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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi realizar bioessgiara avaliacdo da toxicidade da
hidrametilnona, (solubilizada em acetona, com e é&0 de soja) para operarias Aita
sexdens rubropilosa, bem como a analise morfoldgica dos 6rgaos digdescadessa espécie de
formiga, cujos individuos foram coletados em momenespecificos dos bioensaios de
toxicidade. Por meio da analise morfologica, veoifi-se o efeito toxicolégico do composto
quimico nas glandulas pds-faringeas, no ventriguitestino médio) e nos tubulos de
Malpighi das formigas e, adicionalmente, foi poskborrelacionar esses dados morfoldgicos
com os dados da taxa de sobrevivéncia obtida nosn&aios O experimento com a
hidrametilnona, solubilizada em uma mistura dea®et 6leo, indicaram uma via alternativa
de ingestdo do principio ativo das iscas formicidegido ao fato do 6leo atuar como um
coadjuvante, confirmando estudos prévios que sogere@cdo da glandula pds-faringea na
metabolizacdo dos lipidios ingeridos. Dessa forma6leo presente na solugdo de
hidrametilnona poderia estar envolvido no carregaméndireto da hidrametilnona para a
glandula e, consequentemente, a diminuicdo da ntnacd@o desse principio ativo no limen
intestinal. Isto explicaria o0 menor grau de degec@o tecidual observada no intestino das
formigas tratadas com hidrametilnona solubilizada wema solugdo de acetona e 6leo, em
comparagao com formigas tratadas com hidrametilsoh#ilizada somente em acetona. Os
controles com adicado da acetona nao apresentafarargia significativa na porcentagem de
sobrevivéncia em relacdo ao grupo testemunha esebdtente nado interferiu na morfo-
fisiologia das células. Os dados obtidos foram irngmes para a melhor compreensao do
efeito toxicolégico da hidrametilnona nestes indinds.

Palavras-chave: Formigas, Sauva-liméo, Morfologialar, Histologia, Iscas formicidas.
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1-INTRODUCAO

As formigas séo os insetos com o0 maior niumero digluos do planeta, ocupando
quase todos os ambientes terrestres, com excesdumotiis. Um dos fatos que explicam este
sucesso é a adaptacdo das formas imaturas a eicbidgicos diferentes das formas adultas,
0 que impede a competicao por alimento (TERRA, 1991

Os génerosAtta e Acromyrmexconstituem o grupo das formigas cortadeiras por
possuirem o habito de cortar e transportar fragmsewnegetais diversos, flores e sementes
para seus ninhos subterraneos (DELLA LUCIA et 4993). De um modo geral estas
formigas sdo consideradas benéficas quando enil@gquiécoldgico, pois podam a vegetacéo
estimulando o crescimento de algumas plantas,ianxia decomposicdo de matéria vegetal,
e ainda reviram, arejam e adubam o solo (HAINES8L9Formigas da tribo Attini, ao
consumir a polpa das sementes caidas no chao atastdls, facilitam a germinacao, que
devido a acdo antropica, perderam seus dispensatesis (GUIMARAES et al., 2002).

Porém, quando ocorrem em ambientes alterados pgldade humana seja pela
expansdo e desenvolvimento da agricultura ou mepeia urbanizacdo, as formigas
cortadeiras podem se tornar pragas causando ekepagjaizos econémicos (HERNANDEZ;
JAFFE, 1995 apud MARINI, 2003). As atividades huasmprovocaram a devastacédo de
grandes areas de matas e com isto diversas espécfantas que serviam de alimento ou
abrigo para muitos animais, como os insetos, faamtas. Com o empobrecimento do solo,
0s inimigos naturais foram reduzidos, o que cawsoa proliferacdo intensa de pragas como
as formigas cortadeiras (ANJOS; DELLA LUCIA; MAYHRUNES, 1998). O géneraAtta
sexdensé um dos poucos que conseguem se adaptar aafieradas (SOUZA, 2005). Estas
formigas sdo capazes de causar um intenso desfettbara destruir grandes areas cultivadas,
prejudicando a agricultura e a silvicultura. O fd&s formigas cortadeiras cortarem parte dos
vegetais representa prejuizos ndo sO pela competigfh o homem e seus animais
domésticos (AMANTE, 1972), mas também pela pref@eéresses insetos por plantas

cultivadas (CHERRETT, 1968), como citros, eucaliptmastagens e cana-de-acucar



(NAGAMOTO, 2003). Elas atacam florestas em todogsiagios, e quando ndo controladas
impedem a sobrevivéncia de qualquer tipo de plghJOS; DELLA LUCIA; MAYHE-
NUNES, 1998). Além disso, esse efeito negativo pgafecausado, indiretamente, devido a
grande quantidade de agrotoxicos utilizada pa@ntrale desta praga.

Esse ultimo fator revela a importancia das pesguisitadas para o combate de tais
pragas. Varios métodos culturais, biolégicos e qrdmtém sido estudados para o controle
das formigas cortadeiras, no entanto os metodosicps sdo mais frequentemente utilizados,
sendo o produto quimico téxico aplicado diretamewi ninhos, nas formulacdes po, liquida
ou liquidos nebulizaveis, ou apresentado na formaisgas granuladas, aplicadas nas
proximidades das colonias (BOARETTO; FORTI, 199F)emprego de iscas granuladas é
considerado vantajoso, pois oferecem maior segaran@perador, dispensam mao-de-obra e
equipamentos especializados e permitem o tratantmtormigueiros em locais de dificil
acesso (LOECK; NAKANO, 1984).

O que dificulta o combate é a facilidade do estatielento da colénia e desta de se
tornar estavel (WEBER, 1982). Muitos estudos td¥igicos sao realizados com inseticidas,
0S quais podem ser quimicos ou de origem vegetal,@intuito de buscar alternativas que
causem o menor dano ambiental e interfira o memssiyel no equilibrio natural dos
ecossistemas e/ou agroecossistemas (SILVEIRA, 2002)

Os inseticidas atuam nas formigas como inibidooésueadores, moduladores ou
indutores de “sitios” especificos de enzimas, recep, canais protéicos ou membranas
(HEBLING et al.,, 1999). Segundo Nagamoto (1998)ef@iéncia das iscas formicidas
depende, em geral e fundamentalmente, do fato slufgem um principio ativo adequado e
a técnica de aplicacdo usada ser a correta. Esteipgio ativo deve conter varias
caracteristicas que possibilitem que a estrutucdalse os mecanismos de defesa destes
insetos sejam incapazes de impedir a intoxicac&dodke ou, pelo menos, da maior parte da
colénia. Dentre estas caracteristicas pode-se: ci&w apresentar efeito repelente, agir
mesmo que em baixas concentracoes, ter acdo acivaar ingestao e apresentar baixa
toxicidade em mamiferos (BUENO; CAMPOS-FARINHA, 899 Mas o requisito mais
importante que um ingrediente ativo deve atenderféto de ter acdo retardada, isto €, a
substancia téxica tem de causar mortalidade mead58 das operarias nas primeiras 24
horas ap0s a aplicacdo e maior que 90% no fimsle (ETRINGER et al., 1964).

A hidrametilnona é um destes compostos quimicas mpssuem acdo retardada
(NAGAMOTO, 1998). Ela atua inibindo o sistema dengporte de elétrons, o que bloqueia a
producdo de ATP e causa uma diminuicdo no consumoxdyénio pela mitocondria. A
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interrupcdo do metabolismo e subsequente perdalterédsultam em uma toxicidade lenta
para os individuos tratados com este composto (BUQOIST, 2008).

Para o controle de insetos-praga, Oleos vegetabéa tém sido empregados,
principalmente em estoques de grédos armazenadestadbs por besouros ou “brocas”
(OBENG-OFORI, 1995). Oleos minerais ou vegetais o utilizados em muitos testes
como aditivos de pesticidas ou como sinergistas S(HER; PLAPP, 1986). Segundo
Chapman (1967) o uso do 6leo no controle destetossferece como vantagens o fato
destes organismos serem menos resistentes aos A0S0 nocivos a saude humana e séo
economicamente mais viaveis e mais faceis de sabfidos do que o0s inseticidas
comercializados. Schoonhoven (1978) verificou tamlgée quando estes 6leos sao aplicados
em graos armazenados, nao prejudicam a germinac&endente. Além do mais, a toxidade
do inseticida é acentuada quando o produto quignaqgicado com 6leo, pois 0 6leo aumenta
0 contato do inseticida com a cuticula, dissolveee epicuticular e com isso facilita a
passagem do inseticida, além de promover a despagao da matriz protéica interna da
cuticula (MATSUMURA, 1975).

Apesar de haver varios trabalhos realizados avidianatividade toxica de compostos
guimicos e naturais sobre varias espécies de fasngpucos estdo voltados para o estudo
das alterac6es morfolégicas nos orgdos desse®snE@UMIDA, 2007). Ha somente um
trabalho na literatura sobre alteracdes citoplasasie nucleares nas células dos tubulos de
Malpighi e do ventriculo de formigas submetidascemhsaios de toxicidade (SUMIDA et al.,
2010). O ventriculo e o tabulo de Malpighi sdo ésy&elacionados, respectivamente, com a
absorcdo e a excrecdo de compostos quimicos. Asamabrfologica dessas estruturas pode
revelar alteracdes ultra-estruturais induzidas ggentes toxicos (BRAECKAMAN et al.,
1999; SOROUR, 2001). Segundo Sumida (2007), o cetapquimico absorvido pelo
intestino e ndo excretado adequadamente pelosogild Malpighi pode permanecer na
hemolinfa e, indiretamente, atuar em glandulas, aphsorvem os precursores dos produtos
glandulares a partir da hemolinfa. As glandulas-fpdsgeas, exclusivas dos Formicidae,
realizam intensa sintese dos produtos glandulaxgas funcdes sdo variadas, e podem
também apresentar alteracdes morfologicas induzpeées presenca de agentes toxicos na

hemolinfa.
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2-OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos avaliax&cidade da hidrametilnona para
Atta sexdens rubropiloseem bioensaios de ingestdo, e através de anahise®logicas
verificar o local de ag&o do inseticida. Paraftiam analisados o ventriculo, os tubulos de

Malpighi e as glandulas pés-faringeas de operadakas desta espécie de formiga.
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3-REVISAO BIBLIOGRAFICA

O ingrediente ativo hidrametilnona #E>4FsN4), ao ser incorporado em um
tratamento para o estudo da analise de toxicigadepca a inibicdo do consumo de oxigénio
nas mitocondrias, atuando no transporte de elétroas cristas mitocondriais e
consequentemente interferindo na producdo de ATérgimismo. Com a perda da produgao
de quantidades adequadas de ATP, ocorre uma texittada que vai debilitando o
metabolismo celular e, gradativamente, os org&stemas do inseto, fazendo com que este
composto quimico apresente acao retardada (BLOOMNDLR008).

Sintomas como dificuldade de locomocéo, tremores penas, descontrole motor
(BUENO, 2005), pernas traseiras paralisadas (NAGAKI(Q1998) e individuos vivos em
decubito lateral (TAKAHASHI-DEL-BIANCO, 2002) poderser observados em formigas
submetidas aos bioensaios cuja dieta teve a in@g@o de hidrametilnona.

Segundo Hollingshaus, a hidrametilnona é um compasativamente nédo téxico ao
contato cuticular. No entanto, devido aos constaates de limpeza coletiva das formigas,
ocorre intoxicacao, provavelmente, pela ingestadideametilnona facilitada pela presenca
do 6leo de soja utilizado como coadjuvante (BUER@)S5). A hidrametilnona é solivel em
véarios solventes organicos. Porém, sua solubilidiiaénui em solventes como o metanol, o
etanol e o isopropanol. Este composto também apeedeaixa solubilidade em &agua
(JACOB, 2002). E importante ressaltar que esteeignte ativo degrada-se rapidamente a
luz solar, sendo este um fato que pode influenwgativamente a sua atividade formicida
(NAGAMOTO, 1998).

Existem poucos dados na literatura, até o momesuore a acdo dos ingredientes
ativos das iscas formicidas nos érgéos das forn{fgds1IDA, 2007). Presume-se que esses
compostos quimicos podem, inicialmente, desencadwaalto nivel de estresse nas células
dos orgédos afetados e, posteriormente, promovedgdo do processo de morte celular que
reflete em grande parte o seu grau de toxicidad@o&e das células, nos 6rgaos-alvos dos

compostos quimicos, pode ocorrer de duas maneirage celular programada (apoptose
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e/ou morte celular autofagica) ou por necrose (LSBKN; ZAKERI, 2004). Estes tipos de
morte celular podem ser controlados por processimgdigicos (como no caso da autofagia e
da apoptose) ou nao (necrose).

Embora existam muitos estudos dos processos dee neeftilar, nem sempre é
possivel determinar o tipo exato que ocorre em aoidd ou 6rgdo (CLARKE, 1990;
ZAKERI et al., 1995). Isto porque muitas das camdsticas que definem o tipo de morte
celular se sobrepfem nos tecidos de insetos epadimente, diferentes compostos quimicos
podem desencadear diferentes vias sinalizadona@hilares indutoras de morte celular, o
que refletira alteragbes morfoldgicas distintas.

Nos invertebrados, a caracterizacdo e a classificdps processos de morte celular
sdo mais complexas que nos vertebrados (FURQUINI7)2@Poucos trabalhos analisam os
tipos de morte celular em insetos decorrentes déagovnacao por agentes toxicos. Sorour
(2001) avaliou as alteracbes ultra-estruturais tabslos de Malpighi do insetbethocerus
niloticum causadas pela poluicdo do lago, onde o mesmomfeiaclo. Os resultados desse
trabalho permitiram a determinacdo do impacto dosigmtes nas ceélulas do tubulo de
Malpighi desse insetdGregorc e Bowen (1998) mostraram que a quantidadegtlilas em
degeneracgdo, no intestino médio de larvafpis mellifera aumenta durante a infestagédo
pelo Bacillus larvae sugerindo que em situacdes patolégicas o ind&endrte celular
aumenta. Esta porcentagem de morte celular tambémarda nas glandulas de seda de larvas
tratadas com acaricidas comumente utilizados n@siap comerciais (SILVA-ZACARIN;
GREGORC; SILVA DE MORAES, 2006). Cintra (2001) des®u caracteristicas
semelhantes no epitélio do intestino médio dashakeddultag.. melliferg tratadas com dieta
contendo 0,5% de astilbina.

3.1-Sistema digestorio

O Sistema digestorio das formigas adultas é semiglh@ encontrado em outros
insetos e esta dividido em 3 regides: intestinceraott (estomodeo), intestino médio
(ventriculo) e intestino posterior (proctodeo). iB®stinos anterior e posterior tém origem
ectodérmica e o intestino médio, endodérmica. fleg®es podem apresentar-se anatbmica
ou fisiologicamente modificadas de acordo com gdorespecifica e, particularmente quanto
aos habitos alimentares desenvolvidos por cadaciesmie inseto (CAETANO, 1984;
CAETANO; CRUZ-LANDIM, 1983; CHAPMAN, 1975; JANET, 902; RICHARD;
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DAVIES, 1977; ROSS, 1965; SNODGRASS, 1935; TOMOTAKE1996;
WIGGLESWORTH, 1974). O trato digestorio encontraeare masculos corporais e tubulos
tragueais e é inervado por nervos motores do sistearvoso central e do sistema nervoso
estomogastrico que, juntos, controlam os movimedtositestino e a passagem do alimento
(CHAPMAN, 1975; DUPORTE, 1959; JANET, 1902; SNODG®3 1935;
WIGGLESWORTH, 1974).

Neste trabalho, o enfoque voltou-se para o intestiédio, pois ele corresponde ao
estdbmago propriamente dito (TOMOTAKE, 1996). Seadsim, é a parte responsavel pela
absorcédo dos produtos da digestdo, entre outragddan(CAVALCANTE, 1999 apud
SUMIDA, 2007). Segundo Caetano (1977), esta regid que apresenta maior variacdo
histolégica do trato digestivo. Seu epitélio inism em continuacdo ao da valvula cardiaca
onde, entdo, terminam as partes de origem endockiwni estomodeal e inicia-se a parte de
origem endodérmica. Esta transicdo constitui umaazespecial, a que alguns autores
atribuem a funcao de formar a membrana peritrofioa,insetos que a possuem (CAETANO,
1981). Esta membrana contém quitina e protegelalas@piteliais contra atritos do alimento
(principalmente do tipo sélido), contra microrganis presentes no trato digestivo, regula o
fluxo de enzimas da célula para a luz do ventrialoegula os produtos digestivos no
caminho inverso (CHAPMAN, 1975, 1985; RICHARDS; RIERDS, 1977; SMITH,1968;
WIGGLESWORTH, 1974). Ela também pode compartimédalo Iaimen do intestino médio
em duas regides, a ectoperitrofica (onde ocorrdgastio intermediaria que contém o
alimento nédo digerido) e a endoperitréfica em dontam o epitélio (onde ocorre a fase da
digestéo inicial). A finalizacdo da digestdo ocames células do intestino médio (TERRA,
1988).

Basicamente, o ventriculo possui dois tipos delaglas digestivas e as regenerativas.
Estas ultimas podem ser encontradas isoladas oidasuem pequenos grupos ou ninhos de
células diminutas junto a membrana basal do vemirids células regenerativas possuem o
papel de repor as células do intestino médio, @ueuma vida limitada, substituindo células
velhas ou com danos funcionais (MARTOJA; BALLAN-DRRNCAIS, 1984). Por sua vez,
as ceélulas digestivas sédo em grande numero e foagas constituindo o epitélio ventricular
(CAETANO, 1977). Tais células formam uma Unica cdaeomposta basicamente de células
colunares funcionais que podem ser denominadas étambe células principais ou
enterdcitos. Realizam mudltiplas funcées duranteioto ade vida, tais como secrecdo de
enzimas, de glicoproteinas, da membrana peritrGhilosorcdo e armazenamento de produtos
organicos e inorganicos (MARTOJA; BALLAN-DUFRANCAI3984).
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Trés regides na célula colunar podem ser recondeambrfologicamente do apice até
a base: a apical, a mediana e a basal. As orgapedasntes nas células colunares sdo o
reticulo endoplasmatico rugoso, os lisossomos, aléngranulos de secrecao, vesiculas de
micropinocitose e microfilamentos procedidos deravitosidades do citoesqueleto formando
uma rede terminal de actina. (CRUZ-LANDIM, 1985)lg@mas estruturas lisossomais
aparecem em abundancia, consistindo de corpos slemswacuolos heterofagicos em
quantidade variavel (PRIESTER, 1971). Na regido albass mitocondrias estédo
freqientemente ligadas a dobras da membrana plaamiatdicando possivel envolvimento
com transporte de agua e ions (CAVALCANTE, 1999dalMIDA, 2007). As dobras da
membrana plasmatica basal constituem um compartiinextracelular permitindo um acesso
restrito a hemolinfa. Como ha diferencas de comagébd de solutos nas células deste
compartimento, gera-se um gradiente osmoético eeste e o lumen que acarretara na
absorcao de 4gua (RIBEIRO; FERREIRA; TERRA, 1990).

As células colunares frequentemente apresentanulggdocom organizacao lamelar
concéntrica, principalmente na parte posterior mtestino médio (CAVALCANTE, 1999
apud SUMIDA, 2007). Na maioria dos casos, 0s g@myarecem ocorrer em todo o
ventriculo e, estdo presentes nos tubulos de Malpig A. S. rubropilosa(MARTINELI,
1998). Os granulos, também podem ser chamadosidalgs mineralizados (MARTINELLI,
1998), inclusdes vesiculares (MARTOJA; BALLAN-DUFRIEAIS, 1984), esferocristais
minerais (CAETANO; CRUZ-LANDIM, 1983), esferocrisgda(OLAVARRIETA, 2000),
entre outros. Eles contém um acumulo de varios exlews, como calcio, cobre e ferro
(CHAPMAN, 1985). Estas estruturas podem estocarbsoraer ions (BILLINGSLEY;
DOWNE, 1989) para serem lancados dentro do contdddlatestino e, depois de um periodo
de acumulo, podem esvaziar ou podem aparentemeséparecer como uma conseqiéncia
dos contetudos estarem serem utilizados depois depariodo temporario de estocagem
(CHAPMAN, 1985).

Segundo um estudo de Jesus (2006) com formigasasbas alimentos contendo
substancias hidrossoluveis percorrem a cavidadabin€al, o papo e o ventriculo. Por outro
lado, os alimentos contendo substancias lipidpagorrem um sentido diferente: a cavidade

infrabucal, as glandulas pés-faringeas e o paps,n@a o ventriculo.
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3.2-Sistema excretor

Os tubulos de Malpighi sdo os principais orgaosredmoes dos insetos. Eles sao
responsaveis por manter, no animal, um meio intenmcamente constante, com a finalidade
de tornar mais eficiente as atividades celularssirm excretam amonia, acido urico e outros
catabolitos, além de vérios ions, como potassicjogéentre outros (MARTINELLI, 1998).
Além disso, sdo capazes de segregar substanciaenf@e® no sangue e reabsorver
componentes Uteis ao organismo (CAETANO, 1988; CMAR, 1975; GILLOTT, 1980;
MELLO, 1979; WIGGLESWORTH, 1974).

Em insetos, a osmorregulagdo e a excrecdo ocomerdu@s etapas: na primeira a
urina € produzida pelos tubulos de Malpighi, quarestes removem os residuos do
metabolismo celular. Este fluido é lancado panaiw tdigestivo e acumula-se no reto. Entdo
0 produto da remocdo dos tubulos de Malpighi eeagd, passam por um processo de
reabsorcdo da agua e de alguns ions importanteg, g¢ aminoacidos. A remocéo destas
substéancias é feita pelas papilas retais (CAETANEB1; GILLOTT, 1980; SMITH, 1968),
que sdo estruturas semelhantes a pequenas almpfadas na parede do reto (CAETANO,
JAFFE; ZARA, 2002).

Estes tubulos estdo associados entre a regiacekdo do ventriculo e do intestino
posterior e se apresentam como filamentos simgédgados e longos, de fundo cego, com a
extremidade distal livre na hemocele (CAETANO, 1988m excecédo do géneBmlenopsis
(lava-pés), onde a extremidade distal fica adedidearede do reto (CAETANO, JAFFE;
ZARA, 2002). O numero de tubulos pode variar de w@wspecie de inseto para outra: em
Orthoptera chega a mais de 200 tubulos; dmysanopteraapenas quatro tubulos e em
coccideos também ocorre em pequena quantidade (BRAD 1985). Nos afideos
(Homoptera), Collembola e alguns Thysanura, os tubulos de Malpighi sdo ausentes.
(BARNES, 1990; CHAPMAN, 1975; GILLOTT, 1980; GULLANCRANSTON, 2000;
ROEDER, 1953).

O epitélio da parede dos tubulos lembra o do imeshédio (BARNES, 1990). Seu
limen encontra-se revestido por uma Unica camadaldias epiteliais. Transversalmente, se
apresentam como anéis formados de trés a oitcaséldépendendo da espécie (CAETANO,
1981; CAETANO; MACHADO 1982; CHAPMAN 1975; MARTINHL; TABOGA, 1993).

Em algumas espécies, como em formigas, sdo dotdeoBbras musculares, dispostas

helicoidalmente, que aumentam o contato da hemaoaea hemolinfa e cuja funcdo mais
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provavel é promover o fluxo do contetido do I[imeAETANO, JAFFE; ZARA, 2002). As
células epiteliais que constituem estes tubulogioestnidas por juncdo do tipgap
(MARTOJA; BALLAN-DUFRANCAIS, 1984). No entanto, peth ocorrer outras estruturas
de adesdo como desmossomos (O DONNELL et al., 4988 MARTINELLI, 1998). Além
da funcdo aderente das juncdes, elas também poelenitip a passagem das moléculas de
peso molecular variavel, desde a hemolinfa aténeihidos tdbulos (BRADLEY, 1985).

Na regido basal das células dos tubulos estadomessenumerosas invaginacdes da
membrana plasmatica que estéo ligadas a lamina pasaontatos focais (MARTINELLI,
1998). Elas aumentam a superficie de contato dabmaera plasmatica para o transporte de
ions e agua para o interior das células. J& ndaegiical existem microvilosidades alongadas
gue aumentam a superficie de transporte de agusseintre o citoplasma e o [limen. Ambas
podem estar associadas as mitocondrias, fato glieairalta demanda energética para o
transporte de substancias entre a hemolinfa e @®nudos tdbulos (BRADLEY, 1985;
MARTOJA; BALLAN - DUFRANCAIS, 1984).

Em formigas, os tubulos de Malpighi mostram—se drast uniformes. Apresentam
uma unica camada de células cubicas ou piramig@iém Smith (1968) constatou que existe
diferenca nos detalhes estruturais das célulasspéties diferentes e também ao longo de um
anico tubulo. Martinelli (1998) observou, por meie testes histoquimicos, que os tubulos de
A. s. rubropilosasdo divididos em trés regifes: a proximal, a dista intermediaria. A
primeira apresenta aspectos ultra-estruturais ioglados a sintese protéica intensa,
representada por inGmeras organelas, tais comolerospde Golgi e porcdes de reticulo
endoplasmatico rugoso extremamente desenvolvidas) bomo grande quantidade de
ribossomos livres. Esta regido apresenta um graod@ulo de célcio e auséncia de granulos
mineralizados. Ja a distal, apresenta caractesstipicas de células transportadoras de ions,
com grande quantidade de mitocondrias distribuidasélula, além de grande quantidade de
granulos mineralizados. Por dltimo, a regido inti@ria apresenta caracteristicas
intermediarias das duas primeiras regides cité8asdo assim, a regido proximal apresenta
células com caracteristicas secretoras (de preteim@u substancias lipidicas)
(OLAVARRIETA, 2000) e a distal, excretoras. Existeamidéncias de que pode ocorrer
reabsorcéo na regido proximal dos tabulos (WIGGLERVH, 1974).

Quanto a origem embriologica dos tubulos de Malpiglopinido dos pesquisadores
varia, sendo que para Mohamed (1986) eles saoiglenorectodérmica, enquanto que para

Chapman (1975) e Tsai (1993) a origem é endodérmica
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3.3-Glandulas po6s-faringeas

As formigas apresentam um par de glandulas pasgeas que se localizam
dorsalmente na transicdo entre a faringe e 0 es@@4ETANO, 1998; HOLLDOBLER,;
WILSON,1990;). Elas sé@o de origem ectodérmica endon-se durante o desenvolvimento
pés-embrionario a partir de duas evaginacbes dodsaiepitélio faringeal (GAMA, 1985;
JANET, 1905).

Em A. s. rubropilosa as glandulas pos-faringeas apresentam basicarmaemisma
constituicdo anatdomica e ultramorfologica tantapas rainhas como para as operarias, sendo
maiores nas primeiras (BUENO, 2005). Segundo Almdidledo (1967), elas constam de
dois cachos de lobos ramificados, os quais termie@numa estrutura sacular que se estreita
num canal levemente quitinizado que desemboca ma pecial do intestino anterior. Esse
mesmo autor descreveu que os lobos sdo achatadesespalham na regido frontal do
cérebro, ficando entre este e a tampa quitinosableca. As paredes dos lobos sédo formadas
por um epitélio simples de células, as quais posemncontrar achatadas ou cilindricas com
reentrancias entre elas, o que confere um aspeciolanio (BUENO, 2005). O nucleo é
distinto e grande, enquanto que o citoplasma, par\®z, é rico em organelas, contém
vesiculas e possui granulacbes que se coram petetbidlina de Heidenhain e Azan
(ALMEIDA-TOLEDO, 1967). Segundo Bueno (2005) ha umadicula que reveste o limen
na face interna, a qual pode ser divida em tré&gaa) epicuticula fina e elétron-densa; b)
exocuticula fibrilar e ¢) endocuticula elétron-ticie adjacente as células epiteliais, como
descrita nas glandulas Bénoptera quadricep§BILLEN; SCHOETERS, 1996).

As funcdes dessas glandulas sdo passiveis de sfscufara alguns autores
(MARKIN, 1970 apud VANDER MEER; GLANCEY; LOFGREN, 982) elas seriam
responsaveis pela alimentacédo das larvas. Ja e, Jaffé e Zara (2002), a glandula
pos-faringea funcionaria como um diverticulo dototraligestorio. No entanto, para
Zylberberg, Jeantet e Delage-Darchen (1974), PeegMudd e Cherrett (1973), Delage-
Darchen (1976), Vinson, Phillips e Willians (1980Yander Meer, Glancey e Lofgren (1982)
as glandulas teriam funcao de cecos cefalicos siuigas.

Outras informacgdes afirmam que o composto presenggandula é espécie-especifico
e é sintetizado pela rainha (VANDER MEER apud VANDBVEER; GLANCEY;
LOFGREN, 1982). Soroker e colaboradores (1994) destim essas glandulas em

Cataglyphis nigere atribuiram a elas a funcdo de mistura de hidbocetos exdgenos e
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enddgenos, obtidos durante a trofalaxia, criand@dar caracteristico da col6nia, o0 que seria
importante para a identidade quimica dos membrogatidnia. Delage-Darchen (1976),
Thompson et al. (1981) e Attygale, Billen e Mord&885) chegaram a conclusdes parecidas
ao sugerir que o conteudo glandular é importanteorganizacdo da colbnia e na
determinacao de castas, devido também ao habttofd&axia.

Para Ayre (1963) a presenca de nematdides paragitafamilia Mermithidae
(CAETANO et al., 1990; FALCO, 1992; HOLLDOBLER; WHON, 1990) no limen da
glandula seria indicio da existéncia de um mateaighentar completo, o qual seria
regurgitado para os demais membros da coléniaafitlea que o contetdo da glandula pode
ser um tipo de reserva alimentar para operariegrvead, mas nao deve estar associado a
digestdo. Em testes enzimaticos com glandulas grsgeas dé\cromyrmex octospinosus
Febvay e Kermarrec (1986) detectaram somente argasler-glucosidase e esterase. Para
estes autores a determinacao da baixa atividadasdeszimas sugere que elas n&o serviriam
para funcdo digestiva nessas formigas também.

No entanto, outros autores (DELAGE, 1968; FORBESAQWARLANE, 1961)
creditam as glandulas pos-faringeas a digestdooddums ingeridas, por apresentarem
enzimas digestivas no limen, principalmente lipaEesomum encontrar no limen destas
glandulas um liquido de aspecto oleoso amarelad®.ofigem estaria ligada diretamente a
ingestdo de lipideos provenientes da alimentacBR BESRINE; MUDD; CHERRET, 1973;
VINSON; PHILLIPS; WILLIANS, 1980). Caetano (1998pservou as células glandulares
repletas de reticulo liso e de gotas de lipidiougesu que estas devem representar ou
participar da composi¢cdo do complemento nutriciaeorvido pela glandula, fundamental
para a sobrevivéncia do individuo.

Estudos toxicolégicos conA. s. rubropilosa (SUMIDA, 2007) indicaram uma
possivel via alternativa de ingestdo do principieoade iscas formicidas contendo 6leo de
soja como veiculo, confirmando estudos prévios (ROE 2005) que sugerem a acgdo da
glandula pés-faringea na metabolizacdo dos lipidlopresenca dessas glandulas &ns.
rubropilosaseria a explicacdo para a capacidade destas fsrdig separarem seletivamente
compostos lipidicos dos nao lipidicos na porcéal fda faringe. Assim, se a quantidade de
lipidio ingerido for grande e o sistema ndo consegunazenar, 0 excesso se desloca para o
papo, mas sem atingir o ventriculo. Quando ha émup estoque ocorre o retorno pelo
es6fago que atinge o limen da glandula (BUENO, 2005
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3.4-Morte celular

Os processos de morte celular sao importantes gatasenvolvimento e para a
homeostase dos seres vivos. As células de um srgarpodem morrer acidentalmente, por
traumatismo ou doenca, ou ainda por um processtofigco normal (SILVA DE MORAES,
1998). A morte acidental é chamada de necrose pealtmdogistas e a que faz parte de um
processo fisiolégico normal de desenvolvimento dgwismos multicelulares é denominada
morte celular programada (LOCKSHIN; WILLIANS, 1964)

Para que a necrose ocorra hdo é necessaria aaatidgagyenes. Este processo ocorre
devido a exposicao a substancias toxicas, micr@ges, entre outras causas, que promovem
uma resposta inflamatéria nos tecidos vizinhos QUEIRA; CARNEIRO, 2000). As
células em necrose perdem o controle de seu baléngm, ganham agua, apresentando-se
inchadas. A funcdo das mitocondrias fica comprataeto que gera queda de ATP, e
consequentemente queda na producdo de proteinasitdleos ocorre aumento da acidose,
levando a uma precipitacao picnética da cromasiean marginalizacdo da mesma. As células
necroticas se rompem e lancam seu contetudo noewgecelular, produzindo a inflamacéao.
(BOWEN; BOWEN, 1990; BOWEN; BOWEN; JONES, 1998).

Ao contrario da necrose, na apoptose, um dos tieosiorte celular programada, a
célula se mantém intacta, e os brotamentos destmahul citoplasma (corpos apoptéticos)
também sdo delimitados pela membrana celular (JUNRH; CARNEIRO, 2000). Os
corpos apoptoticos sédo fagocitados e digeridosramanismos lisossomais. (BURSCH et al.,
1985). Segundo Bowen e Bowen (1998), na apoptosélaks se condensam por perda de
agua. A producdo de energia é mantida e algumas yeExle ocorrer sintese de novos RNAm
e proteinas. O nucleo se dilata e a membrana mutdema blebs (“borbulhas”) com
marginalizacdo cromatinica. Com isto, ha formac&ofrdlgmentos de cromatina sob a
influéncia de endonucleases, que sédo enzimas qivamclo DNA em regides
internucleossomicas.

Conforme Bowen e Bowen (1990), a apoptose seripnacesso dependente de ATP,
por isso as bombas de ions da membrana plasméatitawariam funcionando. No entanto,
na fase final da apoptose, apds a formacdo dossagoptoticos, seria observado a queda de
ATP e da atividade da ATPase, com consequente pdadantegridade da membrana
plasmatica.



21

Em insetos, a identificacdo de morte celular progi@da ndo € tdo simples como em
mamiferos. Geralmente, a apoptose esta correla@omam o aumento da atividade
lisossomal (HALABY; ZAKERI; LOCKSHIN, 1994; SILVA-ACARIN et al., 2007a), mas
caracteristicas nucleares tipicas de apoptose tampbdem ser visualizadas em glandulas de
seda deApis mellifera(SILVA-ZACARIN; TABOGA; SILVA DE MORAES, 2007b). A
mitocdndrias, o reticulo endoplasmatico e o apargltigiano, aparecem morfologicamente
normais, pelo menos durante os estagios iniciaigpaptose. Entretanto, a dilatacdo do
reticulo endoplasmatico tem sido notada, também estagios iniciais (HACKER, 2000).
Caracteristicas descritas inicialmente como necposéNyllie (1981), tais com os edemas
citoplasmaticos, degradagdo das organelas, vaagébz do citoplasma e a ruptura da
membrana plasmatica, atualmente sdo caracterizatas eventos comuns durante a morte
celular programada em insetos (HACKER, 2000). Jfragmentacdo do DNA que é
considerada a principal caracteristica da apoptddssica, nem sempre estd presente
(HACKER, 2000). Um exemplo é o que ocorre com asdjlilas de seda dis mellifera
onde h& a fragmentacdo do DNA precedendo a histgladular (SILVA-ZACARIN, et al.,
2007b). No entanto, pode ocorrer sintese de DNAoide celular programada em insetos, ao
invés de fragmentacdo (BOWEN; MORGAN; MULLARKEY,43).

Um outro tipo de morte celular programada € a agiod. Esta é caracterizada
principalmente pelo aumento do nivel da atividadehiirolases &cidas (fosfatase &cida) e
também pelo surgimento de extensos e numerososoleaca@utofagicos, o que causa,
consequentemente, a destruicdo da célula (LOCKSHINKERI, 1996; ZAKERI et al.,
1995). Pode ocorrer também colapso nuclear taB@NEN; MORGAN; MULLARKEY,
1993; LOCKSHIN; ZAKERI, 1996; ZAKERI et al., 1995p8lém disso, pode-se observar
uma dilatacdo de organelas, tais como as mitoc@mde o reticulo endoplasmatico
(CLARKE, 1990), mas ndo ocorre marginalizacao ctdma. Este tipo de morte celular é
bastante observado na metamorfose de insetos (JBHAS&I., 2003).

Ressalta-se ainda que, embora a ativacdo de casfasEmas catabdlicas que
digerem outras proteinas) seja comumente desetitagpoptose, a morte celular programada
autofagica é controlada por uma via independenteaggase (HACKER, 2000; LOCKSHIN;
ZAKERI, 2004). Embora a maioria das células apaast sejam caspase-dependentes, ha
relatos divergentes onde a morfologia da céluleeadb apoptose néo reflete a atividade das
caspases (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004).

Vérios estimulos, como citocinas, isquemia, irrg@ita patdogenos, calor intenso,
podem causar tanto a necrose quanto apoptose (PBRREKKOV; KONOPLYANNIKOV;
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GABAI, 2003). A apoptose pode iniciar—se com a fga, da mesma forma que a autofagia
pode terminar em apoptose, e o bloqueio da atieidadcaspase pode causar um defeito tanto
na apoptose como na autofagia (LOCKSHIN; ZAKERIQ£20 Esses dois processos, apesar
de terem aspectos morfologicos distintos, tém sacaracteristicas em comum, indicando
possiveis sobreposi¢cdes em sua regulacdo (LOCKSHEMKERI, 2004). A morte celular
autofagica é um processo fisioldgico normal querdiitemente de outras situacdes, ndo
termina antes do colapso celular e pode ser atiteada por homeostase quanto por atrofia
(LOCKSHIN; ZAKERI, 2004).
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4-MATERIAIS E METODOS

4 .1-Bioensaios

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizagasadas médias datta sexdens
rubropilosacoletadas de um ninho artificial mantido no CewliecEstudos de Insetos Sociais
(CEIS), do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rlaro. As formigas foram distribuidas
em grupos de 10 individuos em placas de Petri (1derdiametro), as quais foram forradas
com circulos de papel filtro, identificadas e mdasi em estufa para B.O.D. com temperatura
de 25° C £ 1°C e umidade relativa acima de 70%a@adamento foi composto de 5 destas
placas (50 formigas).

Paralelamente, dois bioensaios foram montados: ana g avaliacdo da toxicidade e
outro para a coleta de individuos para a analiséohdgica.

Para a alimentacdo das formigas isoladas do foemmufoi fornecida uma dieta
artificial sélida composta por 5% de glicose, 1%p@ptona de caseina, 0,1% de extrato de
levedura e 1,5% de agar bacterioldgico, dissolvatnslO0 mL de agua destilada, sendo tudo
autoclavado a 120°C e 1 atm por 15 minutos (BUEN&L.£1997). Ainda liquida essa dieta
foi entornada em placas de Petri de vidro de 1@erdiametro (previamente esterilizadas) e,
apos resfriamento e solidificagcéo, as placas foradadas com filme de PVC e mantidas em
geladeira durante o periodo do experimento, pathaneonservacdo. Esta era a composi¢ao
da dieta pura, utilizada no controle. Além desteaismdois grupos controles foram
estabelecidos:
- Controle I: com adi¢éo de 0,3 mL de acetona emmB@le dieta pura;
- Controle II: com a adicdo de uma solucdo de Q,3macetona + 6leo de soja (9:1), em 30
mL de dieta pura.

Tomou-se o cuidado de aguardar alguns momentos anmplacas das dietas dos

controles | e Il abertas, afim de que a maior pdatacetona pudesse evaporar.
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Para os grupos gue receberam a dieta com o ingtedigvo, os procedimentos foram
basicamente os mesmos ja descritos, com o difedeteiadicdo de 0,3 mL de uma solucdo
de hidrametilnona em uma dose sabidamente suliBtEENO, 2005), concentracdo de 200
ug/mL, em 30 mL de dieta pura tendo como veiculoediama e a mistura de acetona e 0leo
de soja.

A bateria relativa a andlise de toxicidade foi eixeata diariamente, para anotacdo da
mortalidade dos individuos, durante um periodo 8edias. Os dados obtidos foram
comparados atraveés do teste “log-rank”, softwamg@+Pad, aplicativo Prisma 3.0.

A manutencdo dos bioensaios necessitou do usordiejaa plasticas (de 55 cm x 45
cm x 10 cm), com paredes revestidas com Teflorré¥in@ de fluoretileno) ou talco neutro
para evitar fugas. Todo o experimento foi realizad;m o maximo de assepsia, sendo as
formigas e dietas manuseadas com auxilio de piacastros materiais esterilizados com
alcool 70%. As dietas foram fornecidas as formigalsre pedacos de papel aluminio, para
facilitar o descarte e diminuir riscos de contarpé@tadas dietas de diferentes composigoes.

4.2-Microscopia de luz e microscopia eletronica deansmissao

Do bioensaio montado com a finalidade de cole@ividuos para analise morfoldgica
dos 6rgdos foram coletadas operariag\ds. rubropilosatanto dos grupos controles como
dos grupos experimentais. As formigas alimentadas @s dietas contaminadas por
hidrametilnona foram dissecadas no quinto diaaanrento e, em seguida, foram dissecados
os individuos dos grupos controles. A dissecac@oefmizada rapidamente, a temperatura
ambiente em solucado salina 0,6%. As glandulas adsgeas, os ventriculos e os tabulos de
Malpighi foram fixados em paraformoldeido a 4%,empao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,4)
para analise em microscopio de luz, e em solucBaddira de glutaraldeido 1.5% e
formaldeido 1.5% em tampé&o cocadilato de sédioNd.(8H 7.2), por 2 horas, a temperatura

ambiente para analise em microscopio eletronidoagsmissao.

4.2.1-Andlise morfolégica por microscopia de luz:

Os orgaos dissecados para analise morfolégica moosunopia de luz foram fixados

em uma solucdo de paraformaldeido a 4% por 2h petatura ambiente e lavados em
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tampéao fosfato de sédio 0,1M (pH 7,4). Posteriotmeas orgaos foram desidratados em
uma série crescente de alcoois (70% a 100%) e, a@rdéisferidos para a resina de embebicéo
(overnigh). Apos essa etapa, os 6rgaos foram incluidos storésina.

Nos blocos de historesina obtidos, foram feitag;@ e histologicas depé de
espessura, as quais foram estendidas sobre ladenddro e secas a temperatura ambiente.
As seccOes foram coradas com Hematoxilina—Eosotgstao mesmo tempo, e montadas

com Balsamo do Canada, observadas e fotodocumergadéotomicroscopio de luz (Zeiss).

4.2.2-Anélise morfolégica por microscopia eletréni de transmisséo:

Para a analise morfolégica por microscopia elet@nie transmissdo, os Orgaos
dissecados foram fixados em solucédo de glutaraldePo e formaldeido 1.5% em tampéao
cocadilato de sédio 0.05 M (pH 7.2), por 2 horagnaperatura ambiente. As estruturas foram
lavadas no tampéao cacodilato de sédio 0,1 M (phl & @bs-fixadas em tetroxido de ésmio
1%, no mesmo tampéo da solucédo fixadora, por Zhareemperatura ambiente. Em seguida,
o material foi lavado novamente no tampao (duagwvee 5 minutos cada), banhado em
alcool 10% (por 15 min) e contrastado em acetatardaila 0,5% (2 horas, a temperatura
ambiente). Por fim, os érgdos foram desidratadosima série de solucdes de concentracdo
crescente de acetona, embebido (em acetona + e®i®g)Y e incluido em resina Epon-
Araldite.

Todo o material incluido foi seccionado e os cosesi-finos, com aproximadamente
0,5um de espessura foram corados com mistura de Azuledibeno 1% e Azur Il 1% em
solucdo de borax 1% para andlise e selecdo dosmeselblocos. As seccgdes ultra-finas desses
blocos foram recolhidas em grades de cobre e ctatias com solugcéo saturada de acetato de
uranila 2% em alcool e citrato de chumbo 0,4%. Aseovacdes foram realizadas em um
Microscopio Eletronico de Transmissédo Phillips CMOle documentadas em filme, no
Laboratério de Microscopia Eletrénica do Departatmetie Biologia da UNESP de Rio
Claro-SP.
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O bioensaio de incorporacdo da hidrametilnona eetadartificial oferecida as

formigas revelou que nao houve diferenca signifieaéntre as medianas referentes ao tempo

de sobrevivéncia das formigas tratadas com osco@soles. Porém, comparando-se 0s

controles com as dietas contaminadas observou-sa diferenca significativa na

porcentagem de sobrevivéncia destes tratamentosab&tas seguintes mostram a taxa de

mortalidade acumulada e a sobrevivéncia medianBiogensaio tratado com hidrametilnona

solubilizada em acetona (tabela 1) e na soluca@zei®na e 6leo (tabela 2).

Tabela 1: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (kliel)operarias deétta

sexdens rubropilosssubmetidas ao bioensaio de incorporacdo em digificial com

hidrametilnona (acetona), por 25 dias.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 1 5 6 1 4 1 1 0 0 0 12,0a
Controle | (acetona) 4 9 2 1 1 3 1 0 1 0 11,5a
Controle Il (acetona+06leo) 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 relacdo ao controle indicafarenca significativa de acordo com o teste “log

rank” (p< 0,05).
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Tabela 2: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (kliel)operarias deé\tta
sexdens rubropilosssubmetidas ao bioensaio de incorporacdo em digificial com

hidrametilnona (acetona + 0leo), por 25 dias

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 1 5 6 1 4 1 1 0 0 0 12,0a
Controle | (acetona) 4 9 2 1 1 3 1 0 1 0 11,5a
Controle Il (acetona+6leo) 2 6 4 1 3 1 2 0 0 3 13,5a
Hidrametilnona (acetona+dleo) 9 13 1 3 1 - - - - - 4,0b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicafardnca significativa de acordo com o teste “log
rank” (p< 0,05).

5.2-Analise morfologica

Para garantir que o solvente utilizado nao intex$er na taxa de mortalidade dos
insetos tratados, testes preliminares foram refgaubmetendo os 6rgaos dos trés grupos
controles a cortes histologicos e analises porasgmpia de luz e microscopia eletrdnica de
transmissdo. Mesmo naqueles em que a dieta attifici solubilizada em acetona e na
solucdo de acetona e Oleo se soja, ndo ocorretaragd@es morfolégicas, podendo se inferir
que o solvente utilizado como veiculo ndo causoohume efeito toxico as estruturas

analisadas.

5.2.1-Analise morfoldgica por microscopia de luz

5.2.1.1-Glandulas p6s-faringeas

As figuras 1A, 1B e 1C mostram as glandulas pdsidaas de formigas dos grupos
controles. Observa-se o epitélio glandular lobulad@ lumen (figura 1A). Os ndcleos
celulares estfo intactos e é possivel visualizelénlos tipicos. E possivel observar ainda a

cuticula (figura 1B) e as caracteristicas citopkasras aparentam estar regulares (figura 1C).
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No tratamento com hidrametilnona solubilizada enet@w, as células se
apresentaram com morfologia tipica, similar as dgpg controle (figura 1D). Os nucleos
apresentam nucléolos evidentes e ndo ha alteraci@slasmaticas significativas ao
microscopio de luz (figuras 1E e 1F).

Com o a adicdo de acetona e Oleo de soja no &atancom hidrametilnona,
observou-se um aumento consideravel na espessuepitetio glandular (comparacdo das
figuras 1E e 1H). Em detalhe, pode-se visualizarfigura 11, grandes acumulos de gotas
lipidicas no citoplasma celular. Ocorrem nucleosngiicos (figura 1G) e nudcleos com
cromatina marginalizada (figura 1H). Ha ainda regibitoplasmaticas contendo vacuolizacéo
(figura 11).

5.2.1.2-Intestino Médio (ventriculo)

Na figura 2A observa-se o epitélio intestinal dasmigas dos grupos controles
evidenciando os ninhos de células regenerativpsskivel visualizar a grande quantidade de
vesiculas de secrecdo por todo o epitélio vensic(@liguras 2B e 2C) e em detalhe
visualizam-se células digestivas do ventriculo cartleos integros e evidéncia de nucléolos,
além dos ninhos de células regenerativas que tamkéamcontram com morfologia normal
(figura 2D).

Uma regido do epitélio do ventriculo tratado codrdrnetilnona e acetona € mostrada
na figura 2E. Verifica-se uma mudanca consideraeekpitélio ventricular em relagcédo ao
grupo controle, devido a diminuicdo do numero dsictdas de secrecdo. H4A uma grande
quantidade de vacuolizacdo citoplasmatica das aldigestivas, além da picnose nuclear
observada em algumas das células e ha presencalate gericromatinicos ao redor da
cromatina compactada centralmente em alguns ndcleos

Na figura 2G, observa-se uma porcao do epitélioatdriculo do grupo tratado com
hidrametilnona solubilizada em acetona e 6leo ge $Lomparando-se as figuras 2E e 2G
com 0 grupo controle nota-se que no grupo expetahemde houve adicdo do Oleo ao
solvente, o epitélio ventricular apresenta uma dgaguantidade de vesiculas de secrecéo,
assim como o controle. (figura 2G). Notam-se célalgestivas com nucleos preservados e

ninhos de células regenerativas integros.
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5.2.1.3-Tubulos de Malpighi

Um tabulo de Malpighi dos grupos controles est@&sgmtado na figura 3A. Em cortes
realizados proximos a regido de insercao do vemirié possivel observar um tabulo de
Malpighi com nucleos intactos e nucléolos bem apase Visualiza-se uma grande
quantidade de granulos mineralizados, além do IGmambém apresenta-se caracteristicas
citoplasmaticas tipicas de tecidos preservados.

Na figura 3B, é possivel visualizar uma regido @imdn dos tubulos tratados com
hidrametilnona solubilizada em acetona e 6leo & &stdo presentes regides com grande
quantidade de granulos mineralizados e nucleoslsanies aos do grupo controle.

Os tubulos das formigas submetidas ao tratamentogtediente ativo solubilizado
em acetona aparecem nas figuras 3C e 3D. Foramvalss vacuoliza¢des citoplasmaticas
evidentes ao microscoépio de luz e nucleos picngti®s granulos de esferocristais aparentam

estar em menor quantidade.

5.2.2-Analise morfoldgica por microscopia eletroni de transmisséo

Os resultados obtidos com microscopia eletronicatrdasmissao reforgam os
resultados obtidos com a microscopia de luz. Déstma, serdo descritos apenas as
caracteristicas ultraestruturais relevantes quecica@dim informacdo aos resultados

histoldgicos.

5.2.2.1-Glandulas Pdés-faringeas

Observam-se nas glandulas pés-faringeas dos npssgcontroles, mitocondrias com
cristas mitocondriais definidas e polirribossomiesek (figura 4A). O ndcleo apresentado
aparenta integridade e seu nucléolo estd eviddigarg 4B). HA ainda uma grande
quantidade de vesiculas de secrecao, mostradagira4C.

Quanto as alteracfes induzidas pela hidrametilmasaglandulas pés-faringeas, os
dados ultraestruturais revelaram que esta subaténgastante téxica as glandulas. No grupo
tratado com o principio ativo solubilizado em aoeto o citoplasma apresentou-se

desorganizado em algumas regides (figura 4D). Nardi 4E um vacuolo autofagico é
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observado, o que pode representar indicio de nuafidar, mas estes vacuolos também
ocorrem naturalmente em tecidos ndo tratados cdpsténcias toxicas. A mitocéndria
apresentada aparenta ainda possuir cristas defiidasternas do reticulo endoplasmatico
rugoso com ribossomos aderidos também foram viados.

Drésticas alteracfes sao observadas no grupodretew a hidrametilnona juntamente
com a solucdo do solvente e 6Oleo de soja. A cafsiita mais marcante é a intensa
vacuolizacdo citoplasmatica. (figuras 4F e 4H). PAsocondrias dos insetos deste grupo
experimental apresentam inchaco e ndo sdo maializ@sdas as suas cristas mitocondriais
(figura 4F) e um nacleo comeca a desenvolver imagggio do envoltério nuclear (figura 4H).
Muitos nucleos depois de apresentarem as primewvaginacdes, adquirem forma totalmente
irregular, o que precede a fragmentacdo dos mesmos.

Muitas gotas lipidicas sdo observadas na porg&alaja glandula. (figura 4G) e uma
vilosidade € mostrada englobando uma dessas gatesnpentes do 6leo de soja fornecido

nesta dieta experimental (figura 4l).

5.2.2.2-Intestino Médio (ventriculo)

A ingestao da dieta contaminada com hidrametilrsmhabilizada somente em acetona
causou alteracbes morfolégicas consideraveis réligpdo ventriculo das formigas (figuras
5C e 5D).Observou-se a presenca de vacuolos autofagicosjdeos picnoticos de células
digestivas com intensa compactacdo cromatiniceragfio nuclear indicativa de apoptose,
além de nucleos com cromatina marginalizada (figa@@. Também foi observada uma
diminuicdo na quantidade de microvilosidades (BgBD) e foi possivel visualizar grandes
regides citoplasmaticas vacuolizadas no epitélimtniailar (figura 5D). Esta caracteristica
citoplasmatica de necrose, na qual ele se apresd@tiaon-licido e degradado, ndo se
apresenta nas células digestivas dos grupos cesfffijura 5B).

Na presenca da acetona e do Oleo de soja, a hidlreona também aparenta ter
ocasionado uma diminuicdo na quantidade de micsidddes. Porém, o fato de ser
observado vesiculas de secrecdo no citoplasmal,apidéica que as células ainda nao
perderam sua atividade secretora (figura 5F). Nghoebasal do citoplasma, umicleo

similar aos apresentados pelos grupos controlpsréfiSE) é apresentado.
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5.2.2.3-Tubulos de Malpighi

No grupo experimental submetido ao tratamento com hidrantetd e acetona
observou-se uma perda dos anéis de concrecdo @eslag mineralizados (figura 6C) em
relacdo aos tubulos dos grupos controles (figura BAXimo a lamina basal ocorrem regides
citoplasmaticas vacuolizadas (figura 6D). A fig@a mostra o detalhe de um ndcleo que
apresenta invaginac¢des do envoltério nuclear.

No que diz respeito as alteracdes causadas pdiameato do principio ativo
dissolvido em acetona e 6leo, elas se restringaaatteracdes nos granulos mineralizados
devido a uma perda dos anéis concéntricos (fig@®a Ba figura 6F é possivel visualizar o
reticulo endoplasmatico rugoso e mitocOndrias. Agrovilosidades, assim como as

apresentadas pelos tubulos de Malpighi dos grupaisates (figura 6B) estéo integras.
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5.3-Figuras

Figura 1- Fotomicrografia das glandulas pés-faringas:

- A, B e C: Grupo Controle —(1A): Glandula po6s-faringea de formigas do grupotrie,
apresentando epitélio glandular (ep) normal, cornlen$ intactos (N). As setas pretas
apontam para os nucléolos. Barra 3u®5 (1B) e (1C): Em um aumento maior € possivel
visualizar nacleos (N), nucléolos (setas pretagytecula (c) e o liumen (Lu). Barra =i

em ambas.

- D, E e F: Grupo tratado com Hidrametilnona 200ng/mL (acetona)— (D) Na presenca de
hidrametilnona com acetona, aparecem células confologia tipica, similar as do grupo
controle. Barra = 2tm.. Em 1E e 1F os nucleos (N) apresentam-se seenagies
significativas ao microscopio de luz e os nucléaetio evidentes (setas pretas). Barra =
10um em ambas.

- G, H e I: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 pg/mL (acetona+o6leo) Comparando
as figuras 1E e 1H, observamos que houve um aumensideravel da espessura do epitélio
(ep) das glandulas tratadas com a hidrametilnona @&®solucédo de acetona e 6leo. Em 1G
observam-se nucleos picnéticos (p). Barra gn25(1H) Além de alguns nucleos integros
nota-se a presenca de marginalizacdo cromatine@a B 1@m. (11): Visualizam-se ainda
acumulos de gotas lipidicas (setas brancas) nplasima, além de regides citoplasmaticas
contendo vacuolizacéo (vr). Barra =ub@.
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Figura 2- Fotomicrografia do intestino médio (venticulo):

- A, B, C e D: Grupo Controle —(2A) Pode-se observar o epitélio (ep) do ventriaila
presenca de ninhos de células regenerativas (@et@s). Barra = 26n. (2B) Em um maior
aumento observam-se vesiculas de secrecdo (S)ensuntegros (N) no citoplasma apical
das células digestivas. Barra =ubd Em 2C uma visado geral do epitélio ventriculantam
evidencia a grande quantidade de vesiculas decgec(8) e ainda nota-se uma regido de um
tubulo de Malpighi (TM). Barra = 10n. (2D) Em detalhe observa-se uma célula digestiva
(dc) e nucleos intactos (N). A seta preta aponta pan ninho de células regenerativas. Barra
= 10um.

- E e F: Grupo tratado com Hidrametilnona 200pg/mL (acetona)— (2E): No grupo
tratado com hidrametilnona solubilizada em acet@ndica-se uma mudanca consideravel no
epitélio ventricular devido a uma diminuicdo do miinde vesiculas de secrecdo (S). Além
disso, nucleos picnoticos (p) também sdo observddimsa = 2oam. (2F) Proximo a um
tubulo de Malpighi (TM) observa-se a regido citephatica apical do ventriculo com intensas
vacuolizacbes (vr) no citoplasma das células digest Nucleos picnoticos (p) estédo
evidentes e ocorre ainda a presenca de halos geatnicos (setas brancas) ao redor da
cromatina compactada centralmente em alguns nu@eos = 1Qm.

- G e H: Grupo tratado com Hidrametilnona 200pg/mL (acetona+déleo) -Comparando-se

as visdes gerais dos epitélios tratados com a rhititnona (2E e 2G) com 0s grupos
controles (2A e 2C)), nota-se que no grupo experiaieonde houve adicdo do Oleo ao
solvente, o epitélio ventricular apresenta uma dgaquantidade de vesiculas de secrecéo (S)
assim como os do grupos controles. (2G) Barrapgm2%2H) Observam-se células digestivas
(dc) com nucleos integros e ninhos de células srgtimas sdo apontados pelas setas pretas.
Barra = 1(um.
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Figura 3- Fotomicrografia dos tubulos de Malpighi:

- A: Grupos controles — (A) Em cortes realizados préximos a regido de gé&erdo
ventriculo é possivel observar um tubulo de Malpagim ndcleos (N) intactos e nucléolos
aparentes (setas pretas). Visualiza-se uma graraigidade de granulos mineralizados (setas
brancas), além do limen (Lu). Barra 3ufi0

- B: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 pg/mL (acetona+déleo) B): Os tubulos das
formigas submetidas ao tratamento do ingredieme ablubilizado na solu¢do de acetona e
Oleo apresentam-se semelhantes aos do grupo @ntoi nucleos (N) tipicos com
nucléolos evidentes (seta preta), além de regides granulos mineralizados em grande
quantidade. Barra = .

- C e D: Grupo tratado com Hidrametilnona 200pg/mL (acetona) {C): Neste tratamento
notam-se nucleos com picnose nuclear (p) e regib@slasmaticas vacuolizadas (vr). Barra
= 25um. (D) Em detalhe, com um aumento maior, observamegides citoplasmaticas
vacuolizadas (vr). Nucleos (N) similares aos dotrad@ também estdo presentes e 0s
granulos mineralizados (setas brancas) parecemesstmenor quantidade. Barra ub@
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Figura 4- Eletromicrografia de Glandula pos-faringe:

- A, B e C: Grupos controles (4A): Observam-se mitocodrias (Mi) com cristas wietfas
(setas pretas) de glandulas pés-faringeas de fasmig grupo controle. Estdo presentes
vesiculas (V) e poliribossomos (setas brancasg¢ditambém. Barra = Q6. (4B): Viséo
geral do epitélio secretor evidenciando uma célelaestida por cuticula (c) separada pelo
espaco intercelular (seta branca). Esta presentetgteo (N) com nucéolo (n) e envoltorio
nuclear (ne) evidentes e regides mais eletrondemadeterocromatina (setas pretas). Barra
= 5um. (4C): Evidéncia da lamina basal (BL) e uma regifue apresenta uma grande
quantidade de vesiculas (V), além de mitocondmdi$ € reticulo endoplasmatico rugoso
(setas pretas). Barra ai.

- D e E: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 pg/mL (acetona)— (4D) Neste grupo
experimental, o nucleo (N) apresentado possui esgi@terocromaticas muito eletrondensas e
o nucléolo esta evidente (n). O citoplasma aprasemtdesorganizado (d) em algumas regides
e ainda é possivel observar a cuticula (c), o luthehe a lamina basal (BL). Barra qm.
(4E): Nota-se a presenca de um vacuolo autofagichy Que pode ser indicio de morte
celular, mas também ocorre naturalmente em tegidostratados com substancias téxicas.
Estédo presentes uma mitocondria (Mi) com cristéisidas (seta preta) e cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) com ribossomos adefs#ias brancas). Barra gri.

- F, G, H e I: Grupo tratado com Hidrametilnona 200pug/mL (acetona+o6leo) {4F): No
grupo tratado com ingrediente ativo solubilizado stducdo de acetona e dleo de soja,
observa-se o detalhe de duas mitocondrias (Miaidak com perda das cristas mitocondriais.
Barra = 2,4m. (4G): Viséo geral mostrando um nucleo (N) e esds regides vacuolizadas
(vr) no citoplasma. Nota-se grande quantidade d@sdidicas (setas brancas) presentes na
porcdo apical da glandula. Barra =u#8 (4H): Proximo a lamina basal observam-se duas
mitocondrias (Mi) e um nucleo (N) que comeca a sgmear invaginacao (seta preta) do
envoltorio nuclear (ne). Observam-se ainda granelgi®es vacuolizadas (vr) no citoplasma.
Barra = um. (41): Uma vilosidade (VL) da regido apical € eggntada englobando gotas
lipidicas (setas brancas) provenientes do 6leoofe &licionado neste tratamento. Barra =
1,7um..
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Figura 5- Eletromicrografia de Intestino Médio (vertriculo):

- A e B: Grupos controles {5A): No grupo controle visualiza-se o detalhe deniicleo (N)
com morfologia tipica, proximo a lamina basal (BOpserva-se uma grande quantidade de
poliribossomos livres (setas brancas) além de roessedo reticulo endoplasmético (RE).
Barra = 4,8&m. (5B): Visdo geral evidenciando um nucleo (N) coutléolo evidente (n),
vesiculas (V) e uma grande quantidade de micladidoes (Mv). Barra = 10n.

- C e D: Grupo tratado com Hidrametilnona 200 pg/mL (acetona)— (5C): Observa-se um
vacuolo autofagico (vc), um nucleo tipico (N) cootiéolo (n) bem desenvolvido e um outro
nucleo picnético (P) mais elétron-denso. Barra8ud, (5D) Viséo geral mostrando grandes
areas vacuolizadas (vr) no epitélio do ventricA® setas pretas indicam regides onde houve
diminuicdo de microvilosidades e a seta brancatappara um nicleo com marginalizacdo
cromatinica. “P” indica um ndcleo picnoético. Bawr@, 7um.

- E e F: Grupo tratado com Hidrametilnona 200ug/mL (acetona+déleo) {5E): Nucleo
integro (N) e envoltério nuclear evidente (ne).rBar 4,&m. (5F): Porcdo apical, com
detalhes das microvilosidades (Mi) que parecendiminuido de quantidade em algumas
regides. Estdo presentes mais vesiculas de seanecgoupo experimental com adicdo do
0leo ao veiculo. Barra = .
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Figura 6- Eletromicrografia dos tubulos de Malpighi

- A e B: Grupos controles —(6A): Granulos mineralizados (cabecas de setagagrefio
mostrados em diversas fases de desenvolvimentoiraticacdo de seus anéis concéntricos
(seta preta). Um nucleo (N) e seu envelope nughegrtambém séo evidenciados. Barra =
3,4um. (6B): Notam-se muitas microvilosidades (Mv) é¢aodndrias (Mi). O [limen (L) e um
ndcleo aparentemente integro (N) também séo apmntBdrra = 6,8m.

- C, D e E:Grupo tratado com Hidrametilnona 200 pg/mL (acetona)— (6C): Detalhes de
granulos (cabecgas de setas pretas) com perda decanééntricos, 0s quais sdo visualizados
em apenas um dos granulos, apontados por umarséda Barra = 2,8n. (6D): Visao geral
mostrando a lamina basal (BL), granulos de esfestacs (cabecas de setas pretas) sem anéis
concéntricos e areas citoplasmaticas vacuolizaBlasa = 12,am. (6E): Detalhe de um
nacleo (N) e seu nucléolo (n) e do envoltério naicigue comeca a sofrer invaginacao (seta
preta). Barra = 2,8m.

- F e G: Grupo tratado com Hidrametilnona 200pg/mL (acetona+o6leo) {6F): Ocorrem
microvilosidades (Mv) aparentemente normais naréigalém de uma mitocondria (Mi). Uma
porcdo do reticulo endoplasmatico rugoso (setaschsd também € visualizada. Barra =
2,7um. (6G): Visdo geral de um tubulo indicando um adcl(N) com regides
heterocromaticas e nucléolo evidente (n). Preseiecgranulos mineralizados (cabecas de
setas pretas), mas poucos anéis concéntricossfalizados. Barra = J;im.
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6-DISCUSSAO

O resultado do bioensaio para a avaliacao da ttadei da hidrametilnona revelou que
nao houve diferenca significativa entre as mediaeascontroles (tabelas 1 e 2). Mesmo com
a adicdo da acetona e da solucdo de acetona dedtamja na dieta pura, ndo houve um indice
de mortalidade significativo em comparacdo com upgrda dieta pura, revelando que tais
solventes sdo adequados para a analise da acam@osto quimico testado.

As medianas dos tratamentos com hidrametilnonaawetona e com acetona e dleo
mostraram ser significativamente diferentes dasianed dos trés controles considerados
(tabelas 1 e 2). Os resultados obtidos confirmatralmalho de avaliacdo de toxicidade de
Bueno (2005) que observou a diferenca considedagemedianas do grupo testemunha e de
tratamentos com diferentes concentracdes de hiditaoma. Assim, conclui-se que a
hidrametilnona realmente possui o efeito retardadoessério para a eficiéncia de um
ingrediente ativo de inseticida (STRINGER et a064). Nota-se ainda que a adicdo do 6leo
ao solvente e a hidrametilnona tornou o ingrediextiteo mais eficaz, o que corrobora os
estudos de Bueno (2005).

Na analise histolégica por meio da microscopia e hos grupos tratados com o
ingrediente ativo e acetona, as glandulas nédo eqpaam alteragdes morfologicas evidentes.
No entanto, com a solubilizacdo em acetona junttaneom o Oleo, houve uma diferenca
notavel na espessura do epitélio devido ao acurndelogotas lipidicas provavelmente
provenientes do 6leo adicionado a dieta, além dectaisticas indicativas de morte celular
evidenciada pela presenca de picnose nuclear (BOVBEMWEN, 1990; BOWEN; BOWEN,;
JONES, 1998), nucleos com marginalizacdo cromatimdicativos de apoptose (BOWEN;
BOWEN; JONES, 1998), além de terem sido observadagdes citoplasmaticas
vacuolizadas.

Os dados apresentados pela microscopia eletrémiceadsmissao confirmam que
houve um maior grau de degeneracdo das glandutatapigeas quando a hidrametilnona
estava solubilizada em acetona e 6leo de soja.ltBsagdes mais evidentes sdo a intensa

vacuolizacdo citoplasmatica e o inchaco de mitogéadjue apresentaram ainda perda de
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suas cristas. No entanto, o contrario foi obsenemorelacdo ao ventriculo, pois este 6rgao
parece ser mais afetado quando o composto quireidoselubilizado apenas em acetona. O
fato da hidrametilnona com 6leo nédo ter promovidasticas alteracbes morfologicas no
intestino e nos tdbulos de Malpighi, pode ser devieb fato da presenca do Oleo ter
influenciado no transporte e no acumulo destag&ntias na glandula pos-faringea.

Essa hipotese baseia-se no fato de que a glandskapngea estad envolvida no
metabolismo de lipideos (BUENO, 2005) e é consatkerpor certos autores como um
diverticulo intestinal (CAETANO; JAFFE; ZARA, 2002Dessa forma pode-se sugerir que a
presenca de 6leo na dieta contaminada tenha prdmavitransporte da maior parte do
alimento para a glandula. Tal fato levaria a dingéa da quantidade de hidrametilnona a ser
absorvida pelo intestino e posteriormente pelosiltgbde Malpighi, e consequentemente,
diminuiria a concentracdo da mesma na hemolinfauziado as possiveis alteracdes
histol6gicas drasticas em determinados 6rgdos. ien, a quantidade de hidrametilnona
presente na hemolinfa foi suficiente para aumeatdaxa de mortalidade das formigas,
provavelmente por agir em Orgaos vitais, tais coatueles do sistema respiratorio,
circulatério e nervoso, os quais ndo foram avabalistologicamente no presente estudo.
Desta forma, a via de ingestao da hidrametilnomeicathda de 6leo envolve a glandula pés-
faringea.

O papel desempenhado por essas glandulas de ferdigassivel de discussao. Para
Billen (1991), o reticulo endoplasmatico rugoso RRBem desenvolvido auxilia na producéo
de enzimas digestivas, o0 que pode ser um indicdaviningdo das glandulas pés-faringeas em
Atta sexdens rubropilosauma vez que sao observados muitos RER dilatadlggesenca
dessas glandulas seria a explicagdo para a ca@acidastas formigas de separarem
seletivamente compostos lipidicos dos néo lipiditagorcédo final da faringe. Isto significa
que se a quantidade de lipidio ingerido for graede sistema ndo conseguir armazenar, 0
excesso se desloca para o papo, mas sem atingimtdculo. Quando ha reducdo do estoque
ocorre o retorno pelo es6fago que atinge o lumeglatadula (BUENO, 2005). Assim, essas
glandulas enA. s. rubropilosaexercem a mesma funcédo que a glandul&alenopsis invicta
sendo supostamente capazes de absorver lipidiadindento ingerido, ndo da hemolinfa, e
digerir estes, intracelularmente, agindo como cexélicos nestes organismos (VINSON;
PHILLIPS; WILLIANS, 1980).

No entanto, ndo se encontram grandes quantidadigidies disponiveis nas fontes

alimentares de sauvas. Por isso, quando entramoetatec com grande quantidade destas
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biomoléculas, ndo possuem um limite de ingestammao tém mecanismos para eliminar o
excesso, consequentemente acabam morrendo (BUHEN6). 2

Quanto as alteracbes apresentadas pelo ventroiog ja foi dito anteriormente, o
intestino médio aparentemente foi mais afetado pieleametilnona tendo somente a acetona
como veiculo, do que com a adigdo do solvente jeota o 6leo. E observada a picnose
nuclear de células pela microscopia de luz, aléndrdatica diminuicdo da quantidade de
vesiculas de secrecdo no epitélio ventricular eramdg quantidade de vacuolizacdo do
citoplasma das células digestivas. Tais vacuolodemo ser reflexo de morte celular
programada do tipo autofagica, o qual esta benrittesa literatura no processo degenerativo
das glandulas de seda de pré- pupag\mie (SILVA-ZACARIN; GREGORC; SILVA DE
MORAES, 2006),Galleria mellonella(SENHAL; JANDA; NEMEC, 1983),Bombyx mori
(AKAI, 1984) e no processo de degeneracdo de glasdialivares d®iatraea saccharalis
(VICTORIANO, 2002), Calliphora erythrocephala(LEVY; BAUSTZ, 1985), Calliphora
vomitoria (BOWEN; MORGAN; MULLARKEY, 1993) eManduca sexta(LOCKSHIN;
ZAKERI, 1994).

Estes vacuolos comumente aparecem em tecidos dwsnsofrendo metamorfose
(BEAULATON; LOCKSHIN, 1982) e no intestino de abathmais velhas (MELLO; VIDAL;
VALDRIGHT, 1971). Também foram identificadas estmais similares durante a fase
degenerativa de glandulas de seda de larvas napfasgupa (SILVA- ZACARIN et al.,
2007a), e nas glandulas salivares de outros ing&tdRAND; PAVAN, 1975; KLOETZEL;
LAUFER, 1969; LOCKSHIN; ZACKERI, 1994; SILVA DE MORES; CRUZ-LANDIM,
1979).

Em compensacéo, os nucleos do epitélio ventriadaratamento experimental com
adicao de 6leo ndo apresentaram picnose nucleameanarginalizacdo cromatinica visiveis a
microscopia de luz e a quantidade de vesiculasaeg@o é semelhante aos dos epitélios dos
grupos controles. Ainda neste tratamento, foi ofagkr ninhos de células regenerativas
integros e pela andlise da microscopia eletrbnicavén uma aparente diminuicdo da
guantidade de microvilosidades. Estudos descrevpenda de microvilosidades na apoptose,
como ocorreu nas glandulas de sedavidgipona quadrifasciata(SILVA DE MORAES;
CRUZ-LANDIM, 1979). Embora a perda das microvilegiés descritas em células
apoptdticas (HACKER, 2000) tenha sido observadapaegdo apical do intestino das
formigas, o fato de serem observadas vesiculagaecsio nesta regidao indica que a célula

ainda ndo perdeu sua atividade secretora. A perdaictovilosidades poderia, também, estar
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associada a um mecanismo de compensacéo celul@sposta ao estresse, como forma de
diminuir a superficie de absorcéo do contetdo altarecontaminado.

Sobre os resultados obtidos para os tubulos deigalmssim como no ventriculo, o
grupo de formigas tratado com o ingrediente ativm lvente, sem adicdo do 6leo sofreu
mais alteracbes morfoldgicas. Nos dados obtidoa peicroscopia de luz, verificou-se
novamente regides citoplasméaticas vacuolizadas) di nucleos picnoticos e uma aparente
diminuicdo na quantidade de granulos mineralizaglosrelagdo aos grupos controles e ao
grupo submetido a ingestdo da hidrametilnona, aeeto0leo, embora seja dificil quantificar
estes granulos.

Com o acréscimo de 6leo de soja ndo foram obsesveaiolos citoplasmaticos e
nucleares, evidentes ao microscopio optico, nagasetios tubulos de Malpighi. Os nucléolos
e granulos presentes se assemelham aqueles edosntras grupos controles. Isto seria
explicado, pelo fato que o tratamento adicionadélde, seria carreado pela via alternativa da
glandula pés-faringea no trato digestorio, o qumirdiiria a concentracdo da hidrametilnona
veiculada pela acetona juntamente com o 6leo dersmjntestino e, consequientemente, nos
tabulos.

Por esta analise visual inicial, os granulos miieados das células dos tubulos de
Malpighi apresentaram o mesmo padréo de distribuggéire os grupos tratados e os grupos
controles. Porém, os resultados de microscopiadaiet de transmissdo nos dois grupos de
formigas tratadas com hidrametilnona evidenciaranilg de anéis concéntricos dos granulos
mineralizados dos tubulos de Malpighi. Como a geanguantidade e o grau de
desenvolvimento dos granulos mineralizados indicm as células estdo em alta atividade
metabodlica (OLAVARRIETA, 2000), os dados do presemnabalho sugerem entdo que, se as
células do ventriculo e dos tubulos de Malpighdpezm a atividade, havera uma tendéncia da
concentracdo desses residuos metabolicos serenzidaslunos granulos, o que pode
representar um caminho para a degeneracdo conquleten indicativo de inicio de morte
celular.

Segundo Caetano e Cruz-Landim (1983) os granulosceastituidos de residuos
metabolicos de filtrados da hemolinfa e constituamrateriais caracteristicos ndo s6 dos
tubulos de Malpighi, mas também de algumas célddaspitélio do ventriculo. De acordo
com esta hipétese, Cruz-Landim e Serrdo (1997)estmdos quimicos e morfolégicos de
concrecdes minerais no ventriculo de abelhas, sagerque a eliminacdo por extrusao
apocrina do acumulo das concrecdes minerais n@ d@as células representa uma funcéo

excretora do intestino médio.
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Estudos de Gouranton (1968) indicam que os gramulosralizados séo produzidos
em elementos do reticulo endoplasmatico rugoso JR&necando com a condensac¢éo do
material elétron-denso. As cisternas do reticurnentam e perdem os ribossomos enquanto a
fusdo de pequenas inclusdes aumenta o tamanhandeec@o. O nucleo central do material
torna-se envolto por camadas alternadas de matalétron-denso e translicido.
Frequentemente o nulcleo subsequliente torna-se ndemsse, talvez indicando que algum
material estocado é re-utilizado. As concrecdesepodornar-se associadas com figuras
mielinicas em estagios mais avancados e s0 uma &&fera de material elétron-denso pode
permanecer. Em glandulas de sedaAdamellifera (SILVA-ZACARIN, 2007b) isto pode
explicar o surgimento das lamelas concéntricassideradas como material degenerativo
(CRUZ- LANDIM; SILVA DE MORAES, 1977). Tashiro, Manoto e Matsumura (1968)
também observaram as estruturas lamelares corm@@n®im glandula de seda Bembyx
mori, enquanto Billen (1990) as encontrou nas glandwageteno d&lyrmecia gulosaEm
Petrobius maritimuse em lagartas, as esferas podem derivar de cgggg|nos e, pelo
menos no final, eles ndo tem associacao com figaraénicas (FAIN-MAUREL; CASSIER;
ALIBERT, 1973).

De acordo com a analise dos resultados do presetitelho, ndo ha influéncia do
solvente (acetona) nos resultados da analise mgifal. Outro fator a ser considerado seria a
influéncia do 6leo vegetal utilizado, pois podedasar respostas variadas das formigas, desde
alta atratividade até repeléncia (BOARETTO, 208@gundo Nagamoto (1998), os inseticidas
paraSolenopsisp sdo formulados com Oleo de soja, que nestess&ase como solvente e
atrativo, enquanto que patdta sexdenseste mesmo 6leo quando impregnado em chumagos
de algodao, determinou uma forte reducéo na attatie, agindo inclusive, como repelente.
Este mesmo autor explica que essa repeléncia seaddorcas de coesado que tendem a fazer o
Oleo envolver a superficie corporal da formigastamdo-as por asfixia. Ou seja, as repostas
dependem da forma pela qual as formigas entram amtato com o 6leo. Desta forma,
formigas que tem acesso ao 6leo por meio de chusndeoalgoddo ficam impregnadas
desencadeando um processo de limpeza de antearas® tespondendo assim negativamente.

No entanto, no trabalho de Boaretto (2000), fragogede celulose com 6leos vegetais
foram oferecidos as formigas apos a retirada dessacde 6leo, diminuindo o problema de
impregnacgdo no corpo destes insetos. Para Buefb)(20presenca do 6leo de soja aumenta a
eficiéncia do inseticida, sendo considerado esaknai preparacdo de iscas. De acordo com

Matsumura (1975), isto ocorre devido ao fato d@ @ermitir um maior contato do inseticida
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com a cuticula, além de dissolver a cera epicaicud assim, facilitar a passagem do
inseticida e promover a desorganizacao da protei@ana da cuticula.
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7-CONCLUSOES

- Os resultados obtidos com o0s bioensaios confamara atividade retardada da

hidrametilnona.

- A associacao dos dados morfologicos da microsabpiaz e da microscopia eletrénica de
transmissdo com os dados dos bioensaios de todécidagere que a hidrametilnona atua
diferentemente nos 6rgdos analisados, bem comaxsa de mortalidade das formigas,

dependendo se esse principio ativo esta assodiad@cao 6leo adicionado a dieta artificial.

- O mecanismo pelo qual o 6leo adicionado ao ingnte ativo aumenta a sua eficiéncia

permanece obscuro, assim como a relacdo das gi&nuths-faringeas nesse processo.



51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKAI, H. The ultrastructure and functions of théksgland cells oBombyx moriln: KING,
R. C.; AKAI, H. (Eds.)Insect ultrastucture. New York: Plenum Press, 1984. n. 2, p. 323-
364, 1984.

ALMEIDA-TOLEDO, L. F. Histo-anatomia de glandulas Atta sexdens rubropilogeorel
(Hymenoptera)Arqg. Inst. Biol. v. 34, n. 4, p. 321- 329, 1967.

AMANTE, E. 1972.Influéncia de alguns fatores microclimaticos sobra formiga salva
Atta laevigata(F. Smith, 1858) Atta sexdens rubropilogéorel, 1908 Atta bisphaerica

Forel, 1908 eAtta capiguaraGongalves, 1944 (Hymenoptera, Formicidae), em
formigueiros localizados no estado de Sao Pault972. 175f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Escola Superior de Agricultura “Luss@ueiroz”, Universidade de Séo Paulo,
Piracicaba, 1972.

ANJOS, N., DELLA LUCIA, T. M. C., MAYHE-NUNES, A. JGuia pratico sobre
formigas cortadeiras em reflorestamentosPonte Nova, MG.: Graffcor, 1998. 97p.

ATTYGALLE, A. B., BILLEN, J. P. J., MORGAN, E. D. fie post- pharyngeal gland of
workers of Solenopsis geminaf@ymenoptera: Formicidaelctes Coll. Insects Sads.l.]
V. 2, p. 75- 86, 1985.

AYRE, G. L. Feeding behaviour and digestiorCamponotus herculeanud..)
(Hymenoptera: Formicidae Ent. Exp. & Eppl, v. 6, p. 165- 170, 1963.

BARNES, R. D.Zoologia dos invertebrados Sdo Paulo: Roca, 1990. 1179p.

BEAULATON, J.; LOCKSHIN, R. A. The Relation of Prcgnmed Cell Death to
Development and Reproduction: Comparative Studidsaa Attempt at ClassificatioW!
Rev. Cytol, v. 19, p. 215-235, 1982.

BILLEN, J. Morphology and ultrastructure of the Buf's and venom gland in the ant
Myrmecia gulosgFabr.) (Hymenoptera : Formicidadustralian Journal of Zoology. v.
38, p. 305-315, 1990.

BILLEN, J. Ultrastructural organization of the exime glands in ant€Ethology, Ecology
and Evolution, v. 1, p. 67-73, 1991.



52

BILLEN, J.; SCHOETERS, E. The post-pharyngeal glamdinoponeraants (Hymenoptera:
Formicidae): Unusual morphology and changes duhegecretory procedsit. J. Insect
Morphol. & Embryol , v. 25, n. 4, p. 443-447, 1996.

BILLINGSLEY, P. F., DOWNE, T. R. The effects of éitial diets on the anterior intestinal
cell ultrastructure oRhodnius prolixug Hemiptera : Reduviidaet. J. Parasitol., v. 1, n.
3, p. 291-299, 1989.

BLOOMQUIST, J. R. Insecticides: chemistries andrahgeristics. Disponivel em
<wwww.ipmworld.umn.edu/chapters/bloomq.htm>. Acessu 15 fev. 2008.

BOARETTO, M. A. C.; FORTI, L. C. Perspectivas notrole de formigas cortadeire8érie
Técnica IPEF,v. 11, n. 30, p. 31-46, 1997.

BOARETTO, M. A. C.Selecéo de substratos com potencial para uso emasdormicidas
para as salvaditta capiguaraGoncalves, 1944 dtta bisphaericdorel, 1908
(Hymenoptera: Formicidae) e isolamento do fungo silsionte, 2000. 161f. Tese
(Doutorado em Agronomia) - Faculdade de Ciéncia®A@nicas da Universidade Estadual
Paulista “Julio nde Mesquita Filho”, Botucatu, 2000

BOWEN, I. D., BOWEN, S. MProgrammed cell death in tumours and tissued.ondon:
Chapman and Hall, 268p. 1990.

BOWEN, I. D., BOWEN, S. M., JONES, A. Mitosis and Apopotosis:matters of life and
death. London: Chapman and Hall, 1998.

BOWEN, I. D.; MORGAN, S. M.; MULLARKEY, K. Cell deth in the salivary glands of
metamorphosin@alliphora vomitoria Cell Biol. Int. (s.1), v. 1, p. 13-33, 1993.

BRADLEY, T. J. The excretory system: structure ahgsiology. In: KERKUT, G. A,
GILBERT, L. (Eds.).Comprehensive insect physiology, biochemistry angharmacology.
Oxford: Pergamon Press, 1985. v. 4, p.421- 465.

BRAECKMAN, B. et al. Cadmium pathology in an inseetl line: ultrastructural and
biochemical effectsTissue & Cell, v. 31, n. 1, p. 45-53, 1999.

BUENO, F. C.;Selecao de ingredientes ativos para uso em iscasaomtrole de formigas
cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) 2005. 98p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista “JdeoMesquita Filho”, Botucatu, 2005.



53

BUENO, O. C. et al. Sobrevivéncia de operariagtia sexdens rubropilodeorel
(Hymenoptera : Formicidae) isoladas do formigueiaimentadas com dietas artificiais.
Soc. Entomol.v. 26, p. 107-112, 1997.

BUENO, O. CFiltro infrabucal e glandulas p6s-faringeas da satla+limao Atta sexdens
rubropilosaForel (Hymenoptera, Formicidae) 107f. Tese (Livre-Docéncia) — Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “JdédVesquita filho”, Rio Claro, 2005.

BUENO, O. C.; CAMPOS-FARINHA, A. E. C. As formigad®mésticas. In: MARICONI, F.
A. M. (Ed.).Insetos e outros invasores de residénciRiracicaba: FEALQ. 1999, p.135-180.

BURSCH, W, et al. Quantitative histological andtbchemical studies on the occurrence
and stages of controlled cell death (apoptosighduegression of rat liver hyperplasia.
Virchows Arch. B. Cell Pathol. Incl. Mol. Pathol.,v. 50, p. 153-166, 1985.

CAETANO, F. H.Morfologia comparada do trato digestivo de formigada sub-familia
Myrmicinae (Hymenoptera: Formicidae), 1977. 142f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) - Instituto de Biociéncias da Univeesié Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Rio Claro, 1977.

CAETANO, F. H.Anatomia, histologia e histoquimica do sistema digéivo e excretor de
operarias de formigas (Hymenoptera: Formicidae)1981. 171f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Biologicas) - Instituto de BiociénciasUtaversidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Rio Claro, 1981.

CAETANO, F. H. Presence of cuticular spines in prdeo of ant®araponera clavatand
Dinoptera australis(Hymenoptera: Ponerinae). INTERNATIONAL CONGRESS OF
CELL BIOLOGY , 4, 1988, Montreal, Canada. Résumes...

CAETANO, F. H. et al. Presence of nematodes irpttst- pharyngeal gland of ants
Camponotus rufipe@Hymenoptera : Formicidae). ldornada Paulista de Parasitologia
n.8, 1990, Campina#&nais... Campinas: IEL - Centro Académico Unicamp, 1990.

CAETANO, F. H.Aspectos ultramorfologicos, ultra-estruturais e enimoldgicos da
glandula pés-faringea deDinoponera australigFormicidae: Ponerinae) 137 f. Tese
(Livre — Docéncia) Instituto de Biociéncias, Unisiglade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita filho”, Rio Claro, 1998.

CAETANO, F. H.; CRUZ-LANDIM, C. Ultra-estrutura dalulas colunares do ventriculo
de Camponotus arborey$lymenoptera : Formicidae) e suas implicacoes tnais.
Naturalia, v. 8, p. 91-100, 1983.



54

CAETANO, F. H.; JAFFE, K.; ZARA, F. Formigas: Biologia e Anatomia Rio Claro:
Editora Topéazio, 2002. 131p.

CAETANO, F. H.; MACHADO, V. L. L. Morfologia e hisflogia do trato digestivo de
Protopolybia exigua exigu@gdymenoptera: Vespidae) e suas estruturas excschnexas.
Pap. Avulsos Zool, v.34, n. 25, p.283-96. 1982.

CAETANO, F. H.; OVERAL, W. L. Estudos do trato dgi®o de vespas (Hymenoptera :
Vespidae) e estruturas excretoras associadas.rfoldgia. Rev. brasil. Ent, v.28, n.4, p.
403 - 408, 1984.

CHAPMAN, P. J. Petroleum oils for the control otbard pestdNew York State
Agricultural Experiment Station Bulletin n.814, 1967.

CHAPMAN, R. F.The Insects: structure and function New York: American Elsevier.
1975. 819p.

CHAPMAN, R. F. Structure of the digestive systeimsKERKUT, G. A. and GILBERT, L.
I. (Eds.).Comprehensive Insect Physiology, Biochemistry andiarmacology, Oxford,
United Kingdom: Pergamon Press, 1985. v. 4. p.26b-

CHERRETT, J. M. The foraging behaviourAtta cephalote¢lL.) (Hymenoptea:
Formicidae). Foraging pattern and plant speciegld in tropical rain foresl. Anim.
Ecol., Oxford, v. 37, p. 387-402, 1968.

CINTRA, P.Atividade téxica deDimorphandra molliBenth. (Caesalpiniaceae) sobre
operarias deApis mellifera(Hymenoptera: Apidae), 2001. 75p. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncias Bioldgicas) - Instituto de Biociéndi@sUniversidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Rio Claro, 2001.

CLARKE, P. G. H. Developmental cell death: morplgidal diversity and multiple
machanismsAnat and Embriol (Berl), Berlim, v. 181, p.195-213, 1990.

CRUZ-LANDIM, C.; SILVA DE MORAES, R. L. M. Estrutas degenerativas nas glandulas
hipofaringeas de operarias Apis mellifera(Apidae);Rev. Brasil. Biol., v. 37, p. 681-692,
1977.

CRUZ-LANDIM, C. Ultra-estrutura e funcéo do tubaestivo dos insetos. IN: Biologia
Celular. AciespAnais Acad. Ciéncias Est. Sdo PauloSao Paulo, v. 44, p. 28-49, 1985.



55

CRUZ-LANDIM, C.; SERRAO, J. E. Ultraestructure anigtochemistry of the mineral
concretions in the midgut of bees (Hymenopteradag).Neth. J of Zool [s.l], v. 47, n. 1, p.
21-29, 1997.

DELAGE, B. Recherches sur les fourmis moissonnedad®assin Aquitain: éthologie.
Physiologie de I’ alimentatio®Ann. Sc. Nat. Zool, v.10, p. 197-266. 1968.

DELAGE-DARCHEN, B. Les glandes post-pharyngiennes fhurmis connaissances
actuellessur leur structure, leur fonctionnementr féle.Ann. Biol. [s.]] v. 15, n. 1-2, p. 63-
76, 1976 .

DELLA LUCIA, T. M. C. et al.As formigas cortadeiras Folha de Vigosa. Vigosa, MG.
1993. 262p.

DUPORTE, E. MManual of insect morphology New York: Reinhold, 1959, p. 150-168.

FAIN-MAUREL, M. A.; CASSIER, P.; ALIBERT, J. 197Ftude infrastructure et
cytochimique de l'intestin moyen @&etrobius maritimusLeach en rapport avec ses
fonctions excrétrices et digestiv8sssue Cell, v. 5, p. 603-631, 1973.

FALCO, J. RComparacéo ultraestrutural entre glandulas pos-farhgeas deCamponotus
rufipes(Hymenoptera: Formicidae) parasitadas e ndo por neatoides 1992, 70f.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacao em @gBoblogicas) - Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista 6Jdd Mesquita Filho”, Rio Claro, 1992.

FORBES, J.; MCFARLANE, A. M. The comparative anayoof digestive glands in the
female castes and the maleGaEmponotus pennsylvanicDegeer (Formicidae,
Hymenoptera)New York Entomological Society v. 69, p. 92-103, 1961.

FURQUIM, K. C. SEstudo das glandulas salivares de fémeas e machesadrrapatos
Rhipicephalus sanguine(isatreille, 1806) (Acari, Ixodidae): Caracterizagaodo ciclo
secretor com énfase no processo de degenera¢)7. 237f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas) - Instituto de Biociéncias da Univeesié Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Rio Claro, 2007.

GAMA, V. O sistema salivar d€amponotus (Myrmothrix) rufipggabricius, 1775),
(Hymenoptera : FormicidaeRev. Brasil. Biol,, v. 45, n. 3, p. 317-359, 1985.

GILLOTT, C. Entomology. New York: Plenum, 1980, 729 p.



56

GOURANTON, J. Composition, structure et mode denition des concrétions minérales
dans I'intestin moyen des homopteres cercopidé3ell Biol., v. 37, p. 316 -328, 1968.

GREGORC, S.; BOWEN, I. D. Histopatological anddchiemical changes in honeybee
larvae Apis melliferal.) after infection with Bacillus larvae, the catigse agent of American
foulbrood diseaseCell Biol. Int., v.22, n.2, p.137-44, 1998.

GUIMARAES, P. R. Parceria surpreender@éncia Hoje, v. 32, p. 68-70, 2002.

GULLAN P. J.; CRANSTON, P. S. The insects: an oatlof entomology. 2. ed. Oxford:
Blackwell Science 2000. 470p.

HACKER, G. The morphology of apoptost3ell and Tissue ResearchiNew York, v. 301,
p. 5-17, 2000.

HAINES, B. L. Element and energy flows through coés of leaf- cuting anftta
colombica in PanamaBiotropica, v. 10, n. 4, p. 270-277, 1978.

HALABY, R.; ZAKERI, Z.; LOCKSHIN, R. A. Metabolievents during programmed cell
death in insect labial glandBiochem. Cell Biol.,v. 72, p. 597-601, 1994.

HEBLING, M. J. A. et al. A utilizacao de produtoatarais para o controle de formigas
cortadeiras e/ou fungo simbioniaturalia, Sdo Paulo, v. 24, p.311-317, 1999.

HESLER L. S.; PLAPP, F. W. Jr. Uses of oils in rtsgontrol.Southwest Entomol. Suppl,
v.11, p.1-8, 1986.

HOLLDOBLER, B.; WILSON, E. OThe ants London: Springer, 1990. 732p.

HOLLINGSHAUS, J. G. Inhibition of mitocondrial elgon transport by hydramethylnon: a
new amidinohydrazone insecticidgest Biochem Physiglv.27, p.61-70, 1987.

JACOB, L.Selecao de Ingredientes ativos para o controle deriigas urbanas 2002.
146f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Biologieds$tituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista “Jalio de MesquiitaoF, Rio Claro, 2002.

JANET, C.Anatomie du gaster de laMyrmica rubra Paris: Georges Carré et C. Naud.
Editeurs. 1902. 68p.



57

JANET, C.Anatomie de la téte duLasius niger Paris: Limoges Impremeire-libraire.
Ducourtieux et Gout. 1905. 40p.

JESUS, C. MUtilizacao de alimentos contendo substancias lipicks e acucaradas por
formigas urbanas.2006. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bio#s) - Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista 6Jdd Mesquita Filho”, Rio Claro, 2006.

JUHASZ, G. et al. Th®rosophilahomolog of Autl is essencial for autophagy and
developmentFEBS Lett., v. 543, p. 154-158, 2003.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, Biologia celular e molecular.7. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2000. Cap. 11, p.231.

JURAND, A.; PAVAN, C. Ultrastructural aspects oftalytic process in the salivary gland
cells during metamorphic stagesRhynchosciara hollaendegDiptera, Sciaridae)Cell
Differ. [s.l], v.4, p. 219-236, 1975.

KLOETZEL, J. A.; LAUFER, H. A fine—structure analgof larval salivary gland function in
Chironomus thumm(Diptera).J. Ultrastruct. Res., v. 29, p. 15-36, 1969.

LEVY, M.; BAUTZ, A. M. Degeneration of larval saliwy glands during metamorphosis of
the blow-fly Calliphora erythrocephalaMeigen (Diptera: Calliphoridae). Insect Morphol.
Embriol. [s.l], v. 14, p. 281-290, 1985.

LOCKSHIN, R. A.; WILLIAMS, C. M. Programed cell d&a Il. Endocrine potentiation of
breakdown of the intersegmental muscles of silkimedt Insect Physiol, v. 10, p. 643-649,
1964.

LOCKSHIN, R. A.; ZAKERI, Z. F. Programmed cell deaearly changes in
metamorphosing cell&iochem. Cell Biol, v.72, p.589-596, 1994.

LOCKSHIN, R. A.; ZAKERI, Z. The Biology of Cell De¢ and Its Relationship to Aging.
In: HOLBROOK, N.; MARTIN, G. R., LOCKSHIN, R. A. (&s.).Cellular Aging and Cell
Death. New York: Willey- Liss, 1996. p.167-180.

LOCKSHIN, R. A.; ZAKERI, Z. Apoptosis, autophagyyédimore. Int. J. Biochem. Cell
Biol., v. 36, p. 2405-2419, 2004.



58

LOECK, A. E.; NAKANO, O. Efeito de novas substarsciasando o controle de sauveiros
novos deAtta laevigata(Smith, 1858) (Hymenoptera: Formicidadshlo, v.1, p.25-30, 1984.

FEBVAY, G.; KERMARREC, A. Digestive Fysiology ofdé-cutting ants. IN: LOFGREN,
C. S.; VANDER MEER, R. K. (EdsHire ants and leaf-cutting ants: Biology and
management.Boulder: Westview Press, 1986. p.274-285.

MARINI, T. Toxicidade de alguns Oleos vegetais para operarids Atta sexdens
rubropilosa. 2003. 31f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Gigiluam Ciéncias Bioldgicas)
- Instituto de Biociéncias da Universidade EstadRallista “Julio de Mesquita Filho”, Rio
Claro, 2003.

MARTINELLI, A. Histoquimica e ultraestrutura dos tibulos de Malpidni de operarias
de Atta sexdens rubropilodeorel, 1908 (Hymenoptea: Formicidag)1998. 100f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Biologicas)titlrie e Biociéncias da Univervidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Ri@fl, 1998.

MARTINELLI, A; TABOGA, S. R. Estrutura e ultra-estiura dos tdbulos de Malpighi em
Periplaneta americanglattaria). In: XIV COLOQUIO DA SOCIEDADE BRASILERA
DE MICROSCOPIA ELETRONICA, 1., 1993, CaxamiAnais... Caxambu, 1993. p.250-
251.

MARTOJA, R.; BALLAN-DUFRANCAIS, C. The ultrastructa of the digestive and
excretory organs. In: KING, R.C., AKAI, Hinsect ultaestruture. New York: Plenum Press,
1984.v. 2, p. 119-261.

MATSUMURA, F. Toxicology of insecticidesNew York: Plenum Press, 1975, 503p.

MELLO, M. L. S.; VIDAL, B. C.; VALDRIGHT, L. The laval peritrophic membrane of
Melipona quadrifasciatd Hymenoptera, Apoidealprotoplasma, v. 73, p. 349-365, 1971.

MELLO, M. L. S. A mucous secretion in the Malpighitubes, of a neotropical bumblebee,
Bombus atratu&ranklin.Protoplasma, v. 99, p. 147-158. 1979.

MOHAMED, U. V. K. Histomorphological evidence foctedermal origin of Malpighian
tubules in insect®ak. J. Zol.,v.18, n. 2, p. 171-177, 1986.

NAGAMOTO, N. S.Metodologia para Selecao de Inseticidas visando Ciatcao de Iscas
Toxicas para Formigas Cortadeiras (Hymenoptera: Fomicidae), 1998. 94p. Dissertacédo



59

(Mestrado em Agronomia) - Faculdade de Ciéncia®A@micas da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 1998.

NAGAMOTO, N. S.Estudostoxicologicos de principios ativos inseticidas enofmigas
cortadeiras (Hymenoptera, Formicidae)2003. 234f. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidatedbdal Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Botucatu, 2003.

OBENG-OFORI, D. Plants oils as grain protectantsragg infestations ofriyptolestes
pusilusandPhyzopertha dominicen stored grainEntomol Exp Appl., v. 77, p.133-139,
1995.

OLAVARRIETA, A. J. A. Estudo ultramorfoldgico e ultra - estrutural dos tlbulos de
Malpighi de operarias deSolenopsis saevissinfidymenoptera : Formicidae),2000. 78f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Biologicas)titiiie de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Ri@fl, 2000.

PEREGRINE, D. J.; MUDD, A.; CHERRETT, J. M. Anatoragd preliminary chemical
analysis of post-pharyngeal glands of leaf- cutitnggAcromyrmex octospinosiiReich.)
(Hym., Formicidae)lns. Soc, v. 20, n. 4, p. 355- 363, 1973.

PRIESTER, W. Ultrastructure of the midgut epithleti@lls in the flyCalliphora
eritrocephalaJ. Ultraestruct. Res, v.36, p.783-805, 1971.

PROSKURYAKOQV, S. Y.; KONOPLYANNIKOV, A. G.; GABAIV. L. Necrosis :a
specific form of programmed cell deatBRperimental Cell Researchv. 283, p. 1-16, 2003.

RIBEIRO, A. F., FERREIRA, C., TERRA, W. R. Morphgjical basis of insect digestion. In:
MELLINGER, J. (Ed.)Animal Nutrition and Transport Processes.l. Nutrition in Wild and
Domestic Animals, 1990. v. 5, p. 96-105.

RICHARDS, A. G., RICHARDS, P. A. The peritrofc merahe of insectsAnn. Rev.
Entomol., v. 22, p. 219-240, 1977.

RICHARDS, O. W.; DAVIES, R. GIMM’ S General Textbook of Entomology. London:
Chapman and Hall, 1977. 135p.

ROEDER , K. DlInsect physiology.New York: John Wiley & Sons, 1953. p1100



60

ROSS, H. H. A textbook of entomology. 30 ed. Newkydohn Wiler, 1965. p. 90-163

SCHOONHOVEN, A. V. Use of vegetable oils to protsidred beans from bruchid attack.
Entomological Society of Americav.71, n. 2, p.254-56, 1978.

SENHAL, F.; JANDA , J. R. V.; NEMEC, V. Compositgyntetic and cytolitic activities of
Galleria mellonelasilk glands during the last-larval instar unde #ttion of juvenile
hormoneJ. Insect Physiol [s.l], v. 29, p.237-248, 1983.

SILVA DE MORAES, R. L. M.; CRUZ-LANDIM, C. Estudosltraestruturais da glandula
salivar larval deMelipona quadrifasciata anthidioiddsep. durante o desenvolvimento larval;
Rev. Brasil. Biol, v 39, p.103-116, 1979.

SILVA DE MORAES, R. L. M.Morte celular nas glandulas hipofaringeas dépis
melifera(Hymenoptera: Apidae), 1998, 97f.. Tese (Livre-Docéncia) — Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “déidlesquita Filho”, Rio Claro, 1993.

SILVA-ZACARIN, E. C. M.; GREGORC, A.; SILVA DE MORAS, R. L. M. In situ
localization of heat-shock proteins and cell dealieling in the salivary gland of acaricide-
treated honeybee larvagpidologie, v. 37, p. 507-516, 2006.

SILVA-ZACARIN, E. C. M. et al. Programmed cell deanh the larval salivary glands éipis
mellifera(Hymenoptera, Apidaejournal of Biosciencesv. 32, p. 309-328, 2007 (a).

SILVA-ZACARIN, E. C. M. ; TABOGA, S. R. ; SILVA DEMORAES, R. L. M. . Nuclear
alterations associated to programmed cell deatrwal salivary glandsMicron (Oxford) , v.
38, p. 1-7, 2007 (b).

SILVEIRA, C. Toxicidade de produtos de origem vegetal para operias de Atta sexdens
rubropilosaForel, 1908 2002. 60f. Trabalho de Concluséo de Curso (Gredinem
Ciéncias Bioldgicas) - Instituto de Biociénciasigversidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Rio Claro, 2002.

SMITH, D. S.Insect cells: their structure and function.Edinburgh: Oliver and Boyd, 1968.
372p.

SNODGRASS, R. E. Principles of insect morphologgwNyork: Mc Mac Graw- Hilll Book,
1935. 667p.



61

SOROKER, V. et al. The post-pharyngeal gland ‘ageatalt” organ for nestmate recognition
in antCataglyphis nigerNaturwissenschaftenv. 81, p. 510- 513, 1994.

SOROUR, J. Ultrastructural variationsliethocerus niloticunfinsecta: Hemiptera) caused
by pollution in Lake Mariut, Alexandria, EgyfEcotoxicol Environ Safety, v. 48, p. 268-
274, 2001.

SOUZA, D. J. Cortadeiras sob ameagencia Hoje. Rio de Janeiro, RJ. v. 37, p. 62-63,
2005.

STRINGER, C. E.; LOFGREN, C. S.; BARTELETT, F. thdorted fire ant toxic bait
studies: evaluation of toxicants. Econ. Entomol, v.57, n.6, p.941-945, 1964.

SUMIDA, S. S.Analise Morfoldgica dos tubulos de Malpighi, do vetriculo e das

glandulas pos-faringeas das operarias adultas ddta sexdens rubropilos&orel, 1908,
tratadas com compostos quimicqQ2007. 53f. Trabalho de Concluséo de Curso (Gigitua
em Ciéncias Biologicas) - Instituto de BiociéndiasUniversidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho”, Rio Claro, 2007.

SUMIDA, S. S. Morphological changes in organ®tth sexdens rubropilog&ormicidae:
Hymenoptera) treated with boric acid in toxicol@dibioassaysl. Econ. Entomol, v. 103,
n. 3, p. 676-690, jun 2010.

TAKAHASHI-DEL-BIANCO, M. Toxicidade de extratos organicos foliares d€anavalia
ensiformig(L.) D. C. e de alguns principios ativos de inset@as comerciais para
operarias deAtta sexdend-orel, 1908 (Hymenoptera: Formicidae)2002. 173f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) - Instituto ded®ncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro, 2002

TASHIRO, Y.; MORIMOTO, T.; MATSUMURA, S. Studies dhe posterior gland of the
silkworm, Bombix moril. Growth of posterior silk gland cells and bio#yasis of fibroin
durin the fifth larval instard. Cell Biol., v. 38, p. 574-588, 1968.

TERRA, W. R. Physiology and biochemistry of inseigiestion. An evolutionary perspective.
Bras. J. Med. Biol. Res.v. 21, p. 675- 734, 1988.

TERRA, W. R. A digestao dos inset@éncia Hoje.,, v. 12, n.70, p. 28- 38, 1991.

THOMPSON, M. J. .et al. Major hydrocarbons of flost- pharyngeal glands of mated
gueens of the red imported fire aBblenopsis invictd.ipids., v. 16, n. 7, p. 485- 495, 1981.



62

TOMOTAKE, M. E. M. Ultra-estrutura do proventriculo de operarias da sufamilia
Ponerinae (Hymenoptera : Formicidae),1996. 129f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Bioldgicas) - Instituto de Biociéncias da Univeexig Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Rio Claro, 1996.

TSAl J. H.; PERRIER, J. L. Morphology of digestiaed reproductive systems of
Peregrinus maidigHomoptera: DelphacidqeFla. Entomol, v. 76, n. 3, p. 429-436, 1993.

VANDER MEER, R. K.; GLANCEY, B. M.; LOFGREN, C. ®iochemical changes in the
crop, oesophagus and post-pharyngeal gland of gofoanding red imported fire ant queens
(Solenopsis inviclalnsect Biochem, v. 12, n.1, p. 123- 127, 1982.

VINSON, S. B., PHILLIPS, S. A., WILLIANS, H. J. Theinction of the post- pharyngeal
glands of the red imported fire aftplenopsis invictaBuren.J. Insect Physiol, v. 20, p.
645- 650, 1980.

VICTORIANO, E. Citoquimica e ultra-estrutura da glandula de seda dDiatrea
sachararalis(Lepidoptera: Pyralidae) em fase de sintese e nagkneragcdo.Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) - Instituto ded®ncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro, 2002

WEBER, N. A. (1982): Fungus ants. In: HERMANN, H(Ed.)Social insectsNew York:
Academic Press. v. 4. p. 255-363.

WIGGLESWORTH, V. B.The principles of insects physiology7ed. London: Chapman and
Hall, 1974. 827p.

WYLLIE, A. H. Cell death: a new classification segiéng apoptosis from necrosis. In:
BOWEN I. D., LOCKSHIN R. A. (Eds.Cell death in biology and pathologyNew York:
Chapman and Hall; 1981. p. 9-34.

ZAKERI et al., Cell Death programmed, apoptosigrosis, or other€ell Death Differ., v.
2, p. 87-96, 1995.

ZYLBERBERG, L.; JEANTET, A-Y ; DELAGE- DARCHEN, BPRarticularités structurales
de I’ intima cuticulaire des glandes post- phargnges des fourmid. Microscopie, v. 21, p.
331- 342, 1974.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	SUMÁRIO
	1-INTRODUÇÃO
	2-OBJETIVOS
	3-REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	4-MATERIAIS E MÉTODOS
	5-RESULTADOS
	6-DISCUSSÃO
	7-CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS



