes celulares com condensacdo e fagocitose por células
vizinhas. Em A e C observa-se células germinativas sendo fagocitadas por células do ovariolo
(f). Em B € observado desorganizacdo nuclear com compactagdo da cromatina (seta). Notar
irregularidades no contorno nuclear (ponta de seta). D- Aspecto da desorganizagdo geral do

tecido ovariolar. n- nucleo, c- citoplasma
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Figura 11: Ovdrios de rainhas de A. mellifera com trés dias tratadas com CO,. A) Vista geral
de um ovariolo mostrando na regido basal ovdcito (0o) e células nutridoras (cn) ja
diferenciadas .HE. B) MET de ovdcito (0o) recém-diferenciado. C) Ponte (elipse) entre
cistécitos (ci). n= nicleo, nu= nucléolo, asterisco= microfilamentos de refor¢cos da ponte, rel=

reticulo endoplasmatico liso, m= mitocondrias.
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Figura 12: MET de células ovarianas de rainhas com 5 dias tratadas com CO,. A) Roseta de
cistocitos (ci) integros, ligados pelo fusoma (f). B) Vacuolos autofagicos (va) no citoplasma
dos cistocitos. C) Lamelas anuladas (la) no citoplasma do ovécito. n= nicleo, nu= nucléolo,
m= mitocondrias, reg= reticulo endoplasmatico

granular.
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Figura 13: Ovarios de rainhas virgens de A. mellifera com 10 dias tratadas com CO,. A)
MET de ovécito (OO) e cistocito (CI) integros, ligados por pontes (P). B) ML de ovario
mostrando poucas regides desorganizadas nos ovariolos (setas). Azul de toluidina. cn= células

nutridoras, n= ndcleo, nu= nucléolo, m= mitocOndrias.
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Figura 14: MET de ovariolos de rainhas virgens com 15 dias tratadas com CO,. A) células
nutridoras (cn) de um foliculo recém diferenciado vendo-se os nucleos (n) grandes com
cromatina (cr) dispersa e nucléolos (nu) evidentes. Notar o citoplasma rico em mitocondrias
(m) e as células foliculares (cf) ao redor. B) Regido do ovariolo mostrando vérias fases de
morte celular dos cistdcitos (setas) juntamente com cistdcitos (ci) integros e desorganizacao
das células somdticas (cs) intersticiais. C) Célula em avangado processo de morte (cm),

fagocitada por célula somatica (cs). D) Regido intacta do ovariolo. n= nicleo, nu= nucléolo.
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Figura 15: Fotomicrografias de ovérios de abelhas virgens preparados para andlise de morte
celular através da técnica TUNEL, mostrando, em castanho, nucleos de células apoptdticas.
A- Ovariolos de rainha de 10 dias de idade. B- Ovariolo de rainha com 15 dias. C- Ovariolo
de rainha com 15 dias tratada com CO,. Notar que os nucleos ocorrem com tendéncia para
agrupamentos intercalados com regides com células maiores, provavelmente ovocitos ja

diferenciados.
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Figura 16: MET de reacdo para fosfatase acida em ovérios de rainhas com cinco dias. A)
Regido positiva (setas) nos nucléolos (nu) de cistdcitos no grupo controle. p= ponte B)
Reacdo fortemente positiva na cromatina nuclear (n) do grupo experimental. C) Reacgado
positiva (setas) em certas regioes da cromatina (cr), esparsa no citoplasma de cistdcito (ci) e

na parte interna (*) da tinica propria (tp) do grupo tratado com narcose. 00- ovocito.
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Figura 17: MET da reacdo para fosfatase 4cida em ovarios de rainhas virgens com 10 dias. A)
Controle mostrando reagdo positiva intensa (*) na tinica propria (tp), nas células pré-
foliculares (setas brancas) e esparsa no citoplasma (setas pretas) de células nutridoras (cn).
cpf= células pré-foliculares. B) Regido desorganizada do ovariolo com reacdo positiva
descontinua na tuinica propria (tp), na cromatina (cr) nuclear do cistécito (ci) alterado e de
célula na membrana peritoneal (mpe). Notar que a reacdo positiva na tunica propria (tp) se
interrompe abruptamente (ponta de setas).C) Regido desorganizada do ovariolo mostrando

reacdo positiva na cromatina de cistdcitos (ci) e esparsa no citoplasma (setas).
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Figura 18: MET de reacdo para fosfatase em ovérios de rainhas virgens com 15 dias. A) e B)
mostram rainhas nao tratadas indicando reacdo positiva para fosfatase (setas) em células em
processo de morte (A) e na cromatina de cistdcitos integros (ci). C) e D) Células de ovérios de
rainhas narcotizadas mostrando em C reacao positiva na cromatina (setas) e na tinica prépria

(tp) e em D em alguns pontos do citoplasma (setas brancas). n- niicleo, nu- nucléolo.
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Figura 19: Fotomicrografias de ovarios de rainhas preparados para andlise de divisdo celular
através da Imunomarcagdo da histona H3-fosforilada. Nas figuras A, C, E e G. Observa-se
marcacdo para Histona H3-fosforilada sob a forma de nucleos corados em vermelho. Em B,
D, F e H mostra-se sobreposicdo das imagens citadas anteriormente sobre micrografias de
contraste de fase para localizacao das regidoes onde do ovario onde ocorreu a marcacdo. A e B-
Filamento terminal de rainha recém emergida. C e D- Ovarios de rainhas de cinco dias
mostrando auséncia de marcacdo no germdrio. E e F, Germdrio de rainha com 10 dias de

idade. G e H- Germario de rainha com 10 dias de idade tratadas com COs,.
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4.5. Desenvolvimento dos Ovarios de Operarias Mantidas Fora da Colonia

4.5.1. Organizagdo geral dos ovdrios das operdrias

As operdrias recém-emergidas foram mantidas em caixas pequenas contendo uma
rainha virgem, candy e 4gua. Durante todo o tempo do experimento ndo se verificou o
desenvolvimento que, em condi¢des normais na coldnia, se observa no ovario das operarias.
No entanto como os experimentos foram realizados em condi¢des padronizadas, o
desenvolvimento dos ovdrios no grupo ndo submetido ao tratamento com CO; foi tido como
padrdo para comparagdo com o tratado.

Ao contrario das rainhas, as operdrias possuem ovarios com numero reduzido de
ovariolos, mas o padrdo organizacional € 0 mesmo em ambas as castas. No presente caso, em
que os ovdrios se mantiveram sem se desenvolver os ovariolos, encontravam-se envolvidos
por uma densa rede de traquéias e por corpo gorduroso. Devido a isso € por possuirem um
nimero muito reduzido de ovariolos, € dificil dissecar os ovdrios de operdrias nesta fase de
desenvolvimento.

Nas operdarias de A. mellifera os ovariolos apresentam-se diferenciados

longitudinalmente da base para o dpice em germario e filamento terminal.

4.5.2. Filamento Terminal

Assim como em rainhas o filamento terminal de operdrias consiste de uma continuacao
da membrana peritoneal contendo células de sec¢do quadrada a retangular, em corte
longitudinal do ovariolo, formando pilhas de uma tnica célula na extremidade mais distal
(FIG. 20) e na transi¢@o para o germadrio filas duplas de células com base alargada e afilando-
se para o cento do filamento. Na regido proximal do filamento terminal, na transicdo para o
germario, em corte transversal, as células se dispdem de forma radial apoiadas sobre a tinica
propria tendendo a formar uma luz central.

O tamanho do filamento terminal de operdrias, quando comparado ao de rainhas €
menor e parece manter tamanho estdvel durante todo o desenvolvimento ovariano das
operdrias, diferentemente do que ocorre em rainhas onde o tamanho do filamento terminal

decresce a medida que as rainhas avancam em idade.
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As células do filamento terminal apresentam-se pobres em reticulo endoplasmatico,
mas bastante ricas em mitocondrias, apresentando um grande nicleo central com um ou dois

nucléolos (FIG. 20).

4.5.3. Germario

Embora em alguns ovariolos tenha sido possivel observar inicio de diferenciacdo do
ovdcito no germdrio ja em operdrias recém-emergidas, com a presenca de dois conjuntos
simétricos bilaterais de cistocitos a ele ligados (FIG. 21A), na maior parte as operdrias
apresentaram nos ovariolos o germadrio, constituido basicamente de cistos em que o ovdcito
ainda € indistinto (FIG. 21B). A organizagao dos cistos € basicamente a mesma descrita para
as rainhas, mas na fase de roseta o fusoma apresenta-se com a regido central aparentemente
reduzida, devido a uma maior compressao dos cistécitos no interior do cisto (FIG. 21D).

Aos cinco dias de idade, os ovarios das operdrias controle permaneceram com um longo
germdrio, porém no seu interior houve um aumento no nimero de células germinativas em
diferenciacdo representado por um aumento das rosetas de cistécitos e abundancia de ovécitos
ja diferenciados. Os ovdcitos apresentam-se como células de tamanho maior que as restantes
do cisto com um grande nucleo central com cromatina dispersa, € no citoplasma presenga de
poucas organelas agrupadas em pequenas regides do citossol (FIG. 21C).

Com 10 dias apds emergéncia, as operdrias controle apresentam longos ovariolos com
diferentes niveis de desenvolvimento. Alguns com muitas rosetas de cistocitos (FIG.22A)
enquanto em outros grande incidéncia de morte celular e de desorganizacdo tecidual (FIG.
22B). Foi s6 a partir dos 10 dias de idade que se observou a presenca de células em processo
de morte no interior do germaério.

Quando atingem 15 dias de idade, as operdrias controle apresentam ovariolos em
degeneracdo completamente desorganizados sendo possivel observar um alto nimero de
células com nucleos picnéticos. Em alguns casos o grau de degeneracao ¢ tamanho que s é
possivel observar a membrana peritoneal (FIG. 22C). Nesta mesma idade, nas regides intactas
dos ovariolos € possivel observar o inicio de formacdo de foliculos com o surgimento de
traves transversais dividindo a c@mera ovocitica da nutridora, ou seja, o inicio da
diferenciacdo do vitelario (FIG. 22D).

As células que se apresentam no processo de morte celular possuem caracteristicas bem

marcantes de apoptose. S3o observadas nitidas alteragOes celulares como compactacdo da
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cromatina e irregularidade no contorno nuclear (FIG. 23A). No citoplasma ocorre
condensacdo do seu conteido e surgimento de sinais de digestao celular (FIG. 23 A, B).

Em relacdo ao nicleo, é possivel observar a formacdo de vacuiolos no nucleoplasma
(FIG 24A), e algas no envoltério nuclear através da dissociacdo das membranas internas e

externas do envelope nuclear, conhecidas como “blebs” ou bolhas (FIG 24B).

4.6. Efeito do CO; no Desenvolvimento Ovariano de Operarias

As operarias que foram submetidas a atmosfera de CO; logo apds a sua emergéncia e
no terceiro dia, tiveram seus ovdrios analisados no quinto dia; para as tratadas no 1°, 3°, e 5°
dias, no 10° dia, e as tratadas no 1°, 3°, 5° e 10° dia, no 15° dia apds a emergéncia do
individuo.

As operarias que foram submetidas ao tratamento com CO; analisadas aos cinco dias de
idade apresentaram longos ovariolos com germdrios bem desenvolvidos, porém sem a
formacao de rosetas ou pouca diferenciacao das células germinativas (FIG. 25). Em relacdo ao
grupo nao tratado da mesma idade, os ovariolos parecem estar menos diferenciados, visto que
nesta idade, no controle ja é possivel observar a presenga de rosetas de cistocitos.

Aos 15 dias de idade, os ovarios das operdrias apresentaram ovariolos em diferentes
estdgios de conservacdo. Em algumas regides verifica-se um tecido bem conservado embora
com pouca ou nenhuma diferenciacdo (FIG. 26A, B), outras partes apresentam-se
completamente desorganizados com uma grande quantidade de células edemaciadas, em
processo de morte celular, e tecido vacuolizado, tornando-se dificil identificar os tipos
celulares (FIG. 26C, D). De um modo geral o CO,, assim como em rainhas, parece alterar a
quantidade de mitocondrias no citoplasma das células do germdrio das operdrias (FIG. 27 A).
Além do aumento no nimero de mitocondrias, as operdrias tratadas possuem organelas como
o complexo de Golgi (FIG. 27 A, C) de melhor visualizacao e desorganiza¢do das membranas
do reticulo (FIG. 27B). Os processos de morte celular também sdo verificados em células

foliculares (FIG. 27D).
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Figura 20- Micrografia de filamento terminal de operdria controle com 5 dias de idade
mostrando a organizacdo das células empilhadas formando uma fileira dnica. mt -

mitocondria, n- nicleo, nu- nucléolo, mp- membrana peritoneal, tp- tinica propria.
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Figura 21- A e B Micrografia de ovério de operdria recém-emergida corado com azul de
toluidina, mostrando em A diferentes niveis de diferenciacdo dos ovariolos. Em B observam-
se células indiferenciadas. mp- membrana peritoneal, cn- células pré-nutridoras, ov- ovdcito,
ci- células indiferenciadas, tr- traquéia. C e D micrografias eletronicas de transmissdo de
operdrias de 5 dias mostrando em C a regido do fusoma e em D ovdcito com grande nucleo
(n) e poucas organelas concentradas em pequena regido do citoplasma. mt- mitocondrias, n-

nucleo, nu- nucléolo
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Figura 22- A e B Micrografias de ovariolos de operdrias mostrando diferentes graus de
degeneracao ovariolar. Em A, observam-se ovariolos bem conservados enquanto que em B
verifica-se completa desorganizacdo ovariolar. ov- ovdcito, cn- célula nutridora, mp-
membrana peritoneal, asterisco — degeneracdo do tecido. C- ovariolo de operaria de 15 dias
completamente desorganizado. D- Ovariolo de operdria de 15 dias mostrando diferenciagdo
de camera nutridora (cn) e ovocitica (ov) e formagdo de traves transversais entre elas. tp-

tinica propria.
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Figura 23 Micrografias mostrando diferentes aspectos de morte celular. Em A observa-se
compactagdo da cromatina e desorganizagdo do citoplasma. tp- tinica propria, mp- membrana
peritoneal. B e C- Compactacdo do citoplasma e célula injuriada sendo fagocitada por célula

vizinha.
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Figura 24 Micrografias de transmissdo. Em A observa-se o surgimento de vacuolos (v) no
interior do nucleo (n). nu- nucléolo. Em B é possivel observar a formacdo de alcas no

envoltério nuclear através da dissociacdo das membranas internas e externas do ntcleo

(setas).
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Figura 25 Micrografia de luz de ovariolo de operdria de 5 dias de idade tratada com CO..
Notar que as células presentes em seu interior estdo menos diferenciadas que em operdrias da
mesma idade do grupo ndo tratado. cn- células nutridoras, ov- ovdcito, tr- traquéia. tp- tinica

propria.
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Figura 26 Micrografias de ovariolos de operarias de 15 dias tratadas com CO,. Em A observa-
se um ovariolo integro, sem sinais de degeneracdo tecidual tp, tinica propria, ci- células
indiferenciadas. B micrografia de transmissdo mostrando ovariolo de operaria de 15 dias
tratada com CO,, sem muitos sinais de dano ao tecido. mp- membrana peritoneal, tp- tinica
propria, mt- mitocondria, n- nucleo, nu- nucléolo. C e D- Micrografia mostrando

desorganizacdo do tecido. tp- tinica propria, mp- membrana peritoneal.
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Figura 27 A e D mostram um aumento no numero de mitocondrias (mt) no citoplasma assim
como uma melhor visualiza¢do do complexo de Golgi (asterisco). N- nticleo, nu- nucléolo. B
mostra desorganizacdo de membranas do reticulo (setas). Em D Observa-se morte de uma

c€lula folicular.
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5. DISCUSSAO

As unidades funcionais dos ovdrios dos insetos sdo os ovariolos. Os ovdrios de
operdrias e rainhas diferem entre outras coisas quanto ao nimero destas unidades, o qual é
reduzido nas operdrias. Essa diferenca deve-se ao controle exercido por hormoénios sobre a
diferenciacdo dos ovdrios nos imaturos, cujos titulos sdo diferentes nas castas devido as
diferencas alimentares entre elas (RACHINSKY, 1990; RACHINSKY & HARTFELDER,
1991; RACHINSKY & ENGELS, 1995 REGINATO & CRUZ-LANDIM, 1998; 2001; 2002,
ANTONIALLI JR & CRUZ-LANDIM, 2006).

Por ocasido da emergéncia os adultos, tanto as rainhas como as operdrias, t€m o0s
ovariolos longitudinalmente diferenciados, do dpice para a base, em um filamento terminal,
um germdrio e um pedicelo, pelo qual se liga ao oviduto lateral (SNODGRASS, 1956). A
diferenca entre elas passa a ser agora, alem do nimero de ovariolos, ja estabelecido na fase
imatura o comprimento destes, os quais sao muito mais longos nas rainhas.

Apesar dessas diferencas os ovdrios das duas castas sdo funcionais, ou seja, sdo capazes
de realizar todas as etapas da ovogénese até a producdo de 6vulos prontos para serem
fecundados, embora a fecundagdo nunca ocorra no caso das operdrias, por estas possuirem
genitdlia atrofiada (SNODGRASS, 1956; WILSON, 1976).

No entanto o amadurecimento de ovdcitos no ovdrio, a vitelogénese ocorre em
condi¢des ambientais e fisioldgicas diferentes para as rainhas e operdrias, ou seja, o controle
da producao de ovos € diferente entre as castas.

Enquanto na rainha € o acasalamento e o retorno para a coldnia que estimula a
vitelogénese, nas operdrias € a auséncia da rainha ou da chegada do sinal inibidor produzido
por sua presenga.

Entdo a questdo que se coloca € de que maneira agiriam esses controles nessas classes
de individuos. Dadas as condi¢cdes sob as quais se organizam as colOnias, € perceptivel a
presenca de dois tipos de controles, agindo de maneira diferente sobre as rainhas e as
operdrias, um controle interno, que diz respeito 4 fisiologia das castas e outro externo que
resulta das interacdes entre as castas e das condi¢des gerais do meio (RIBBANDS, 1953;
BUTLER, 1954; PAIN, 1955; BUTLER & SIMPSON, 1958; BUTLER & SIMPSON, 1965;
CRUZ-LANDIM et al, 2006; HAMILTON, 1964: PAGE & ERICKSONS, 1988;
VELTHUIS, 1970; KAATZ, 1992; HARTFELDER, 2000-revisdo; PATRICIO & CRUZ-
LANDIM, 2003).
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Além dos controles naturais, internos e externos existe ainda a possibilidade de
manipulagdo artificial, a qual € freqiientemente usada em A. mellifera com a finalidade de
otimizar as condi¢des de criacdo para fins comerciais.

Uma das praticas bastante usuais no manejo apicola € produzir rainhas para venda ainda
virgens ou depois de fecundadas artificialmente. As rainhas assim produzidas geralmente sdao
colocadas em pequenas caixas com algumas operdrias para serem mandadas para o seu
destino. No caso das rainhas serem vendidas depois de fecundadas e isto ter sido feito
artificialmente, a inseminacdo artificial requer sua anestesia com gds carbOnico
(MACKENSEN, 1947). Outra pratica vigente entre os apicultores € o tratamento de rainhas
fecundadas com o gas para acelerar o inicio da postura (MACKENSEN, 1947; ENGELS et al.
1976; HERMANN, 1969; ENGELS & RAMAMURTY, 1976; TASEI, 1994 JASNOUSEK,
1987). Entao duas questdes aparecem: o efeito da manuten¢do da rainha fora da colonia e o
efeito da narcose com CO; sobre o desenvolvimento do ovario. Foram estas as situacdes

estudadas no presente trabalho.

5.1. Efeito da Retirada da Colonia

O ambiente colonial € de fundamental importancia para o desenvolvimento do ovario
dos adultos, seja da rainha ou da operdria e o desenvolvimento adequado do ovdrio da rainha é
crucial para o seu desempenho numa sociedade matriarcal como a de A. mellifera. Torna-se,
portanto importante entender como se comporta o desenvolvimento do ovario desta espécie
frente as manipulagdes usuais na pratica apicola.

A rainha de A. mellifera ja emerge com um germario diferenciado, na base do ovariolo,
embora curto, no qual estdo presentes cistocitos em proliferacdo. Tanto € assim que em
ovariolos de rainhas com trés dias ja se encontram cistos em rosetas € nas de cinco dias ja
estdo presentes ovocitos diferenciados das futuras células nutridoras (BERGER et al. 2005
BERGER & ABDALLA, 2005; BERGER & CRUZ-LANDIM, 2009, PATRICIO & CRUZ-
LANDIM, 2002).

Em condi¢des naturais a rainha sai para o voo nupcial, durante o qual se acasalard por
volta dos 6-8 dias de vida adulta, quando no germério, a ovogénese ja avancou até que o ciclo
de mitoses esteja terminado, pelo menos em alguns cistos, e um dos cistdcitos esteja pronto
para iniciar a meiose, isto €, transformar-se num ovocito primdrio (ZACARO, 1993).

Quanto ao controle inerente da casta, notou-se que embora as rainhas tenham emergido

com apenas cistoblastos no germario, rapidamente estes se multiplicaram, originando cistos e
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diferenciaram-se em ovdcitos, de tal maneira que aos cinco dias, idade de acasalamento, ja se
encontravam no ovario um numero considerdvel de ovdcitos I e futuras células nutridoras
diferenciadas, faltando apenas o estimulo do acasalamento para que um viteldrio se
diferenciasse e os ovdcitos iniciassem a maturagao. Essa ocorréncia estd de acordo com o fato
de a rainha iniciar a postura poucos dias apds o retorno do véo nupcial. No caso das operdrias,
no presente trabalho ndo se observou diferenca em relagdo a rainha quanto ao
desenvolvimento da ovogé€nese no ovario. Aos cinco dias estas também apresentavam cistos
com ovdcitos diferenciados.

Apesar da opinido de alguns autores (COBEY, 2007) de que o ambiente colonial é
imprescindivel para o desenvolvimento inicial do ovério das rainhas os resultados do presente
trabalho mostraram que mesmo as rainhas mantidas fora da colonia em caixas de 5x5x2cm,
com apenas seis operdrias e disponibilidade de apenas candy como alimento desenvolveram
os ovdrios até esse ponto sem que se notasse morte celular ou outras alteragdes. Neste caso, é
possivel afirmar que a retirada da rainha da col6nia ndo interferiu no progresso da ovogénese
até esse ponto. Sabe-se que uma alimentagdo protéica € essencial para a vitelogénese
(BITONDI & SIMOES, 1996), mas nio se sabe em que medida é também importante para as
fases prévias da ovogénese. Na coldnia as rainhas sdo alimentadas pelas operdrias e
provavelmente também no confinamento a que foram submetidas. O alimento que estas
fornecem a rainha, conhecido como geléia real, € um produto das glandulas hipofaringeas e
mandibulares (MICHENER, 1974), € produzido pelas operdrias nutridoras, as quais precisam
de alimentacdo protéica para que o desenvolvimento ocorra. Embora nas caixas de
aprisionamento tenha sido colocado apenas candy como alimento, o fato das operdrias terem
sido trocadas a cada dois dias, deve ter garantido alimentacao adequada para as rainhas. Neste
caso pode-se descartar a influéncia da alimentacdo sobre o desenvolvimento do ovério das
rainhas nas condi¢des estudadas. Além disso, € possivel que a energia necessaria para a
ovogénese que ocorre logo apds a emergéncia ainda seja feita a custa das reservas obtidas
durante a fase larval e ndo consumidas totalmente durante a pupacao.

Contudo a seqiiéncia do desenvolvimento ovariano observada neste trabalho difere dos
resultados obtidos por PATRICIO & CRUZ-LANDIM (2002) e TANAKA &
HARTFELDER (2004). De acordo com os resultados de PATRICIO & CRUZ-LANDIM
(2002) nos ovariolos de rainhas virgens, os cistdcitos aparecem apenas aos quatro dias de
vida. Também ndo foi observado por nds, como descrito por estes autores, a formacdo de

foliculos pré-vitelogénicos, mesmo em rainhas com mais de 10 dias de idade, considerando-se
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como um foliculo pré-vitelogénico uma estrutura contendo as camaras ovocitica com um
ovdcito I pré-vitelogénico e nutridora ja envolvidas pelas células foliculares.

No entanto, em qualquer dos casos, ficou claro que, ultrapassada a idade com que a
rainha devia ter se acasalado e isto ndo tendo acontecido, comega a degradacdo do ovdrio.

E certo que o acasalamento é um dos fatores que desencadeia o amadurecimento dos
ovarios conforme observado em varios insetos. Com o sémen, sdo introduzidos nas fémeas
compostos com essa propriedade (FAN et al.,, 1999 SHOREY et al., 1968; WEBSTER &
CARDE, 1984; COFFELT & VICK, 1987; RAINA et al., 1994; GIEBULTOWICZ et al.,
1991; FOSTER, 1993; RAFAELI & GILEADI, 1995A; ANDO et al., 1996). Contudo para as
abelhas ndo existem estudos similares, apenas a sugestdo de que a secrecdo da glandula de
muco possa conter tais compostos (COLONELLO & HARTFELDER, 2003).

No entanto, a falta de acasalamento como causa da degeneracdo é compardvel a
reabsor¢do de ovdcitos observada em insetos quando nao hd condicdes para postura. No caso
de ndo ser fecundada a fungdo principal da rainha que € a producdo de operdrias para
manutencao da coldnia estaria prejudicada e ndo valeria a pena investir na produgdo de ovos,
como no caso de ndo haver local para postura. Dai a degeneracdo do ovério.

No entanto, sdo muitas as varidveis envolvidas quando o confinamento da rainha € feito
como no presente caso. Por exemplo, ao analisar os resultados percebe-se que a possibilidade
de que a degeneragdo seja causada em idades mais avancadas, por deficiéncia alimentar ndo
pode ser de todo afastada. Se for considerado que o desenvolvimento inicial do ovério ainda
esteja ocorrendo a custa das reservas acumuladas durante a fase larval e ndo consumidas
totalmente durante a pupagdo, as quais estariam agora esgotadas, a rainha estaria dependente
da alimentacdo fornecida pela operaria. Estas poderiam se desinteressar de alimentd-la ao
perceber que esta permanece virgem, ou terem perdido a possibilidade de fazé-lo devido ao
tempo decorrido com alimentacdo sem proteinas. O que torna essas ocorréncias possiveis €
saber-se que o estado reprodutivo da rainha pode ser percebido pelas operarias pelos
hidrocarbonetos de superficie e que as operdrias para desenvolverem suas glandula
hipofaringeas, produtoras da geléia real fornecida a rainha precisam de alimentacdo protéica
(HAYDAK, 1970).

Como estas possibilidades s6 apareceram ao final do trabalho, quando nao havia mais
tempo para testa-las ficam como sugestdo para futuras exploragdes a respeito dos controles do
desenvolvimento dos ovarios nas condicdes de confinamento fora da col6nia. Como
conclusdo para o momento, os resultados obtidos permitem afirmar que a manutencdo das

rainhas confinadas nas condi¢des descritas, por 6 a 8 dias ndo prejudica o desenvolvimento
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ovariano, mas que além desse tempo alteracdes dréisticas causadas por morte celular intensiva
se faz presente.

A morte celular verificada parece atingir mais a linhagem germinativa e nesta, as
futuras células nutridoras como ji observado por BERGER et al (2005) e BERGER &
ABDALLA (2005). A indicacdo para esta deducdo estd no fato das células marcadas pelo
TUNEL como indicativo de morte celular se encontrarem agrupadas e no caso da MET o fato
de serem as células menores, possiveis células nutridoras, as afetadas, aparecendo os ovécitos
diferenciados, na maioria das vezes intactos.

As células somdticas, pré-foliculares, exercem o papel de células fagocitirias e em
alguns casos também morrem. No entanto, parece que nao por apoptose, mas por morte
autofdgica. As diferencas no tipo de morte possivelmente estdo ligadas a diferencas na
fisiologia destes tipos celulares. Dada a origem embriondria (mesodérmica) para as células
somadticas) e a funcdo de sustentacdo, estas devem dispor de um arsenal de enzimas
histoliticas que pode ser mobilizado conforme os estimulos recebidos para digerir as células
fagocitadas ou para sua prépria destruicdo. E estranho neste caso que a reacdo para fosfatase

acida nao tenha identificado essas enzimas.

5.2. Efeito da acao do CO;

O efeito do CO, no aceleramento da oviposicdo, na morfologia e na sintese de
vitelogenina ja foram demonstrados para A. mellifera e outras espécies de abelhas (ENGELS
et al. 1976; HERMANN, 1969; ENGELS & RAMAMURTY, 1976; TASEI 1994, BERGER
et al. 2005). Porém nio se observou diretamente esse efeito sobre as células ovarianas, no que
tange a mudanca na sua morfologia, principalmente em nivel ultra-estrutural.

Segundo os estudos de BERGER et al. (2005), em que os ovérios foram examinados
com ML, o efeito do CO, em rainhas virgens de A. mellifera pode ser dividido em dois tipos:
1) Nas rainhas virgens antes da fase de acasalamento (até 3 dias de idade), a aplica¢do do CO,
provoca um aceleramento do desenvolvimento ovariolar, aumentando a drea do germério com
ovdcitos e células nutridoras organizadas em fileiras duplas simétricas, estdgio este sO visto
em rainhas virgens de 5 dias de vida ndo tratadas. 2) Nas rainhas com 10 dias ndo tratadas,
certas regides dos ovariolos apresentam-se desorganizadas e com células com ntcleos
picnoticos, porém rainhas virgens com a mesma idade tratadas com CO; além de ndo
apresentarem células com picnose, estas apresentam nitida formacdo de pré-foliculos,

apresentando inicio da divisdo das camaras nutridoras e ovociticas.
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Os resultados presentes com MET, no entanto, parecem indicar que até os cinco dias de
idade a narcose ndo provoca mudangas no desenvolvimento ovariano. Nao pdde ser detectado
o aceleramento no desenvolvimento do germdrio, conforme visto com ML. No entanto, os
ovariolos das rainhas com 10 dias de idade, sob narcose, mostram nitidamente uma
diminui¢c@o na taxa de mortes celulares quando comparados ao controle. Este efeito, porém,
ndo perdura, visto que aos 15 dias parece ndo haver diferenca nas taxas de mortes celulares
entre o tratamento e o controle.

As diferencas encontradas quanto ao efeito do tratamento com CO, em relacdo ao
anteriormente registrado podem ser apenas aparentes. Quando se examinam os OvVarios com
ML tem-se uma visdo geral de todo o 6rgdo em que as diferencas podem ser melhor
observadas. Com MET o campo de observacao fica restrito a pequenas regides dos ovariolos e
mesmo com 0s menores aumentos que este tipo de microscopio oferece e percorrendo
extensamente o corte € examinado vérios blocos, ndo se obtém a mesma visdo, visto que se
usam nas preparacdes diminutos fragmentos do 6rgao e ndo o 6rgdo inteiro. Esta caracteristica
da técnica pode concorrer para que se tenha a impressao de que ndo ha diferenca entre o
experimento e o controle até os cinco dias de idade. Além disso, deve ser levado em conta que
0 que se procura com os estudos ultra-estruturais sio mudancas na morfologia celular. Desta
forma o foco das observagdes recai sobre o efeito do tratamento sobre os varios tipos celulares
que constituem o ovariolo, principalmente sobre alteragdes deletérias e neste aspecto, sim,
parece ndo ter havido diferenga entre ovérios de rainhas com 3 e 5 dias.

BERGER et al. (2005) relatam que o efeito do CO, parece ser limitado pela idade e pelo
estado de virgindade da rainha, pois aos 15 e 18 dias, as rainhas virgens apresentam ovariolos
com regides altamente desorganizadas e grande incidéncia de células com nicleos picnéticos,
além de o desenvolvimento parar no inicio da formacao dos foliculos. A relacdo entre o efeito
da narcose e a idade da rainha certamente esta relacionado com o momento da aplicagdo do
tratamento. Quando o tratamento é feito na emergéncia e com 3 dias apds este, os ovarios
encontram-se em processo de preparacdo para o acasalamento e o que se verifica com a ML é
um efeito acelerador dessa preparagdo. Quando o tratamento continua aos cinco dias € o
ovario ja estd pronto para o acasalamento a narcose ndao mostra efeito ultra-estrutural. O efeito
do CO, parece apenas atuar até os 10 dias de idade mantendo dessa forma a integridade do
tecido ovariolar, visto que os ovdrios analisados das rainhas do grupo experimental e do
controle aparentam ter a mesma taxa de morte celular.

N3ao se sabe ao certo como o CO; funciona no organismo da abelha. Presume-se que o

CO, provoque a liberagdo de neuro-hormodnios, os quais ativariam o desenvolvimento
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ovariano (HERMANN, 1969). Segundo ENGELS et al. (1976) rainhas submetidas a
atmosferas de CO, tiveram um aumento nos niveis de Vg na hemolinfa, mas este efeito
somente se torna definitivo no metabolismo da vitelogenina quando estas rainhas s@o
introduzidas em colonias. Estes mesmos autores afirmam que em rainhas jovens a
administracdo de CO, se assemelha a alguns estimulos acasalatérios responsdveis pelo
desencadeamento da atividade normal de oviposi¢do. Provavelmente a fertilidade de rainhas
estd relacionada com os titulos de hormodnio juvenil na hemolinfa (ENGELS, 1973), assim
como demonstrado em abelhas do grupo Halictidae (BELL 1973). A producdo do HJ pelos
corpora allata geralmente é controlada por células neurosecretoras da pars intercerebralis
(ENGELMANN, 1970), e ambos os sistemas sdo afetados pelo CO, tanto em rainhas como
em operarias (BIEDERMANN, 1964, HERMANN, 1969), corroborando a possibilidade de o
efeito dar-se por via hormonal.

Os resultados mostraram que em ambos os casos depois de certo tempo, além da fase de
acasalamento ocorre grande incidéncia de morte celular, a qual se apresentou
morfologicamente como apoptose ou como morte autofdgica. Enquanto na morte apoptdtica
ndo estd presente atividade da fosfatase acida. Esta se d4 na morte autofdgica, entdo a procura
por essa atividade foi feita com a finalidade de caracterizar a que tipo de morte as células

ovarianas estavam submetidas.

5.3. Atividade Fosfatasica

Sabe-se que nas células existem vdrios tipos de fosfatases e que estas enzimas sdo
importantes em varios eventos celulares, desde hidrdlises simples até o funcionamento de vias
importantes de sinalizacdo das reagOes celulares, através da desfosforilacdo de quinases
celulares especificas dessas vias. Quanto a sinalizacdo celular, as candidatas mais provaveis
para esta funcdo sdo as fosfatases alcalinas, enquanto as 4cidas atuariam mais nas hidrélises
celulares intravacuolares ou extracelulares. Portanto, a enzima hidrolitica fosfatase acida tem
sido muito usada como indicadora de atividade litica nas células. Livre no citoplasma ela é
indicadora de autdlise celular (SKELTON e BOWEN, 1987).

As fosfatases dcidas, nas células, encontram-se inicialmente segregadas em lisossomos,
cujo pH € impréprio para a sua acdo, e geralmente exercem sua fun¢do como hidrolases no
interior do compartimento endossdomico. Assim esperava-se encontrar sua acao nos vacuolos

autofégicos e heterofagicos, o que nao foi verificado, ou pelo menos nao na medida esperada.
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Com MET foi possivel visualizar a atividade da fosfatase &dcida no interior do
citoplasma de forma esparsa e em pontos isolados, no interior de vactiolos assim como em
nucléolos e na cromatina nuclear tanto de células germinativas como somaéticas.

A atividade esparsa no citoplasma das células ovarianas pode ser conectada ao
comportamento de células com o processo de morte autofdgica, pois indicaria que a enzima
deixou de estar segregada no interior de vesiculas (lisossomos). A atividade no interior de
vactuolos poderia também ser conectada a processo autofagico de morte celular ou a digestao
de residuos fagocitados, mas a incidéncia é tdo pequena que ndo parece ser o caso. Parece
antes se tratar de atividade metabdlica normal da célula.

H4 muitos relatos sobre a atividade de fosfatase acida no nucleo, porém a sua funcdo
ainda permanece desconhecida. A presenca de fosfatase 4cida no nicleo tem sido explicada
como um acimulo de fosfato inorganico, como um artefato devido a um depdsito nao
especifico de chumbo, ou pela difusdao de produtos citoplasmaticos para o nicleo durante o
processamento do material (BARKA e ANDERSON, 1962, WHASITAM e SATO, 1976).
Entretanto, h4 alguns argumentos que confirmam a atividade intranuclear da fosfatase dcida
sob certas condi¢des. Métodos que eliminam o artefato da acumulagdo de chumbo diminuem,
mas ndo eliminam a marca¢do nuclear (BARKA e ANDERSON, 1962; POUX, 1967;
PFEIFER et al., 1974). Entretanto, reagdes positivas também foram encontradas em nucleos
isolados (DEITOUR et al. 1981) e a eliminacdo de fosfatos inorganicos através da fixagcao
com glutaraldeido (TANDLER e SOLARI, 1969) elimina a possibilidade da reacao dever-se a
produtos de difusdo do citoplasma e a fosfatos inorganicos respectivamente.

Existe uma consideravel heterogeneidade na presenca e distribuicdo da fosfatase dcida
nas células do ovdrio. Isso pode refletir diferencas no estado funcional do nicleo. De acordo
com DELTOUR et al. (1981) foi descrita uma elevada atividade desta enzima em células com
altos indices metabodlicos como as de células de raizes de plantas durante a germinacdo.
AZEREDO-OLIVEIRA (1982) e OLIVEIRA (1997) também encontraram marcagdo para
fosfatase acida em nucleos de células de insetos, sendo que este Ultimo autor sugere que a
fosfatase 4cida se encontre ativa durante a transcricdo de rRNA no centro fibrilar do nucléolo.
Outra possivel explicacdo para a presenga de atividade fosfatasica na cromatina nuclear é que
a fosfatase acida esteja degradando proteinas nucleares que funcionam na expressido génica,
desfosforilando quinases intracelulares que atuam na expressdo génica (REGINATO, 1998).
Segundo CRUZ-LANDIM et al (2002) ha uma relacdo entre a intensidade da reacdo e os
niveis de transcri¢cdo da cromatina. As células dos ovérios se encontram em grande atividade

de transcri¢do o que nos leva a concluir que em nossos resultados isso também pode ser
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possivel, uma vez que ocorreu grande marcagdo para fosfatase dcida nos nucleos das células
germinativas. No entanto, é necessario buscar explicacdes para a positividade em alguns casos
encontram-se predominantemente na cromatina € em outros predominantemente no nucléolo.
Talvez isso esteja associado, no ultimo caso, a producdo de rRNA, a qual parece acontecer
durante o processo de morte celular (CAVALCANTE, 1998).

Outro ponto que merece atencdo ¢ a presenca de intensa marcacdo da atividade da
fosfatase dcida na tdnica propria dos ovariolos. A fosfatase acida como ja descrito
anteriormente também serve para sinalizacdo, assim a fosfatase &4cida acumulada na
membrana acelular do ovariolo pode representar elementos sinalizadores. E sabido que a
tinica propria se constitui numa membrana seletiva que regula a passagem de material da
hemolinfa para o interior dos ovariolos. A mesma positividade observada aqui foi encontrada
por PAES-DE-OLIVEIRA (2005) estudando o transito de material da hemolinfa para os

ovérios em Melipona quadrifasciata durante a vitelogénese.

Em conclusdo pode ser dito que o tratamento com o CO; ndo alterou o padrdo de
modificagdes celulares que ocorrem no ovario durante os processos de degeneracao celular

e que a atividade da fosfatase dcida ndo estd diretamente ligada a esses processos.

5.4. Divisoes celulares

Outro ponto pouco claro na atividade ovariana é como e onde ocorrem as divisdes
celulares mitdticas. Que mitoses ocorrem esta evidente no aumento do nimero de células
nos cistos presentes no germario. No entanto, nunca ou muito raramente sao vistas figuras
mitoticas. Ora, nas rainhas que chegam a por 2.000 ou mais ovos por dia, é evidente que as
mitoses ocorrem em larga escala. Neste sentido tentou-se localizar essas divisdes por

método imunocitoquimico.

As células eucariontes possuem mecanismos para condensar e descondensar a
cromatina. A condensacdo da cromatina € particularmente observada durante a divisdo e
morte celular do tipo apoptose, ao passo que descondensagdo da cromatina ocorre durante a
replicagdo, reparacdo, recombinacdo e transcricdo do DNA. A histona H3 esta entre as
numerosas protefnas que controlam o nivel de condensagdo do DNA. A fosforilacdo da Ser10
nas caudas da histona H3 foi estudada extensamente em muitos organismos como fungos
(Aspergillus  nidulans), vermes (Caenorhabditis elegans), e moscas (Drosophila

melanogaster), sugerindo que a histona H3 € fosforilada durante a condensacdo da cromatina
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em todos os organismos eucariontes (KASZAS & CANDE, 2000; SPELIOTES et al., 2000;
WEI et al., 1998). A sua fun¢do pds-transcripcional € amplamente discutida (DE LA BARRE
et al., 2000; DE SOUZA et al., 2000; HENDZEL et al., 1997; HSU et al., 2000; KASZAS &
CANDE, 2000; VAN HOOSER et al.,, 1998; WEI et al., 1998; WEI et al., 1999) e o
desenvolvimento de um anticorpo especifico permitiu estudos “in vivo” deste acontecimento
(HENDZEL et al., 1997), mostrando haver uma correlacio forte entre a fosforilagdo da Ser10
e condensacdo de cromossoma durante divisdo celular (HENDZEL et al., 1997; VAN
HOOSER et al., 1998).

No presente estudo a marcagdo para histona H3 fosforilada ocorreu no filamento
terminal e no germario de rainhas recém-emergidas e rainhas tratadas e ndo tratadas de 5 e 10
dias, mostrando que nesses individuos ocorreu divisao celular durante todo o periodo
estudado tanto no grupo controle quanto no grupo submetido a narcose com CO,. O nimero
de células em divisdo foi maior no filamento terminal que no germdrio, onde estas foram
raras. Esperava-se evidenciar com o auxilio desta ferramenta um ndmero maior de divisoes
celulares no germadrio, visto que sabidamente a ovogdnia secundéria ou cistoblasto passa por
uma sucessdo de mitoses antes que o ovdcito se diferencie dentre as células resultantes, mas
curiosamente, apesar das divisdes estarem ocorrendo como pode ser observado pelo aumento
do numero de células nos cistos, figuras correspondentes as fases da mitose ndo sdo
observadas, seja com microscopia de luz, eletr6nica, ou com a marcagdo da histona H3.
PAULCKE (1901) ja havia declarado nunca ter observado figuras mitdticas em suas
preparacdes histolégicas de ovdrios apesar da imensa produg¢do de ovos (SEELEY, 1978).
GUTZEIT et al. (1993), quando realizaram preparacdes com DAPI (4", 6-diamino-2-
phenlindole dihydrochloride) também foram incapazes de observar os cistdcito se dividindo.

Uma das explicacdes possiveis para que as divisdes celulares ndo tenham sido
observadas nos ovdrios pode ser o fato destas ocorrerem em sincronia (TANAKA e
HARTFELDER 2004) nos cistos e num periodo de tempo fora daquele em que o estudo foi
efetuado, por exemplo, durante a noite visto que sempre realizamos esta atividade entre as 10
e as 16 horas. A ocorréncia de divisdo celular obedeceria, entdo a um ritmo circadiano, o que
€ compativel com o comportamento ritmico de oviposicdo (ALLEN, 1960). Mas, para que
esta hipétese do ciclo circadiano seja aceita € necessario que novas andlises sejam feitas e os
ovérios sejam fixados em diferentes periodos do dia.

Dos presentes resultados ndo € possivel dizer se a narcose com CO; estimula ou nio o
processo de divisdo celular, visto que divisdes celulares foram dificilmente encontradas no

material.
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Precisa, ainda ser lembrado que a condensacdo da cromatina também ocorre durante a
morte celular por apoptose (WYLLIE, 1980). Esta ocorréncia fez com que se especulasse se a
fosforilacdo da histona também acontecia neste caso e poderia originar erro na interpretacao
dos resultados desse tratamento. Verificou-se que em algumas situagdes, dependendo do
agente indutor da apoptose, como quando hé intoxicagdo por gliotoxina pode sim haver
correlagdo entre a fosforilacio da SerlO da histona H3 e a morte celular por apoptose

4 92 g30

(WARING et al., 1997). Contudo durante a mitose vdrias proteinas, como a p3
fosforiladas e seus residuos revelados pela acdo do anticorpo monoclonal MPM-2. Durante a
apoptose, na maioria dos casos a condensag¢do da cromatina ocorre na auséncia da atividade
da proteina p34°dC2, desta maneira ndo se observa a atividade do epitopo MPM-2 ja que a
condensacdo da cromatina ndo € dependente da fosforizacdo das histonas H1 e H3
(YOSHIDA et al., 1997). Esses resultados sugerem que a condensacdo da cromatina pode
ocorrer sem a fosforilagdo da Ser10 da histona H3 e que a condensagdo da cromatina durante
o processo de morte celular e a fosforilagdo nem sempre estdo relacionadas.

De qualquer maneira, como os locais onde se verificaram as divisdes celulares e as
apoptoses sdo distintos, tendo as divisdes ocorrido de preferéncia no filamento terminal e no
germério s6 foram encontradas em pontos isolados, enquanto a marcagcdo com TUNEL

aparece amplamente distribuida nesta segmento, no presente caso ndo ha possibilidade de ter

havido confusao.
5.5. Aspectos de Morte Celular

Mortes celulares sao fendmenos normais durante o desenvolvimento de qualquer 6rgao
€ no ovdrio, estdo presentes nos ovariolos desde rainhas recém-emergidas de maneira
esporadica, mas, conforme verificado neste trabalho sua taxa aumenta alcangando o maximo
aos 15 dias de idade em rainhas que ndo se acasalaram. As células afetadas pela morte celular
parecem ser da linhagem germinativa. As indicagdes para isto referem-se a sua localiza¢do na
regido central do ovariolo e a sua forma. Quanto a possibilidade de serem principalmente
aqueles cistocitos precursores das células nutridoras, conforme proposto por BERGER &
ABDALLA (2005), a dnica confirmacdo obtida no presente estudo refere-se ao seu tamanho.
Nas rainhas virgens com 15 dias, apesar de existirem regides dos ovariolos extensivamente
afetadas por mortes celulares, hd outras em que o aspecto das células é normal, nas quais se

encontram ovocitos diferenciados das futuras células nutridoras. Nestas regides ndo se

observou morte nessas células precursoras das nutridoras. Por outro lado, nas regides mais



Controles do desenvolvimento ovariano em abelhas africanizadas adultas, Apis mellifera Linné, 1758 (Hymenoptera, Apidae) 93

afetadas, ndo se observou nenhum ovdcito intacto. Portanto, com os dados presentes ndo é
possivel determinar se a morte do ovécito € ou nido determinada pela morte das células
nutridoras, uma das questdes formuladas como objetivo do presente trabalho.

Embora a maior parte das células em processo de morte apresentem algumas
caracteristicas morfolégicas de morte apoptética, tais como condensacao citoplasmatica e
nuclear e fagocitose por células vizinhas, ndo foram observados outros aspectos considerados
tipicos desse tipo de morte celular. Por outro lado a presenca de figuras mielinicas em
algumas células e edema celular, verificados principalmente em rainhas antes da idade de
acasalamento, mostram que as mortes celulares podem ndo ser de um tnico tipo.

Morte celular autofigica, na qual a presenca de vacuolos autofdgicos e figuras
mielinicas € caracteristica, foi descrita para os insetos por LOCKSHIN (1985) e é uma das
modalidades presentes. Por outro lado, recentemente os autores estao chegando ha conclusio
que hd uma gama de mecanismos de morte celular que nem sempre podem ser bem definidos
ou delimitados (LOCKSHIN, 2006). Uma dessas modalidades estd sendo denominada necro-
apoptose, a qual pode no presente caso estar representada pelas células edemadas observadas.

O método utilizado para a caracterizacdo do tipo de morte celular (TdT-FragEL™ DNA
Fragmentation Detection Kit) permite o reconhecimento de nucleos das células apoptoticas.
Neste ensaio a desoxinucleotideo terminal transferase (TdT) se une a extremidade 3’-OH dos
fragmentos de DNA originados no processo de apoptose e catalisa a adi¢cdo de biotina
marcada. Os nucleotideos biotinilados sdo detectados usando-se peroxidase conjugada com
estreptavidina de cavalo (HRP). Em seguida, o DAB (Diaminobenzidina) reage com a
amostra marcada gerando um substrato colorido castanho insolivel no local da fragmentacao
do DNA.

Em estudos com ovdérios de Drosophila melanogaster foram observados eventos de
morte celular em dois momentos distintos: 1) nas células germinativas do germario durante a
ovogeénese, em resposta a condicdes ambientais e 2) no estigio final da ovogénese quando as
células nutridoras transferem todo o seu contetido citoplasmatico para o ovdcito (FOLEY &
COOLEY, 1998; NEZIS et al, 2002) sendo que o mesmo também ocorre em Apis mellifera
(CRUZ-LANDIM et al, 2006).

A organizagdo social de abelhas, vespas e formigas depende da monopolizacdo das
funcdes reprodutivas pela rainha, trazendo desta maneira conseqiiéncias que sdo observadas
na morfologia dos ovdrios de rainhas e operdarias. O papel da morte celular no
desenvolvimento ovariano larval e de adultos € mais conhecido para abelhas do que para os

outros grupos citados (TANAKA & HARTFELDER, 2004, REGINATO & CRUZ-LANDIM,
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2001; 2002, PATRICIO & CRUZ-LANDIM, 2002; SCHIMIDT-CAPELLA &
HARTFELDER, 1998). Durante o desenvolvimento larval as operarias perdem mais de 90%
dos seus ovariolos, este processo de morte celular estd intimamente ligado aos baixos titulos
de HJ que induzem alteracdes nos filamentos de actina das células germinativas. Os
filamentos de actina desempenham um papel maior no controle da morte celular nos ovarios
de adultos (TANAKA & HARTFELDER, 2004), onde se encontra um elevado nimero de
células com nucleos picnéticos e nicleos marcados pela reagdo TUNEL, sugerindo que o
mesmo mecanismo possa regular tanto o processo de morte celular na modelagem dos ovarios
de larvas durante a diferenciacdo das castas como em adultos durante a atividade reprodutiva
(TANAKA et al, 2006; CRUZ-LANDIM et al, 2006).

Apesar da reacdo TUNEL apresentar-se positiva nas células nutridoras de ovdcitos em
vitelogénese e referir-se ao processo envolvido na sua morte (CAVALIERE et al. 1998), em
D. melanogaster, como sendo apoptose, este tipo de morte celular deve-se ao esgotamento da
célula nutridora pela transferéncia de seu conteudo citoplasmatico para o ovdcito e ndo pode
ser rotulada como apoptose. Por outro lado, resultados anteriores, mostram que as mortes
celulares que ocorrem nos ovdrios sdo de mais de um tipo visto encontrar-se em algumas
células a presenca de figuras mielinicas e edema citoplasmaético, principalmente em rainhas
antes da idade de acasalamento. A reacdo TUNEL parece ndo ser exclusiva para a apoptose,
desde que em outros tipos de morte celular também pode ocorrer fragmentacio do DNA,

produzindo terminacdes livres onde pode ocorrer a reacao pode se manifestar.

5.6. Desenvolvimento do Ovario nas Operarias

Todas as operdrias analisadas apresentaram ovarios com nimero reduzido de ovariolos
muito finos envolvidos por uma densa rede de traquéias, compostos exclusivamente de
germério e filamento terminal, apenas aos 15 dias, em algumas operdrias controle, apareceu
um esbogo de viteldrio. Operdrias com o padrdo morfoldgico observado enquadram-se no
estagio I da classificacio de desenvolvimento ovariano de SAKAGAMI et al. (1963) e
PIMENTEL (1990). Desde o momento de sua emergéncia até os 15 dias de idade a presenca
da rainha junto com as operdrias foi constante e poderia ter influenciado negativamente no
desenvolvimento ovariano das operdrias, uma vez que mesmo as rainhas sendo virgens, apos a
idade de acasalamento (ao redor dos cinco dias) ja estdo produzindo a substancia da rainha
(BUTLER & PATON, 1964), que por sua vez tem efeito inibidor sobre o desenvolvimento do

ovério das operdrias. Soma-se a isso, 0 pequeno espago da caixa em que as operdrias foram
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mantidas em relacdo ao espaco da coldnia o que também poderia ter contribuido para o fraco
desenvolvimento do seu ovério no periodo estudado e, sobretudo a alimentacdo carente de
proteinas, as quais sdo necessdrias para o desenvolvimento dos ovérios (BITONDI &
SIMOES, 1996).

Em condi¢des naturais, na colonia, operdrias ao redor dos 25 dias de idade comecam a
apresentar ovariolos mais calibrosos com leves constri¢des transversais indicativas do inicio
da diferenciagdo do vitelario e ap6s os 30 dias de idade essas constricoes aumentam
(PATRICIO & CRUZ-LANDIM, 2003). Portanto o aprisionamento nas condi¢des do
experimento parece ndo ter interferido na temporalidade do desenvolvimento ovariano das
operarias.

O padrio seqiiencial de desenvolvimento do ovdrio nas operdrias foi muito semelhante
ao padrao observado em rainhas virgens da mesma idade e do ponto de vista da degeneracdo e
reabsor¢do ovariolar, o controle para a realizacdo dos experimentos do presente trabalho
coincide com dados anteriormente obtidos. Em ambos os casos, operdrias com cinco dias de
idade apresentam germdrios com rosetas de cistécitos e cistécitos em comeco de
diferenciacdo folicular comecando mais ou menos aos 13-14 dias a degeneracdo ovariolar e
atingindo o ponto maximo aos 20 dias de idade. Porém, os dados histolégicos discordam dos
de PATRICIO & CRUZ-LANDIM (2003), quanto ao comeco do aparecimento de foliculos
(primordiais) pré-vitelogénicos e quando a interpretacdo dos septos que aparecem na
microscopia eletronica de varredura. As constri¢gdes transversais que aparecem nos ovariolos
aos 25 dias de idade (PATRICIO & CRUZ-LANDIM, 2003) podem estar representando
foliculos pré vitelogénicos degenerados.

Deve-se chamar a atencdo para o fato do comprimento do filamento terminal do ovario
das operdrias, aparentemente manter-se estivel mesmo com o avanco do desenvolvimento do
germdrio, o que nao se verifica na rainha. Se de fato o filamento terminal contém as células
tronco das ovogonias, isto significa que embora curto, mantém por mais tempo o estoque de
células potencialmente reprodutivas.

A exposi¢io de operdrias ao gds carbonico por dois minutos, tem se atribuido
diminuicdo da expectativa de vida, alteragdes dos padrdoes comportamentais, inibicdo do
desenvolvimento da glandula hipofaringeal e de cera (RIBBANDS, 1950; SKOWRONEK &
JAYCOX, 1974) e dos ovérios (FYG 1950; BIEDERMANN, 1964; KROPAVA, 1968). Nao
se sabe ao certo como o CO; age no metabolismo e quais 0s mecanismos que ativa para
provocar tais efeitos. Segundo EBADI et al. (1980), nas operérias o CO, provoca diminui¢ao

da coleta de pdlen, apesar de fazer com que elas exercam a atividade de forrageamento mais



Controles do desenvolvimento ovariano em abelhas africanizadas adultas, Apis mellifera Linné, 1758 (Hymenoptera, Apidae) 926

cedo, levando-as, com isso, a debilitacdo fisica e, conseqiientemente, injuria dos 6rgaos
internos.

No que diz respeito ao ovdrio o CO; parece ndo ter o efeito positivo nos ovariolos de
operdrias como acontece em rainhas. Observou-se que a exposi¢do ao CO; no primeiro e
terceiro dias de vida das operdrias, além do aumento na degeneracdo ovariolar corroborando
os dados da literatura mostra que o CO; causa inibi¢do do desenvolvimento ovariano (FYG,
1950; BIERDERMANN, 1964; KOPACOVA et al, 1968; HARRIS & HARBO, 1990;
BERGER et al, 2005). Os presentes resultados comprovam a diferenga de resposta do sistema
reprodutor das castas femininas das abelhas 4 exposi¢cdo ao CO, (MACKENSEN, 1947;
ENGELS et al., 1976). Enquanto que em rainhas o CO; acelera o desenvolvimento e preserva
0s ovérios, nas operdrias o efeito € justamente o oposto (BERGER et al, 2005).

Os efeitos da narcose em rainhas indicam que o tratamento desencadeia a regulacao de
genes que ativam o desenvolvimento ovariano. Isso € particularmente evidenciado pela
vitelogenina que tem sua sintese drasticamente aumentada em rainhas submetidas ao CO,
(ENGELS et al. 1976). Isso sugere que genes diretamente associados a ativagdo dos ovarios
em rainhas, como os da vitelogenina (vg), sejam fortes candidatos a genes associados na
ativacdo dos ovdrios de operarias, mas agindo ao contrdrio.

Estudos realizados por KOYWIWATTRAKUL et al (2005) mostraram que operéarias
submetidas a narcose e analisadas 4 horas apds o tratamento possuem as mesmas condigdes
de desenvolvimento ovariano de operdrias ndo tratadas. Apds 48 horas da aplicacdo as
operdrias submetidas a narcose apresentaram ovarios menos desenvolvidos que o grupo
controle e 96 horas apds o tratamento as diferencas foram maiores ainda, sendo que o grupo
nao exposto ao CO, apresentou indices maiores de desenvolvimento ovariano. Em relacdo aos
genes codificadores de vitelogenina (vg) e transferina (TRF) tiveram uma diminui¢do no
grupo tratado com CO; em relacdo ao grupo ndo tratado, sendo que a expressdo desses dois
genes € responsavel pela ativagdo funcional dos ovdrios em operdrias, como descrito por
(ENGELS et al, 1976).

A vitelogenina € um pré-requisito para ativacdo dos ovdrios em abelhas (ENGELS et
al., 1990), assim como de extrema importancia para a produgdo de ovos, entretanto a vg
também ¢€ utilizada nas glandulas hipofaringeas na sintese de geléia real. A geléia real é
produzida em sua maior parte por operdrias nutridoras e € larvi-dependente. AMDAM et al
(2003) especula que a chave para a adaptacdo a eussociabilidade em abelhas venha da
utilizacdo da vitelogenina, sendo que a primeira funcdo desta proteina seria a de constituir o

vitelo e a segunda, servir de alimento para as larvas. Dessa forma pode-se sugerir que hd uma
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forte ligac@o entre a exposi¢do ao CO, e a sintese de vitelogenina e a ativacdo especifica da
ativacdo ovariolar nas diferentes castas, sendo que a vitelogenina pode ser considerada uma

nova candidata a reguladora dos controles de esterilidade em  operdrias

(KOYWIWATTRAKUL et al, 2005).
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6. CONCLUSOES

1-

O confinamento de rainhas recém-emergidas, com seis operdrias nutridoras,desde a

emergéncia até os cinco dias ndo interfere no padrio de desenvolvimento ovariano.

A degeneracdo ovariana, que ocorre nas rainhas aprisionadas depois dessa idade,
principalmente a partir dos 10 dias pode ser a falta do acasalamento e € equivalente a

reabsor¢do de ovdcitos observada em insetos quando ndo hd condi¢des para postura.

A narcose com CO; ndo provoca mudancgas no desenvolvimento ovariano de rainhas
até os cinco dias de idade, no entanto aos 10 dias o tratamento com narcose provoca

uma diminui¢do nas taxas de morte celular, ou seja € preserva o ovario.

Dois tipos de morte celular ocorrem no ovdrio. Morte apoptética evidenciada pela
morfologia e pelo TUNEL e morte autofégica, as quais parecem ocorrer em células de
linhagens diferentes. A morte apoptdtica na linhagem germinativa a autofdgica na

somatica.

Ap6s diferenciado o cisto, o ovécito parece ser preservado da morte a qual ocorre nos
cistocitos antes de sua diferenciacdo ou nas futuras células nutridoras depois da sua

diferenciacao.

A atividade da fosfatase dcida ndo mostrou relacdo consistente com a morte celular e

parece relacionar-se mais com atividade metabdlica normal da célula.

As taxas de divisdo celular nos ovérios das rainhas reveladas pelo método da
Fosforilagdo da histona H3 foram baixas e incompativeis com a taxa de produgdo de

ovdcitos por esta casta.



Controles do desenvolvimento ovariano em abelhas africanizadas adultas, Apis mellifera Linné, 1758 (Hymenoptera, Apidae) 99

8- Do ponto de vista priatico o aprisionamento das rainhas recém-emergidas fora da
coldnia por tempos reduzidos parece nio afetar seu desempenho futuro em termos de

fertilidade.

9- A narcose, neste mesmo contexto, pode ser negativa para esta performance em longo

prazo.

10-O aprisionamento nas condi¢des do experimento parece nao interferir na

temporalidade do desenvolvimento ovariano das operdrias.

11- O COz2 ndo tem efeito positivo nos ovariolos de operdrias ao contrario, a exposi¢cao ao
CO2 aumenta a degeneracdo ovariolar corroborando os dados da literatura de que o

COz2 causa inibi¢ao do desenvolvimento ovariano nesta casta.
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