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DESENVOLVIMENTO DAS GONADAS DE DERMATOBIA HOMINIS
(DIPTERA : CUTEREBRIDAE)

EDY DE LELLO, ELISA AP. GREGORIO & LUIS A.TOLEDO

O trabalho descreve o desenvolvimento das génadas do berne (D. hominis) durante o periodo pu-
pal. As pupas desenvolvidas de larvas com peso superior a 650 mg, deram imagos fémeas, enquanito que as
desenvolvidas daquelas pesando entre 500 e 650 mg deram macho, tendo havido um erro ao redor de 5%
Até o oitavo dia de pupagdo os testiculos crescem mais que 0S ovdrios, a partir dar diminui o desenvoivi-
mento, parando de crescer entre o vigésimo e vigésimo quinto dias. A espermarogénese inicia por volta do
sétimo dia de pupa quando é grande o numero de espermatocitos. No décimo dia alguns testiculos apre -
sentam considerdvel numero de espermdtides e os espermatozoides comegam a aparecer por volta do vige-
simo dia. A espermiogénese desenvolve-se sem interrupgdo e ao final da pupacdo quase toda loja testicu-
lar estd repleta de espermatozdides. Os machos comecam a nascer dois dias antes das fémeas. Nessas, 0s
ovariolos aparecem formados por volta do oitavo dia de pupa, os foliculos se individualizam por volta do
vigésimo dia de pupa onde se distingue os trofocitos com nucleos politénicos e citoplasmas bem basofilos,
enquanto o ovocito tem citoplasma mais acidofilo e nucleo com cromatina bastante frouxa. A vitelogénese
tem inicio ao redor do vigésimo quinto dia de pupa e se completa ao nascimento da 1mago. A ligacao das
gbénadas com suas respectivas estruturas somaticas acontece ao redor do décimo terceiro dia de pupagdo.

A diferenciacdo sexual em Dermatobia hominis comega a ser nctada nas larvas com peso superior
a 400 mg. Nas larvas consideradas “maduras”, com peso superior a 500 mg as gonadas que se desenvolverao
em testiculos, tém a forma ligeiramente ovéide, de cor branca homogénea, medindo cerca de 350 a 300um;
a0 corte apresentam-se envoltas por tdnica externa sob a qual existe uma camada de células de nicleos ob-
longos; internamente misturam-se nicleos grandes arredondados (goniais), e ovoides (somdticos). Aquelas
que se desenvolverdo em ovidrio sao ligeiramente maiores de forma elipsdide medindo ao redor de 500um
de eixo maior por 300um de eixo menor, apresentando um sulco em seu 1er¢o superior que separa a gonada
em duas zonas distintas. Ao corte mostra-se revestida por delicada tinica externa, sob a qual se ajeitam célu-
las de nucleos oblongos; esses mesmos tipos celulares constituem o sulco que é obliquo a0 eixo maior € que
divide a gonada nas zonas distal e proximal. A zona distal apresenta vactiolos periféricos e nucleos picnoti-
cos e ¢ preenchida por células de nicieos ovoides pequenos. A zona proximal, que compreende dois tergos
da gonada, apresenta vacuolizagdo em sua volta e nicleos picnoticos em sua base. No interior existem nu-
cleos oblongos, ovoides (somaticos) e os grandes arredondados com cerca de 10um de didmetro que sdo os
germinativos (Lello, Toledo & Gregorio, 1984).

Com tais caracteristicas a D). hominis chega ao final de sua fase larval e entra no seu estado de pupa.

O periodo pupal (pré-pupa e pupa) desenvolve-se dentro da terra € dura cerca de 30 a 35 dias a
temperatura de 24 a 250C e 70% de umidade relativa (Banegas, Mourier & Graham, 1967).

Neste trabatho descreveremos o desenvolvimento das gonadas nesse periodo.

MATERIAL E METODOS

Larvas do 39 instar foram obtidas por extracdo manual, de gado naturalmente infestado no campo.
No laboratério eram pesadas e separadas em dois grupos: as com peso superior a 650 mg (o peso miximo foi
a0 redor de 900 mg) e aquelas pesando entre 500 e 650 mg. Tais grupos eram colocados separadamente, em
caixas de plastico de 24 x 17 x 9 cm, contendo uma camada de 5a 7cm de terra imida, onde penetravam
para pupar.

Trés dias apos, a terra era peneirada, e as larvas que ndo conseguiam pupar eram descartadas. As
que pupavam, apresentavam a cuticula de cor vinho escuro a preta, e endurecida. A partir dessa idade até o
nascimento da imago foram dissecadas diariamente. Por causa da dureza da cuticula, para disseca-las, retira-
va-se as placas dorsais com cuidado, e auxilio de uma lamina de bisturi. Em seguida eram presas com alfine-
te entomologico em placa de dissecgdo, e umedecidas com solugao fisiologica. Para facilitar a localiza¢ao e
visualiza¢do das gonadas gotejava-se sobre a pupa assim preparada, azul de metileno a |:10.000.

Uma vez localizadas, as gobnadas eram desenthadas no Jocal, com auxilio de camara clara.

Para o estudo histologico, as gonadas foram fixadas em liquido de Bouin alcodlico, incluidas em
parafina e os cortes corados pelos métodos de HE, PAS, Feulgen ¢ VMP. Algumas gonadas foram fixadas em
etanol-acético 3:1, picadas e posteriormente esmagadas em orceina lactico-acética.

Departamento de Morfelogia, IBBMA-UNESP, Campus de Botucatu, 18600 Botucatu, SP, Brasil.
Recebido para publicacdo em 29 de agosto e aceito em 29 de outubro de 1984.



160 E. LELLO, E. AP. GREGORIO & L.A. TOLEDO
RESULTADOS

Perfodo de pré-pupa (criptocéfala) — do terceiro ao quinto dia: embora a cuticula externa apresen-
te-se endurecida de cor vinho escura a preta, a pré-pupa é um pouco mole i apalpagdo. Uma ténue membra-
na separa as visceras do envoltério pré-pupal. Os 6rgdos s3o muito semelhantes aos das larvas maduras. Des-
cartando a camada superior do tecido gorduroso, separando os intestinos e seguindo os dois ramos laterais
secunddrios das traquéias que partem dos principais, encontra-se facilmente as gonadas.

Naquelas que se desenvolveram de larvas pesando abaixo de 650 mg, o aspecto da gbonada € o de

uma_esfera medindo cerca de 400 a 500um de didmetro, um pouco maior que as células do tecido gordu-
roso, presas ainda ao corddo que circunda o ramo da traquéia. Esse tipo de génada se desenvolverd em testi-

culo (Fig. 1).

Naquelas desenvolvidas de larvas com peso superior a 650 mg, o tamanho da gonada é o mesmo,
mas a forma ¢ diferente, um pouco achatada e com um sulco no ter¢o superior ¢ inclinado em relag@o ao ¢i-
x0 dntero-posterior, formando uma estrutura a guiza de capuz. Essa gdonada se desenvolverd em ovério (Fig.
2). No quarto dia o aspecto é semelhante ao do terceiro, havendo espessamento da membrana que envolve
a pré-pupa; as gonadas crescem cerca de 100 um.

No quinto dia, a cuticula externa é bem dura e preta. As células gordurosas sdo grandes, esbranqui-
cadas com aspecto espumoso, € a despeito da perda da rigidez mantém-se unidas constituindo o tecido em
forma de fitas. O tubo digestivo comeca a ficar mais fldcido e transparente. As traquéias tornam-se murchas
e flacidas. Os testiculos sao esféricos esbranquigados, medindo cerca de 700m de didametro (Fig. 3). Os
ovdrios sdo levemente menores medindo cerca de 500 a 600um de eixo maior por 300 a 500um de eixo
menor, evidenciando as duas zonas separadas por um sulco. As vezes, eles aparecem na forma de rim onde
a regiio que corresponde 4 medular é extrovertida. Conforme a maneira que a gonada é observada, apresen-
ta um aspecto diferente (Fig. 4).

Um corte longitudinal passando pelo centro da génada da Fig. 1| mostra um sutil arranjo das célu-
las na regido basal, determinando uma zona periférica em forma de meia lua, onde se concentram nucleos
arredondados envoltos por células ovéides. Este arranjo € o inicio da formac¢do dos cistos dos testiculos.
Nessa mesma regido existe vacuolizagcdo de algumas células grandes. Todo o resto da gdnada possui nicleos
arredondados grandes, médios e pequenos (Fig. 5).

Um corte central da génada da Fig. 2, mostra que ela é dividida em duas zonas (distal e proximal),
por um arranjo de células de nicleos oblongos; nicleos dessa forma, porém condensados se arranjam inter-
namente sob a delicada tinica que reveste a gonada. No interior, observam-se muitas divisdes celulares. Nes-
sa idade encontramos variacdes nos graus de desenvolvimento do ovdrio. Essas vao desde apenas picnose dos
niicleos e vacuolizacdo das células dos pélos, até maiores rearranjos celulares. Assim, na por¢do da zona pro-
ximal, que limita com a distal, nota-se um arranjo das células em forma de pequenas pilhas paralelas entre si

e perpendicularmente ao eixo maior da zona. Novo arranjo celular nessa zona proporciona o aparecimento
das regides central e basal. Na primeira se concentram as células de micleos grandes goniais as quais se mistu-

ram nucleos menores; na basal se arranjam nucleos ovéides. Continuam as vacuolizagdes em ambas as zonas
(Fig. 6).

A partir do quinto dia é clara a individualizagdo dos testiculos e ovarios. Ao corte, os testiculos
apresentam-se envoltos por delicada tunica externa. O seu interior é repleto de cistos com células goniais de
nucleos redondos envoltas por células somiéticas de nicleos ovdides. No ovirio, a regido basal da zona proxi-
mal estd muito mais desenvolvida, e individualizada, quando comparada a do terceiro dia. Esse desenvolvi-
mento ocorre tanto na porgdo inferior como nas laterais dessa zona.

Perfodo de pupa (fanerocéfala) — do sétimo ao oitavo dia: nos sétimo e oitavo dias jd se encontra
a pupa caracteristica, live do seu envoltorio duro, e o corpo segmentado em cabeca, torax e abdomen. Na
cabeca estdo os esbocos das partes bucais e as elevagBes onde desenvolverao os olhos compostos. No torax
j4 estdo prontos os esbogos dos trés pares de patas, do par de asas anteriores ¢ do par de halteres. A cuticula
externa é amarelada e fina como papel celofane, deixando ver por transparéncia no seu interior, glébulos
soltos de células do tecido gorduroso. Esses se desmancham com o simples gotejar de solugao fisiologica so-

bre eles.

O ovirio tem a forma de péra preso a traquéia por um pedinculo, medindo cerca de 800 por 600 m,
apresentando nitidamente o sulco que o divide em duas zonas (Fig. 7).

O testiculo apresenta a forma entre ovéide e arredondada, medindo cerca de 700 a 800um de dia-
metro (Fig. 8).

Ao microscdpio o ovidrio mostra-se envolto por delicada tinica que se espessa levemente na regao
mais proximal, correspondente ao pedunculo observado anatomicamente. Esse pedinculo mostra ser o re-
sultado do desenvolvimento das células de nucleos ovéides da regido basal e lateral da zona proximal, e toma
a forma de um calice, com a porcdo mais dilatada limitando-se com a regido central da gonada. Nesse limi-
te podem aparecer nicleos picnéticos. Na regido central tem inicio a individualizagdo dos ovariolos com as
células de nucleos redondos, grandes e médios se arranjando em colunas de dois ou trés nicleos, separados
por delicada membrana. Na porgdo distal dessas colunas o arranjo das células é semelhante a pilha de moe-
das e na porc¢io proximal estdo ainda desorganizadas (Fig. 9).
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Fig. 1: esquema do testiculo direito (t) em pré-pupa de trés dias. G = tecido gorduroso; T = tra-
quéia. Fig. 2: esquema dos ovdrios (O) em pré-pupa de trés dias. Fig. 3: esquema dos testiculos
(t) em pré-pupa de cinco dias. Fig. 4: esquema dos ovarios (O) em pré-pupa de cinco dias.

Um corte central do testiculo mostra que ele é envolto por delicada cuticula externa, sob a qual se
rranja uma camada de células pavimentosas. Todo o testiculo estd formado por cistos contendo células go-
niais, de nicteos grandes, claros, redondos envoltos por células somdaticas menores. De um modo geral um

terco dos cistos exibem grande atividade divisional (Fig. 10).

No décimo dia a pupa mantém as caracteristicas externas do oitavo dia. Os ovirtos continuam se
desenvolvendo tomando a forma de figo, com a por¢do anterior mais larga e ja em processo de achatamento,
e a porcdo posterior em forma de pedinculo alargado. Na porgdo anterior, pode-se ver por transparéncia
delicados filamentos que correspondem aos ovariolos em formacgdo.
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Fig. 7: esquema dos ovirios (Q) de uma pupa de oito dias. T = traquéia: G = tecido gorduroso;
C = vaso dorsal. Fig. 8: esquema dos testiculos (t) de uma pupa de 8 dias. Fig. 11: esquema dos
ovarios (O) e anexos em desenvolvimento de uma pupa com 13 dias; a = glandulas anexas; ¢ =
espermateca; v = oviduto. Fig. 12: esquema dos testiculos (t) e anexos em desenvolvimento dc
uma pupa com 13 dias; a = glindulas anexas; d = canal deferente. Fig. 13: esquema dos ovarios
(O) e anexos em pupa de 12 dias; a = glandulas anexas: ¢ = espermatcca; r = reto, v = ovidutos.
Fig. 14: esquema dos testiculos (t) em anexos em pupa de 13 dias; a = glandulas anexas; d = canal
deferente:j = canal ¢jaculador: r = reto.

Os testiculos aparecem como duas esferas claras com pedinculo que se aprofunda para o interior
do abdomen. Eles contrastam com os gloébulos de gordura que sao opacos, leitosos.

A partir do décimo primeiro dia observa-se o desenvolvimento da por¢do somdtica do aparetho re-
produtor. Assim, desde o décimo primeiro ao décimo quarto dia encontra-se esbogos, nas pupas fémeas, da
vagina, ovidutos, glindulas anexas e espermateca, ¢ nas pupas macho, esbo¢os dos canais deferentes, ejacu-
lador e glindulas anexas. Esses esbocos crescem a partir do disco imaginal na porg¢@o posterior do corpo, em
direcao as gonadas (Figs. 11 e 12). Existe, entretanto, uma variacio no desenvolvimento, ¢ por isso em algu-
mas pupas, nesse mesmo periodo. jd se estabeleceu a ligacdo entre essa porgao somdtica e as respectivas go-
nadas (Figs. 13 e 14). Os ovirios podem aparecer na forma de cogumelo, medindo cerca de 700um de dia-
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FFig. §: corte longitudinal passando pelo centro do testiculo (1) de uma pré-pupa de 3 dias. Fig. 6:
corte de topo e central em ovirio de pré-pupa de 3 dias; h = zona distal; x = regiao central da zo-
na proximal; v = regido basal da zona proximal. Fig. 9: corte longitudinal passando pclo centro do
ovario de uma pupa de oito dias. C = corddo celular sélido; seta curta = niicleos picnoticos; seta
longa = cflulas goniais nos ovarfolos: f = filamento terminal. Fig. 10: corte longitudinal de testi-
culo em pupa de oito dias. Seta aponta nuclcos em divisdo nos cistos. Fig. 15: corte longitudinal
¢ central de ovdrio de pupa com 15 dias; f = filamento terminal; seta curta = celulas goniars nos
ovarfolos; scta longa = massas cromofilas (fagdcitos). Fig. 16: pormenor, em corte longitudinal
da porcao anterior dos ovarfolos de pupa com 15 dias. Seta indica céiula gonial; T = filamento ter-
minal. Fscalas em micrometros.

metro. e com ovidutos muito débeis. se desmanchando ao menor contato, ou bem caracterizados, em forma
de figo, medindo 1.5 mm de eixo transversal, em sua por¢do superior, que € mais alargada. Nestes aparecem
ainda. bem evidentes. as duas glandulas anexas e a espermateca. Histologicamente o ovario ¢ envolto por
uma membrana amorfa. sob a qual permanece uma camada de células pavimentosas. O pedinculo, € consti-
tuido por dois tipos de células: um com nicleos pequenos e picnoticos € outro de nucleos médios, frouxos
e arredondados. exibindo atividade mitética. Na por¢do mediana do mesmo, misturam-se ntcleos grandes,
frouxos e arredondados. micleos pequenos e picndticos e nucleos médios, também frouxos. Cada ovariolo
bem individualizado. mostra em sua por¢do apical, células que se arranjam como pilhas de moedas, forman-
do o filamento terminal. Abaixo deste, na chamada zona germinativa as gonias € as células ovoides se mistu-

ram. sendo intensa a atividade divisional.

Nos machos, os testiculos podem aparecer como duas esferas translacidas medindo cerca de 300 um
de diametro. ou de forma ovéide medindo ao redor de 850um de eixo maior por 700um de eixo menor,
com canais deferentes, glandulas anexas e canal ejaculador.

Histologicamente os testicuios ndo diferem muito daqueles de dez dias,

Ao redor do décimo quinto dia, os ovdrios, ja apresentam uma depressdo em sua regiao apical on-
de se encontram células em picnose e onde aparecem massas coradas de tamanhos diversos, acidofilas, com
porces basofilas, e PAS positivas. Os ovariolos exibem duas zonas bem individualizadas: a dos tilamentos
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terminais, ¢ as zonas germinativas, Sua por¢3o mais proximal, se confunde com a regido basal do ovério, on-
de as células se arranjam para formar os pedicelos e o calice. A medida que prossegue o desenveivimento,
fica mais evidente a individualizagdo dos ovariolos e suas zonas, enquanto a por¢ao apical do ovario se atro-
fia, formando uma depressdo, e a basal desenvolve o cdlice. Entre os ovariolos, e na regido de seus futuros
pedicelos, aumentam as massas coradas (Figs. 15 e 16).
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Fig. 17: esquema dos test{culos (t) e anexos em pupa de vinte dias; a = glandulas anexas; d = ca-
nal deferente; j = canal ejaculador; r = reto. Fig. 18: esquema dos ovirios (O) e anexos em pupa
de 20 dias. a = glindulas anexas; e = espermateca, 1 = reto. Fig. 24: esquema dos testlculqs {t) e
anexos em pupa de vinte e sete dias; a = glindulas anexas; d = canal deferente; j = canal ¢jacula-
dor; r = reto. Fig. 25: esquema dos oviarios ¢ anexos em pupa de vinte e secte dias; a = glandulas
anexas; e = espermateca; T = traquéia; v = oviduto,; vg = vagina.

Depois do décimo quinto até o vigésimo dia, observam-se diferengas anatomicas nas pupas. De um
modo geral ao redor do décimo nono dia elas tém olhos alaranjados ou cor de tijolo.

Os testiculos crescem menos que os ovdrios. Tomam a forma de raquete e seu tamanho varia de 0,7
a 09mm a 1,0 por 1,5mm; deles partem os canais deferentes, estreitos € ndo muito longos que desembo-
cam no canal ejaculador. Este é longo e muitas vezes tortuoso. Para desembocar no pénis ele faz uma volta
por tras do reto em sua por¢do bem posterior. Na altura em que os canais deferentes desembocam no canal
ejaculador, existe uma pequena dilatacdo deste ultimo. Nessa mesma por¢do desembocam duas glandulas
acessOrias, com forma de pequena raquete (Fig. 17).

Enquanto isso, os ovérios, cada vez mais, tomam a forma de figo, envoltos por delicada membrana
que deixa ver por transparéncia, os ovariolos. Seu tamanho varia desde 1 até 2 mm de eixo longitudinal, pe-
la mesma medida do eixo transversal que passa pela por¢do superior mais dilatada. Cada ovario se continua
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por um pequeno e largo cviduto lateral que se une com seu homologo para dar o oviduto comum, conti-
nuando pela vagina a qual se abre na porcdo posterior do abdomen. Na regido mediana desembocam duas
glindulas anexas em forma de fita larga, e a espermateca, como trés delicadas expansGes em cujas extremi-
dades existe uma dilatacdo revestida internamente por quitina (Fig. 18). Nessa fase os ovariolos possuem
trés porgdes caracteristicas: a apical, com o filamento terminal, a germinativa, logo abaixo onde se desenvol-
vern os foliculos, ¢ o pedicelo que se continua pelo calice (Fig. 19). Por volta do vigésimo dia, os foliculos
aparecemn como ninhos de niicleos redondos e claros, envoltos, por células achatadas. Cada foliculo € sepa-
rado do seguinte por um epitélio interfolicular. As células que preenchiam os espagos interovariolares se
separam, diminuem de nimero e aumentam as massas coradas.

Fig. 19: corte longitudinal em ovirio de pupa de dezoito dias, destacando um ovarfolo; ¢ = cdlice;
f = filamento terminal; seta curta = ceélula gonial no germario; seta longa = fagocitos. Fig. 20: cor-
te longitudinal de testicule de pupa com vinte e um dias; z = espermatozéides. Fig. 21: corte lon-
gitudinal de testiculo em pupa de vinte ¢ quatro dias; z = espermatozdides. Fig. 22: corte longitu-
dinal passando pelos ovdrios ¢ anexos de uma pupa com vinte e um dias; a = gl&ndulas anexas;
vg = vagina. Fig. 23: pormenor do ovario da figura anterior, onde um ovariolo € visto quase inte-
eralmentc; ¢ = cdlice; p = pedicelo; seta curta = germdrio; seta longa = fagocitos. Escalas em mi-
crometros.

Os testiculos nessa mesma idade apresentam cerca de 30% de seu volume repleto de espermatozoi-
des, enquanto que em grande parte dos cistos restantes continua a espermiogénese e uns poucos ainda tém

células em divisdo (Fig. 20).



Fig. 26: corte longitudinal de testiculos (t) em pupa de vinte ¢ seis dias; d = canal deferente; z =
espermatozéides. Fig, 27: corte transversal de um folfculo em ovdrio de pupa de trinta dias; cf =
células foliculares: seta menor = nicleo do ovdcito: seta maior = nicleo de um trotacito. I'ig. 28:

corte mostrando parcialmente as porgdes basais dos ovdrios de uma pupa de trinta dias: ¢ = calice;
f = foliculos: T = traquéias; v = oviduto: vg = vagina. Fig. 29: corte em foliculo do ovario de uma
pupa com trinta e dois dias; ¢f = células foliculares; v = vitelo: seta maior = nucieo de trofocito;
seta menor = nuacleo de ovdcito. Fig. 30: corte em folfculo do ovario de uma pupa com trinta ¢
quatro dias; seta indica nitcleo de um trofécito em degeneragdo; v = vitelo. bscalas em micro-
metros.

No vigésimo segundo dia, além dos olhos cor de tijolo escuro. a pupa mostra um sombreado no
torax esbocando as riscas escuras que aparecerao na imago; o resto do corpo continua amarelo-claro. Por
volta do vigésimo terceiro dia o térax apresenta-se escurecido, pela presenga dos péios que estao crescendo:
as asas e em algumas, os tergitos abdominais aparecem escurecidos também. Toda a pupa ¢ envolta por uma
membrana final, transparente.

Esse desenvolvimento ndo é rigido, e por vezes encontra-se no vigésimo quinto dia, pupas ainda
com o abdomen claro. enquanto outras no vigésimo quarto dia os possuem totalmente escurecidos. Interna-
mente essas pupas apresentam as células do corpo gorduroso na forma de globulos soltos e opacos. 0 reto
vai acumulando em seu interior uma substincia branco-leitosa, muito semelhante a gordura das pupas com
quinze dias de idade.

Anatomicamente o aparelho reprodutor masculino durante esse periodo permanece praticamente
inalterado. Ao microscépio o testiculo em geral apresenta-se repleto de espermatozoides, havendo ainda cis-
tos com espermatocitos e espermdtides (Fig. 21).

Nessa fase. os ovarios, medem de 2.0 a 2.5 mm. As glandulas acessorias. com 2 mm de comprimen-
to por 0,5 a 0,8 mm de largura, apresentam um brusco estreitamento a guiza de canal antes de desembocar
na vagina, na mesma altura de onde parte a espermateca. Na porgio apical de cada ovario, a depressdo obser-
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vada anatomicamente mostra um aglomerado de material granuloso; de tamanho, forma e coloragdo diferen-
tes; esse mesmo material apresenta-se em quantidade considerdvel na regiao basal do ovirio, separando os
ovariolos e as ramificacdes do cdlice (Fig. 22). Nos ovariolos, revestidos por células pavimentosas, o fila-
mento terminal estd em involucdo, enquanto se destacam, a cdmara germinativa e foliculos. Na por¢ao pro-
ximal do ovariolo, o pedicelo é formado por células cibicas de ntcleos condensados. Cada ovariolo é reves-
tido por uma membrana que possui niclecs pequenos ¢ pavimentosos; outra membrana contém o material
granuloso interovariolar. Entre essas duas membranas existe um material homogéneo floculento (Fig. 23).
As glandulas anexas possuem revestimento simples de células prismaticas sobre as quais repousa uma mem-
brana quitinosa. Nessas células o citoplasma basal € basotilo enquanto que 0 apical é acidéftilo.

A partir do vigésimo sétimo dia, todas as pupas tem o corpo com as caracteristicas do adulto, es-
tando envoltas ainda pela membrana pupal. Internamente o corpo gorduroso apresenta-se na forma de glo-
bulos de tamanhos variados, alguns opacos e outros transparentes como aparecem no adulto. O reto conti-
nua cada vez mais dilatado, cheio de substancia esbranquigada.

Os testfculos ndo aumentam seu tamanho, ao contrario sofrem ligeira diminui¢do. As suas glandu-
las acessorias e demais porcBes somiticas continuam inaiteradas (Fig. 24).

Os ovirios aumentam principaimente em largura, os foliculos fazem saliéncia em sua parede tor-
cando a delicada membrana que a constitui. Muita ramificag¢do traqueal de fino calibre, envolve e penetra
por todo o ovdrio. S0 com esses mesmos aspectos que eles se apresentam ao nascimento da imago (Fig. 25).

Histologicamente os testiculos estdo repletos de espermatozoides, ou com poucos cistos ainda em
espermatogénese. Na porcdo basal do mesmo, a parede apresenta algumas células mais altas em continuidade
com uma estrutura semelhante a taca a qual por sua vez, se continua pelo canal deferente (Fig. 26). O canal
ejaculador ¢ envolto por uma camada muscular e revestido internamente por epitélio cilindrico alto, deixan-
do uma luz muito pequena.

Entre o vigésimo e o trigésimo dia os ovérios apresentam os foliculos bem caracterizados, envolvi-
dos pelas células foliculares, que sdo cubicas; na porgdo apical de cada foliculo encontram-se trofocitos, com
nicleos politénicos; na regido basal, de tamanho menor, encontra-se o ovocito (Fig. 27). Nos foliculos mais
basais de cada ovariolo, a vitelogénese ji iniciou e os ovocitos crescem armazenando substancias em seu Ci-
toplasma. No limite entre os trofocitos e o ovécito, aparece um conjunto de trés a quatro pequenas células,
denominadas “border cells”, por King (1970). Nessa fase ndo aparecem mais as massas coradas entre 0s ova-
riolos; nessa regido existe apenas ramos traqueais (Figs. 27 e 28). No trigésimo segundo dia comegam a
degenerar os trofécitos enquanto o ovocito continua crescendo (Fig. 29). Pouco antes do nascimento, o
foliculo mostra os trofocitos se degenerando, o ovécito toma a forma oblonga acumulando mais vitelo (Fig.
30).

Em média, o periodo de pupa enquanto durou o experimento foi de trinta a quarenta dias.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Da mesma maneira que fizemos ao discutir a diferenciagdo das gonadas nas larvas (Lello, Toledo &
Gregorio, 1984) compararemos nossos resultados com outros trés géneros de Diptera: a Hipoderma bovis ¢
Hipoderma lineatum, a Calliphora erythrocephala, e a Drosophila melanogaster.

Desenvolvimento do ovario: o ovario de uma pré-pupa de trés dias tem o desenvolvimento equiva-
lente a0 de uma ldrva de Hipoderma, no inicio do terceiro instar. Entretanto ¢ muito parecido com 0 OV4rlo
de Drosophila com 2 horas de pré-pupa ¢ com a da Calliphora também nesse periodo de pupa criptocéfala.
Vale lembrar que o periodo de pré-pupa em Drosophila ¢ de 12 horas, em Calliphora um dia em Dermatobia
cinco a seis dias.

Nessa fase, em Calliphora, segundo Leloup (1974) o ovario apresenta duas zonas somdticas, uma
interna e outra exteina e uma zona germinativa que é interna. Considera zona somética interna, aquela for-
mada pelas células de nicleos oblongos que sdo as primeiras a se disporem de maneira tal a dividir a gbnada
em zona distal e proximal. Segundo esse autor ainda, essas células serdo as que se arranjarao de maneira a
formar os filamentos terminais dos ovariolos. A zona somética externa é constituida pelas células que ocu-
pam a zona distal e as que ocupam a regido basal da zona proximal. As primeiras terac dois destinos distin-
tos: as mais apicais tornar-se-do picndticas e desaparecerdo, as demais se infiitrardo na regido mediana da
zona proximal e possibilitardo o aparecimento dos ovariolos, tornando-se, algumas, as responsiveis pela
rede celular que reveste cada ovariolo. As células da regido basal da zona proximal, também terao dois des-
tinos: umas sofrerdo picnose e desaparecerdo para permitir a formagao de cavidade do calice ovariano € ou-
tras formardo o cilice e parte da rede que separa os ovariolos. Das somdticas internas, algumas participario
na formagdo do pedicelo e outras na formagdo da regido média dos ovariolos, juntamente com as células

germinativas.

Em Drosophila, segundo King (1970), o ovério da pré-pupa de 2 horas, € elipsdide com uma popu-
lacao celular que pode ser dividida em apical, basal e central; as duas primeiras possuem células somadticas
pequenas enquanto na ultima predominam as germinativas, grandes. Desse momento em diante comega a
diferenciacdo dos ovariolos com o aparecimento dos filamentos terminais por empilhamento de células cen-
trais. A medida em que prossegue o desenvolvimento, ha infiltragdo de células apicais em direcdo as centrais
e 0 aparecimento de uma membrana (tdnica propria) na interface separando essas células dos filamentos ter-
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minais. King (1970) sugere que a tinica prépria é secretada pelas células apicais, como uma resposta delas as
células dos filamentos terminais, reconhecendo-as como diferentes.

Segundo Boulard (1967), em Hipoderma sio as células apicais que se arranjardo para formar os fila-
mentos terminais dos ovarfolos. Conforme sua observacdo, antes de se formarem os ovariolos aparece uma
membrana secretada pelas células apicais, separando a zona apical da basal. Depois essa membrana comega
a formar pregas enquanto células da zona apidal penetram entre essas pregas, e outras se empilham sobre

elas para formar os filamentos terminais.

Nossas observacdes em Dermatobia sio concordantes com os achados em Calliphora e Drosophila,
seja pela diferenciagdo das diferentes zonas citadas seja pelo crescimento da gonada. N3o temos condi¢des
para afirmar quais sdo as células que secretam a membrana que reveste cada ovariolo, mas verificamos que
as células oblongas que primeiramente dividem o ovario nas zonas distal e proximal ddo a impressdo de que
estio se movimentando da periferia para o interior da gonada e nesse ponto de migragao também penetra
parte da membrana amorfa que envolve 0 ovario.

A fase de pupa propriamente dita, chamada de *“ninfa-fanerocefala’ por Leloup (1974), inic..- "¢
apds o sétimo dia de pupag¢do em Dermatobia, apés um dia em Calliphora e ap6s 13 horas em Drosophila.

A correlacdo do desenvolvimento nessas moscas pode ser feita entre o ovdrio de uma pupa d
Dermatobia no oitavo dia ap6s a pupacao com o de Calliphora no segundo dia apos pupagdo (Leloug.
1974) ¢ com o de Drosophila ap6s 24 horas de pupagdo (King, 1970). Para Hipoderma (Boulard, 1967
tal desenvolvimento é encontrado no meio do 39 instar da larva.

Nessa idade ¢ observada picnose das células mais apicais da zona proximal que vdo desaparecer, e
picnose das células na regido que limita a por¢do basal dos ovariolos em formagdo; essas células somdticas
tendem a desaparecer para permitir o aparecimento da cavidade do célice. Os ovariolos estdo em franca for-
macio pelo arranjo das células da regido central do ovario (Fig. 9). E nesse periodo que disparam grande
nimero de mitoses em toda a gdnada, proporcionando seu notdvel crescimento. Em seguida, o ovério adqui-
re sua forma definitiva, com a individualiza¢do dos ovariolos e suas zonas ja descritas, sendo que o que mais
chama a atenciio ¢ o aparecimento entre eles das massas cromofilas. Essas granulagdes vém sendo discutidas
por alguns autores. Assim Geigy (1931) e Aboim (1945) referem a existéncia, no ovario de Drosophila mela-
gonaster, de “algumas gotas de albumina idénticas aquelas que se encontram nas céluias do corpo gorduro-
s0”. De fato, também tivemos essa impressdo examinando nosso material (veja Figs. 15 ¢ 19) e a mesma ob-

servagdo é feita por Leloup (1970) em Calliphora.

Nesse momento, isto &, a partir do décimo dia de pupa, em diante, é acelerado o fendmeno da
metamorfose, pois as células do corpo gorduroso se soltam do tecido, que formava uma rede, e facilmente
se desmancham; o tubo digestivo torna-se fino e amolecido. Massas cromofilas também aparecem nesse cor-
po gorduroso. Seriam entdo essas massas fragmentos de células gordurosas?

Entretanto observando a evolucdo dessas massas ou esférulas, verifica-se que elas vio aparecendo
também na regiio do ovirio onde se formardo o cdlice e 3 medida que elas vao aumentando em numero, as
células das respectivas regides vao desaparecendo. Por outro lado observando-se melhor pode-se perceber
que essas esférulas sdo contidas em uma membrana e no seu interior existe um “nucleo” que & irregular, de
tamanho variado e muitas vezes parece estar fragmentado. Podemos supor que essas massas ou glébulos, re-
presentam fagécitos cujos tamanho e aspecto dependerdo da quantidade de material fagocitado e do estado

de digestdo.
Vejamos o que diz a literatura a respeito da origem dos fagécitos.

Em 1910, Perez descreveu em Cualliphora erythrocephala a existéncia de fagocitos leucocitarios,
desempenhando papel importante na metamorfose. Nas primeiras horas da metamorfose eles atacam alguns
misculos, e em seguida englobam seus fragmentos; como conseqiiéncia os fagécitos se transformam em
“esférulas de grinulos”, termo este que Perez diz ter traduzido literalmente de uma citagdo de Weismann
(1864). Essas “esférulas de granulos™, se infiltram em seguida, por movimento amebdide para dentro dos
mais variados Orgdos. Perez ainda conclui que, no momento em que elas penetram em Orgaos imaginais
(hipoderme em particular, mdsculos, papilas retais, bainhas do ovo, dobras do papo ou do intestino poste-
rior), sua fungdo ¢é a de trazer substdncias nutritivas aos tecidos em prolifera¢do; ao contrario, no momento
em que a infiltracdo ocorre em 6rgdos larvais (glindulas salivares, traquéias, etc.), as esferas provocam sua
separacdo seguida de fagocitose.

Segundo Leloup (1974), as “esférulas de granulos” nos ovarios da Calliphora témum papel tréfico,
porém ele ndo exclui a possibilidade de uma intervengdo fagocitdria.

King (1970) descreveu em pupa de Drosophila de 36 horas (correspondente mais ou menos ao
décimo primeiro dia de Dermarobia) a existéncia de células amebdides, fagocitarias, no espago entre o ova-
riolo e a bainha epitelial e chamou-as de “células do limen”. Além dessas, outros fagdcitos maiores apare-

cem na cavidade extraovariolar por volta da 392 hora de pupa.

Em Dermatobia, observamos que as esférulas de grinulos comegam a aparecer por volta do décimo
primeiro dia de pupacdo, quando os ovarios estdo se juntando aos condutos genitais excretores, dado esse
que coincide, com as observagdes de Leloup (1974) para Calliphora, e de King (1970} para Drosophila, au-
mentam em numero durante o desenvolvimento ¢ desaparecem por volta do vigésimo quinto dia, quando
tem infcio a vitelogénese. Portanto a impressdo que tivemos é de que tomam parte ativa na “constru¢do”
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da gonada definitiva. Dessa maneira nosso ponto de vista sobre elas é um pouco diferente do de Leloup
(1974). Cremos que elas desempenham principalmente papel fagocitdrio e ocasionalmente tréfico.

Depois do estabelecimento dos ovariolos o evento mais importante ¢ seu proprio desenvolvimento.

De uma maneira bem sumdria, o que acontece em Drosophila, observada ao M.E. segundo King
(1970) é o seguinte:

19) No final da pré-pupa e inicio da pupa (que ocorre 24 horas ap0s o inicio da pupacio) as ovo-
gdnias encontram-se na porgdo superior dos ovariolos. Elas se dividem até que, uma das células filhas con-
tinua se comportando como a célula mie enquanto a outra se diferencia no cistoblasto; este, através de qua-
tro citocineses incompletas, forma um aglomerado de dezesseis células intercomunicantes denominadas cis-
tocistos. Essa por¢do apical do ovariolo é denominada germdrio e por volta da 363 hora de pupa, das dezes-
seis células existentes, duas denominadas pré-oocitos sdo distinguidas das outras catorze pela morfologia
nuclear; elas apresentam complexo sinaptonémico. O germdrio € envolto por uma bainha de células epite-
liais. Por volta da 393 hora (pouco mais de um tergo do periodo pupal) “brota” o primeiro foliculo, repre-
sentado pelas dezesseis células interconectadas, envoltas por uma camada de células baixas, foliculares; nesse
foliculo apenas uma célula continua como pro-odcito. Ao completar as 48 horas todo o ovariolo contém o
cisto germarial e dois foliculos. Nas 48 horas seguintes (Gltima metade do periodo pupal) outros foliculos
sdo produzidos de modo que ao nascer a mosca, cada ovariolo tem ao redor de trés a seis foliculos, todos

em fase de pré-vitelogénese.

20) A vitelogénese inicia-se no primeiro e se completa no segundo dia de adulto.

Em Caliiphora (cujo periodo pupal é de dez dias), Leloup (1974) diz que a formagao do germaério
comega ao redor do quarto dia de pupa (pouco mais de um ter¢o do periodo pupal) em uma descrigao se-
melhante a de King (1970) para Drosophila. No sexto dia refere que tem inicio a ovogénese, com as divisdes
das ovogonias até a produgdo das dezesseis células que constituirao o foliculo. Refere ainda ter encontrado
em pupa de oito dias, entre as dezesseis células de um foliculo junto ao pedicelo, duas com caracteristicas
pré-meidticas, também descritas por Naville (1932). Essas afirmagGes entretanto nio sdo ilustradas em seu
trabalho. Quanto aos limites celulares entre os elementos de um mesmo foliculo, Leloup diz que ndo conse-
gue distingui-los porém nio confirma e nem nega a existéncia das pontes celulares. A organizagdo completa
do foliculo em Calliphora ocorre um pouco antes do nascimento da imago e a vitelogénese também como
em Drosophila ocorre na fase adulta (Naville, 1932; Leloup, 1974).

Em Hipoderma, a partir do meio do 39 instar larval pode-se distinguir no dpice de cada ovariolo,
um gemario onde se esbogam os foliculos. Ao final do 39 instar o ovdrio jd apresenta as caracteristicas
de um ovirio meroistico bem diferenciado, com uma centena de ovariolos, cada um com oito a dez foli-
culos separados uns dos outros por um conjunto de células interfoliculares de origem mesodérmica. As ovO-
gonias, que no inicio da formagdo dos ovariolos conseguiram localizar-se sob o filamento terminal constitui-
3o as células maes dos futuros ovocitos. Em seguida cada ovogonia tendo sofrido trés divisGes sucessivas
origina oito pequenas células filhas idénticas a original. Envoltas por algumas células parietais constituem
pequenos foliculos dentro de um germdrio. No fim do 39 instar larval todos os foliculos estdo no mesmo
estagio evolutivo. Cada um apresenta sete trofocitos e um ovocito, este sempre em posi¢do basal. Os trofo-
citos sdo mais volumosos, micleo rico em cromatina e citoplasma abundante em RNA. O ovocito € muito
menor, com nicleo opticamente vazio. Ndo hd traco de nucléolo nem da rede cromatinica. O citoplasma ¢
pobre em RNA. Durante a pupagdo conclui a evolugdo dos foliculos, ocorrendo a vitelogénese ¢ a matura-
cdo dos ovocitos. No meio desse perfodo as células foliculares e interfoliculares secretam o cérion € o pe-
dinculo do ovo. Assim, desde o primeiro dia de imago a fémea est4 apta a postura (Boulard, 1967).

Em Dermatobia, observamos que o germério comega a se desenvolver a partir do décimo dia de
pupacdo; os folfculos a partir do décimo sétimo, quando um conjunto de célilas de nicleos grandes e cla-
ros vao sendo separados por feixes de células menores. Algumas dessas células v@o se tornando ciibicas ¢

envolvem as células de nucleos grandes, transformando-se nas células foliculares. A partir do vigésimo ter-
ceiro dia contamos dentro dos foliculos cerca de oito células, sendo uma menor, geralmente na porgdo infe-
rior do foliculo e outras sete com niuicleos em politenizagdo, sendo que desses, os dois mais proximos a célu-
la inferior sio maiores que os demais. Os citoplasmas dessas células sao fortemente baséfilos e se coram in-
tensamente pela pironina demonstrando que possuem grande quantidade de RNA.

Confrontando nossas observagdes em Dermatobia, quanto a caracteristica dos foliculos, com os
demais autores, percebe-se que sio concordantes com Boulard (1967}, que descreve o desenvolvimento em
Hipoderma, mas sdo discordantes de King (1970) e Leloup (1974) que descrevem o desenvolvimento em
Drosophila e Calliphora respectivamente. Acreditamos que o trabatho de King seja bastante cuidadoso e de
todos nos o mais completo, pois utilizou inclusive a microscopia eletronica. Podemos até aqui afirmar que
cada foliculo apresenta sete trofécitos e um ovocito, resultado de trés divisGes sucessivas e diferenciagdo a
partir de uma oogdnia. Nada impede que em trabalho posterior, utilizando a microscopia eletronica e apu-
rando a técnica, reformulemos nossas observagdes,

Também ne que diz respeito a vitelogénese, vé-se que enquanto eia se inicia apos o nascimento em
Drosophila e Calliphora, em Hipoderma, o fendmeno ocorre desde o inicio da pupagdo, e em Dermatobia,
nos ultimos dias de pupa.
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Desenvolvimento dos testiculos: a evolucdo morfolégica dessa gonada acontece de maneira bem
mais simples que a dos ovdrios. Cada testiculo possui apenas uma loja cheia de cistos espermatogoniais.

Nos primeiros dias apds a pupagdo ou seja, no periodo de pré-pupa, eles sdo levemente maiores
que os ovdrios demonstrando seu desenvolvimento precoce. Por volta do sétimo dia essa diferenca ainda
persiste. A partir do oitavo dia o ovario acelera seu crescimento ¢ por volta do décimo dia o tamanho das
gdnadas se iguala. Desse periodo até o final da pupagio o ovaro cresce fantasticamente enquanto o testicu-
io o faz lentamente, chegando ao momento do nascimento da imago com as dimensGes semelhantes as que
apresentava por volta do vigésimo dia de pupa; nesse periodo, o ovario triplica seu tamanho.

Q desenvolvimento precoce do testiculo observado em Dermatobia ¢ mais acentuado em Droso-
phila (Cooper, 1950), Calliphora (Leloup, 1974) e Hipoderma (Boulard, 1967).

A espermatogénese em Dermatobiz também ¢ precoce quando comparada a ovogénese. Assim no
quinto dia de pupa existem dois tipos de células goniais, as espermatogonias e os espermatéceitos. Por volta
do sétimo dia é grande o nimero de espermatocitos. Embora o desenvolvimento nao seja idéntico nos dife-
rentes espécimes estudados verificamos que a meiose deve-se iniciar a partir do sétimo dia de pupa prosse-
guindo gradativamente, chegando ao méximo por volta do décimo quarto dia.

Em pupas de vinte dias jd existem espermatozéides, o que faz supor que 2 espermiogénese deve ter
comegado pouco antes desse periodo. Esses resultados s3o semelhantes aos encontrados por Leloup (1974)
para Calliphora e Boulard (1967) para Hipoderma, nas quais a espermatogenese tem inicio nos primeiros
dias de pupa, para chegar a0 méximo na metade do periodo pupal, época em que s¢ inicia a espermiogeénese.

SUMMARY

Gonadal development of Dermatobia hominis during pupal period is described. Pupae developing
from larvae weighing above 650 mg turned into female flies whereas the ones from larvae weighing between
500 and 600mg turned into males (with plus or minus 5% of error). Up to the 8th day of pupation the
testes are larger than the ovaries; from that time on they decrease their speed of development and stop
growing between the 20th and 25th day. The spermatogenesis starts around the 7th day when there are
numerous spermatocytes. On the 10th day, the majority of testes show many spermatides; spermatozoides
appear around the 20th day. The spermiogenesis continues up to the end of the pupal phase, when the
whole testes is packed with spermatozoides. Males begin to emerge two days betore females. Ovarioles are
formed around the 8th day: on the 20th day folicules are individualized surrounded by folicular cells and
containing nurse cells with polytene nuclei and basophilic cytoplasm plus the smaller single ovocyte with
acidophilic cytoplasm and loose nucleus. The vitelogenesis starts around the 25th day, and is complete at
the time of the emergence of the imago. Connection of gonads with their somatic structures 1s accomplish-

ed around the 13th day of pupation,
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