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ABSTRACT. Post-embryonic development of Dermatobia hominis (Linnaeus Jr.)
(Diptera, Cuterebridae) foregut. Foregut in D. hominis (Linnaeus Jr., 1781) as the
majority of the larval Diptera somatic tissue, is made up of polytenic cells, and grows
at the expenses of the polytenization of its nuclei followed by the increase in size of
each cell. The oesophagus, of ectodermic origem, is interiorly covered by a chitinous
squamous epithelium that rests upon a very thin basal lamina. This sheet is surrounded
by thick muscle bundles. The oesophagus intussuscepts the midgut forming the cardia.
The cardia, with three epithelial layers: two internal ones, of ectodermal origin and
one external of endodermic origin. At the anterior portion of the cardia, between these
two types of epithelium, there is a cluster of small, non polytenic cells, forming the
imaginal disk of the foregut. Metamorphosis begins at the end of the larval period with
signs of nuclear degeneration of all the polytenic cells, as well as the increase in number
of the imaginal disk ones. The oesophagic portion intussuscepted into the cardia,
everts; its cells suffer apoptosis and are replaced by the new cells growing from the
imaginal disk. The external layer cells also degenerate and are pinched off into the
lumen of the very anterior portion of the midgut. The newly formed oesophagus
intussuscepts “de novo™ to form the two internal layers of the adult cardia. At the same
time the midgut regenerative cells grow anteriorly to form the new external layer of
the adult cardia.
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A biologia e o ciclo de vida de Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781), ha
muitas décadas vém sendo descritos (NEIVA & GOMES 1917; TOLEDO 1948; KOONE
& BANEGAS 1959; GUIMARAES & PAPAVERO 1966; BANEGAS et al. 1967; JOBSEN &
MOURIER 1972). Sua morfologia interna vem sendo estudada hd alguns anos (GREGO-
RIO et al. 1981, 1990a,b, 1992; LELLO ef al. 1984, 1985, 1987). Na fase larval, que
dura cerca de 30 dias, desenvolve-se como parasita subcutaneo de muitos vertebrados;
sendo essa a tnica fase em que esse inseto se alimenta, torna-se interessante conhecer
quais as modificagdes sofridas pelo tubo digestivo desde esse periodo até a idade
adulta. VIEIRA & LELLO (1996) descrevem o desenvolvimento anatdmico do tubo
digestivo de D. hominis onde diferenciam trés regides no intestino anterior (IA):
faringe, esdfago e cardia. Nesse trabalho serdo analisados os aspectos microscopicos
das mudangas anatomicas do esdfago e do cardia de D. hominis.
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MATERIAL E METODOS

Como hospedeiro das larvas de D. hominis foi utilizado gado pertencente a
fazenda Edgardia, Universidade Estadual Paulista (Botucatu, Sdo Paulo), que foi
deixado se infestar naturalmente e mantido sem qualquer tratamento contra miiases,
meses antes e durante a coleta. As larvas de segundo (L.2) e do terceiro (L3) instares
foram obtidas por compressdo manual dos nddulos aparentes nas superficies dos
animais. As L3 “maduras”, que caem espontaneamente para pupar no solo, foram
obtidas do mesmo gado, estabulado em recinto cujo chdo de cimento era coberto
com um ripado de madeira que protegia as larvas das patas do hospedeiro, sendo
coletadas sob o ripado. As pupas e adultos foram obtidos apos incubagéo destas L3
em caixa de plastico contendo uma camada de 6 mm de terra umida em estufa BOD
a26°C e 80% de U.R. O periodo pupal durou cerca de 30 dias e durante esse periodo
as pupas foram dissecadas diariamente. Algumas pupas foram deixadas desenvolver
para obtengdo da imago.

Larvas separadas conforme o instar ¢ o peso, as pupas ¢ os adultos recém-
emergidos foram dissecados sob estereomicroscopio em solugdo salina para insetos.
Apo6s a disseccdo, os tubos digestivos eram transferidos para a superficie de uma
lamina, distendidos e fixados em fixador MacDowell (paraformoldeido a 4% e
glutaraldeido a 1% em tampao fosfato 0,2M, pH 7,2). Os segmentos selecionados
do intestino anterior foram incluidos em resina basica (Historesin-Jung). Secgdes
com 2 pum de espessura foram obtidas em micrétomo Leica com navalha de vidro.
Parte das sec¢des foram coradas rotineiramente com HF (Hematoxilina de Harris a
5% e Floxina de Gill a 1%) parte, foram submetidas ao teste histoquimico de PAS,
com bloqueio pela acetilagdo e desbloqueio pela saponificagdo (MCMANUS &
CASON 1950) para detecgdo de polissacarideos neutros totais e digestdo pela diastase
para detec¢do de glicogénio, segundo LISON (1960). As fotografias foram obtidas
em fotomicroscopio Zeiss II.

RESULTADOS

Nas larvas, como caracteristica dos dipteros, a maioria dos tecidos soméaticos
sdo constituidos por células politénicas. O esdfago € revestido internamente, por
uma espessa cuticula que se cora de vermelho claro pela hematoxilina-floxina (HF).
Em sec¢do longitudinal, esta camada mostra-se com dobras, tornando irregular o
ltmen do es6fago. Em cortes transversais a luz aparece estrelada. A cuticularepousa
sobre uma camada epitelial pavimentosa, constituida por células basofilas cujas
superficies apicais se projetam para o lumen, com nucleos ovoides localizados
centralmente. Externamente o esofago € revestivo por uma parede muscular bem
desenvolvida constituida de feixes que correm circular e obliquamente, entrelagan-
do-se como as malhas de um cesto, os quais tornam-se longitudinais ao intusceptar
o cardia. Envolvendo todo esse conjunto, existe a tunica propria constituida de uma
camada lisa acelular, de cor résea clara quando corada pela HF. Em L2 ¢ em L3
com peso até 300 mg, as células musculares parecem nao sofrer alteragdo. Em L3
com peso maiores tornam-se progressivamente vacuolizadas. As células epiteliais
do esdfago, mantém as caracteristicas descritas anteriormente até L3 com peso ao
redor de 300 mg. Em larvas acima desse peso, essas células mostram regides
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acidéfilas no citoplasma, o epitélio torna-se progressivamente mais baixo. No adulto
o epitélio € constituido por células achatadas com nucleos intensamente basofilos.

As dobras epiteliais observadas nas larvas ndo existem no eséfago de adultos.
A camada quitinosa de revestimento do es6fago, assim como por¢oes do citoplasma
das células epiteliais apresentam reagdo PAS positiva, bloqueada pela diastase, pela
acetilagdo e revertida pela saponificagdo.

Cortes longitudinais e sagitais do cardia, em larvas, mostram as seguintes
camadas de dentro para fora: a luz da valvula que corresponde a luz do esofago
intusceptado limitada pela cuticula, camada epitelial interna de células pavimento-
sas, camada conjuntiva e muscular, camada recorrente de células colunares claras,
camada epitelial externa de células cubicas basofilas e camada muscular revestida
pela tanica propria.

As camadas epitelial interna mais a conjuntiva e muscular sdo as do esofago
intusceptado. A camada recorrente comega com a modificagao das células epiteliais
do esdfago que ao chegarem no inicio da luz do intestino médio, sofrem uma
inversdo de 180° e se dirigem novamente para a porgdo anterior do cardia, aumen-
tando gradualmente a altura, tornando-se colunares mais altas na por¢do central para
novamente diminuirem na porgdo anterior; o citoplasma dessas células é claro, de
aspecto vacuolizado e fracamente acidofilo. As células das camadas recorrente e
externa tém suas superficies apicais frente a frente e, em determinadas situagdes
pode-se verificar o espago entre elas que € denominado luz do cérdia. No ponto de
intuscepgdo do esofago, na porgdo anterior do cardia, as musculaturas esofagiana e
a que envolve externamente o céardia se encontram e penetram juntas. Ainda na
porg¢do apical do cardia pode-se notar uma seqiiéncia de células epiteliais menores
de citoplasma baséfilo e nicleos pequenos formando uma zona de transi¢do no
limite da camada recorrente com a epitelial externa— é o disco imaginal do intestino
anterior. A camada externa que corresponde ao epitélio do intestino médio (IM), é
constituida por células maiores na por¢éo anterior e intensamente baséfilas. No tergo
posterior, essas células, mostram regides acidéfilas no citoplasma apical. Nestes
estadios, a musculatura que reveste o cardia ¢ bem desenvolvida mostrando feixes
longitudinais correndo externamente e feixes circulares internamente (Figs 1-2).

As células altas e claras da camada recorrente, assim como as regioes
acidofilas da camada epitelial externa sdo altamente PAS positivas, bloqueadas
totalmente pelaacetilagdo e revertidas pela saponificagao; o tratamento com diastase
bloqueou parcialmente a reago.

No final do periodo larval e inicio da pupagdo, observam-se fragmentagao e
desdobramento dos cromossomos para a periferia dos nucleos, sinais de degenera-
¢do dos ntcleos das células, da camada epitelial interna. Concomitantemente
inicia-se a proliferagdo das células do anel imaginal; estas, 8 medida em que
aumentam de numero, provocam a eversio do tecido intusceptado. Tem-se portanto
durante esse periodo, em seqii€ncia e em dire¢do caudal, as células do es6fago larval
e as da camada recorrente sendo substituidas gradativamente pelo tecido do anel
imaginal que aparece em seguida; finalmente a camada externa do cardia em
degeneragdo. Ao redor do quarto dia de pupa¢do, a camada muscular externa assim
como a que foi extrovertida do esdfago sdo invadidas por fagécitos e mostram-se
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em degeneragdo. Ao mesmo tempo cresce, no IM, um tecido pupal, logo abaixo do
epitélio larval, com caracteristicas de tecido conjuntivo denso; esse tecido sustenta
as células epiteliais da larva que estdo sendo eliminadas para a luz do 6rgdo. Nao
ha sinal de fragmentagdo nuclear e/ou citoplasmatica dessas células. Abaixo desse
tecido desponta o epitélio imaginal. Esse epitélio, por volta do quinto dia, ji é bem
individualizado e cresce em dire¢do anterior refazendo a camada externa do cardia
(Fig. 3).

Ap6s encerrar a circunferéncia do cardia, as células imaginais, na superficie
anterior do mesmo, crescem em dire¢do ao seu eixo, obliterando a passagem entre
os intestinos anterior (IA) e médio (IM). Ao mesmo tempo, as células do disco
imaginal também crescem na dire¢do caudal e contribuem para constituir esse
bloqueio celular. Por volta do 15° dia de pupagdo, verifica-se o inicio da nova
intuscepgio do esdfago, que vai gradativamente formar o novo cérdia. E restabele-
cida a comunicagdo entre os [A e IM, porém ainda sdo observados aglomerados
celulares que formavam o tampao (Fig. 4)

Mais tarde, ao redor do 23° dia de pupagio, observa-se a progressdo da
intuscep¢do do esofago e o esbogo da nova camada recorrente. As células regene-
rativas do intestino médio, crescem e formam a nova camada externa do cardia; o
conjunto de células que fechava a comunicagdo com o intestino anterior involue.

No adulto recém-emergido, mal se distingue, anatomicamente a regido do
cérdia; ao corte histologico, apresenta as mesmas camadas das da larva, porém bem
menos desenvolvidas e ndo constituidas por células politénicas. No inicio do IM, ainda
se observa pequeno aglomerado de células que obstruiam a ligagdo entre IA e IM. A
musculatura estd totalmente recomposta, porém também menos desenvolvida que nas
larvas (Fig. 5). Todas as células epiteliais do cardia sdo negativas ao PAS.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

ROBERTSON (1936) em longo trabalho descrevendo a metamorfose de Droso-
phila melanogaster (Meigen, 1830) (Diptera, Drosophilidae) nfo faz referéncia ao
intestino anterior. GRAHAM-SMITH (1934), descrevendo o tubo digestivo de Callipho-
ra erythrocephala (Meigen, 1826) (Diptera, Calliphoridae) na fase adulta, refere que
a parede muscular do es6fago ¢ constituida por uma camada de feixes circulares. Sdo
da mesma opinido, Cox (1938) que descreveu adulto de Simulium nigroparvum
(Latreille, 1802) (Diptera, Simuliidae), CRAGG (1920) que descreveu adulto do género
Tabanus, OWSLEY (1946) que descreveu seis espécies adultos de dipteros da familia
Asilidae. Entretanto MEGAHED (1956) analisando adulto de Culicoides nubeculosus
(Meigen, 1830) (Diptera, Heleidae = Ceratopogonidae) descreve a parede muscular
esofagica contendo dupla camada de fibras musculares longitudinais internamente e
uma camada circular externa. As presentes observagdes em D. hominis sio mais
proximas as descritas pelos primeiros autores acima citados, isto €, encontrou-se
apenas uma camada muscular, cujos feixes correm circular e obliquamente ao 6rgio,
sendo bastante desenvolvida nas larvas e muito delicada nos adultos.

A denominagdo da estrutura limitante do esdéfago com o intestino médio,
foi no passado motivo de controvérsia entre os entomélogos. Uns a denominaram
proventriculo, enquanto outros deram-lhe o nome cdrdia. SNODGRASS (1935)
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Figs 1-2. Dermatobia hominis, corte longitudinal do cardia de L2 (50 mg), preparagao HF. (1)
Notar a intuscepgao do esdfago (es) e a membrana peritréfica (*) em diregéo ao intestino
meédio (IM); (c) camada conjuntiva interna; (L) luz do cardia; (n) nucleo; (R) camada recorrente;
(t) tunica propria; (v) vactolos; (seta grossa) disco imaginal; (seta fina) camada muscular do
esofago intusceptado; (cabega de seta) musculatura longitudinal; barra= 30 pm. (2) Detalhe
mostrando o conjunto de células mitéticas do disco imaginal (setas grossas); (n) nucleo de
células politénicas; (seta fina) feixes musculares do eséfago; barra= 20 pm.
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deixa claro que o proventriculo ¢ a regido final do estomodeo e que em alguns
insetos essa por¢do pode apresentar simplesmente um estreitamento terminal do
estomodeo que se invagina mais ou menos para a por¢do anterior do meséntero,
formando a vélvula cardiaca. Ja nos insetos que se alimentam de material sélido,
ela se torna bem diferenciada, apresentando muitas vezes em sua parede interna,
placas ou dentes cuticulares; essa regido antecede a porgado final do estomodeo
que penetra o meséntero em forma de funil para ai formar a véalvula cardiaca. Os
insetos sugadores, comumente ndo apresentam proventriculo, mas sim a valvula
cardiaca. SNODGRASS (1935) afirma que nos Diptera, o que muitos autores
referem como proventriculo, € a por¢do anterior do ventriculo, ou cardia. MILLER
(1950), analisando a morfologia interna do adulto de D. melanogaster, utiliza
essa terminologia, descrevendo o cardia como uma modificagdo sacular da parede
do ventriculo que cobre a valvula estomodeal (ou cardiaca) formada pela invagi-
nacdo do esofago posterior. A descrigdo de MILLER (1950) deixa claro que o
cardia tem portanto, origem dupla: ectodermal e endodermal. A sua descri¢do
microscopica assemelha-se ao que observou-se em larvas e adultos de D. hominis,
embora nas primeiras exista a seqtiéncia de células que forma o anel imaginal,
obviamente ndo presente no adulto. Assim, discorda-se de SNODGRASS (1935) de
que o cardia nos Diptera, representa apenas a por¢do anterior do ventriculo e
concorda-se com MILLER (1950) de que ¢ uma estrutura mais complexa, formada
pela intuscepg¢do e modificagdo do esofago (origem ectodérmica) e recoberta por
células modificadas da porg¢do anterior do intestino médio (origem endodérmica).
BODENSTEIN (1950) descrevendo o desenvolvimento pds-embriondrio de D.
melanogaster, embora chamando o cardia de proventriculo, demonstra a presenga
do anel imaginal; a descrigdo microscopica que faz dessa estrutura na larva,
mesmo que pouco detalhada, ¢ muito semelhante a que se encontrou para D.
hominis.

RizKI (1956) faz descri¢do idéntica do cardia em larva de D. melanogaster
e investigando a atividade secretora dessa regido, através de coloragdes citoqui-
micas, conclui que amembrana peritréfica (MP) € secretada por um anel de quatro
células grandes, pertencentes ao epitélio de origem endodermal. Afirma que essas
células e a membrana peritrofica ddo intensa reagdo ao PAS mesmo apds digestdo
pela amilase, o que ndo ocorre com as demais células do 6rgdo. LEHANE (1976)
estudou a formagdo da MP em adultos de Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758)
utilizando métodos histoquimicos e ultra-estruturais e concluiu que ela tem cinco
camadas, todas produzidas pelas células de origem endodérmica do cardia. KING
(1988) descreve aspectos Opticos e ultra-estruturais do cardia de adultos de D.
melanogaster. As descrigdes Opticas sdo semelhantes aquelas que sdo descritas
para larvas de D. hominis, faltando obviamente o anel imaginal. O cardia, nos
adultos de D. hominis, conforme verificou-se ¢ bastante rudimentar e ndo apre-
senta a MP. No adulto de D. melanogaster, KING (1988) descreve a membrana
peritréfica, sendo composta por quatro camadas, secretadas por diferentes células
de origem endodermal do cérdia; ele também questiona a possibilidade de a
primeira camada ndo ser apenas prensada pelas células do intestino anterior mas,
poder ser secretada por elas. Tanto RizKI (1956) como KING (1988) discutem a
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Figs 3-5. Corte longitudinal do tubo digestivo na regido do cardia (ca) de Dermatobia hominis,
preparagéo HF. (3) No quinto dia de pupagao; células larvais do eséfago (es) sendo substitu-
idas; camada recorrente do cardia (R) ja substituida por células imaginais; células da camada
externa (EX) do cardia em degeneragao; células imaginais da camada externa do futuro cardia
(seta); (IM) intestino médio; (cabega de seta) tecido denso pupal; barra= 100 um. (4) Em pupas
de 15 dias; notar aglomerado celular que fechava a comunicagao entre o IA e o IM (seta vazia);
futuras camadas recorrente (R) e externa (EX) do cardia; (L) luz do cardia; (V) vacuolos no
epitélio do IM; barra= 50 pm. (5) Em adulto recém-emergido; notar restos do aglomerado
celular que obstruiu a comunicagao entre o IA e o IM (seta vazia); camadas recorrente (R) e
externa (EX) do cardia; (L) luz do cardia; (es) eséfago; (IM) intestino médio; barra= 50 uym.
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presen¢a de material PAS+ nas células supostamente secretoras da MP. RISKI
(1956) afirma que embora todas as células de origem endodérmica do ter¢o
superior do cardia reajam positivamente ao PAS, apos a digestdo pela amilase,
apenas as quatro grandes, que formam o anel, continuam fortemente positivas o
que levou-o a concluir que a secre¢do das mesmas sdo as precursoras imediatas
dos polissacarideos quitinosos da MP. KING (1988) mostra a presenga de material
PAS+ nas células da camada recorrente, assim como também foi observado nas
larvas de D. hominis. O autor supra citado apesar de demonstrar morfologicamen-
te a produgdo das camadas II, ITI e IV da MP pelas células de trés zonas diferentes
da camada de origem endodérmica do cardia, afirma que pode apenas sugerir que
tal processo assim ocorra e que, principalmente a camada I pode ser produzida
pelas células de origem ectodérmica, da camada recorrente. Juntando as observa-
¢oes de R1zKI (1956) e de KING (1988) e as apresentadas aqui, pode-se supor que
tanto as células de origem endodérmica como ectodérmica devem colaborar na
formagao da MP de D. hominis, pois as células endodérmicas pela sua intensa
basofilia, devem produzir muita proteina; como a MP ¢é formada de proteinas,
quitina, outras glicosaminoglicanas e proteoglicanas, as primeiras poderiam ser
secretadas pelas células de origem endodérmica e as demais pelas células da
camada recorrente.

Como referido, o cardia de D. hominis s6 é bem desenvolvido na fase
larval. Nos adultos ele é rudimentar embora apresente as mesmas camadas
observadas nas larvas e pré-pupas. Durante a metamorfose as transformagdes
pelas quais passam o cardia de D. hominis sdo muito rapidas e muito complexas.
Enquanto em uma pré-pupa de dois dias, a estrutura mantém as caracteristicas da
larva, mostrando apenas indicios de desestruturacio nuclear nas células dos trés
folhetos, no quarto dia ja aconteceu o total desdobramento das camadas interna
e recorrente. Concomitantemente vai acontecendo a “lise” das células das trés
camadas e a substitui¢do das mesmas pelas células imaginais. Assim, ao final da
metamorfose as camadas epitelial interna e recorrente do cérdia sdo resultados da
multiplicagdo e diferenciacdo das células do anel imaginal existentes na larva
apos sofrerem apoptose. Conclui-se que essas células sofreram apoptose, por
terem sofrido primeiro a fragmentagdo cromossémica, nuclear e citoplasmatica,
sendo os fragmentos, em seguida, fagocitados, eventos morfoldgicos esses que
caracterizam a apoptose. A camada externa ¢ originada da multiplicagdo das
células regenerativas da por¢do anterior do intestino médio apds sofrerem morte
programada ndo compativel com apoptose.

Dermatobia hominis, pertence ao grupo de dipteros muscoides que ndo se
alimentam na forma adulta. SINGH & JUDD (1966) mostram que outros dipteros
de forma ndo alimentada, como Cephenemyia apicata (Bennett & Sabrosky,
1962) (Oestridae), Cuterebra latifrons (Coquillett, 1898) (Cuterebridae) e Hipo-
derma lineatun (De Villers, 1789) (Oestridae = Hypodermatidae), apresentam
também na fase adulta, o cardia muito pouco desenvolvido, chegando a afirmar
que H. lineatum ndo apresenta células secretoras nessa regido. Como observou-se
em adultos de D. hominis, a estrutura celular da regido do cdrdia, também parece
nao secretora.
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