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RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo foi realizar bioensaios para avaliação da toxicidade da 

hidrametilnona, (solubilizada em acetona, com e sem óleo de soja) para operárias de Atta 

sexdens rubropilosa, bem como a análise morfológica dos órgãos dissecados dessa espécie de 

formiga, cujos indivíduos foram coletados em momentos específicos dos bioensaios de 

toxicidade. Por meio da análise morfológica, verificou-se o efeito toxicológico do composto 

químico nas glândulas pós-faríngeas, no ventrículo (intestino médio) e nos túbulos de 

Malpighi das formigas e, adicionalmente, foi possível correlacionar esses dados morfológicos 

com os dados da taxa de sobrevivência obtida nos bioensaios. O experimento com a 

hidrametilnona, solubilizada em uma mistura de acetona e óleo, indicaram uma via alternativa 

de ingestão do princípio ativo das iscas formicidas devido ao fato do óleo atuar como um 

coadjuvante, confirmando estudos prévios que sugerem a ação da glândula pós-faríngea na 

metabolização dos lipídios ingeridos. Dessa forma, o óleo presente na solução de 

hidrametilnona poderia estar envolvido no carregamento indireto da hidrametilnona para a 

glândula e, consequentemente, a diminuição da concentração desse princípio ativo no lúmen 

intestinal. Isto explicaria o menor grau de degeneração tecidual observada no intestino das 

formigas tratadas com hidrametilnona solubilizada em uma solução de acetona e óleo, em 

comparação com formigas tratadas com hidrametilnona solubilizada somente em acetona. Os 

controles com adição da acetona não apresentaram diferença significativa na porcentagem de 

sobrevivência em relação ao grupo testemunha e este solvente não interferiu na morfo-

fisiologia das células. Os dados obtidos foram importantes para a melhor compreensão do 

efeito toxicológico da hidrametilnona nestes indivíduos. 

 

 

Palavras-chave: Formigas, Saúva-limão, Morfologia celular, Histologia, Iscas formicidas. 
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1-INTRODUÇÃO 

 

As formigas são os insetos com o maior número de indivíduos do planeta, ocupando 

quase todos os ambientes terrestres, com exceção dos pólos. Um dos fatos que explicam este 

sucesso é a adaptação das formas imaturas a nichos ecológicos diferentes das formas adultas, 

o que impede a competição por alimento (TERRA, 1991). 

Os gêneros Atta e Acromyrmex constituem o grupo das formigas cortadeiras por 

possuírem o hábito de cortar e transportar fragmentos vegetais diversos, flores e sementes 

para seus ninhos subterrâneos (DELLA LUCIA et al., 1993). De um modo geral estas 

formigas são consideradas benéficas quando em equilíbrio ecológico, pois podam a vegetação 

estimulando o crescimento de algumas plantas, auxiliam na decomposição de matéria vegetal, 

e ainda reviram, arejam e adubam o solo (HAINES, 1978). Formigas da tribo Attini, ao 

consumir a polpa das sementes caídas no chão das florestas, facilitam a germinação, que 

devido à ação antrópica, perderam seus dispersores naturais (GUIMARÃES et al., 2002). 

Porém, quando ocorrem em ambientes alterados pela atividade humana seja pela 

expansão e desenvolvimento da agricultura ou mesmo pela urbanização, as formigas 

cortadeiras podem se tornar pragas causando elevados prejuízos econômicos (HERNÄNDEZ; 

JAFFE, 1995 apud MARINI, 2003). As atividades humanas provocaram a devastação de 

grandes áreas de matas e com isto diversas espécies de plantas que serviam de alimento ou 

abrigo para muitos animais, como os insetos, foram extintas. Com o empobrecimento do solo, 

os inimigos naturais foram reduzidos, o que causou uma proliferação intensa de pragas como 

as formigas cortadeiras (ANJOS; DELLA LUCIA; MAYHÉ-NUNES, 1998). O gênero Atta 

sexdens, é um dos poucos que conseguem se adaptar a áreas alteradas (SOUZA, 2005). Estas 

formigas são capazes de causar um intenso desfolhamento e destruir grandes áreas cultivadas, 

prejudicando a agricultura e a silvicultura. O fato das formigas cortadeiras cortarem parte dos 

vegetais representa prejuízos não só pela competição com o homem e seus animais 

domésticos (AMANTE, 1972), mas também pela preferência desses insetos por plantas 

cultivadas (CHERRETT, 1968), como citros, eucalipto, pastagens e cana-de-açúcar 
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(NAGAMOTO, 2003). Elas atacam florestas em todos os estágios, e quando não controladas 

impedem a sobrevivência de qualquer tipo de planta (ANJOS; DELLA LUCIA; MAYHÉ-

NUNES, 1998). Além disso, esse efeito negativo pode ser causado, indiretamente, devido a 

grande quantidade de agrotóxicos utilizada para o controle desta praga. 

Esse último fator revela a importância das pesquisas voltadas para o combate de tais 

pragas. Vários métodos culturais, biológicos e químicos têm sido estudados para o controle 

das formigas cortadeiras, no entanto os métodos químicos são mais frequentemente utilizados, 

sendo o produto químico tóxico aplicado diretamente nos ninhos, nas formulações pó, líquida 

ou líquidos nebulizáveis, ou apresentado na forma de iscas granuladas, aplicadas nas 

proximidades das colônias (BOARETTO; FORTI, 1997). O emprego de iscas granuladas é 

considerado vantajoso, pois oferecem maior segurança ao operador, dispensam mão-de-obra e 

equipamentos especializados e permitem o tratamento de formigueiros em locais de difícil 

acesso (LOECK; NAKANO, 1984).  

O que dificulta o combate é a facilidade do estabelecimento da colônia e desta de se 

tornar estável (WEBER, 1982). Muitos estudos toxicológicos são realizados com inseticidas, 

os quais podem ser químicos ou de origem vegetal, com o intuito de buscar alternativas que 

causem o menor dano ambiental e interfira o menos possível no equilíbrio natural dos 

ecossistemas e/ou agroecossistemas (SILVEIRA, 2002).  

Os inseticidas atuam nas formigas como inibidores, bloqueadores, moduladores ou 

indutores de “sítios” específicos de enzimas, receptores, canais protéicos ou membranas 

(HEBLING et al., 1999). Segundo Nagamoto (1998), a eficiência das iscas formicidas 

depende, em geral e fundamentalmente, do fato de possuírem um princípio ativo adequado e 

a técnica de aplicação usada ser a correta. Este princípio ativo deve conter várias 

características que possibilitem que a estrutura social e os mecanismos de defesa destes 

insetos sejam incapazes de impedir a intoxicação de toda ou, pelo menos, da maior parte da 

colônia. Dentre estas características pode-se citar: não apresentar efeito repelente, agir 

mesmo que em baixas concentrações, ter ação acumulativa por ingestão e apresentar baixa 

toxicidade em mamíferos (BUENO; CAMPOS-FARINHA, 1999). Mas o requisito mais 

importante que um ingrediente ativo deve atender é o fato de ter ação retardada, isto é, a 

substância tóxica tem de causar mortalidade menor de 15% das operárias nas primeiras 24 

horas após a aplicação e maior que 90% no fim do teste (STRINGER et al., 1964). 

 A hidrametilnona é um destes compostos químicos que possuem ação retardada 

(NAGAMOTO, 1998). Ela atua inibindo o sistema de transporte de elétrons, o que bloqueia a 

produção de ATP e causa uma diminuição no consumo de oxigênio pela mitocôndria. A 
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interrupção do metabolismo e subseqüente perda de ATP resultam em uma toxicidade lenta 

para os indivíduos tratados com este composto (BLOOMQUIST, 2008). 

Para o controle de insetos-praga, óleos vegetais também têm sido empregados, 

principalmente em estoques de grãos armazenados infestados por besouros ou “brocas” 

(OBENG-OFORI, 1995). Óleos minerais ou vegetais tem sido utilizados em muitos testes 

como aditivos de pesticidas ou como sinergistas (HESLER; PLAPP, 1986). Segundo 

Chapman (1967) o uso do óleo no controle destes insetos oferece como vantagens o fato 

destes organismos serem menos resistentes aos óleos; não são nocivos à saúde humana e são 

economicamente mais viáveis e mais fáceis de serem obtidos do que os inseticidas 

comercializados. Schoonhoven (1978) verificou também que quando estes óleos são aplicados 

em grãos armazenados, não prejudicam a germinação da semente. Além do mais, a toxidade 

do inseticida é acentuada quando o produto químico é aplicado com óleo, pois o óleo aumenta 

o contato do inseticida com a cutícula, dissolve a cera epicuticular e com isso facilita a 

passagem do inseticida, além de promover a desorganização da matriz protéica interna da 

cutícula (MATSUMURA, 1975). 

Apesar de haver vários trabalhos realizados avaliando a atividade tóxica de compostos 

químicos e naturais sobre várias espécies de formigas, poucos estão voltados para o estudo 

das alterações morfológicas nos órgãos desses insetos (SUMIDA, 2007). Há somente um 

trabalho na literatura sobre alterações citoplasmáticas e nucleares nas células dos túbulos de 

Malpighi e do ventrículo de formigas submetidas à bioensaios de toxicidade (SUMIDA et al., 

2010). O ventrículo e o túbulo de Malpighi são órgãos relacionados, respectivamente, com a 

absorção e a excreção de compostos químicos. A análise morfológica dessas estruturas pode 

revelar alterações ultra-estruturais induzidas por agentes tóxicos (BRAECKAMAN et al., 

1999; SOROUR, 2001). Segundo Sumida (2007), o composto químico absorvido pelo 

intestino e não excretado adequadamente pelos túbulos de Malpighi pode permanecer na 

hemolinfa e, indiretamente, atuar em glândulas, que absorvem os precursores dos produtos 

glandulares a partir da hemolinfa. As glândulas pós-faríngeas, exclusivas dos Formicidae, 

realizam intensa síntese dos produtos glandulares, cujas funções são variadas, e podem 

também apresentar alterações morfológicas induzidas pela presença de agentes tóxicos na 

hemolinfa. 
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2-OBJETIVOS 

 

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a toxicidade da hidrametilnona para 

Atta sexdens rubropilosa, em bioensaios de ingestão, e através de análises morfológicas 

verificar o local de ação do inseticida. Para tal, foram analisados o ventrículo, os túbulos de 

Malpighi e as glândulas pós-faríngeas de operárias adultas desta espécie de formiga. 
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3-REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

O ingrediente ativo hidrametilnona (C25H24F6N4), ao ser incorporado em um 

tratamento para o estudo da análise de toxicidade, provoca a inibição do consumo de oxigênio 

nas mitocôndrias, atuando no transporte de elétrons nas cristas mitocondriais e 

conseqüentemente interferindo na produção de ATP do organismo. Com a perda da produção 

de quantidades adequadas de ATP, ocorre uma toxidade lenta que vai debilitando o 

metabolismo celular e, gradativamente, os órgãos e sistemas do inseto, fazendo com que este 

composto químico apresente ação retardada (BLOOMQUIST, 2008). 

Sintomas como dificuldade de locomoção, tremores nas pernas, descontrole motor 

(BUENO, 2005), pernas traseiras paralisadas (NAGAMOTO, 1998) e indivíduos vivos em 

decúbito lateral (TAKAHASHI-DEL-BIANCO, 2002) podem ser observados em formigas 

submetidas aos bioensaios cuja dieta teve a incorporação de hidrametilnona. 

Segundo Hollingshaus, a hidrametilnona é um composto relativamente não tóxico ao 

contato cuticular. No entanto, devido aos constantes atos de limpeza coletiva das formigas, 

ocorre intoxicação, provavelmente, pela ingestão da hidrametilnona facilitada pela presença 

do óleo de soja utilizado como coadjuvante (BUENO, 2005). A hidrametilnona é solúvel em 

vários solventes orgânicos. Porém, sua solubilidade diminui em solventes como o metanol, o 

etanol e o isopropanol. Este composto também apresenta baixa solubilidade em água 

(JACOB, 2002). É importante ressaltar que este ingrediente ativo degrada-se rapidamente à 

luz solar, sendo este um fato que pode influenciar negativamente à sua atividade formicida 

(NAGAMOTO, 1998). 

Existem poucos dados na literatura, até o momento, sobre a ação dos ingredientes 

ativos das iscas formicidas nos órgãos das formigas (SUMIDA, 2007). Presume-se que esses 

compostos químicos podem, inicialmente, desencadear um alto nível de estresse nas células 

dos órgãos afetados e, posteriormente, promover a indução do processo de morte celular que 

reflete em grande parte o seu grau de toxicidade. A morte das células, nos órgãos-alvos dos 

compostos químicos, pode ocorrer de duas maneiras: morte celular programada (apoptose 
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e/ou morte celular autofágica) ou por necrose (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004). Estes tipos de 

morte celular podem ser controlados por processos fisiológicos (como no caso da autofagia e 

da apoptose) ou não (necrose). 

Embora existam muitos estudos dos processos de morte celular, nem sempre é 

possível determinar o tipo exato que ocorre em um tecido ou órgão (CLARKE, 1990; 

ZAKERI et al., 1995). Isto porque muitas das características que definem o tipo de morte 

celular se sobrepõem nos tecidos de insetos e, adicionalmente, diferentes compostos químicos 

podem desencadear diferentes vias sinalizadoras intracelulares indutoras de morte celular, o 

que refletirá alterações morfológicas distintas. 

Nos invertebrados, a caracterização e a classificação dos processos de morte celular 

são mais complexas que nos vertebrados (FURQUIM, 2007). Poucos trabalhos analisam os 

tipos de morte celular em insetos decorrentes de contaminação por agentes tóxicos. Sorour 

(2001) avaliou as alterações ultra-estruturais nos túbulos de Malpighi do inseto Lethocerus 

niloticum causadas pela poluição do lago, onde o mesmo foi coletado. Os resultados desse 

trabalho permitiram a determinação do impacto dos poluentes nas células do túbulo de 

Malpighi desse inseto. Gregorc e Bowen (1998) mostraram que a quantidade de células em 

degeneração, no intestino médio de larvas de Apis mellifera, aumenta durante a infestação 

pelo Bacillus larvae, sugerindo que em situações patológicas o índice de morte celular 

aumenta. Esta porcentagem de morte celular também aumenta nas glândulas de seda de larvas 

tratadas com acaricidas comumente utilizados nos apiários comerciais (SILVA-ZACARIN; 

GREGORC; SILVA DE MORAES, 2006). Cintra (2001) descreveu características 

semelhantes no epitélio do intestino médio das abelhas adultas A. mellifera, tratadas com dieta 

contendo 0,5% de astilbina. 

 

3.1-Sistema digestório 

 

O Sistema digestório das formigas adultas é semelhante ao encontrado em outros 

insetos e está dividido em 3 regiões: intestino anterior (estomodeo), intestino médio 

(ventrículo) e intestino posterior (proctodeo). Os intestinos anterior e posterior têm origem 

ectodérmica e o intestino médio, endodérmica. Tais regiões podem apresentar-se anatômica 

ou fisiologicamente modificadas de acordo com a função específica e, particularmente quanto 

aos hábitos alimentares desenvolvidos por cada espécie de inseto (CAETANO, 1984; 

CAETANO; CRUZ-LANDIM, 1983; CHAPMAN, 1975; JANET, 1902; RICHARD; 
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DAVIES, 1977; ROSS, 1965; SNODGRASS, 1935; TOMOTAKE, 1996; 

WIGGLESWORTH, 1974). O trato digestório encontra-se entre músculos corporais e túbulos 

traqueais e é inervado por nervos motores do sistema nervoso central e do sistema nervoso 

estomogástrico que, juntos, controlam os movimentos do intestino e a passagem do alimento 

(CHAPMAN, 1975; DUPORTE, 1959; JANET, 1902; SNODGRASS, 1935; 

WIGGLESWORTH, 1974). 

Neste trabalho, o enfoque voltou-se para o intestino médio, pois ele corresponde ao 

estômago propriamente dito (TOMOTAKE, 1996). Sendo assim, é a parte responsável pela 

absorção dos produtos da digestão, entre outras funções (CAVALCANTE, 1999 apud 

SUMIDA, 2007). Segundo Caetano (1977), esta região é a que apresenta maior variação 

histológica do trato digestivo. Seu epitélio inicia-se em continuação ao da válvula cardíaca 

onde, então, terminam as partes de origem endodérmica ou estomodeal e inicia-se a parte de 

origem endodérmica. Esta transição constitui uma zona especial, a que alguns autores 

atribuem a função de formar a membrana peritrófica, nos insetos que a possuem (CAETANO, 

1981). Esta membrana contém quitina e protege as células epiteliais contra atritos do alimento 

(principalmente do tipo sólido), contra microrganismos presentes no trato digestivo, regula o 

fluxo de enzimas da célula para a luz do ventrículo e regula os produtos digestivos no 

caminho inverso (CHAPMAN, 1975, 1985; RICHARDS; RICHARDS, 1977; SMITH,1968; 

WIGGLESWORTH, 1974). Ela também pode compartimentalizar o lúmen do intestino médio 

em duas regiões, a ectoperitrófica (onde ocorre a digestão intermediária que contém o 

alimento não digerido) e a endoperitrófica em contato com o epitélio (onde ocorre a fase da 

digestão inicial). A finalização da digestão ocorre nas células do intestino médio (TERRA, 

1988). 

Basicamente, o ventrículo possui dois tipos de células, as digestivas e as regenerativas. 

Estas últimas podem ser encontradas isoladas ou reunidas em pequenos grupos ou ninhos de 

células diminutas junto à membrana basal do ventrículo. As células regenerativas possuem o 

papel de repor as células do intestino médio, que têm uma vida limitada, substituindo células 

velhas ou com danos funcionais (MARTOJA; BALLAN-DUFRANÇAIS, 1984). Por sua vez, 

as células digestivas são em grande número e muito longas constituindo o epitélio ventricular 

(CAETANO, 1977). Tais células formam uma única camada composta basicamente de células 

colunares funcionais que podem ser denominadas também de células principais ou 

enterócitos. Realizam múltiplas funções durante o ciclo de vida, tais como secreção de 

enzimas, de glicoproteínas, da membrana peritrófica, absorção e armazenamento de produtos 

orgânicos e inorgânicos (MARTOJA; BALLAN-DUFRANÇAIS, 1984). 
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Três regiões na célula colunar podem ser reconhecidas morfologicamente do ápice até 

a base: a apical, a mediana e a basal. As organelas presentes nas células colunares são o 

retículo endoplasmático rugoso, os lisossomos, além de grânulos de secreção, vesículas de 

micropinocitose e microfilamentos procedidos de microvilosidades do citoesqueleto formando 

uma rede terminal de actina. (CRUZ-LANDIM, 1985). Algumas estruturas lisossomais 

aparecem em abundância, consistindo de corpos densos e vacúolos heterofágicos em 

quantidade variável (PRIESTER, 1971). Na região basal, as mitocôndrias estão 

freqüentemente ligadas a dobras da membrana plasmática, indicando possível envolvimento 

com transporte de água e íons (CAVALCANTE, 1999 apud SUMIDA, 2007). As dobras da 

membrana plasmática basal constituem um compartimento extracelular permitindo um acesso 

restrito à hemolinfa. Como há diferenças de concentração de solutos nas células deste 

compartimento, gera-se um gradiente osmótico entre este e o lúmen que acarretará na 

absorção de água (RIBEIRO; FERREIRA; TERRA, 1990). 

As células colunares frequentemente apresentam grânulos com organização lamelar 

concêntrica, principalmente na parte posterior do intestino médio (CAVALCANTE, 1999 

apud SUMIDA, 2007). Na maioria dos casos, os grânulos parecem ocorrer em todo o 

ventrículo e, estão presentes nos túbulos de Malpighi de A. S. rubropilosa (MARTINELI, 

1998). Os grânulos, também podem ser chamados de grânulos mineralizados (MARTINELLI, 

1998), inclusões vesiculares (MARTOJA; BALLAN-DUFRANÇAIS, 1984), esferocristais 

minerais (CAETANO; CRUZ-LANDIM, 1983), esferocristais (OLAVARRIETA, 2000), 

entre outros. Eles contêm um acúmulo de vários elementos, como cálcio, cobre e ferro 

(CHAPMAN, 1985). Estas estruturas podem estocar e absorver íons (BILLINGSLEY; 

DOWNE, 1989) para serem lançados dentro do conteúdo do intestino e, depois de um período 

de acúmulo, podem esvaziar ou podem aparentemente desaparecer como uma conseqüência 

dos conteúdos estarem serem utilizados depois de um período temporário de estocagem 

(CHAPMAN, 1985). 

Segundo um estudo de Jesus (2006) com formigas urbanas, os alimentos contendo 

substâncias hidrossolúveis percorrem a cavidade infrabucal, o papo e o ventrículo. Por outro 

lado, os alimentos contendo substâncias lipídicas, percorrem um sentido diferente: a cavidade 

infrabucal, as glândulas pós-faríngeas e o papo, mas não o ventrículo. 

 

 

 

 



 16 

3.2-Sistema excretor  

 

 Os túbulos de Malpighi são os principais órgãos excretores dos insetos. Eles são 

responsáveis por manter, no animal, um meio interno ionicamente constante, com a finalidade 

de tornar mais eficiente as atividades celulares. Assim excretam amônia, ácido úrico e outros 

catabólitos, além de vários íons, como potássio, cálcio, entre outros (MARTINELLI, 1998). 

Além disso, são capazes de segregar substâncias presentes no sangue e reabsorver 

componentes úteis ao organismo (CAETANO, 1988; CHAPMAN, 1975; GILLOTT, 1980; 

MELLO, 1979; WIGGLESWORTH, 1974). 

Em insetos, a osmorregulação e a excreção ocorrem em duas etapas: na primeira a 

urina é produzida pelos túbulos de Malpighi, quando estes removem os resíduos do 

metabolismo celular. Este fluído é lançado para o trato digestivo e acumula-se no reto. Então 

o produto da remoção dos túbulos de Malpighi e as fezes, passam por um processo de 

reabsorção da água e de alguns íons importantes, além de aminoácidos. A remoção destas 

substâncias é feita pelas papilas retais (CAETANO, 1981; GILLOTT, 1980; SMITH, 1968), 

que são estruturas semelhantes a pequenas almofadas presas na parede do reto (CAETANO, 

JAFFÉ; ZARA, 2002). 

Estes túbulos estão associados entre a região de inserção do ventrículo e do intestino 

posterior e se apresentam como filamentos simples, delgados e longos, de fundo cego, com a 

extremidade distal livre na hemocele (CAETANO, 1988), com exceção do gênero Solenopsis 

(lava-pés), onde a extremidade distal fica aderida à parede do reto (CAETANO, JAFFÉ; 

ZARA, 2002). O número de túbulos pode variar de uma espécie de inseto para outra: em 

Orthoptera chega a mais de 200 túbulos; em Thysanoptera apenas quatro túbulos e em 

coccídeos também ocorre em pequena quantidade (BRADLEY, 1985). Nos afídeos 

(Homoptera), Collembola e alguns Thysanura, os túbulos de Malpighi são ausentes. 

(BARNES, 1990; CHAPMAN, 1975; GILLOTT, 1980; GULLAN; CRANSTON, 2000; 

ROEDER, 1953). 

O epitélio da parede dos túbulos lembra o do intestino médio (BARNES, 1990). Seu 

lúmen encontra-se revestido por uma única camada de células epiteliais. Transversalmente, se 

apresentam como anéis formados de três a oito células, dependendo da espécie (CAETANO, 

1981; CAETANO; MACHADO 1982; CHAPMAN 1975; MARTINELLI; TABOGA, 1993). 

Em algumas espécies, como em formigas, são dotados de fibras musculares, dispostas 

helicoidalmente, que aumentam o contato da hemocele com a hemolinfa e cuja função mais 
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provável é promover o fluxo do conteúdo do lúmen (CAETANO, JAFFÉ; ZARA, 2002). As 

células epiteliais que constituem estes túbulos estão unidas por junção do tipo gap 

(MARTOJA; BALLAN-DUFRANÇAIS, 1984). No entanto, podem ocorrer outras estruturas 

de adesão como desmossomos (O`DONNELL et al., 1985 apud MARTINELLI, 1998). Além 

da função aderente das junções, elas também podem permitir a passagem das moléculas de 

peso molecular variável, desde a hemolinfa até o lúmen dos túbulos (BRADLEY, 1985). 

Na região basal das células dos túbulos estão presentes, numerosas invaginações da 

membrana plasmática que estão ligadas à lâmina basal por contatos focais (MARTINELLI, 

1998). Elas aumentam a superfície de contato da membrana plasmática para o transporte de 

íons e água para o interior das células. Já na região apical existem microvilosidades alongadas 

que aumentam a superfície de transporte de água e íons entre o citoplasma e o lúmen. Ambas 

podem estar associadas às mitocôndrias, fato que indica alta demanda energética para o 

transporte de substâncias entre a hemolinfa e o lúmen dos túbulos (BRADLEY, 1985; 

MARTOJA; BALLAN - DUFRANÇAIS, 1984). 

Em formigas, os túbulos de Malpighi mostram–se bastante uniformes. Apresentam 

uma única camada de células cúbicas ou piramidais, porém Smith (1968) constatou que existe 

diferença nos detalhes estruturais das células em espécies diferentes e também ao longo de um 

único túbulo. Martinelli (1998) observou, por meio de testes histoquímicos, que os túbulos de 

A. s. rubropilosa são divididos em três regiões: a proximal, a distal e a intermediária. A 

primeira apresenta aspectos ultra-estruturais relacionados à síntese protéica intensa, 

representada por inúmeras organelas, tais como complexos de Golgi e porções de retículo 

endoplasmático rugoso extremamente desenvolvidas, bem como grande quantidade de 

ribossomos livres. Esta região apresenta um grande acúmulo de cálcio e ausência de grânulos 

mineralizados. Já a distal, apresenta características típicas de células transportadoras de íons, 

com grande quantidade de mitocôndrias distribuídas na célula, além de grande quantidade de 

grânulos mineralizados. Por último, a região intermediária apresenta características 

intermediárias das duas primeiras regiões citadas. Sendo assim, a região proximal apresenta 

células com características secretoras (de proteínas ou substâncias lipídicas) 

(OLAVARRIETA, 2000) e a distal, excretoras. Existem evidências de que pode ocorrer 

reabsorção na região proximal dos túbulos (WIGGLESWORTH, 1974). 

Quanto à origem embriológica dos túbulos de Malpighi, a opinião dos pesquisadores 

varia, sendo que para Mohamed (1986) eles são de origem ectodérmica, enquanto que para 

Chapman (1975) e Tsai (1993) a origem é endodérmica. 
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3.3-Glândulas pós-faríngeas 

 

As formigas apresentam um par de glândulas pós-faríngeas que se localizam 

dorsalmente na transição entre a faringe e o esôfago (CAETANO, 1998; HÖLLDOBLER; 

WILSON,1990;). Elas são de origem ectodérmica e formam-se durante o desenvolvimento 

pós-embrionário a partir de duas evaginações dorsais do epitélio faringeal (GAMA, 1985; 

JANET, 1905). 

Em A. s. rubropilosa, as glândulas pós-faríngeas apresentam basicamente a mesma 

constituição anatômica e ultramorfológica tanto para as rainhas como para as operárias, sendo 

maiores nas primeiras (BUENO, 2005). Segundo Almeida-Toledo (1967), elas constam de 

dois cachos de lobos ramificados, os quais terminam em uma estrutura sacular que se estreita 

num canal levemente quitinizado que desemboca na parte inicial do intestino anterior. Esse 

mesmo autor descreveu que os lobos são achatados e se espalham na região frontal do 

cérebro, ficando entre este e a tampa quitinosa da cabeça. As paredes dos lobos são formadas 

por um epitélio simples de células, as quais podem se encontrar achatadas ou cilíndricas com 

reentrâncias entre elas, o que confere um aspecto ondulado (BUENO, 2005). O núcleo é 

distinto e grande, enquanto que o citoplasma, por sua vez, é rico em organelas, contém 

vesículas e possui granulações que se coram pela Hematoxilina de Heidenhain e Azan 

(ALMEIDA-TOLEDO, 1967). Segundo Bueno (2005) há uma cutícula que reveste o lúmen 

na face interna, a qual pode ser divida em três partes: a) epicutícula fina e elétron-densa; b) 

exocutícula fibrilar e c) endocutícula elétron-lúcida e adjacente às células epiteliais, como 

descrita nas glândulas de Dinoptera quadríceps (BILLEN; SCHOETERS, 1996). 

As funções dessas glândulas são passíveis de discussão. Para alguns autores 

(MARKIN, 1970 apud VANDER MEER; GLANCEY; LOFGREN, 1982) elas seriam 

responsáveis pela alimentação das larvas. Já para Caetano, Jaffé e Zara (2002), a glândula 

pós-faríngea funcionaria como um divertículo do trato digestório. No entanto, para 

Zylberberg, Jeantet e Delage-Darchen (1974), Peregrine, Mudd e Cherrett (1973), Delage-

Darchen (1976), Vinson, Phillips e Willians (1980) e Vander Meer, Glancey e Lofgren (1982) 

as glândulas teriam função de cecos cefálicos ou gástricos.  

Outras informações afirmam que o composto presente na glândula é espécie-específico 

e é sintetizado pela rainha (VANDER MEER apud VANDER MEER; GLANCEY; 

LOFGREN, 1982). Soroker e colaboradores (1994) estudaram essas glândulas em 

Cataglyphis niger e atribuíram a elas a função de mistura de hidrocarbonetos exógenos e 
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endógenos, obtidos durante a trofalaxia, criando um odor característico da colônia, o que seria 

importante para a identidade química dos membros da colônia. Delage-Darchen (1976), 

Thompson et al. (1981) e Attygale, Billen e Morgan (1985) chegaram a conclusões parecidas 

ao sugerir que o conteúdo glandular é importante na organização da colônia e na 

determinação de castas, devido também ao hábito de trofalaxia.  

Para Ayre (1963) a presença de nematóides parasitas da Família Mermithidae 

(CAETANO et al., 1990; FALCO, 1992; HÖLLDOBLER; WILSON, 1990) no lúmen da 

glândula seria indício da existência de um material alimentar completo, o qual seria 

regurgitado para os demais membros da colônia. Ele afirma que o conteúdo da glândula pode 

ser um tipo de reserva alimentar para operárias e larvas, mas não deve estar associado à 

digestão. Em testes enzimáticos com glândulas pós-faríngeas de Acromyrmex octospinosus, 

Febvay e Kermarrec (1986) detectaram somente a presença de α-glucosidase e esterase. Para 

estes autores a determinação da baixa atividade destas enzimas sugere que elas não serviriam 

para função digestiva nessas formigas também. 

No entanto, outros autores (DELAGE, 1968; FORBES; MACFARLANE, 1961) 

creditam às glândulas pós-faríngeas a digestão de gorduras ingeridas, por apresentarem 

enzimas digestivas no lúmen, principalmente lipases. É comum encontrar no lúmen destas 

glândulas um líquido de aspecto oleoso amarelado. Sua origem estaria ligada diretamente à 

ingestão de lipídeos provenientes da alimentação (PEREGRINE; MUDD; CHERRET, 1973; 

VINSON; PHILLIPS; WILLIANS, 1980). Caetano (1998) observou as células glandulares 

repletas de retículo liso e de gotas de lipídio e sugeriu que estas devem representar ou 

participar da composição do complemento nutricional absorvido pela glândula, fundamental 

para a sobrevivência do indivíduo.  

Estudos toxicológicos com A. s. rubropilosa (SUMIDA, 2007) indicaram uma 

possível via alternativa de ingestão do princípio ativo de iscas formicidas contendo óleo de 

soja como veículo, confirmando estudos prévios (BUENO, 2005) que sugerem a ação da 

glândula pós-faríngea na metabolização dos lipídios. A presença dessas glândulas em A. s. 

rubropilosa seria a explicação para a capacidade destas formigas de separarem seletivamente 

compostos lipídicos dos não lipídicos na porção final da faringe. Assim, se a quantidade de 

lipídio ingerido for grande e o sistema não conseguir armazenar, o excesso se desloca para o 

papo, mas sem atingir o ventrículo. Quando há redução do estoque ocorre o retorno pelo 

esôfago que atinge o lúmen da glândula (BUENO, 2005). 
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3.4-Morte celular  

 

Os processos de morte celular são importantes para o desenvolvimento e para a 

homeostase dos seres vivos. As células de um organismo podem morrer acidentalmente, por 

traumatismo ou doença, ou ainda por um processo fisiológico normal (SILVA DE MORAES, 

1998). A morte acidental é chamada de necrose pelos patologistas e a que faz parte de um 

processo fisiológico normal de desenvolvimento de organismos multicelulares é denominada 

morte celular programada (LOCKSHIN; WILLIANS, 1964). 

Para que a necrose ocorra não é necessária a ativação de genes. Este processo ocorre 

devido à exposição a substâncias tóxicas, microrganismos, entre outras causas, que promovem 

uma resposta inflamatória nos tecidos vizinhos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). As 

células em necrose perdem o controle de seu balanço iônico, ganham água, apresentando-se 

inchadas. A função das mitocôndrias fica comprometida, o que gera queda de ATP, e 

consequentemente queda na produção de proteínas. Nos núcleos ocorre aumento da acidose, 

levando a uma precipitação picnótica da cromatina, sem marginalização da mesma. As células 

necróticas se rompem e lançam seu conteúdo no meio extracelular, produzindo a inflamação. 

(BOWEN; BOWEN, 1990; BOWEN; BOWEN; JONES, 1998). 

Ao contrário da necrose, na apoptose, um dos tipos de morte celular programada, a 

célula se mantém intacta, e os brotamentos destacados do citoplasma (corpos apoptóticos) 

também são delimitados pela membrana celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). Os 

corpos apoptóticos são fagocitados e digeridos por mecanismos lisossomais. (BURSCH et al., 

1985). Segundo Bowen e Bowen (1998), na apoptose as células se condensam por perda de 

água. A produção de energia é mantida e algumas vezes pode ocorrer síntese de novos RNAm 

e proteínas. O núcleo se dilata e a membrana nuclear forma blebs (“borbulhas”) com 

marginalização cromatínica. Com isto, há formação de fragmentos de cromatina sob a 

influência de endonucleases, que são enzimas que clivam o DNA em regiões 

internucleossômicas. 

Conforme Bowen e Bowen (1990), a apoptose seria um processo dependente de ATP, 

por isso as bombas de íons da membrana plasmática continuariam funcionando. No entanto, 

na fase final da apoptose, após a formação dos corpos apoptóticos, seria observado a queda de 

ATP e da atividade da ATPase, com conseqüente perda da integridade da membrana 

plasmática. 
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Em insetos, a identificação de morte celular programada não é tão simples como em 

mamíferos. Geralmente, a apoptose está correlacionada com o aumento da atividade 

lisossomal (HALABY; ZAKERI; LOCKSHIN, 1994; SILVA-ZACARIN et al., 2007a), mas 

características nucleares típicas de apoptose também podem ser visualizadas em glândulas de 

seda de Apis mellifera (SILVA-ZACARIN; TABOGA; SILVA DE MORAES, 2007b). As 

mitocôndrias, o retículo endoplasmático e o aparelho golgiano, aparecem morfologicamente 

normais, pelo menos durante os estágios iniciais da apoptose. Entretanto, a dilatação do 

retículo endoplasmático tem sido notada, também, em estágios iniciais (HÄCKER, 2000). 

Características descritas inicialmente como necrose por Wyllie (1981), tais com os edemas 

citoplasmáticos, degradação das organelas, vacuolização do citoplasma e a ruptura da 

membrana plasmática, atualmente são caracterizadas como eventos comuns durante a morte 

celular programada em insetos (HÄCKER, 2000). Já a fragmentação do DNA que é 

considerada a principal característica da apoptose clássica, nem sempre está presente 

(HÄCKER, 2000). Um exemplo é o que ocorre com as glândulas de seda de Apis mellifera, 

onde há a fragmentação do DNA precedendo a histólise glandular (SILVA-ZACARIN, et al., 

2007b). No entanto, pode ocorrer síntese de DNA na morte celular programada em insetos, ao 

invés de fragmentação (BOWEN; MORGAN; MULLARKEY, 1993).  

Um outro tipo de morte celular programada é a autofágica. Esta é caracterizada 

principalmente pelo aumento do nível da atividade de hidrolases ácidas (fosfatase ácida) e 

também pelo surgimento de extensos e numerosos vacúolos autofágicos, o que causa, 

conseqüentemente, a destruição da célula (LOCKSHIN; ZAKERI, 1996; ZAKERI et al., 

1995). Pode ocorrer também colapso nuclear tardio (BOWEN; MORGAN; MULLARKEY, 

1993; LOCKSHIN; ZAKERI, 1996; ZAKERI et al., 1995). Além disso, pode-se observar 

uma dilatação de organelas, tais como as mitocôndrias e o retículo endoplasmático 

(CLARKE, 1990), mas não ocorre marginalização cromatínica. Este tipo de morte celular é 

bastante observado na metamorfose de insetos (JUHASZ, et al., 2003). 

Ressalta-se ainda que, embora a ativação de caspases (enzimas catabólicas que 

digerem outras proteínas) seja comumente descrita para apoptose, a morte celular programada 

autofágica é controlada por uma via independente de caspase (HÄCKER, 2000; LOCKSHIN; 

ZAKERI, 2004). Embora a maioria das células apoptóticas sejam caspase-dependentes, há 

relatos divergentes onde a morfologia da célula sofrendo apoptose não reflete a atividade das 

caspases (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004). 

Vários estímulos, como citocinas, isquemia, irradiação, patógenos, calor intenso, 

podem causar tanto a necrose quanto apoptose (PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; 
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GABAI, 2003). A apoptose pode iniciar–se com a autofagia, da mesma forma que a autofagia 

pode terminar em apoptose, e o bloqueio da atividade da caspase pode causar um defeito tanto 

na apoptose como na autofagia (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004). Esses dois processos, apesar 

de terem aspectos morfológicos distintos, têm várias características em comum, indicando 

possíveis sobreposições em sua regulação (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004). A morte celular 

autofágica é um processo fisiológico normal que diferentemente de outras situações, não 

termina antes do colapso celular e pode ser ativada tanto por homeostase quanto por atrofia 

(LOCKSHIN; ZAKERI, 2004).  
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4-MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1-Bioensaios 

 

Para a realização dos bioensaios foram utilizadas operárias médias de Atta sexdens 

rubropilosa coletadas de um ninho artificial mantido no Centro de Estudos de Insetos Sociais 

(CEIS), do Instituto de Biociências da UNESP de Rio Claro. As formigas foram distribuídas 

em grupos de 10 indivíduos em placas de Petri (10cm de diâmetro), as quais foram forradas 

com círculos de papel filtro, identificadas e mantidas em estufa para B.O.D. com temperatura 

de 25º C ± 1ºC e umidade relativa acima de 70%. Cada tratamento foi composto de 5 destas 

placas (50 formigas). 

Paralelamente, dois bioensaios foram montados: um para a avaliação da toxicidade e 

outro para a coleta de indivíduos para a análise morfológica. 

Para a alimentação das formigas isoladas do formigueiro, foi fornecida uma dieta 

artificial sólida composta por 5% de glicose, 1% de peptona de caseína, 0,1% de extrato de 

levedura e 1,5% de ágar bacteriológico, dissolvidos em 100 mL de água destilada, sendo tudo 

autoclavado a 120ºC e 1 atm por 15 minutos (BUENO et al., 1997). Ainda líquida essa dieta 

foi entornada em placas de Petri de vidro de 10 cm de diâmetro (previamente esterilizadas) e, 

após resfriamento e solidificação, as placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas em 

geladeira durante o período do experimento, para melhor conservação. Esta era a composição 

da dieta pura, utilizada no controle. Além deste, mais dois grupos controles foram 

estabelecidos: 

- Controle I: com adição de 0,3 mL de acetona em 30 mL de dieta pura; 

- Controle II: com a adição de uma solução de 0,3 mL de acetona + óleo de soja (9:1), em 30 

mL de dieta pura. 

 Tomou-se o cuidado de aguardar alguns momentos com as placas das dietas dos 

controles I e II abertas, afim de que a maior parte da acetona pudesse evaporar. 
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Para os grupos que receberam a dieta com o ingrediente ativo, os procedimentos foram 

basicamente os mesmos já descritos, com o diferencial da adição de 0,3 mL de uma solução 

de hidrametilnona em uma dose sabidamente subletal (BUENO, 2005), concentração de 200 

µg/mL, em 30 mL de dieta pura tendo como veículo a acetona e a mistura de acetona e óleo 

de soja.  

A bateria relativa à análise de toxicidade foi examinada diariamente, para anotação da 

mortalidade dos indivíduos, durante um período de 25 dias. Os dados obtidos foram 

comparados através do teste “log-rank”, software Graph-Pad, aplicativo Prisma 3.0. 

A manutenção dos bioensaios necessitou do uso de bandejas plásticas (de 55 cm x 45 

cm x 10 cm), com paredes revestidas com Teflon 30 (resina de fluoretileno) ou talco neutro 

para evitar fugas. Todo o experimento foi realizado com o máximo de assepsia, sendo as 

formigas e dietas manuseadas com auxílio de pinças e outros materiais esterilizados com 

álcool 70%.  As dietas foram fornecidas às formigas sobre pedaços de papel alumínio, para 

facilitar o descarte e diminuir riscos de contaminação das dietas de diferentes composições. 

 

4.2-Microscopia de luz e microscopia eletrônica de transmissão 

 

Do bioensaio montado com a finalidade de coletar indivíduos para análise morfológica 

dos órgãos foram coletadas operárias de A. s. rubropilosa, tanto dos grupos controles como 

dos grupos experimentais. As formigas alimentadas com as dietas contaminadas por 

hidrametilnona foram dissecadas no quinto dia de tratamento e, em seguida, foram dissecados 

os indivíduos dos grupos controles. A dissecação foi realizada rapidamente, à temperatura 

ambiente em solução salina 0,6%. As glândulas pós-faríngeas, os ventrículos e os túbulos de 

Malpighi foram fixados em paraformoldeído a 4%,em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,4) 

para análise em microscópio de luz, e em solução fixadora de glutaraldeído 1.5% e 

formaldeído 1.5% em tampão cocadilato de sódio 0.05M (pH 7.2), por 2 horas, a temperatura 

ambiente para análise em microscópio eletrônico de transmissão. 

 

4.2.1-Análise morfológica por microscopia de luz: 

 

Os órgãos dissecados para análise morfológica por microscopia de luz foram fixados 

em uma solução de paraformaldeído a 4% por 2h à temperatura ambiente e lavados em 
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tampão fosfato de sódio 0,1M (pH 7,4). Posteriormente, os órgãos foram desidratados em 

uma série crescente de álcoois (70% a 100%) e então, transferidos para a resina de embebição 

(overnight). Após essa etapa, os órgãos foram incluídos em historesina. 

Nos blocos de historesina obtidos, foram feitas secções histológicas de 6µm de 

espessura, as quais foram estendidas sobre lâminas de vidro e secas à temperatura ambiente. 

As secções foram coradas com Hematoxilina–Eosina, todas ao mesmo tempo, e montadas 

com Bálsamo do Canadá, observadas e fotodocumentadas em fotomicroscópio de luz (Zeiss). 

 

4.2.2-Análise morfológica por microscopia eletrônica de transmissão: 

 

Para a análise morfológica por microscopia eletrônica de transmissão, os órgãos 

dissecados foram fixados em solução de glutaraldeído 1.5% e formaldeído 1.5% em tampão 

cocadilato de sódio 0.05 M (pH 7.2), por 2 horas, à temperatura ambiente. As estruturas foram 

lavadas no tampão cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2) e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 

1%, no mesmo tampão da solução fixadora, por 2 horas, à temperatura ambiente. Em seguida, 

o material foi lavado novamente no tampão (duas vezes de 5 minutos cada), banhado em 

álcool 10% (por 15 min) e contrastado em acetato de uranila 0,5% (2 horas, à temperatura 

ambiente). Por fim, os órgãos foram desidratados em uma série de soluções de concentração 

crescente de acetona, embebido (em acetona + mais resina) e incluído em resina Epon-

Araldite. 

Todo o material incluído foi seccionado e os cortes semi-finos, com aproximadamente 

0,5µm de espessura foram corados com mistura de Azul de metileno 1% e Azur II 1% em 

solução de borax 1% para análise e seleção dos melhores blocos. As secções ultra-finas desses 

blocos foram recolhidas em grades de cobre e contrastadas com solução saturada de acetato de 

uranila 2% em álcool e citrato de chumbo 0,4%. As observações foram realizadas em um 

Microscópio Eletrônico de Transmissão Phillips CM 100 e documentadas em filme, no 

Laboratório de Microscopia Eletrônica do Departamento de Biologia da UNESP de Rio 

Claro-SP. 
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5-RESULTADOS 

 

5.1-Bioensaios 

 

O bioensaio de incorporação da hidrametilnona em dieta artificial oferecida às 

formigas revelou que não houve diferença significativa entre as medianas referentes ao tempo 

de sobrevivência das formigas tratadas com os três controles. Porém, comparando-se os 

controles com as dietas contaminadas observou-se uma diferença significativa na 

porcentagem de sobrevivência destes tratamentos. As tabelas seguintes mostram a taxa de 

mortalidade acumulada e a sobrevivência mediana no bioensaio tratado com hidrametilnona 

solubilizada em acetona (tabela 1) e na solução de acetona e óleo (tabela 2). 

 
 

Tabela 1: Mortalidade acumulada e sobrevivência mediana (Md) de operárias de Atta 

sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporação em dieta artificial com 

hidrametilnona (acetona), por 25 dias. 

 

% acumulada de mortalidade por dia 
Tratamento 

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 
Md * 

Controle Dieta Pura 1 5 6 1 4 1 1 0 0 0 12,0a 

Controle I (acetona) 4 9 2 1 1 3 1 0 1 0 11,5a 

Controle II (acetona+óleo) 2 6 4 1 3 1 2 0 0 3 13,5a 

Hidrametilnona (acetona) 6 8 3 3 9 3 0 - - - 7,0b 

* Letras distintas em relação ao controle indicam diferença significativa de acordo com o teste “log 

rank” (p< 0,05). 
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Tabela 2: Mortalidade acumulada e sobrevivência mediana (Md) de operárias de Atta 

sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporação em dieta artificial com 

hidrametilnona (acetona + óleo), por 25 dias. 

 

% acumulada de mortalidade por dia 
Tratamento 

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 
Md * 

Controle Dieta Pura 1 5 6 1 4 1 1 0 0 0 12,0a 

Controle I (acetona) 4 9 2 1 1 3 1 0 1 0 11,5a 

Controle II (acetona+óleo) 2 6 4 1 3 1 2 0 0 3 13,5a 

Hidrametilnona (acetona+óleo) 9 13 1 3 1 - - - - - 4,0b 

* Letras distintas em relação ao controle indicam diferença significativa de acordo com o teste “log 

rank” (p< 0,05). 

 

5.2-Análise morfológica  

 

Para garantir que o solvente utilizado não interferisse na taxa de mortalidade dos 

insetos tratados, testes preliminares foram realizados submetendo os órgãos dos três grupos 

controles a cortes histológicos e análises por microscopia de luz e microscopia eletrônica de 

transmissão. Mesmo naqueles em que a dieta artificial foi solubilizada em acetona e na 

solução de acetona e óleo se soja, não ocorreram alterações morfológicas, podendo se inferir 

que o solvente utilizado como veículo não causou nenhum efeito tóxico as estruturas 

analisadas. 

 

5.2.1-Análise morfológica por microscopia de luz 

 

5.2.1.1-Glândulas pós-faríngeas 

 

 As figuras 1A, 1B e 1C mostram as glândulas pós-faríngeas de formigas dos grupos 

controles. Observa-se o epitélio glandular lobulado e o lúmen (figura 1A). Os núcleos 

celulares estão intactos e é possível visualizar nucléolos típicos. É possível observar ainda a 

cutícula (figura 1B) e as características citoplasmáticas aparentam estar regulares (figura 1C). 
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No tratamento com hidrametilnona solubilizada em acetona, as células se 

apresentaram com morfologia típica, similar as do grupo controle (figura 1D). Os núcleos 

apresentam nucléolos evidentes e não há alterações citoplasmáticas significativas ao 

microscópio de luz (figuras 1E e 1F). 

 Com o a adição de acetona e óleo de soja no tratamento com hidrametilnona, 

observou-se um aumento considerável na espessura do epitélio glandular (comparação das 

figuras 1E e 1H). Em detalhe, pode-se visualizar, na figura 1I, grandes acúmulos de gotas 

lipídicas no citoplasma celular. Ocorrem núcleos picnóticos (figura 1G) e núcleos com 

cromatina marginalizada (figura 1H). Há ainda regiões citoplasmáticas contendo vacuolização 

(figura 1I). 

 

5.2.1.2-Intestino Médio (ventrículo) 

 

Na figura 2A observa-se o epitélio intestinal das formigas dos grupos controles 

evidenciando os ninhos de células regenerativas. É possível visualizar a grande quantidade de 

vesículas de secreção por todo o epitélio ventricular (figuras 2B e 2C) e em detalhe 

visualizam-se células digestivas do ventrículo com núcleos íntegros e evidência de nucléolos, 

além dos ninhos de células regenerativas que também se encontram com morfologia normal 

(figura 2D). 

Uma região do epitélio do ventrículo tratado com hidrametilnona e acetona é mostrada 

na figura 2E. Verifica-se uma mudança considerável no epitélio ventricular em relação ao 

grupo controle, devido a diminuição do número de vesículas de secreção. Há uma grande 

quantidade de vacuolização citoplasmática das células digestivas, além da picnose nuclear 

observada em algumas das células e há presença de halos pericromatínicos ao redor da 

cromatina compactada centralmente em alguns núcleos. 

Na figura 2G, observa-se uma porção do epitélio do ventrículo do grupo tratado com 

hidrametilnona solubilizada em acetona e óleo de soja. Comparando-se as figuras 2E e 2G 

com o grupo controle nota-se que no grupo experimental onde houve adição do óleo ao 

solvente, o epitélio ventricular apresenta uma grande quantidade de vesículas de secreção, 

assim como o controle. (figura 2G). Notam-se células digestivas com núcleos preservados e 

ninhos de células regenerativas íntegros. 
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5.2.1.3-Túbulos de Malpighi 

 

Um túbulo de Malpighi dos grupos controles está apresentado na figura 3A. Em cortes 

realizados próximos a região de inserção do ventrículo é possível observar um túbulo de 

Malpighi com núcleos intactos e nucléolos bem aparentes. Visualiza-se uma grande 

quantidade de grânulos mineralizados, além do lúmen. Também apresenta-se características 

citoplasmáticas típicas de tecidos preservados. 

Na figura 3B, é possível visualizar uma região do lúmen dos túbulos tratados com 

hidrametilnona solubilizada em acetona e óleo de soja. Estão presentes regiões com grande 

quantidade de grânulos mineralizados e núcleos semelhantes aos do grupo controle. 

Os túbulos das formigas submetidas ao tratamento do ingrediente ativo solubilizado 

em acetona aparecem nas figuras 3C e 3D. Foram observados vacuolizações citoplasmáticas 

evidentes ao microscópio de luz e núcleos picnóticos. Os grânulos de esferocristais aparentam 

estar em menor quantidade. 

 

5.2.2-Análise morfológica por microscopia eletrônica de transmissão 

 

Os resultados obtidos com microscopia eletrônica de transmissão reforçam os 

resultados obtidos com a microscopia de luz. Desta forma, serão descritos apenas as 

características ultraestruturais relevantes que adicionam informação aos resultados 

histológicos.  

 

5.2.2.1-Glândulas Pós-faríngeas 

 

Observam-se nas glândulas pós-faríngeas dos nos grupos controles, mitocôndrias com 

cristas mitocondriais definidas e polirribossomos livres (figura 4A). O núcleo apresentado 

aparenta integridade e seu nucléolo está evidente (figura 4B). Há ainda uma grande 

quantidade de vesículas de secreção, mostradas na figura 4C. 

Quanto às alterações induzidas pela hidrametilnona nas glândulas pós-faríngeas, os 

dados ultraestruturais revelaram que esta substância é bastante tóxica às glândulas. No grupo 

tratado com o princípio ativo solubilizado em acetona, o citoplasma apresentou-se 

desorganizado em algumas regiões (figura 4D). Na figura 4E um vacúolo autofágico é 
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observado, o que pode representar indício de morte celular, mas estes vacúolos também 

ocorrem naturalmente em tecidos não tratados com substâncias tóxicas. A mitocôndria 

apresentada aparenta ainda possuir cristas definidas e cisternas do retículo endoplasmático 

rugoso com ribossomos aderidos também foram visualizados. 

Drásticas alterações são observadas no grupo tratado com a hidrametilnona juntamente 

com a solução do solvente e óleo de soja. A característica mais marcante é a intensa 

vacuolização citoplasmática. (figuras 4F e 4H). As mitocôndrias dos insetos deste grupo 

experimental apresentam inchaço e não são mais visualizadas as suas cristas mitocondriais 

(figura 4F) e um núcleo começa a desenvolver invaginação do envoltório nuclear (figura 4H). 

Muitos núcleos depois de apresentarem as primeiras invaginações, adquirem forma totalmente 

irregular, o que precede a fragmentação dos mesmos. 

 Muitas gotas lipídicas são observadas na porção apical da glândula. (figura 4G) e uma 

vilosidade é mostrada englobando uma dessas gotas provenientes do óleo de soja fornecido 

nesta dieta experimental (figura 4I).  

 

5.2.2.2-Intestino Médio (ventrículo) 

 

A ingestão da dieta contaminada com hidrametilnona solubilizada somente em acetona 

causou alterações morfológicas consideráveis no epitélio do ventrículo das formigas (figuras 

5C e 5D). Observou-se a presença de vacúolos autofágicos, de núcleos picnóticos de células 

digestivas com intensa compactação cromatínica, alteração nuclear indicativa de apoptose, 

além de núcleos com cromatina marginalizada (figura 5C). Também foi observada uma 

diminuição na quantidade de microvilosidades (figura 5D) e foi possível visualizar grandes 

regiões citoplasmáticas vacuolizadas no epitélio ventricular (figura 5D). Esta característica 

citoplasmática de necrose, na qual ele se apresenta elétron-lúcido e degradado, não se 

apresenta nas células digestivas dos grupos controles (figura 5B).  

Na presença da acetona e do óleo de soja, a hidrametilnona também aparenta ter 

ocasionado uma diminuição na quantidade de microvilosidades. Porém, o fato de ser 

observado vesículas de secreção no citoplasma apical, indica que as células ainda não 

perderam sua atividade secretora (figura 5F). Na região basal do citoplasma, um núcleo 

similar aos apresentados pelos grupos controles (figura 5E) é apresentado. 
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5.2.2.3-Túbulos de Malpighi 

 

No grupo experimental submetido ao tratamento com hidrametilnona e acetona 

observou-se uma perda dos anéis de concreção dos grânulos mineralizados (figura 6C) em 

relação aos túbulos dos grupos controles (figura 6A). Próximo a lâmina basal ocorrem regiões 

citoplasmáticas vacuolizadas (figura 6D). A figura 6E mostra o detalhe de um núcleo que 

apresenta invaginações do envoltório nuclear.  

No que diz respeito às alterações causadas pelo tratamento do princípio ativo 

dissolvido em acetona e óleo, elas se restringiram a alterações nos grânulos mineralizados 

devido a uma perda dos anéis concêntricos (figura 6G). Na figura 6F é possível visualizar o 

retículo endoplasmático rugoso e mitocôndrias. As microvilosidades, assim como as 

apresentadas pelos túbulos de Malpighi dos grupos controles (figura 6B) estão íntegras. 
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5.3-Figuras 
 

Figura 1- Fotomicrografia das glândulas pós-faríngeas: 
 
- A, B e C: Grupo Controle – (1A): Glândula pós-faríngea de formigas do grupo controle, 
apresentando epitélio glandular (ep) normal, com núcleos intactos (N). As setas pretas 
apontam para os nucléolos. Barra = 25µm. (1B) e (1C): Em um aumento maior é possível 
visualizar núcleos (N), nucléolos (setas pretas), a cutícula (c) e o lúmen (Lu). Barra = 10µm 
em ambas. 
- D, E e F: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona) – (D) Na presença de 
hidrametilnona com acetona, aparecem células com morfologia típica, similar as do grupo 
controle. Barra = 25µm.. Em 1E e 1F os núcleos (N) apresentam-se sem alterações 
significativas ao microscópio de luz e os nucléolos estão evidentes (setas pretas). Barra = 
10µm em ambas. 
- G, H e I: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona+óleo) – Comparando 
as figuras 1E e 1H, observamos que houve um aumento considerável da espessura do epitélio 
(ep) das glândulas tratadas com a hidrametilnona com a solução de acetona e óleo. Em 1G 
observam-se núcleos picnóticos (p). Barra = 25µm. (1H) Além de alguns núcleos íntegros 
nota-se a presença de marginalização cromatínica. Barra = 10µm. (1I): Visualizam-se ainda 
acúmulos de gotas lipídicas (setas brancas) no citoplasma, além de regiões citoplasmáticas 
contendo vacuolização (vr). Barra = 10µm. 
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Figura 1 
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Figura 2- Fotomicrografia do intestino médio (ventrículo): 
 
- A, B, C e D: Grupo Controle – (2A) Pode-se observar o epitélio (ep) do ventrículo e a 
presença de ninhos de células regenerativas (setas pretas). Barra = 25µm. (2B) Em um maior 
aumento observam-se vesículas de secreção (S) e núcleos íntegros (N) no citoplasma apical 
das células digestivas. Barra = 10µm. Em 2C uma visão geral do epitélio ventricular também 
evidencia a grande quantidade de vesículas de secreção (S) e ainda nota-se uma região de um 
túbulo de Malpighi (TM). Barra = 10µm. (2D) Em detalhe observa-se uma célula digestiva 
(dc) e núcleos intactos (N). A seta preta aponta para um ninho de células regenerativas. Barra 
= 10µm. 
- E e F: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona) – (2E): No grupo 
tratado com hidrametilnona solubilizada em acetona verifica-se uma mudança considerável no 
epitélio ventricular devido a uma diminuição do número de vesículas de secreção (S). Além 
disso, núcleos picnóticos (p) também são observados. Barra = 25µm. (2F) Próximo a um 
túbulo de Malpighi (TM) observa-se a região citoplasmática apical do ventrículo com intensas 
vacuolizações (vr) no citoplasma das células digestivas. Núcleos picnóticos (p) estão 
evidentes e ocorre ainda a presença de halos pericromatínicos (setas brancas) ao redor da 
cromatina compactada centralmente em alguns núcleos. Barra = 10µm. 
- G e H: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona+óleo) – Comparando-se 
as visões gerais dos epitélios tratados com a hidrametilnona (2E e 2G) com os grupos 
controles (2A e 2C)), nota-se que no grupo experimental onde houve adição do óleo ao 
solvente, o epitélio ventricular apresenta uma grande quantidade de vesículas de secreção (S) 
assim como os do grupos controles. (2G) Barra = 25µm. (2H) Observam-se células digestivas 
(dc) com núcleos íntegros e ninhos de células regenerativas são apontados pelas setas pretas. 
Barra = 10µm. 
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Figura 2 
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Figura 3- Fotomicrografia dos túbulos de Malpighi:  
 
- A: Grupos controles – (A) Em cortes realizados próximos a região de inserção do 
ventrículo é possível observar um túbulo de Malpighi com núcleos (N) intactos e nucléolos 
aparentes (setas pretas). Visualiza-se uma grande quantidade de grânulos mineralizados (setas 
brancas), além do lúmen (Lu). Barra = 10µm. 
- B: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona+óleo) – (B): Os túbulos das 
formigas submetidas ao tratamento do ingrediente ativo solubilizado na solução de acetona e 
óleo apresentam-se semelhantes aos do grupo controle, com núcleos (N) típicos com 
nucléolos evidentes (seta preta), além de regiões com grânulos mineralizados em grande 
quantidade.  Barra = 10µm. 
- C e D: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona) – (C): Neste tratamento 
notam-se núcleos com picnose nuclear (p) e regiões citoplasmáticas vacuolizadas (vr). Barra 
= 25µm. (D) Em detalhe, com um aumento maior, observam-se regiões citoplasmáticas 
vacuolizadas (vr). Núcleos (N) similares aos do controle também estão presentes e os 
grânulos mineralizados (setas brancas) parecem estar em menor quantidade. Barra = 10µm. 
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Figura 3 
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Figura 4- Eletromicrografia de Glândula pós-faríngea: 
 
- A, B e C: Grupos controles – (4A): Observam-se mitocôdrias (Mi) com cristas definidas 
(setas pretas) de glândulas pós-faríngeas de formigas do grupo controle. Estão presentes 
vesículas (V) e poliribossomos (setas brancas) livres também. Barra = 0,6µm. (4B): Visão 
geral do epitélio secretor evidenciando uma célula revestida por cutícula (c) separada pelo 
espaço intercelular (seta branca). Está presente um núcleo (N) com nucéolo (n) e envoltório 
nuclear (ne) evidentes e regiões mais eletrondensas com heterocromatina (setas pretas). Barra 
= 5µm. (4C): Evidência da lâmina basal (BL) e uma região que apresenta uma grande 
quantidade de vesículas (V), além de mitocôndrias (Mi) e retículo endoplasmático rugoso 
(setas pretas). Barra = 2µm. 
- D e E: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona) – (4D) Neste grupo 
experimental, o núcleo (N) apresentado possui regiões heterocromáticas muito eletrondensas e 
o nucléolo está evidente (n). O citoplasma apresenta-se desorganizado (d) em algumas regiões 
e ainda é possível observar a cutícula (c), o lúmen (Lu) e a lâmina basal (BL). Barra = 4µm. 
(4E): Nota-se a presença de um vacúolo autofágico (vc), que pode ser indício de morte 
celular, mas também ocorre naturalmente em tecidos não tratados com substâncias tóxicas. 
Estão presentes uma mitocôndria (Mi) com cristas definidas (seta preta) e cisternas do retículo 
endoplasmático rugoso (RER) com ribossomos aderidos (setas brancas). Barra = 1µm. 
- F, G, H e I: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona+óleo) – (4F): No 
grupo tratado com ingrediente ativo solubilizado na solução de acetona e óleo de soja, 
observa-se o detalhe de duas mitocôndrias (Mi) inchadas com perda das cristas mitocondriais. 
Barra = 2,4µm. (4G): Visão geral mostrando um núcleo (N) e extensas regiões vacuolizadas 
(vr) no citoplasma. Nota-se grande quantidade de gotas lipídicas (setas brancas) presentes na 
porção apical da glândula. Barra = 28µm. (4H): Próximo à lâmina basal observam-se duas 
mitocôndrias (Mi) e um núcleo (N) que começa a apresentar invaginação (seta preta) do 
envoltório nuclear (ne). Observam-se ainda grandes regiões vacuolizadas (vr) no citoplasma. 
Barra = 5µm. (4I): Uma vilosidade (VL) da região apical é apresentada englobando gotas 
lipídicas (setas brancas) provenientes do óleo de soja adicionado neste tratamento. Barra = 
1,7µm.. 
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Figura 5- Eletromicrografia de Intestino Médio (ventrículo): 
 
- A e B: Grupos controles – (5A): No grupo controle visualiza-se o detalhe de um núcleo (N) 
com morfologia típica, próximo à lâmina basal (BL). Observa-se uma grande quantidade de 
poliribossomos livres (setas brancas) além de cisternas do retículo endoplasmático (RE). 
Barra = 4,8µm. (5B): Visão geral evidenciando um núcleo (N) com nucléolo evidente (n), 
vesículas (V) e uma grande quantidade de miclovilosidades (Mv). Barra = 10µm. 
- C e D: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona) – (5C): Observa-se um 
vacúolo autofágico (vc), um núcleo típico (N) com nucléolo (n) bem desenvolvido e um outro 
núcleo picnótico (P) mais elétron-denso. Barra = 4,8µm. (5D) Visão geral mostrando grandes 
áreas vacuolizadas (vr) no epitélio do ventrículo. As setas pretas indicam regiões onde houve 
diminuição de microvilosidades e a seta branca aponta para um núcleo com marginalização 
cromatínica. “P” indica um núcleo picnótico. Barra = 2,7µm. 
- E e F: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona+óleo) – (5E): Núcleo 
íntegro (N) e envoltório nuclear evidente (ne). Barra = 4,8µm. (5F): Porção apical, com 
detalhes das microvilosidades (Mi) que parecem ter diminuído de quantidade em algumas 
regiões. Estão presentes mais vesículas de secreção no grupo experimental com adição do 
óleo ao veículo. Barra = 12µm. 
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Figura 5 
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Figura 6- Eletromicrografia dos túbulos de Malpighi:  
 
- A e B: Grupos controles – (6A): Grânulos mineralizados (cabeças de setas pretas) são 
mostrados em diversas fases de desenvolvimento com indicação de seus anéis concêntricos 
(seta preta). Um núcleo (N) e seu envelope nuclear (ne) também são evidenciados. Barra = 
3,4µm. (6B): Notam-se muitas microvilosidades (Mv) e mitocôndrias (Mi). O lúmen (L) e um 
núcleo aparentemente íntegro (N) também são apontados. Barra = 6,8µm.  
- C, D e E: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona) – (6C): Detalhes de 
grânulos (cabeças de setas pretas) com perda de anéis concêntricos, os quais são visualizados 
em apenas um dos grânulos, apontados por uma seta preta. Barra = 2,3µm. (6D): Visão geral 
mostrando a lâmina basal (BL), grânulos de esferocristais (cabeças de setas pretas) sem anéis 
concêntricos e áreas citoplasmáticas vacuolizadas. Barra = 12,3µm. (6E): Detalhe de um 
núcleo (N) e seu nucléolo (n) e do envoltório nuclear que começa a sofrer invaginação (seta 
preta). Barra = 2,9µm. 
- F e G: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 µg/mL (acetona+óleo) – (6F): Ocorrem 
microvilosidades (Mv) aparentemente normais na figura, além de uma mitocôndria (Mi). Uma 
porção do retículo endoplasmático rugoso (setas brancas) também é visualizada. Barra = 
2,7µm. (6G): Visão geral de um túbulo indicando um núcleo (N) com regiões 
heterocromáticas e nucléolo evidente (n). Presença de grânulos mineralizados (cabeças de 
setas pretas), mas poucos anéis concêntricos são visualizados. Barra = 3,7µm. 
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6-DISCUSSÃO 

 

O resultado do bioensaio para a avaliação da toxicidade da hidrametilnona revelou que 

não houve diferença significativa entre as medianas dos controles (tabelas 1 e 2). Mesmo com 

a adição da acetona e da solução de acetona e óleo de soja na dieta pura, não houve um índice 

de mortalidade significativo em comparação com o grupo da dieta pura, revelando que tais 

solventes são adequados para a análise da ação do composto químico testado. 

As medianas dos tratamentos com hidrametilnona com acetona e com acetona e óleo 

mostraram ser significativamente diferentes das medianas dos três controles considerados 

(tabelas 1 e 2). Os resultados obtidos confirmam o trabalho de avaliação de toxicidade de 

Bueno (2005) que observou a diferença considerável das medianas do grupo testemunha e de 

tratamentos com diferentes concentrações de hidrametilnona. Assim, conclui-se que a 

hidrametilnona realmente possui o efeito retardado necessário para a eficiência de um 

ingrediente ativo de inseticida (STRINGER et al., 1964). Nota-se ainda que a adição do óleo 

ao solvente e à hidrametilnona tornou o ingrediente ativo mais eficaz, o que corrobora os 

estudos de Bueno (2005). 

Na análise histológica por meio da microscopia de luz, nos grupos tratados com o 

ingrediente ativo e acetona, as glândulas não apresentaram alterações morfológicas evidentes. 

No entanto, com a solubilização em acetona juntamente com o óleo, houve uma diferença 

notável na espessura do epitélio devido ao acúmulo de gotas lipídicas provavelmente 

provenientes do óleo adicionado à dieta, além de características indicativas de morte celular 

evidenciada pela presença de picnose nuclear (BOWEN; BOWEN, 1990; BOWEN; BOWEN; 

JONES, 1998), núcleos com marginalização cromatínica indicativos de apoptose (BOWEN; 

BOWEN; JONES, 1998), além de terem sido observadas regiões citoplasmáticas 

vacuolizadas. 

Os dados apresentados pela microscopia eletrônica de transmissão confirmam que 

houve um maior grau de degeneração das glândulas pós-faríngeas quando a hidrametilnona 

estava solubilizada em acetona e óleo de soja. As alterações mais evidentes são a intensa 

vacuolização citoplasmática e o inchaço de mitocôndrias que apresentaram ainda perda de 
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suas cristas. No entanto, o contrário foi observado em relação ao ventrículo, pois este órgão 

parece ser mais afetado quando o composto químico está solubilizado apenas em acetona. O 

fato da hidrametilnona com óleo não ter promovido drásticas alterações morfológicas no 

intestino e nos túbulos de Malpighi, pode ser devido ao fato da presença do óleo ter 

influenciado no transporte e no acúmulo destas substâncias na glândula pós-faríngea. 

Essa hipótese baseia-se no fato de que a glândula pós-faríngea está envolvida no 

metabolismo de lipídeos (BUENO, 2005) e é considerada por certos autores como um 

divertículo intestinal (CAETANO; JAFFÉ; ZARA, 2002). Dessa forma pode-se sugerir que a 

presença de óleo na dieta contaminada tenha promovido o transporte da maior parte do 

alimento para a glândula. Tal fato levaria à diminuição da quantidade de hidrametilnona a ser 

absorvida pelo intestino e posteriormente pelos túbulos de Malpighi, e conseqüentemente, 

diminuiria a concentração da mesma na hemolinfa reduzindo as possíveis alterações 

histológicas drásticas em determinados órgãos. No entanto, a quantidade de hidrametilnona 

presente na hemolinfa foi suficiente para aumentar a taxa de mortalidade das formigas, 

provavelmente por agir em órgãos vitais, tais como aqueles do sistema respiratório, 

circulatório e nervoso, os quais não foram avaliados histologicamente no presente estudo. 

Desta forma, a via de ingestão da hidrametilnona adicionada de óleo envolve a glândula pós-

faríngea. 

O papel desempenhado por essas glândulas de formigas é passível de discussão. Para 

Billen (1991), o retículo endoplasmático rugoso (RER) bem desenvolvido auxilia na produção 

de enzimas digestivas, o que pode ser um indicativo da função das glândulas pós-faríngeas em 

Atta sexdens rubropilosa, uma vez que são observados muitos RER dilatados. A presença 

dessas glândulas seria a explicação para a capacidade destas formigas de separarem 

seletivamente compostos lipídicos dos não lipídicos na porção final da faringe. Isto significa 

que se a quantidade de lipídio ingerido for grande e o sistema não conseguir armazenar, o 

excesso se desloca para o papo, mas sem atingir o ventrículo. Quando há redução do estoque 

ocorre o retorno pelo esôfago que atinge o lúmen da glândula (BUENO, 2005). Assim, essas 

glândulas em A. s. rubropilosa exercem a mesma função que a glândula de Solenopsis invicta, 

sendo supostamente capazes de absorver lipídios do alimento ingerido, não da hemolinfa, e 

digerir estes, intracelularmente, agindo como cecos cefálicos nestes organismos (VINSON; 

PHILLIPS; WILLIANS, 1980). 

No entanto, não se encontram grandes quantidades de lipídios disponíveis nas fontes 

alimentares de saúvas. Por isso, quando entram em contato com grande quantidade destas 
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biomoléculas, não possuem um limite de ingestão e como não têm mecanismos para eliminar o 

excesso, conseqüentemente acabam morrendo (BUENO, 2005).  

Quanto às alterações apresentadas pelo ventrículo, como já foi dito anteriormente, o 

intestino médio aparentemente foi mais afetado pela hidrametilnona tendo somente a acetona 

como veículo, do que com a adição do solvente junto com o óleo. É observada a picnose 

nuclear de células pela microscopia de luz, além da drástica diminuição da quantidade de 

vesículas de secreção no epitélio ventricular e a grande quantidade de vacuolização do 

citoplasma das células digestivas. Tais vacúolos podem ser reflexo de morte celular 

programada do tipo autofágica, o qual está bem descrito na literatura no processo degenerativo 

das glândulas de seda de pré- pupas de Apis (SILVA-ZACARIN; GREGORC; SILVA DE 

MORAES, 2006), Galleria mellonella (SENHAL; JANDA; NEMEC, 1983), Bombyx mori 

(AKAI, 1984) e no processo de degeneração de glândulas salivares de Diatraea saccharalis 

(VICTORIANO, 2002), Calliphora erythrocephala (LEVY;  BAUSTZ, 1985), Calliphora 

vomitoria (BOWEN; MORGAN; MULLARKEY, 1993) e Manduca sexta (LOCKSHIN; 

ZAKERI, 1994). 

Estes vacúolos comumente aparecem em tecidos de insetos sofrendo metamorfose 

(BEAULATON; LOCKSHIN, 1982) e no intestino de abelhas mais velhas (MELLO; VIDAL; 

VALDRIGHT, 1971). Também foram identificadas estruturas similares durante a fase 

degenerativa de glândulas de seda de larvas na fase pré-pupa (SILVA- ZACARIN et al., 

2007a), e nas glândulas salivares de outros insetos (JURAND; PAVAN, 1975; KLOETZEL; 

LAUFER, 1969; LOCKSHIN; ZACKERI, 1994; SILVA DE MORAES; CRUZ-LANDIM, 

1979). 

Em compensação, os núcleos do epitélio ventricular do tratamento experimental com 

adição de óleo não apresentaram picnose nuclear e nem marginalização cromatínica visíveis à 

microscopia de luz e a quantidade de vesículas de secreção é semelhante aos dos epitélios dos 

grupos controles. Ainda neste tratamento, foi observado ninhos de células regenerativas 

íntegros e pela análise da microscopia eletrônica houve uma aparente diminuição da 

quantidade de microvilosidades. Estudos descrevem a perda de microvilosidades na apoptose, 

como ocorreu nas glândulas de seda de Melipona quadrifasciata (SILVA DE MORAES; 

CRUZ-LANDIM, 1979). Embora a perda das microvilosidades descritas em células 

apoptóticas (HÄCKER, 2000) tenha sido observada na porção apical do intestino das 

formigas, o fato de serem observadas vesículas de secreção nesta região indica que a célula 

ainda não perdeu sua atividade secretora. A perda de microvilosidades poderia, também, estar 
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associada a um mecanismo de compensação celular em resposta ao estresse, como forma de 

diminuir a superfície de absorção do conteúdo alimentar contaminado. 

Sobre os resultados obtidos para os túbulos de Malpighi, assim como no ventrículo, o 

grupo de formigas tratado com o ingrediente ativo e o solvente, sem adição do óleo sofreu 

mais alterações morfológicas. Nos dados obtidos pela microscopia de luz, verificou-se 

novamente regiões citoplasmáticas vacuolizadas, além de núcleos picnóticos e uma aparente 

diminuição na quantidade de grânulos mineralizados em relação aos grupos controles e ao 

grupo submetido à ingestão da hidrametilnona, acetona e óleo, embora seja difícil quantificar 

estes grânulos. 

Com o acréscimo de óleo de soja não foram observadas vacúolos citoplasmáticos e 

nucleares, evidentes ao microscópio óptico, nas células dos túbulos de Malpighi. Os nucléolos 

e grânulos presentes se assemelham aqueles encontrados nos grupos controles. Isto seria 

explicado, pelo fato que o tratamento adicionado de óleo, seria carreado pela via alternativa da 

glândula pós-faríngea no trato digestório, o que diminuiria a concentração da hidrametilnona 

veiculada pela acetona juntamente com o óleo de soja no intestino e, conseqüentemente, nos 

túbulos.  

Por esta análise visual inicial, os grânulos mineralizados das células dos túbulos de 

Malpighi apresentaram o mesmo padrão de distribuição entre os grupos tratados e os grupos 

controles. Porém, os resultados de microscopia eletrônica de transmissão nos dois grupos de 

formigas tratadas com hidrametilnona evidenciaram perda de anéis concêntricos dos grânulos 

mineralizados dos túbulos de Malpighi. Como a grande quantidade e o grau de 

desenvolvimento dos grânulos mineralizados indicam que as células estão em alta atividade 

metabólica (OLAVARRIETA, 2000), os dados do presente trabalho sugerem então que, se as 

células do ventrículo e dos túbulos de Malpighi perderem a atividade, haverá uma tendência da 

concentração desses resíduos metabólicos serem reduzidas nos grânulos, o que pode 

representar um caminho para a degeneração completa ou um indicativo de início de morte 

celular. 

Segundo Caetano e Cruz-Landim (1983) os grânulos são constituídos de resíduos 

metabólicos de filtrados da hemolinfa e constituam materiais característicos não só dos 

túbulos de Malpighi, mas também de algumas células do epitélio do ventrículo. De acordo 

com esta hipótese, Cruz-Landim e Serrão (1997), em estudos químicos e morfológicos de 

concreções minerais no ventrículo de abelhas, sugeriram que a eliminação por extrusão 

apócrina do acúmulo das concreções minerais no ápice das células representa uma função 

excretora do intestino médio. 
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Estudos de Gouranton (1968) indicam que os grânulos mineralizados são produzidos 

em elementos do retículo endoplasmático rugoso (RER), começando com a condensação do 

material elétron-denso. As cisternas do retículo aumentam e perdem os ribossomos enquanto a 

fusão de pequenas inclusões aumenta o tamanho da concreção. O núcleo central do material 

torna-se envolto por camadas alternadas de material elétron-denso e translúcido. 

Freqüentemente o núcleo subseqüente torna-se menos denso, talvez indicando que algum 

material estocado é re-utilizado. As concreções podem tornar-se associadas com figuras 

mielínicas em estágios mais avançados e só uma tênue esfera de material elétron-denso pode 

permanecer. Em glândulas de seda de A. mellifera (SILVA–ZACARIN, 2007b) isto pode 

explicar o surgimento das lamelas concêntricas, consideradas como material degenerativo 

(CRUZ- LANDIM; SILVA DE MORAES, 1977). Tashiro, Morimoto e Matsumura (1968) 

também observaram as estruturas lamelares concêntricas em glândula de seda de Bombyx 

mori, enquanto Billen (1990) as encontrou nas glândulas de veneno de Myrmecia gulosa. Em 

Petrobius maritimus e em lagartas, as esferas podem derivar de corpos golgianos e, pelo 

menos no final, eles não tem associação com figuras mielínicas (FAIN-MAUREL; CASSIER; 

ALIBERT, 1973).  

De acordo com a análise dos resultados do presente trabalho, não há influência do 

solvente (acetona) nos resultados da análise morfológica. Outro fator a ser considerado seria a 

influência do óleo vegetal utilizado, pois poderia causar respostas variadas das formigas, desde 

alta atratividade até repelência (BOARETTO, 2000). Segundo Nagamoto (1998), os inseticidas 

para Solenopsis sp são formulados com óleo de soja, que neste caso serve como solvente e 

atrativo, enquanto que para Atta sexdens, este mesmo óleo quando impregnado em chumaços 

de algodão, determinou uma forte redução na atratividade, agindo inclusive, como repelente. 

Este mesmo autor explica que essa repelência se deve às forças de coesão que tendem a fazer o 

óleo envolver a superfície corporal da formigas, matando-as por asfixia. Ou seja, as repostas 

dependem da forma pela qual as formigas entram em contato com o óleo. Desta forma, 

formigas que tem acesso ao óleo por meio de chumaços de algodão ficam impregnadas 

desencadeando um processo de limpeza de antenas e tarsos, respondendo assim negativamente.  

No entanto, no trabalho de Boaretto (2000), fragmentos de celulose com óleos vegetais 

foram oferecidos às formigas após a retirada do excesso de óleo, diminuindo o problema de 

impregnação no corpo destes insetos. Para Bueno (2005), a presença do óleo de soja aumenta a 

eficiência do inseticida, sendo considerado essencial na preparação de iscas. De acordo com 

Matsumura (1975), isto ocorre devido ao fato do óleo permitir um maior contato do inseticida 
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com a cutícula, além de dissolver a cera epicuticular, e assim, facilitar a passagem do 

inseticida e promover a desorganização da proteína interna da cutícula. 
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7-CONCLUSÕES 

 

- Os resultados obtidos com os bioensaios confirmaram a atividade retardada da 

hidrametilnona. 

- A associação dos dados morfológicos da microscopia de luz e da microscopia eletrônica de 

transmissão com os dados dos bioensaios de toxicidade sugere que a hidrametilnona atua 

diferentemente nos órgãos analisados, bem como na taxa de mortalidade das formigas, 

dependendo se esse princípio ativo está associado ou não ao óleo adicionado à dieta artificial. 

- O mecanismo pelo qual o óleo adicionado ao ingrediente ativo aumenta a sua eficiência 

permanece obscuro, assim como a relação das glândulas pós-faríngeas nesse processo. 
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