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RESUMO

As formigas-cortadeiras (género Atta ¢ Acromyrmex) sdo herbivoros dominantes na Regido
Neotropical e por cultivarem seu fungo simbionte sobre fragmentos vegetais frescos sao
insetos muito comuns em ambientes agricolas, onde estdo comumente expostos a agrotoxicos.
Nesses ambientes, as cortadeiras sdo consideradas pragas e pesquisas nessa area,
normalmente, visam o controle dessas espécies. Poucos sdo os estudos que investigam 0s
efeitos de inseticidas sobre os 6rgaos internos de insetos-alvo, os inseticidas agem sobre os
seres vivos alterando processos fisioldgicos e analises do sistema neuroendocrino de formigas
apos exposi¢ao a inseticidas podem elucidar sobre o modo de acdo e efeitos citotoxicos desses
compostos. Sendo assim, esse trabalho avaliou os efeitos de doses subletais de tiametoxam
sobre a morfologia dos “corpora allata” das castas estéril e fértil de Atta sexdens rubropilosa.
As doses utilizadas de tiametoxam, DL 5010, DL 50/100, CL 50/10 € CL 50/100, foram administradas
topicamente e via ingestdo e a andlise morfologica dos “corpora allata” foi realizada sob
microscopia de luz. Os resultados obtidos indicam que doses subletais de tiametoxam
desencadeiam alteragdes morfoldgicas nas células dos “corpora allata” de operdrias e rainhas
de A. sexdens rubropilosa. As alteragoes verificadas, como o aumento do nucleo, presenga de
nucléolo e cromatina condensada, indicam aumento da atividade celular da glandula pela
hiperexcita¢dao do sistema neuroendocrino, provocada pelo inseticida. Essas alteragdes podem
afetar a fisiologia das formigas, prejudicando os processos de desenvolvimento e reprodugao.
Considerando-se a grande quantidade de inseticidas usado no campo e a alta toxicidade do
tiametoxam, estudos ecotoxicoldgicos tornam-se pertinentes para a avaliacdo do potencial
risco deste inseticida também em organismos considerados pragas.

Palavras-chave: “corpora allata”, agrotoxicos, formigas-cortadeiras, toxicologia.
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1. Introducgéo

As formigas-cortadeiras (géneros Acromyrmex e Atta) sdo consideradas herbivoros
dominantes na Regido Neotropical ¢ desempenham um papel importante em termos de
diversidade, ciclagem de nutrientes e fluxo de energia (HOLLDOBLER ¢ WILSON, 1990;
PERFECT e VANDERMEER, 1993). A constru¢do de ninhos e atividades de forrageamento
modificam as propriedades do solo, melhorando a penetragdo de raizes, aeragdo, drenagem e
aumentando a disponibilidade de matéria organica e mineralizagdo de nutrientes (DELLA

LUCIA, 2014).

Essas formigas cultivam um fungo simbionte predominantemente sobre fragmentos
vegetais frescos e, portanto, sdo insetos muito comuns em ambientes agricolas, onde fundam
suas colonias e se estabelecem utilizando as folhas da espécie cultivada no local para manter o
jardim de fungo (BUENO, 2008). Sao consideradas pragas em areas de intenso cultivo vegetal
e devido a magnitude dos prejuizos causados pela atividade de forrageamento ha necessidade

de controle (MONTOYA-LERMA et al., 2012).

Pesquisas relacionando formigas e inseticidas sdo, normalmente, direcionadas ao
controle, sem considerar os efeitos sobre as comunidades de formigas em geral. Esses efeitos
devem ser verificados, uma vez que os inseticidas ndo sao espécie-especificos e podem atingir
espécies ndo alvo (CHONG, HOFFMAN e THOMSON, 2007). Atualmente, o principal
método de controle das formigas-cortadeiras ¢ o quimico, amplamente utilizado na
formulagdo de iscas toxicas ou para a nebulizagdo (DELLA LUCIA, 2014). A abordagem do
uso deliberado de defensivos fitossanitarios no meio agricola deve-se a consideragdo de que,
apesar de serem de suma importancia no cultivo de diversas espécies vegetais, esses produtos

representam ameaga ambiental (SILVA, 2006; NOGUEIRA-NETO, 1997).

As cortadeiras possuem uma organizagdo social complexa com castas bem definidas,
sendo que em A. sexdens rubropilosa apenas uma rainha esta presente durante toda a vida da
colonia, representando a casta fértil, unica responsavel pela fundagdo. As castas estéreis
compreendem soldados e operarias, sendo que estas t€tm a fungdo de realizar os cortes
vegetais feitos nas areas cultivadas. Embora ndo participe da atividade de corte de vegetais, a
rainha estd sujeita a contaminagao por agrotdxicos no momento de fundagdo da coldnia ou por

acdo indireta no contato com as formigas forrageiras (DELLA LUCIA, 1995).



Durante o corte dos fragmentos vegetais, as operarias podem ingerir a seiva nos atos
de prensar e lamber a borda do fragmento. A raspagem da superficie da folha para remocao de
cera, necessaria para incorporacao do vegetal ao jardim de fungo, também significa um
contato direto com o substrato. Uma vez que a maioria dos inseticidas ¢ aplicada por via aérea
em toda a area agricola, o contato mandibular da formiga com o substrato vegetal acaba por

contamina-la (BUENO, 2008).

Os inseticidas agem sobre os seres vivos alterando processos fisioldgicos e/ou
bioquimicos. Possuem alta efic4cia, ocasionando neurotoxidade no organismo, e podendo
ativar os mecanismos de detoxificagdo celular, desencadear a inibi¢do do crescimento do
inseto ou até o bloqueio da respiracao celular. (LOCKSHIN e ZAKERI 2004). O Tiametoxam
faz parte de um grupo quimico denominado de neonicotindide, e em doses altas leva o inseto
a morte pela hiperexcitagdo do metabolismo. Os inseticidas sintéticos dessa classe sdo
considerados os mais importantes das ultimas trés décadas e sdo amplamente utilizados no
Brasil (TOMIZAWA e CASIDA, 2003). Variadas culturas podem receber a aplicacdo de
tiametoxam, desde colheitas horticolas, colheitas industriais, como citrus ¢ outros pomares
frutiferos, plantas ornamentais e no tratamento de sementes. Esse inseticida leva a
hiperexcita¢do do sistema nervoso central devido o envio descontrolado de impulsos nervosos

(RENZO et al., 1997).

Anadlises de alteracdes morfoldgicas tém acrescentado importantes informacdes nos
estudos toxicoldgicos de organismos alvo e ndo alvo, particularmente as formigas e abelhas
que sdo constantemente expotas aos agrotoxicos. Sumida et al. (2010) avaliaram a toxicidade
de diferentes concentragdes de acido borico em operarias de Atta sexdens, cujas analises
histolégicas revelaram alteragdes nas glandulas pds-faringeas como a vacuolizagao
citoplasmatica. Além disso, estudos realizados com a utilizacdo de doses subletais de
inseticidas contaminando abelhas tem demonstrado efeitos danosos como alteracoes
cognitivas, redu¢cdo da mobilidade, dificuldades de retorno a col6nia e prejuizos no

comportamento de forrageio e polinizacio (BORTOLLI et al., 2003; DECOURTYE et al.,
2005).

Nao ha estudos que relacionem os efeitos de inseticidas ao sistema neuroendocrino de
formigas. Esse sistema ¢ composto por células neurossecretoras do cérebro, “corpora
29 ¢

cardiaca”, “corpora allata” e as glandulas protoracicas. (BUENO, 1980). Os “corpora allata”

dos insetos sdo glandulas endécrinas que produzem hormonios juvenil (RITCEY e DIXON,



1969). O hormdnio juvenil regula a metamorfose em individuos jovens e a sintese e deposi¢ao
do vitelo nos ovocitos de individuos adultos (BUENO, 1980). A andlise dessa glandula

permitira associar o efeito do tiametoxam a deficiéncia na produg¢ao do hormonio juvenil.

O conjunto dos “corpora allata” de gafanhoto e barata apds serem submetidos a
tratamento com compostos toxicos apresentaram alteragdes no funcionamento da glandula. A
substancia 6,7-2,2-dimetilcromeno demonstrou atividade anti-gonadotréfica em diversas
ordens de insetos, induzindo o hormonio juvenil e podendo levar a atrofia dos “corpora allata”
(PENER, 1978). Outro composto (7-metoxi2, 2-dimetil-2H-1-benzopiran) testado em

gafanhotos levou necrose seletiva de células na glandula (PRATT, 1977).

Estudos dos efeitos subletais dos inseticidas sdo relevantes para que se determine qual
o modo de agdo dessas substancias exdgenas sobre a biologia dos insetos, considerando
também alteragdes sobre os processos reprodutivos, uma vez que os inseticidas ao atingirem o
sistema neuroendocrino comprometem o status reprodutivo e funda¢do de novas coldnias.
Dessa forma, os resultados obtidos podem demonstrar necessidade de verificagdo nas

dosagens minimas utilizadas, e alteracdes biologicas sobre insetos ndo alvo

2. Revisdo Bibliogréafica

2.1.  Género Atta: divisdo de castas e impacto economico

As formigas-cortadeiras sdo consideradas insetos altamente sociais, quando
comparadas a outras espécies de formigas, porque apresentam cuidado com a prole, castas
reprodutivas, sobreposi¢cdo de geracdes e divisdo de trabalho (WILSON, 1971). Sao
organismos dominantes na maioria dos ecossistemas terrestres e, por viverem em sociedade,
apresentam vantagens sobre outros herbivoros, como castas bem definidas e especializadas
em uma funcao, alocacdo de recursos, defesa da colonia e reproducao (MARINHO, DELLA
LUCIA e PICANCO, 2006).

Dentre os insetos sociais, abelhas e formigas, possuem alta capacidade de aprender e
memorizar € apresentam um rico repertorio comportamental que se altera a medida que estas
amadurecem, realizando diferentes tarefas dentro de um sistema cooperativo social
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990). As formigas possuem o mais diferenciado sistema de
castas entre os Hymenoptera sociais. A rainha é a unica casta reprodutiva na colonia e na

maioria das espécies a casta operdria ¢ estéril e responsavel pela manuten¢do da coldnia.
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Virios fatores determinam a divisdo de tarefas entre as castas como o polimorfismo, em que
individuos de diferentes tamanhos executam tarefas especificas e o polietismo etario, em que
formigas jovens trabalham no interior do ninho e quando maduras passam a executar tarefas
fora dele (DUMPERT, 1978). Além disso, fatores genéticos, epigenéticos ¢ a alimentagdo

estdo relacionados a essa divisdo de tarefas.

O género Atta apresenta operarias polimoérficas que vivem em col6nias com uma
populagdo que pode chegar a milhdes de individuos. A divisdo de tarefas ¢ bem definida e
caracterizam a organizagdo social desse grupo da seguinte maneira: a casta das jardineiras ¢
responsavel pela manutengdo do jardim de fungo e pelo cuidado com as crias; a casta das
operarias generalistas explora novos recursos alimentares, escava ninhos e realiza o corte e
transporte do material vegetal; a casta dos soldados desempenha a funcdo de defesa da

coldnia, podendo, ocasionalmente, cortar e transportar material vegetal (BARBOSA, 2012).

A casta reprodutiva compreende machos alados, popularmente denominados bitus, ¢
fémeas aladas, denominadas rainhas ou i¢as, ambos desempenham papel fundamental ao ciclo
de vida da colonia. Machos e fémeas abandonam os ninhos e acasalam durante o voo nupcial
ou revoada. As icas podem acasalar com varios bitus (5 a 7) e armazenam o material
espermatico na espermateca, que garantird a reposi¢ao de jovens durante a duracao da coldnia.
Apo6s a revoada, os machos morrem e as fémeas perdem suas asas e escavam o solo para

fundagdo de um novo formigueiro (AUTUORI, 1941; HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

A espécie Atta sexdens rubropilosa, assim como outras pertencentes a tribo Attini,
apresentam uma relagdo simbidtica com o fungo Leucoagaricus gongylophorus Singer
(Moller). Nessa relagdo, as formigas fornecem ambiente imido e substrato vegetal para o
desenvolvimento do fungo, que serve como fonte de alimento para as larvas, além de ser parte
da alimentagio dos adultos (HOLLDOBLER e WILSON, 1990; MUELLER, 2002). Além
disso, as formigas sdo beneficiadas pela quebra de enzimas que possibilitam a detoxificagao
de compostos secundarios provenientes dos vegetais, que poderiam atuar como inseticidas
(LITTLEDYKE e CHERRETT, 1978; NORTH et al., 1997, 1999) e o fungo se beneficia pelo
ambiente livre de competidores, ja que as formigas produzem compostos antibioticos

(CURRIE e STUART, 2001).

As atividades antropicas que levaram ao empobrecimento do solo, e consequente
reducdo de competidores, criaram condi¢des ideais para a proliferacdo e estabelecimento de

novas colonias de formigas-cortadeiras em areas cultivadas (ANJOS et al., 1998). A intensa
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atividade de corte e transporte de fragmentos vegetais para manutencao do jardim de fungo as
caracterizam como pragas agricolas (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Quando nio ha
controle, a atividade de forrageamento das formigas pode impedir a sobrevivéncia de algumas
espécies vegetais. Estimativas globais das perdas econdmicas causadas pelas formigas-

cortadeiras podem alcancar bilhdes de dolares (MONTOYA-LERMA et al., 2012).

Assim, diversos estudos buscam métodos de controle capazes de minimizar os
prejuizos causados pelas formigas-cortadeiras, entre eles estdo o controle mecanico, controle
biolégico e controle quimico, sendo esse ultimo o mais utilizado, podendo ser aplicado
diretamente nos ninhos, nas formula¢des em pd, liquidos nebulizdveis, ou apresentado na
forma de iscas granuladas, aplicadas nas proximidades da colonia (BOARETTO e FORTI,
1997; DELLA-LUCIA, 2014).

2.2.  Sistema enddcrino e neurossecretor das formigas

O sistema enddcrino € responsavel pela secrecdo de hormodnios, que sdo substancias
quimicas que atuam como sinalizadores celulares e, em geral, sdo transportados aos tecidos e
influenciam uma série de processos fisioldgicos, tais como reproducado, digestdo e sintese de
lipidios (GARCIA et al., 2012). Os insetos apresentam estruturas glandulares ligadas as pegas
bucais, chamado de sistema glandular salivar que nas formigas ¢ constituido pela glandula
labial, mandibular, pos-faringea e hipofaringea. As secrecdes produzidas por essas glandulas

estao relacionadas a ingestdo e digestdo de alimentos (GAMA, 1982).

Nos insetos, 0s centros neuronais ou neuro-glandulares sdo responsaveis pela sintese e
secrecdo de outros hormdnios responsaveis por funcdes relacionadas ao comportamento e
reproducdo, nessas regides estdo presentes células neurossecretoras como os ‘“‘corpora

cardiaca”, os “corpora allata” e as glandulas protoracicas (HARTENSTEIN, 2006).

As células neurossecretoras estdo localizadas no cérebro e ao longo do sistema
nervoso do inseto. Os “corpora allata” produzem o hormonio juvenil, as glandulas
protoracicas produzem os ecdisterdides nas larvas de insetos e o sistema nervoso central ¢
responsavel pela secre¢do dos demais hormodnios conhecidos. A glandula protoracica ¢
geralmente inervada pelos nervos do ganglio subesofagico e sofre morte celular programada

durante a metamorfose (GARCIA et al., 2012).

2.2.1. “Corpora allata”
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Os “corpora allata” sdo estruturas de forma eliptica ou arredondada envoltas por
membrana acelular que estdo pareadas dorso lateralmente ao es6fago no complexo retro
cerebral e estdo ligadas ao cérebro por dois ou trés pares de nervos (CAMARGO-MATHIAS
e CAETANO, 1991). Esse conjunto ¢ responsavel pela produgdo e secrecdo do hormonio
juvenil, de forma que a taxa de liberagdo desse hormodnio ¢ determinada pela taxa de sua

sintese e ndo hd armazenamento nos “corpora allata” (HARTFELDER, 2000).

As secregdes sdo liberadas em areas neurohemais ou 6rgdo neurohemal, como os
“corpora cardiaca” que estdo localizados logo abaixo dos “corpora allata” e recebem a mesma
inervacdo cerebral. Neurdnios neurossecretores € neurdnios convencionais estdo presentes na
inervagao dos “corpora allata”, que t€ém seus corpos celulares no cérebro e, normalmente, nos
“corpora cardiaca” também. Esses neuronios estdo envolvidos no controle da atividade

secretora dos “corpora allata” (NIJHOUT, 1994).

Essas glandulas sdo consideradas essenciais para alguns processos relacionados com a
ontogenia dos insetos, essa importancia foi documentada na mudanca da cor dos insetos,
desenvolvimento do corpo gorduroso e influenciando a atividade da musculatura do voo
(FORSTER ¢ CAMARGO-MATHIAS, 2002). Em formigas, a estrutura dos “corpora allata”
¢ similar entre operarias e rainhas, mas rainhas com total desenvolvimento do ovario podem
apresentar menor volume dessa glandula, quando comparada a operdrias adultas

(CAMARGO-MATHIAS e CAETANO, 1991).

O hormdnio juvenil, produzido pelos “corpora allata”, atua na regulagdo da
metamorfose e deposi¢ao de vitelo nos oocitos de insetos adultos (CHAPMAN, 1975). Esse
hormonio também pode estar relacionado a organizacao social das formigas e em abelhas do
género Apis os “corpora allata” apresentam diferenca de tamanho nas diferentes castas
(PIMENTEL, 1985). A fun¢do do hormoénio juvenil estd relacionada a diversos aspectos
reprodutivos dos insetos e regula a “sindrome de reproducao da fémea”, como os processos de
ovogénese, comportamento  pos-copulatério e comportamento de  oviposi¢do

(HARTFELDER, 2000).

Variagdes no volume dos “corpora allata” podem indicar um aumento ou diminui¢ao
da atividade dessas glandulas (PIMENTEL, 1985). Alguns estudos indicam que a atividade

dos “corpora allata” s6 pode ser detectada pela observacdo de mudancas citologicas e
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histologicas (NOVAK, 1966). Testes realizados com o uso do corante Azul de Toluidina em
operarias e rainhas de Pachycondila striata F. Smith mostraram diferentes niveis de atividade

dos “corpora allata” de acordo com o volume do nucleo e morfologia da cromatina

(FORSTER e CAMARGO-MATHIAS, 2002).
2.3. Tiametoxam

Ha quatro geracdes de inseticidas, a primeira geragdo inclui produtos organicos, como
extratos de plantas e compostos inorganicos; a segunda geracao engloba os organoclorados, os
organofosforados, os carbamatos e os piretrdides; na terceira geracdo estdo os reguladores de
crescimento e os fagos-inibidores; e na quarta, a biotecnologia e os produtos neonicotindides
(FARIA, 2009). Os neonicotindides constituem uma nova classe de inseticidas, sintetizados a
partir da nicotina natural (WARE, 2003). Além do tiametoxam, outras moléculas como

imidacloprido, nitenpiram, acetamiprido, tiacloprido, s3o considerados principios ativos deste

grupo inseticida (TOMIZAWA e CASIDA, 2003).

O grupo dos neonicotindides, dentre os varios grupos de inseticidas, foi o mais
utilizado nas ultimas trés décadas nos campos de cultivo, devido a sua excelente atividade
sisttmica (TOMIZAWA e CASIDA, 2003). O tiametoxam (3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-
ylmethyl)-5-methyl-1,3,5-oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine) € um composto neonicotindide
de produtos quimicos sintetizados, que apresentam efeito agonista sobre os receptores
nicotinicos de acetilcolina de insetos (NAUEN et al., 2003). Sua molécula mimetiza a
acetilcolina e compete pelos receptores nicotinicos de acetilcolina na membrana pds-sinaptica,
de modo que ele interage com receptores especificos no sistema nervoso do inseto, € as

alteragOes causadas sdo irreversiveis (BRUNET et al., 2005).

Esse inseticida age por contato e ingestio e apresenta agdo sistémica. E inativo em
vertebrados e, portanto, minimiza os efeitos secunddrios presentes em outras classes de
inseticidas. O tiametoxam ¢ comercializado no Brasil nas formulagdes pd dispersivel,
granulado, granulado dispersivo, e pode ser aplicado diretamente no solo em diversas
culturas, como cana-de-agucar, citros, uva; em sementes de milho, soja e trigo; ou por

aplicagdo foliar em culturas de eucalipto, citros e pastagens (ANVISA, 2008b).



14

3. Objetivo

O presente estudo objetivou avaliar os efeitos citotoxicos de doses subletais de
tiametoxam sobre a morfologia dos “corpora allata” das castas estéril e fértil de Atta sexdens
rubropilosa, e relacionar a possiveis alteragdes dos processos reprodutivos e de

desenvolvimento dentro da colonia.
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4. Material e Métodos

4.1. Bioensaios

O bioensaio padrdo constou de operarias e rainhas de A. sexdens rubropilosa. As
operarias foram coletadas de col6nias mantidas em laboratério no Campus da UNESP
(Universidade Estadual Paulista) em Rio Claro, estado de Sao Paulo, Brasil. Para cada grupo
estabelecido, cinquenta operarias foram distribuidas em cinco placas de Petri (dez/placa). Ja
as rainhas foram coletadas em campo na Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade”
(FEENA) em Rio Claro, estado de Sao Paulo, Brasil entre outubro e dezembro, periodo

reprodutivo dessa espécie.

As doses subletais de tiametoxam utilizadas foram DL 5010 € DL s0/100 para o teste
topico e CL 5010 € CL 501100 para teste de ingestdo. O termo dose letal (DL) ou concentracao
letal (CL) refere-se a dose que leva o inseto a morte, ao referir-se a DL ou CL 5 trata-se de
uma dose que leva 50% da populagdo exposta a morte. As doses subletais foram obtidas a
partir da diluigdo da DL (9,31 ng/formiga) e CL 50 (51,5 ng/ml) em 10 e 100 vezes, com
acetona para operdrias e para contaminacdo topica de rainhas e com 6leo vegetal e acetona
para contaminagdo via ingestdo de rainhas. O o6leo de soja foi utilizado em rainhas para
facilitar a incorporacao pelo trato digestorio, uma vez que a solucdo com inseticida nao foi

oferecida em dieta como realizado para operarias.

Diariamente foi fornecida as operarias uma dieta artificial contendo glicose (50 g litro
1), peptona (10 g litro!), extrato de levedura (1,0 g litro!) e agar (15 g litro™!) em 4agua
destilada (100 mL) (BUENO et al., 1997). Para os testes via ingestdo (CL) a dieta foi
preparada com adi¢do do inseticida e com adi¢do de acetona e 6leo de soja no caso dos
controles estabelecidos para o grupo. As rainhas ndo foram alimentadas durante a realizagdo

do bioensaio, j& que carregam o fungo simbionte em sua cavidade oral.

Foram estabelecidos os seguintes grupos para os testes realizados em operarias (O) e

rainhas (R):



16

Tabela 1: Grupos estabelecidos para operarias e rainhas para os periodos de 24h e 48h. Estdo destacados em negrito os
grupos que receberam tratamento com inseticida

DL 24h CL 24h DL 48h CL 48h
Controle (Ol) e Controle (05) e Controle (Ol) e
Controle (O5) e
Controle acetona Controle acetona Controle acetona
Controle acetona (06)
Operarias (02) (06) (02)
DL 50120 (O3) e DL CL 5010 (O7) e CL DL 50110 (O3) e DL CL 5010 (O7) e CL
501100 (O4) 501100 (O8) 501100 (O4) s0/200 (O8)
Controle (R1) e Controle (RS), Controle (R1) e Controle (RS),
Controle acetona Controle acetona e Controle acetona Controle acetona e
Rainhas (R2) 6leo (R6) (R2) o6leo (R6)
DL 50110 (R3) e DL CL 50110 (R8) e CL DL 5010 (R3) e DL CL 50110 (R8) e CL
sor100 (R4) sor100 (R9) sor100 (R4) 501100 (R9)

4.2.  Contaminagdo de operarias de Atta sexdens rubropilosa

Para contaminagdo tdpica, as operarias foram submetidas a aplicacdo, na regido do
mesossomo, de 1 pL. das solugdes contendo diferentes concentragdes subletais do inseticida.
Para os testes via ingestdo, foi oferecida dieta artificial contendo inseticida em porgdes pré-
definidas nas placas de Petri em que foram mantidas as operarias (Figura 2A e 2B). Os grupos
controles foram alimentados com dieta pura no caso do grupo controle (O1 e O5) e com dieta

preparada com adi¢do de acetona, no caso do controle acetona (02 e O6).

Apbs a contaminagdo, todos os grupos foram mantidos em estufa bacterioldgica
(B.O.D.) a temperatura de 25 (+1) °C e uma umidade relativa variando entre 70-80% até a

disseccao que ocorreu nas primeiras 24 e 48 horas do experimento.

4.3. Contaminagao de rainhas de Atta sexdens rubropilosa

As fémeas acasaladas foram mantidas isoladas em recipientes plasticos com o fundo
revestido em gesso endurecido (Figura 2G), utilizado para controle da umidade do recipiente.
As rainhas ndo foram alimentadas com dieta, uma vez que carregam seu fungo simbionte na

cavidade oral. A contaminagdo topica foi realizada com a aplicacdio de 50 pL das
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concentragdes de interesse na regido entre os tergitos do géaster da rainha. Essa regido de
aplicagdo foi escolhida para garantir a absor¢do do produto, uma vez que o corpo da rainha ¢
altamente revestido de quitina, impossibilitando a aplicagdo na regido do mesossoma como

feito para operarias.

O volume a ser aplicado em rainhas foi calculado a partir de regra de trés simples
considerando o volume que normalmente se utiliza em testes com operarias e a variagao de
peso entre as castas. As rainhas apresentaram peso 50 vezes maior que o das operarias em
uma amostragem que considerou a média do peso de trés individuos distintos mantidos nas
mesmas condigdes. Sendo assim, o volume de aplicagdo para DL 50 em rainhas foi 50 vezes

maior que o aplicado em operarias.

A contaminag¢do via ingestdo foi realizada a partir da aplicagdo, entre as pecas
mandibulares, de 2 pL da solugdo de inseticida dissolvido em 6leo e acetona. Os grupos
controles ndo receberam aplicagdo na regido mandibular e o grupo R6 recebeu aplicagdo de
acetona e 6leo entre as mandibulas, para verificar a toxicidade do solvente e do 6leo de soja
para o inseto. O uso de Oleo vegetal para preparagdo da solugdo pretendeu garantir melhor
incorporagdo do contetido pelo inseto, ja que operarias de A. sexdens rubropilosa sao capazes
de separar seletivamente composto lipidicos, os quais sdo deslocados para glandula pos-

faringea (BUENO, 2005).

4.4.  Manipula¢do do material e Técnica de Hematoxilina de Harris — Eosina aquosa

(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

A dissec¢cdo ocorreu em solugdo salina 0,06% sob lupa Leica EZ4 com o uso de
pincas e alfinetes entomoldgicos para retirada do conjunto contendo as glandulas do sistema
neuroendocrino a serem analisadas (Figuras 2C, 2D e 2F). Esse conjunto inclui o cérebro,
glandulas neurossecretoras, ganglio subesofagico e parte do esofago (Figura 1). O material foi

fixado em paraformaldeido 4% por 5 dias.
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Cérebro

Ganglio subesofagico

Figura 1: Esquema do conjunto neurossecretor retirado durante
dissecg¢do, contendo cérebro, nervos corpuris cardiaca (N), “corpora
cardiaca” (CC), esofago (E), “corpora allata” (CA) e ganglio
subesofagico.

A desidratagdo foi realizada com banhos em uma série crescente de alcoois (15% a
95%) que foram substituidos em um intervalo de duas horas, o alcool 70% foi mantido
overnight. No inicio da desidratacdo, apos a retirada do fixador ¢ adigdo do alcool 15%, foram

introduzidas gotas do corante Azul de Metileno para facilitar a visualizacdo e manuseio da

peca.

Ao fim do processo de desidratacdo, uma fase de resina intermediaria foi realizada da
seguinte forma: retirou-se metade do volume de 4lcool de cada recipiente e acrescentaram-se
progressivamente gotas de historesina Leica até completar o volume inicial, a adi¢cdo de gotas
de resina ocorreu nos periodos da manha, tarde e noite. Tal procedimento foi repetido por trés
dias. Ao 4° dia o volume foi completamente substituido por historesina, na qual as pecas

foram mantidas por cinco dias.

Posteriormente, as pecas foram incluidas em moldes plasticos contendo resina e
polimerizador. Os blocos foram seccionados em micrétomo LEICA RM 2255, com secgdes
de 3-6 um de espessura, que foram recolhidas em laminas de vidro previamente limpas. As
laminas contendo as sec¢des foram coradas pela hematoxilina de Harris durante 10 minutos.
Depois de lavadas por cinco minutos em agua corrente, foram coradas pela eosina aquosa, por
mais cinco minutos, € novamente lavadas em agua corrente. Apos secagem ao ar livre em
suportes de madeira, as laminas foram mergulhadas em xilol e, em seguida, cobertas com
balsamo do Canada e laminula (Figura 2H). As laminas permanentes foram examinadas e

fotodocumentadas em microscopio de luz de campo claro LEICA DM750.
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f

— 7““

Figura 2: A e B: Operarias mantidas em placas de Petri durante o experimento; C ¢ D: Dissec¢do do conjunto neurossecretor
de operaria; E e G: Rainhas mantidas em recipiente plastico com gesso durante experimento; F: Conjunto neurossecretor de
operaria visto sob lupa 200x; H: Laminas contendo as secgdes a serem analisadas.

5. Resultados
5.1.  Microscopia de luz

As laminas permanentes foram analisadas em microscopio de luz (LEICA DM750) ¢ a
partir das fotomicrografias obtidas verificamos alteragdes morfoldgicas nos “corpora allata”
de operarias e rainhas decorrentes do uso do inseticida. Os grupos que receberam tratamento
com tiametoxam apresentaram células com nticleos alterados nos “corpora allata” de rainhas,
apresentando nticleos maiores com presenca de heterocromatina e nucléolos mais evidentes

em operarias (Figuras 3, 4, 5 ¢ 6).
5.1.1.“Corpora allata” de operarias de Atta sexdens rubropilosa

As Figuras 3 e 4 ilustram os resultados obtidos para os cortes histologicos dos
“corpora allata” de operarias de Atta sexdens rubropilosa nos ensaios com DL 50 e CL 50,
respectivamente. Podemos observar na Figura 3 que os grupos controles (O1 e O2)
apresentaram células intactas e niicleos em tamanho variado com pouco ou nenhum actimulo
de heterocromatina. Nao foi possivel observar nucléolos nessas células (Figuras 3A, 3B, 3C e

3D).

Por outro lado, os grupos tratados apresentam alteracdes, como a presenca de

nucléolos (nu) evidentes, que puderam ser observados em ntcleos maiores e aparecem
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corados em roxo (Figuras 3E, 3G). A presenca de nucléolos pode ser verificada nos grupos
DL 50110 24h (O3) e DL 501100 24h (O4), mas nao foi observada no periodo de 48h dos grupos
tratados. A seta vermelha indica na figura a presenca de heterocromatina nos nucleos das
células dos grupos DL 5010 48h (O3) e DL s0/100 48h (O4), a heterocromatina também foi
encontrada no nucleo do grupo controle, mas em menor quantidade (Figuras 3A, 3F e 3H). A
presenca de nucléolos e o acumulo de heterocromatina nos nucleos dos grupos expostos

sugerem o aumento da atividade celular dos “copora allata” analisados.
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Figura 3: Fotomicrografias dos “corpora allata” de operarias de Atta sexdens rubropilosa. A: Controle 24h; B: Controle 48h;
C: Controle acetona 24h; D: Controle acetona 48h; E: DL 50/10 24h; F: DL 50/10 48h; G: DL 50/100 24h; H: DL 50/100
48h. Nas setas vermelhas estdo indicadas as heterocromatinas presentes nos nicleos, nu = nucléolo.
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Na Figura 4, que ilustra os cortes histoldgicos realizados no ensaio com CL 5o, ¢
possivel verificar nos grupos controle (O5 e O6) células e nticleos intactos sem a presenga de
heterocromatina (Figuras 4A, 4B, 4C e 4D). Porém, nesse ensaio, todos os grupos expostos
(O7 e O8) apresentaram acumulo de heterocromatina no nucleo, indicado pela seta vermelha
(Figuras 4E, 4F, 4G e 4H), e apenas nos grupos CL s0/100 24h e 48h verificamos a presenga de
nucléolos (Figuras 4G e 4H). Os resultados obtidos para DL 5o foram os mesmos verificados
para esse ensaio, porém nos grupos expostos a concentagcdes de CL 5o houve maior acumulo
de heterocromatina, que apareceu em mais nucleos nas cé¢lulas, sendo possivel observar um
nucleo com presenga de nucléolo e heterocromatina dispersa por toda superficie proxima a
membrana interna do nucleo (Figura 4H). Além disso, ndo verificamos a presenga de
heterocromatina nos nucleos dos grupos controle. E possivel sugerir que as alteragdes
morfologicas decorrentes da contaminagdo via ingestdo (CL) com tiametoxam foram mais

evidentes e indicam a hiperexcitagao da célula.
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Figura 4: Fotomicrografias dos “corpora allata” de operarias de Atta sexdens rubropilosa. A: Controle 24h; B: Controle 48h;
C: Controle acetona 24h; D: Controle acetona 48h; E: CL 50/10 24h; F: CL 50/10 48h; G: CL 50/100 24h; H: CL 50/100 48h.
Nas setas vermelhas estdo indicadas as heterocromatinas presentes nos nicleos, nu = nucléolo.
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5.1.2.“Corpora allata” de rainhas de Atta sexdens rubropilosa

As Figuras 5 e 6 ilustram os resultados obtidos para os cortes histologicos dos
“corpora allata” de rainhas de Atta sexdens rubropilosa nos ensaios com exposi¢do ao
Tiametoxam nas doses DL 50 e CL 50, respectivamente. Em ambos os ensaios verificamos
alteracdes nas células dos grupos tratados (Figuras 5 e 6), como o aumento do nucleo e o

acumulo de hetecromatina.

Nos ensaios realizados com DL 5o, os grupos controles (R1 e R2) apresentaram células
intactas com nticleos menores, quando comparados aos nucleos dos grupos tratados, e
pequeno acimulo de hetecromatina (Figuras 5A, 5B, 5C e 5D). Os grupos tratados (R3 ¢ R4)
apresentaram nucleos maiores e com grande acimulo de heterocromatina (seta vermelha)
(Figuras SE, 5F, 5G e 5H). A seta em azul delimitou o comprimento na diagonal de ntcleos
do controle e dos grupos DL 50/100 24h € DL s0/10 48h (Figuras 5A, 5B, 5F e 5G) para facilitar
a comparacao do tamanho dos nucleos dos grupos tratados que se apresentaram maiores que
os do controle. Esse aumento e a presenca de heterocromatina indicam intensa atividade

celular dos “corpora allata”, assim como verificado em operarias.
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Figura 5: Fotomicrografias dos “corpora allata” de rainhas de Atta sexdens rubropilosa. A: Controle 24h; B: Controle 48h;
C: Controle acetona 24h; D: Controle acetona 48h; E: DL 50/10 24h; F: DL 50/10 48h; G: DL 50/100 24h; H: DL 50/100
48h. Nas setas vermelhas estdo indicadas as heterocromatinas presentes nos nucleos.
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Os ensaios realizados em rainhas nas concentragdes de CL 5o demonstraram as
mesmas alteracdes verificadas para os ensaios com DL s5o. Na Figura 6, podemos observar
células intactas nos grupos controle (R5) e controle acetona (R6) com nucleos pequenos
(Figuras 6A, 6B, 6C e 6D), quando comparados aos dos grupos tratados. Os grupos expostos
apresentaram nucleos visivelmente maiores em relagdo aos nucleos dos grupos controles, as
setas azuis facilitam essa observacdo (Figuras 6A, 6B, 6F ¢ 6G). Além disso, verificamos
intenso acumulo de heterocromatina nos nacleos maiores dos grupos tratados (R7 e R8), que
estdo indicados pelas setas vermelhas (Figuras 6E, 6F, 6G e 6H). Alguns nucleos dos grupos
controle também apresentaram heterocromatina, mas em menor quantidade (Figuras 6B e
6D). Nao foi possivel observar nucléolos, como foi observado em operarias, nos grupos desse

ensaio e do com DL 50 com rainhas.
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Figura 6: Fotomicrografias dos “corpora allata” de rainhas de Atta sexdens rubropilosa. A: Controle 24h; B: Controle 48h;
C: Controle acetona 24h; D: Controle acetona 48h; E: CL 50/10 24h; F: CL 50/10 48h; G: CL 50/100 24h; H: CL 50/100 48h.
Nas setas vermelhas estdo indicadas as heterocromatinas presentes nos nicleos.
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6. Discussao

Os resultados obtidos revelam que o tiametoxam, mesmo em doses baixas, pode
causar alteracdes morfoldgicas nos “corpora allata” de operarias e rainhas submetidas a
contaminagdo topica e via ingestdo. As mudancas histologicas observadas no nucleo indicam
alteracdo do nivel de atividade celular, de maneira que o aumento do volume do nticleo e a
morfologia condensada da cromatina indicam aumento da atividade da glandula. Essa
caracteristica também foi descrita por Forster ¢ Camargo-Mathias (2002) que verificou
diferentes niveis de atividade dos “corpora allata” de operarias e rainhas de Pachycondila
striata, de acordo com o volume nuclear ¢ a morfologia de sua cromatina. Novak (1966)
sugeriu que somente mudangas citoldgicas e histologicas podem indicar o nivel atividade dos

“corpora allata”, corroborando os dados deste trabalho.

As alteragdes do nucleo, de nucléolos e da cromatina foram semelhantes em operarias
e rainhas, porém as consequéncias da a¢ao toxica do tiametoxam ndo podem ser comparadas
entre as castas por tratarem-se de organismos diferentes com caracteristicas metabolicas e
comportamentais proprias. Em rainhas, verificamos um aumento acentuado do nicleo e
grande acumulo de heterocromatina, indicando aumento da atividade celular da glandula.
Considerando que fémeas reprodutoras nao acasaladas possuem produgdo ativa de hormdnio
juvenil, o qual regula aspectos relacionados a reproducao, € possivel que a hiperexcitacdo do
sistema nervoso, causada pelo inseticida, tenha provocado também o aumento da atividade

celular e, possivelmente a producdo de hormdnio juvenil pela glandula em questao.

Um estudo realizado Rachinsky et al. (1990), demonstrou que a taxa de liberagdo de
hormonio juvenil é 26 vezes maior em larvas de rainha do que de operdrias na fase de
desenvolvimento correspondente. Durante a fase de pré-pupa ha uma gradual diminuicao da
producdo de hormonio juvenil em operarias e rainhas (RACHINSKY et al., 1990), mas essa
ultima mantém ativa a produ¢do do hormdnio até sua fase reprodutiva, ja que ele regula os
processos de ovogénese, comportamento pds-copulatoério e comportamento de oviposi¢ao

(HARTFELDER, 2000).

Dessa forma, a idade das operarias também deve ser considerada na andlise dos
resultados, ja que operarias adultas ndo possuem producdo ativa de hormoénio juvenil e
responde de maneira diferente as modificagdes glandulares. Em operdrias verificamos o

acumulo de heterocromatina e a presenga de nucléolos nos nucleos dos grupos expostos ao
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tiametoxam. A presen¢a de nucléolos, que estdo relacionados a organiza¢dao de ribossomos,
pode indicar o aumento da sintese proteica da célula dos “corpora allata” de operarias. Assim,
as alteragdes verificadas, que indicam aumento da atividade celular, indicam também o
aumento da sintese proteica, que pode estar relacionada ao inicio do processo de divisdao

celular.

Dessa forma, o sistema endoécrino pode apresentar alteracdes morfologicas em seus
orgdos apds a exposicao com inseticida, como pudemos verificar no presente estudo em que
os “corpora allata” apresentaram nucleos alterados. Em outro estudo, a glandula pés-faringea
de A. sexdens rubropilosa, analisada apds tratamento com tiametoxam, apresentou nucleos
achatados e desorganizacao citoplasmatica (LORENZON, 2014). Klotz et al. (2000), analisou
a mesma glandula de formigas tratadas com acido bérico e também verificou a vacuolizagdo
do citoplasma. Mudancas na morfologia do nucleo e do citoplasma glandular sdo respostas

celulares a acdo de compostos toxicos.

Diferentes compostos podem alterar as glandulas do sistema enddcrino e
consequentemente modificar o nivel de atividade de secrecdo da glandula. Toscano et al.
(2001), verificaram que os “corpora allata” sdo sensiveis ao uso do composto Piriproxifem.
Esse composto mimetiza 0 hormodnio juvenil e inibe sua sintese nos “corpora allata”, o que
estimula atividade de hormonio juvenil enddgeno, afetando a eclosdao e manutengdo de ninfas
(TOSCANO et al., 2001). No presente estudo, o tiametoxam levou ao aumento da atividade
celular dos “corpora allata”, o que ndo nos permite inferir se houve um aumento na producao
de hormdnio juvenil apds a contaminagdo, mas que a fun¢do de atividade glandular foi

alterada pela a¢do do inseticida.

O trato digestério também pode apresentar caracteristicas de degeneracao quando ha
exposicao a inseticidas. Analises do ventriculo de operarias de A. sexdens rubropilosa apds
exposi¢ao ao inseticida hidrametilnona revelaram importantes alteragdes morfologicas, como
a presenga de células regenerativas, nucleos picndticos, a vacuolizagdo citoplasmatica e o
deslocamento da camada de células voltada para o limen (DECIO et al., 2013). Soares et al.
(2012) verificaram efeito semelhante na abelha nativa Scaptotrigona postica tratadas com

acido borico e fipronil.

De acordo com os dados apresentados, os efeitos causados por diferentes agentes

toxicos desencadeiam alteragcdes morfologicas nas células glandulares do sistema enddcrino e
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de orgaos do trato digestorio. Em particular, os “corpora allata” da casta estéril e fértil de A.
sexdens rubropilosa apresentaram alteracdes morfoldgicas nos nicleos. A analise morfologica
dos orgaos ¢ de suma importancia, uma vez que o estabelecimento dos valores de CL 50 ¢ DL
so ndo ¢ suficiente para esclarecer os efeitos subletais de um determinado pesticida
(MALASPINA e SILVA-ZACARIN, 2006) e investigagdes como essa podem representar
uma importante ferramenta para melhor entender as vias de ativagdo de morte celular em

tecidos de insetos em resposta a agentes toxicos.

Essas alteracdes podem afetar a fisiologia das formigas, prejudicando os processos de
desenvolvimento e reproducgdo. Considerando-se a grande quantidade de inseticidas usado no
campo e a alta toxicidade do tiametoxam, estudos ecotoxicoldgicos tornam-se pertinentes para

a avaliacao do potencial risco deste inseticida.
7. Conclusdes

Os resultados obtidos indicam que doses subletais (DL so/10, DL s0/100, CL s0/10 € CL
so/100) de tiametoxam, quando administradas via ingestdo ou topicamente desencadeiam
alteragdes morfologicas nas células dos “corpora allata” de operarias e rainhas de Atta sexdens
rubropilosa, quando expostas por periodos de 24h e 48h. As alteragdes verificadas, como o
aumento do nucleo, presenca de nucléolo e cromatina condensada, indicam aumento da
atividade celular da glandula pela hiperexcitacdo do sistema neuroenddcrino provocada pelo

inseticida.
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