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1. Resumo

Uma caracteristica tipica das formigas e algumas vespas € a presenca
das glandulas pos-faringeas, estrutura que se encontra somente nesses grupos
de organismos, fato que deve ter contribuido para o seu sucesso evolutivo.
Apesar dos primeiros estudos com as glandulas pos-faringeas existirem ha
mais de 100 anos, somente nos ultimos 20 elas tem recebido maior atencdo
dos pesquisadores.

Assim, a presente pesquisa teve por objetivo realizar uma analise
comparativa da morfologia das glandulas pos-faringeas e verificar sua
participagdo na utilizacdo de lipideos ingeridos por trés espécies de formigas
com padrbes alimentares distintos. Para tal, foi realizado analise
ultramorfologica e ultraestrutural das glandulas pés-faringeas; quantificacédo da
ingestdo de lipideos e carboidratos, e verificacdo do trajeto destes compostos
pelo sistema digestério das operarias; analise autorradiografica do processo de
incorporacdo do acido oléico marcado radioativamente pelas glandulas pos-
faringeas das operarias.

Os resultados encontrados sugerem que cada uma das espécies
apresenta uma particularidade: as glandulas pos-faringeas de Camponotus
vittatus podem ser um sitio de reserva energética para o individuo; as operarias
de Atta laevigata deslocam parte dos lipideos ingeridos para o intestino médio,
evitando o seu acumulo nas glandulas pés-faringeas, ao passo que foram
encontradas pela primeira vez dois tipos de células nas glandulas pos-
faringeas de Pachycondyla villosa. Além disso, o trajeto percorrido pelos
alimentos hidrossoluveis no interior do sistema digestorio das operarias
compreende a cavidade infrabucal, papo e ventriculo. Enquanto que os lipideos
passam pela cavidade infrabucal, glandulas pos-faringeas e papo, mas nao
atingem o ventriculo; com excecao de A. laevigata em que foram encontrados
lipideos em seu intestino médio. A autorradiografia mostrou que o &cido oléico
€ absorvido pelo epitélio das glandulas pdés-faringeas, armazenado em seu

interior e posteriormente deslocado para a hemolinfa sem sofrer modificacdes.



2. Abstract
A typical gland found only in ants and some wasps species is the

postpharyngeal gland, which could have contributed to the evolutionary success
of these social insects. The first studies regarding the morphology and function
of the postpharyngeal glands were conducted about 100 years ago, and only in
the last 20 years researches gave more attention to its importance.

Thus, this study aimed at comparing the morphology of postpharyngeal
glands and to verify their participation in the use of lipids ingested by three ant
species. For this purpose, we performed: 1- Ultrastructural and Ultramorphology
analysis of the postpharyngeal glands; 2 — the flow of lipids and carbohydrates
inside the digestory systeam; 3 - the incorporation of radiolabeled oleic acid by
the postpharyngeal using autoradiografic methods.

Our results suggest that each species has a particularity: the
postpharyngeal glands of Camponotus vittatus may be act as a site of food
reserve, the workers of Atta laevigata prevent the accumulation of oleic acid in
the postpharyngeal glands by sending lipids ingested to midgut. On the other
hand, Pachycondyla villosa has specialized cells to eliminate of lipids from the
postpharyngeal glands. Moreover, water-soluble diets were found in infrabucal
pockets, crop and ventriculi, while lipid-soluble diets were found in infrabucal
pockets, postpharingeal glands and crop; except for A. laevigata, which also
had lipids in their midgut. Autorradiografic analysis showed that oleic acid is
absorbed by the epithelium of postpharyngeal glands and later moved to the

haemolymph without any modifications.



3. Introducéao

Os insetos estavam entre 0s primeiros organismos que colonizaram o
ecossistema terrestre ha aproximadamente 400 milhdes de anos atras. No
periodo Permiano, as florestas ja eram povoadas por baratas, percevejos e
besouros; entre outros insetos. As formigas, da mesma forma que abelhas e
vespas sociais, surgiram no periodo Cretaceo ha 100 milhdes de anos. Os
insetos eussociais, particularmente formigas e cupins, tornaram-se espécies
dominantes entre 50 e 60 milhdes de anos atras (HOLLDOBLER; WILSON
1994).

Na classificacdo taxon6mica as formigas fazem parte de uma Unica
familia: Formicidae, da ordem Hymenoptera (BOLTON 1995); sendo que ela
esta subdividida em 21 subfamilias atuais e quatro subfamilias extintas

(BOLTON 2003; http://gap.entclub.org/archive/Bolton_Synopsis 2012 JAN.pdf).

Atualmente ja foram descritas aproximadamente de 12.760 espécies de
formigas (www.antbase.org), sendo que a grande diversidade e abundancia
deste grupo se devem, em parte, aos seus inumeros habitos alimentares. Além
disso, estes organismos podem ser encontrados em todos 0s ecossistemas
terrestres com excecado das regides polares e de algumas das ilhas mais
remotas dos oceanos Atlantico e indico (WILSON; TAYLOR 1967).

O impacto desses organismos nos ecossistemas terrestres € relevante,
e eles estdo entre os maiores predadores de outros insetos e pequenos
invertebrados (WILSON 1971). As espécies dos géneros Atta e Acromyrmex
sdo consideradas pragas agricolas devido a seus habitos herbivoros

(CHERRETT 1982), enquanto que outras espécies revolvem grandes



quantidades de solo, misturando restos de plantas e animais tornando-o mais
fértil (ABE 1982).

O sistema digestorio das formigas adultas € semelhante ao observado
na maioria dos insetos e esta dividido em trés regides distintas: intestino
anterior (estomodeo), intestino médio (mesénteron), e intestino posterior
(proctodeo) (CHAPMAN 1998; CAETANO et al. 2002), sendo que cada um
deles apresenta diferentes estruturas com fungdes complementares. As larvas,
por sua vez, apresentam algumas estruturas do sistema digestorio em fase de
diferenciacdo. A parte funcional € composta por um eséfago curto, pelo
proventriculo e por um estdmago longo e fechado na regido pilérica. A
comunicagdo com o ileo se completa somente no inicio da pupacdo (GAMA
1976).

Os insetos apresentam as seguintes glandulas associadas ao sistema
digestério: mandibulares, hipofaringea, salivar da cabeca e salivar do térax
(GAMA 1985). Além destas, as formigas possuem as glandulas pés-faringeas,
que estdo ligadas dorsalmente a regido final da faringe e sdo estruturas
compartilhadas somente com algumas espécies de vespas (JANET 1905;
GAMA 1985; CAETANO 1998; BUENO 2005; STROHM et al. 2010). Um dos
pontos-chave em relacdo as glandulas pés-faringeas séo as varias hipoteses ja
formuladas na tentativa de explicar suas funcdes e a origem de seu conteudo.

De maneira geral, o sistema digestorio e suas glandulas anexas estao
diretamente relacionados ao processo de digestdo e absor¢édo dos alimentos
ingeridos pelo organismo. O acido oléico, substancia comumente utilizada na
nutricdo animal, e um dos principais constituintes das glandulas pés-faringeas

da formiga S. invicta (PHILLIPS 1979). E uma das técnicas que tem sido



empregada com sucesso nos estudos que pretendem localizar, quantificar e
analisar o metabolismo de compostos no interior do corpo de animais e
vegetais € a autorradiografia (NOGUEIRA 1978; LAGE 1980; BUENO 2005).

A autorradiografia consiste em um processo em que uma molécula-alvo
€ marcada com um atomo radioativo e, dessa forma, sua localizacdo €
registrada por meio da precipitacdo de gréos de prata presentes numa emulsao
fotogréfica colocada sobre um corte ultrafino de tecido animal ou vegetal, que é
observado sob microscopio de luz ou eletrdnico de transmissdo. Assim, é
possivel quantificar a molécula por meio da contagem dos grédos de prata
precipitados.

O marcador mais utilizado para estudos de autorradiografia é o tritio, um
isétopo radioativo do tipo beta negativo derivado do hidrogénio. Ele é bastante
utilizado por apresentar meia-vida longa (12 anos), por ser capaz de
sensibilizar a emulsado fotografica num periodo relativamente curto de tempo e
por apresentar baixa energia de emissao, ou seja, apresenta pouco perigo em
caso de acidente (BLUMEN; MERZEL 1976).

Apesar dos primeiros estudos com as glandulas pés-faringeas existirem
h& mais de 100 anos, somente nos ultimos 20 elas tem recebido maior atencéo
dos pesquisadores. Mesmo assim, na maioria dos géneros de formiga elas séo
pouco conhecidas, com descricbes morfolégicas conflitantes e funcdes

propostas antagonicas.



4. Justificativa e objetivos

Os primeiros estudos com as glandulas pés-faringeas foram realizados a
mais de 100 anos, e somente nos ultimos 20 é que essas glandulas receberam
maior atencdo dos pesquisadores. Apesar disso, estes estudos apresentam
descricbes morfolégicas conflitantes e funcdes antagonicas para as glandulas
pos-faringeas de uma mesma espécie. Considerando que somente as formigas
e algumas vespas possuem as glandulas pos-faringeas, fato que deve ter
contribuido para o sucesso evolutivo desses grupos, a presente pesquisa teve
por objetivo realizar uma analise comparativa da morfologia das glandulas pés-
faringeas e verificar sua participacéo na utilizacéo de lipideos ingeridos por trés
espécies de formigas com padrdes alimentares distintos: Atta laevigata,

Camponotus vittatus e Pachycondyla villosa. Para tal foram realizados:

1 - Analise da ultramorfologia e a ultraestrutura das glandulas pés-faringeas;

2 - Quantificacdo da ingestdo de lipideos e carboidratos, bem como a
verificacdo do trajeto destes compostos pelo sistema digestorio das operérias;
3 - Andlise do processo de incorporacdo do &cido oléico marcado
radioativamente pelas glandulas pés-faringeas das operarias. Foi analisado se
esse composto foi absorvido diretamente pelas glandulas pés-faringeas das

operarias ou se ele foi metabolizado em seu l[Umen.



5. Reviséo da literatura
5.1. Evolucéo da alimentacdo nos himenopteros

O comportamento social das formigas é considerado a estratégia de
maior sucesso na historia evolutiva dos himenopteros, fato que foi determinante
para a diversificacdo e sucesso desses insetos (HOLLDOBLER; WILSON
1994). Por outro lado, apesar de nao existirem davidas a respeito do
parentesco das formigas com outros himendépteros aculeados, especificamente
com as vespas, pouco se conhece sobre a evolucdo e diversificacdo dos
Formicidae apds a sua derivacdo da linhagem de vespas ancestrais (WILSON
et al. 1967; SAUX et al. 2004).

A ordem Hymenoptera esté subdividida em duas subordens: Symphyta e
Apocrita, sendo que a evolucao dos habitos alimentares nessas subordens se
deu de diferentes formas. Por exemplo, as larvas das espécies da subordem
Symphyta sdo estritamente herbivoras, carater considerado basal dentro da
ordem. Ja as larvas da maioria das espécies da subordem Apocrita sdo
zoofagas, sendo que as espécies ancestrais sdo parasitdides, e ndo esta claro
como este carater evoluiu a partir de ancestrais fitofagos. Atualmente, existem
espécies parasitdides em pelo menos metade das familias de himendpteros, as
quais apresentam modificagcbes no aparelho ovipositor (GOULET; HUBER
1993).

As modificacBes ocorridas no ovipositor desses himendpteros originaram
espécies com um aparelho de ferrdo bem desenvolvido associado a glandulas
de veneno, fato que permitiu que estas espécies se tornassem predadoras
ativas. Posteriormente, algumas destas espécies predadoras retornaram a

condicdo fitéfaga. Particularmente entre os Aculeados Sociais, as abelhas



passaram a utilizar em sua alimentacdo néctar, pélen e 6leos vegetais, as
vespas a consumir pélen e néctar, e as formigas, além de utilizar esses
alimentos, também utilizam sementes, corpos de alimentacdo de vegetais e
fungos (DALY 1998). Segundo Tobin (1994), o retorno a fitofagia ndo envolve
utilizar a planta diretamente na alimentacdo, ou seja, simplesmente ingerir
parte ou todo o vegetal, mas sim a capacidade de explorar de varias maneiras

os produtos ja elaborados por elas.

5.2. Padréao alimentar

A nutricdo pode ser definida simplesmente como uma seqiéncia de
reacoes fisiologicas que leva o individuo a procurar e consumir um determinado
tipo de alimento, porém, ela envolve véarias atividades quimicas e processos
fisiolégicos que transformam o alimento em tecido animal e energia (HOUSE
1974). A maioria das espécies de formiga utiliza em sua dieta alimentar uma
variedade de itens de origem animal e vegetal, entretanto, como a maioria dos
animais, elas possuem exigéncias nutricionais especificas. De acordo com
Fowler et al. (1991) e Parra (1991), a dieta das formigas € constituida por
proteinas, carboidratos e lipideos.

Assim, o padrdo basico encontrado nestes insetos como fonte de
proteinas é a predacdo ou a alimentacdo baseada em cadaveres de outros
animais. Os carboidratos podem ser adquiridos por meio da ingestdo de
acucares e polissacarideos provindos do néctar de plantas ou de outros
insetos, e os lipideos pela ingestdo de diferentes tipos de 6leos e gorduras.
Contudo, esse padrdo diversificou-se ao longo da evolucdo do grupo. Hoje

existem desde espécies predadoras ativas até coletoras de sementes, incluindo



as generalistas extremas como as formigas de correicao, e até as especialistas
em coletar cupins e outras formigas (FOWLER et al. 1991). Uma
especializacdo que deve ser considerada importante nas formigas € o cultivo
do seu proprio alimento, como, por exemplo, as espécies da Tribo Attini, que
cultivam e alimentam-se de fungos; considerado um fato raro entre os animais
(WEBER 1972; HOLLDOBLER; WILSON 1990).

Espécies de formigas recorrentes em areas urbanizadas, como
Tapinoma melanocephalum (Fabricius) e Monomorium pharaonis (Linnaeus)
apresentam um padrdo alimentar diversificado, contudo, experimentos
realizados em laboratorio revelaram que as operarias dessas espécies
preferem alimentos liquidos e adocicados (JESUS 2000). Especificamente,
Camponotus rufipes (Fabricius) é uma espécie que se alimenta de liquidos
provenientes de nectarios extra-florais e apresenta um papo bem desenvolvido,
que é utilizado para o armazenamento temporario desse tipo de alimento
(EISNER 1957). De forma semelhante, 57% da dieta de Pachycondyla villosa
(Fabricius) € composta por alimentos liquidos (VALENZUELA-GONZALES et
al. 1994), enquanto Atta laevigata (F. Smith) alimenta-se principalmente de um
fungo simbionte e raramente € encontrada em nectarios extra-florais

(LITTLEDYKE; CHERRETT 1976).

5.3. Ingestéo do alimento

A ingestdo de alimentos liquidos pode ser feita de duas formas
diferentes: lambendo ou sugando o alimento. As formigas sdo capazes de
realizar ambas as formas, entretanto, diferentes espécies preferem uma em

relacdo a outra. De acordo com Paul e Roces (2003), operarias forrageiras de
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C. rufipes sugam o alimento liquido e o armazenam no papo, enquanto
operarias de P. villosa lambem e transportam uma gota de alimento para a
colénia entre as mandibulas, ja que ndo possuem 0 papo e nem o proventriculo
bem desenvolvidos (EISNER 1957). Por outro lado, operarias do género Atta
sugam os liquidos e o armazenam no papo (PAUL; ROCES 2003), mesmo ele
sendo menos desenvolvido que o encontrado em C. rufipes (CAETANO 1990).
Além disso, alguns estudos sugerem que, devido a auséncia de trofalaxia entre
as operarias adultas do género Atta, o alimento armazenado no papo nao €
compartiihado com os demais membros da colonia (ANDRADE 1997;

SCHENEIDER et al. 2000; ANDRADE et al. 2002; BUENO 2005).

5.4. Distribuicéo e utilizacdo dos alimentos entre os Individuos da col6nia

De uma maneira geral, a procura de alimento é realizada por apenas
uma pequena parcela das operérias, consequentemente, a distribuicdo dos
recursos entre os individuos é de extrema importancia para a sobrevivéncia da
colénia (EISNER; BROWN 1958). Nesse sentido, numa coldnia de formigas a
resposta frente a uma fonte de alimento pode ser dividida em dois
comportamentos basicos: primeiro, recrutamento das operarias que irdo
transportar ou ingerir o alimento que se encontra fora do ninho e, segundo,
troca e distribuicdo dos recursos alimentares para os individuos no interior do
ninho (SORENSEN et al. 1981).

Uma importante caracteristica observada nos insetos holometabolos é a
exploracdo de fontes alimentares distintas pelos individuos jovens e adultos.

Enquanto as larvas necessitam de elementos nutricionais estruturais

(proteinas, sais minerais e vitaminas), os adultos, por apresentarem alta
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atividade dentro e fora da colbnia, suprem suas necessidades energéticas
utilizando principalmente os carboidratos e gorduras (FOWLER et al. 1991).
Assim, o sucesso dos Hymenoptera estaria relacionado, dentre outros fatores,
ao fato de suas formas jovens estarem adaptadas a nichos ecoldgicos distintos
dos adultos, o que de certa forma as impediria de competir por alimento
(TERRA 1991).

Em colénias de S. invicta os alimentos ricos em proteina sao coletados
pelas operérias e distribuidos para a cria mais rapidamente do que misturas
ricas em Oleos ou méis (VINSON 1968; SORENSEN et al. 1981); e em maior
quantidade (WEEKS et al. 2004). De forma semelhante, as operarias de
Linepithema humile (Mayr) transferem as proteinas para larvas e rainhas,
retendo as substancias acucaradas (MARKIN 1970). Os lipideos, assim como
os carboidratos, sado rapidamente repartidos entre as operarias da colbnia
(ECHOLS 1966), embora eles também sejam oferecidos para as larvas em
grande quantidade (VINSON 1968; LOFGREN et al. 1975 apud FOWLER et al.
1991).

Um fator que pode influenciar a distribuicdo dos alimentos entre os
individuos de um mesmo ninho é o estado nutricional da colénia. Em
experimentos utilizando marcadores radioativos, Howard e Tschinkel (1980)
mostraram que em colbnias de Solenopsis invicta (Buren) que nao estavam de
jejum apenas 30% dos individuos receberam alimento apds um periodo de 24
horas. Entretanto, as operarias que permaneceram em jejum por até duas
semanas distribuiram alimento para até 50% da colénia num intervalo de

sessenta minutos.
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Apesar da variedade de alimentos que pode ser ingerida pelas formigas,
o comportamento de alimentacdo das castas pode ser bastante especializado.
Enquanto os imaturos recebem alimentos sélidos e/ou liquidos, os adultos
alimentam-se apenas de liquidos, e isso ocorre devido a diferencas em sua
morfologia e sistema digestorio (EISNER; HAPP 1962; PETRALIA; VINSON
1978).

As larvas de algumas espécies possuem projecdes cuticulares que fixam
o alimento sélido em sua regido ventral (PETRALIA; VINSON 1978). Uma vez
que as larvas nao possuem papo, o alimento solido passa diretamente para o
ventriculo, onde é digerido. Ao contréario, a ingestao de particulas soélidas pelos
adultos durante a alimentagcdo pode bloquear o proventriculo, impedindo sua
passagem para o intestino médio (EISNER; HAPP 1962). Eventualmente,
particulas menores que 1um podem ser encontradas no papo de adultos de S.
invicta (GLANCEY et al. 1981). Por outro lado, em um estudo recente, Paul e
Roces (2003) sugeriram que a taxa de ingestdo de fluidos ndo estaria
relacionada somente a morfologia do proventriculo e/ou tamanho do papo, mas
também seria reflexo das adaptacdes ecoldgicas de forrageamento. Operarias
de espécies que freqlientemente alimentam-se de liquidos, como C. rufipes,
apresentam uma maior taxa de ingestdo deste tipo de alimento do que
operarias de Atta sexdens rubropilosa (Forel) e Rhytidoponera impressa
(Mayr), as quais ndo séo especializadas na coleta de recursos liquidos.

Independente da preferéncia, do padrédo alimentar ou da maneira com a
qual os recursos alimentares sdo adquiridos e distribuidos, o metabolismo

nutricional ocorre no interior do sistema digestério das larvas e adultos.
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5.5. Sistema digestorio

O sistema digestorio das formigas é semelhante ao encontrado em
outros insetos e estad dividido em trés regibes distintas: intestino anterior
(estomodeo), intestino médio (meséntero) e intestino posterior (proctodeo). A
Figura 1 contém uma representacao das regides, das glandulas anexas e das

principais estruturas associadas ao sistema digestorio de formigas.

®

\ @
@
@

Figura 1. Principais estruturas encontradas no sistema digestério dos adultos
de formigas. @ - Cavidade infrabucal; @ - Faringe; ® - Glandulas pos-
faringeas; @ - Esofago; ® - Papo; ® - Proventriculo; @ - Ventriculo; ® - ileo;
© - Reto (Modificado de HOLLDOBLER; WILSON 1990).

Por serem de origem ectodérmica o estomodeo e o proctodeo séo
revestidos por uma cuticula, que € impermeavel a particulas de alta massa
molecular como polissacarideos e alguns dissacarideos; além de ser continua
com aguela que recobre o corpo do individuo. A cuticula do proctodeo difere
daquela do estomodeo por ter menos de 10 um de espessura e por ser mais
permeavel (CHAPMAN 1998).

Na porcao inicial do intestino anterior, logo apds as pecas bucais e

precedendo a abertura oral, existe a cavidade infrabucal, que é uma bolsa
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formada pelo dobramento do epitélio inferior da faringe, e sua principal funcéo
€ reter particulas soélidas ingeridas pela formiga durante a alimentacdo (JANET
1905; GOTWALD 1969). A abertura da boca localiza-se antero-dorsalmente a
cavidade infrabucal, seguida de uma faringe musculosa e do eséfago (BUENO
2005). Este é um tubo longo e delgado que percorre todo 0 mesossoma € o
peciolo do inseto, abrindo-se no papo no interior do gaster, o qual € seguido
pelo proventriculo, que corresponde ao limite entre o intestino anterior e médio.
Na transicao entre os intestinos existe a valvula cardiaca, que impede o retorno
de alimento do ventriculo para o papo (CAETANO 1988).

O intestino médio é de origem endodérmica e esta diretamente envolvido
na producdo e secrecao de enzimas digestivas, bem como na absorcdo de
nutrientes, além de produzir a membrana peritréfica que envolve o alimento,
separando-o do epitélio celular (CHAPMAN 1998). Na maioria das formigas,
embora bastante delgada, a matriz peritrofica tem a funcdo de separar o
alimento recém-ingerido daquele que ja estd em processo de digestdo. Além
disso, o ventriculo é formado por dois tipos de células: as digestivas e as
generativas, sendo que as digestivas tém funcbes variadas e apresentam
caracteristicas de células secretoras, excretoras e de absor¢cdo (WALKER,;
CLOWER 1961; CAETANO 1988).

O intestino posterior corresponde a porcdo final do canal alimentar
frequentemente apresenta trés regides: piloro, ileo e reto. Os insetos que
possuem simbiontes no proctodeo apresentam o ileo expandido para abrigar
tais organismos (CAETANO 2002). No reto, ha papilas retais que reabsorvem
agua e ions importantes para o equilibrio fisiolégico do organismo, como sédio

e potassio (WALL; OSCHMAN 1975). Em relacdo ao papo, o ileo e o reto
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apresentam uma maior permeabilidade aos aminoacidos e monossacarideos,
entretanto, sdo praticamente impermeaveis aos polissacarideos (CHAPMAN
1998).

As larvas, por sua vez, apresentam algumas estruturas do sistema
digestorio em fase de diferenciacdo. A parte funcional é composta por um
es6fago curto, pelo proventriculo e por um estdmago longo; que é fechado na
regido pilérica e a comunicacao com ileo s6 se completa no inicio da pupacédo

(GAMA 1976).

5.6. Glandulas po6s-faringeas (GPF)

As glandulas poés-faringeas das formigas tém origem ectodérmica,
surgindo durante o desenvolvimento poOs-embrionario a partir de duas
evaginacbes dorsais do epitélio faringeal (JANET 1905; GAMA 1985).
Recentemente, essas glandulas foram descritas em algumas espécies de
vespas (STROHM et al. 2010), e os autores sugerem que apesar de possuirem
funcbes diferentes, as glandulas pos-faringeas de vespas e formigas séo
estruturas que tem origem homéloga a partir de um ancestral comum.

Nas formigas, logo apds o ducto de ligagcdo com a faringe, as glandulas
pos-faringeas se bifurcam, podendo apresentar um numero varidvel de
digitacbes de aspecto tubular em sua regido apical. Pode-se citar como
exemplo as glandulas pés-faringeas da formiga A. sexdens rubropilosa, em que
as rainhas possuem de 80 a 100 digitacdes, os soldados de 30 a 40 digitacoes,
nas operarias médias o numero de digitacbes é em torno de 20 a 25 e nas
operarias minimas cerca de 10 a 15 (BUENO 2005). Diferente de A. sexdens

rubropilosa, as glandulas pos-faringeas encontradas nas formigas Dinoponera
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australis (Roger) e Paratrechina fulva (Mayr) ndo possuem digitacdes, mas sim,
dois l6bulos achatados dorso-ventralmente, um de cada lado da glandula
(CAETANO 1998; JESUS 2006).

De acordo com Holldobler e Wilson (1990), nas subfamilias Myrmicinae,
Formicinae e Dolichoderinae essas glandulas fornecem nutrientes para 0s
individuos da colonia. Existem evidéncias disso nos estudos de Markin (1970) e
Delage-Darchen (1976), nos quais foi verificado que das glandulas pds-
faringeas de L. humile e Messor (Forel), respectivamente, provém importantes
nutrientes para as rainhas e pequenas larvas da colonia.

De outra maneira, Vinson et al. (1980) sugeriram que as glandulas poés-
faringeas de S. invicta atuam como cecos cefalicos, absorvendo acidos graxos
e triglicerideos, fato contestado por Vander-Meer et al. (1982). Além disso,
Bagnéres e Morgan (1991) verificaram que, na mesma espécie, 0S
hidrocarbonetos das glandulas poés-faringeas sédo semelhantes aqueles
encontrados na cuticula das operérias, que teriam funcdo de reconhecimento
especifico e intracolonial. Em vista disso, sugeriram que o papel nutritivo
dessas glandulas deveria ser reavaliado, fato que foi reforcado com os
experimentos realizados por Soroker et al. (1994) utilizando espécies de
formigas que apresentam altos indices de trofalaxia.

Outros autores sugeriram que o conteudo das glandulas pos-faringeas é
utilizado no processo de alimentacdo dos individuos da colénia. Ayre (1967)
observou que o ventriculo das larvas de Camponotus pennsylvanicus (DeGeer)
continha alimento regurgitado do papo e tracos das substancias oleosas
encontradas nas glandulas pés-faringeas das operarias. Contudo, infelizmente

esse autor ndo descreve como foram realizados os experimentos que o
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levaram a tais conclusdes. Por outro lado, Markin (1970) mostrou por meio de
isétopos radioativos que o conteudo das glandulas poés-faringeas das operarias
de L. humile é utilizado na alimentacdo de larvas e rainhas. Assim, as
glandulas pés-faringeas estariam associadas ao processo de trofalaxia, e ndo a
digestdo dos compostos lipidicos nas operarias (Ayre 1963). De acordo com
Wheeler (1994), é possivel que o alimento glandular seja de extrema
importancia na dieta de algumas espécies de formiga. Contudo, a natureza,
funcéo e diversidade das secrec¢fes das glandulas que liberam o seu contetudo
na porgéo anterior do canal alimentar ainda s&o pouco conhecidas.

Além da funcdo secretora, a morfologia do epitélio celular dessas
glandulas também é discutivel, uma vez que existem discordancias entre
diferentes autores em relacdo a uma mesma espécie de formiga
(SCHOETERS; BILLEN 1996; CAETANO 1998).

Ampliando as discussdes, Kaib et al. (2000) verificaram que a
composicdo dos hidrocarbonetos cuticulares e das glandulas pés-faringeas
presentes nas operarias forrageiras de Myrmicaria eumenoides (Gerstaecker)
diferiam daqueles encontrados nas operarias que permaneciam dentro da
colonia, indicando que estes compostos estariam relacionados diretamente
com a funcdo que o individuo desempenha na colbnia. As informacdes
disponiveis a respeito da origem do contetudo das glandulas pos-faringeas sao
igualmente diversificadas e, de acordo com alguns pesquisadores, seu
conteudo seria produzido pelo préprio epitélio ou proveniente do alimento
ingerido (PHILLIPS; VINSON 1980a; WHEELER 1994; BUENO 2005; JESUS
2006). Assim, de acordo com estes trabalhos o conteddo dessas glandulas ndo

seria proveniente da hemolinfa do inseto. Nas espécies L. humile, Acromyrmex
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octospinosus (Reich) e S. invicta o limen dessas glandulas € preenchido por
uma substancia oleosa de coloracdo amarelada, sendo que sua origem estaria
ligada diretamente a ingestdo de lipideos provenientes da alimentacao
(MARKIN 1970; PEREGRINE; MUDD 1974; PHILLIPS; VINSON 1980b). Ja
Paulsen (1969) acredita que os lipideos encontrados nas glandulas pos-
faringeas de operarias de Formica polyctena (Forster) sdo sequestrados da
hemolinfa e posteriormente distribuidos para toda a col6nia.

Apesar das contradicdes apresentadas, as glandulas pos-faringeas
sempre contem lipideos em seu interior. Para as espécies A. sexdens
rubropilosa (BUENO 2005), T. melanocephalum, L. humile, P. fulva e M.
pharaonis (Jesus 2006) foi verificado que no caso da quantidade de alimento
ingerido ser pequena, o0s alimentos lipossoluveis e hidrossolaveis séo
separados no final da faringe, e percorrem caminhos distintos. Os lipideos se
deslocam para as glandulas poés-faringeas, onde sao absorvidos (BUENO
2005), enquanto os alimentos hidrossolUveis vao para o papo e depois para o
ventriculo (JESUS 2006). Entretanto, se a oferta de alimento for alta 0 excesso
de dOleo ingerido passa pela faringe e esbéfago, atingindo o papo. Uma vez no
papo, os lipideos ndo passam para o ventriculo e, apds algum tempo, retornam
para as glandulas pos-faringeas (PHILLIPS; VINSON 1980b; JESUS 2006).

Fato semelhante pode ser observado nos trabalhos realizados por
Phillips e Vinson (1980a) e Wheeler (1994), nos quais os lipideos ingeridos
pelas operarias de S. invicta vao diretamente para o limen das glandulas pos-

faringeas, ao passo que substancias acucaradas sao armazenadas no papo.
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5.7. Utilizacdo do acido oléico

Diversos trabalhos ja relataram a presenca de lipideos no interior das
glandulas pés-faringeas das formigas (JANET 1905; PEREGRINE; MUDD
1974; PHILLIPS; VINSON 1980b; BUENO 2005; JESUS 2006), sendo que um
dos principais lipideos encontrados nas glandulas pés-faringeas de S. invicta é
0 4cido oléico (PHILLIPS 1979).

O processo de filtracdo do alimento e a utilizacdo do acido oléico por
operarias e rainhas da formiga cortadeira A. sexdens rubropilosa foi detalhado
por Bueno (2005). Utilizando a técnica de autorradiografia este pesquisador
verificou a importancia das glandulas poés-faringeas na incorporacdo e

absorcao dos lipideos ingeridos.

5.8. Autorradiografia
5.8.1. Historico
Os métodos autorradiograficos remontam aos primérdios da descoberta
da radioatividade (Blumen; Merzel 1976). Em 1867, Niepse de St. Victor foi 0
primeiro pesquisador a realizar um experimento que resultou no enegrecimento
de uma emulsdo fotografica quando em contato com nitrato e tartarato de
uranio. Nesta época a radioatividade ainda ndo havia sido descoberta e os
resultados de seus experimentos foram interpretados como luminescéncia.
Posteriormente, Henri Becquerel (1896) repetiu e estendeu o0s
experimentos de Niepse, obtendo imagens fotograficas acidentalmente
(autorradiografias), detectando pela primeira vez a radioatividade. Fato este,
gue sucedeu a descoberta dos Raios-X por Wilhelm Conrad Roetgen (1895).

Em seguida, Madame Curie, trabalhando com diferentes compostos de uranio,
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conseguiu demonstrar que as emissdes eram diretamente proporcionais a
quantidade de material neles presente. Em 1898, esta pesquisadora fez trés
descobertas: demonstrou a radioatividade do Toério, na mesma época em que
G. C. Schmidt o fez; isolou em meio a amostras de minério de uranio
quantidades diminutas de um novo elemento, ao qual deu o nome de Polbnio; e
identificou outro elemento, em quantidades menores ainda: o radio. A ela deve-
se a terminologia da palavra “Radioatividade”.

Em 1924 os primeiros pesquisadores a obterem auto-radiografias em
seres vivos foram Lacassagne & Lattes, injetando po radioativo (elemento
natural) em animais. Contudo, somente em 1946 com Belanger & Leblond
(técnica de “Dipping”) e Pelc em 1947 (técnica do “Stripping-Film”), € que as
técnicas atuais de autorradiografia foram estabelecidas permitindo o rapido
desenvolvimento do método e suas aplicacoes.

Nas Ultimas décadas, ocorreram profundas transformacdes no
entendimento de biologia celular gracas ao desenvolvimento do microscépio
eletrdnico, sendo que o0s primeiros estudos associando as técnicas
autorradiogréficas ao microscopio eletrénico foram realizados por Liquier-
Mildward (1956).

De maneira geral, pode-se dizer que o0s avancos biologicos na
atualidade, utilizando autorradiografia, se devem a varios fatores, entre eles:
producdo em escala industrial de emulsdes fotograficas sensiveis aos elétrons
de baixa ionizacdo; sintese de inUmeras moléculas marcadas que atuam como
precursores especificos; possibilidade de obtencdo de dados quantitativos,

além das informacdes a respeito da localizacdo do radioisétopo; e utilizacdo
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das técnicas autorradiograficas associadas ao microscopio eletrénico (Blumen;

Merzel 1976).

5.8.2. A Técnica de autorradiografia

A autorradiografia biolégica é uma técnica que permite localizar e
visualizar um composto que tenha sido incorporado por um ser vivo e
relaciona-lo com as estruturas nas quais ele foi armazenado e/ou metabolizado
(BLUMEN; MERZEL 1976; BIENZ 1977). Esta técnica tira proveito do fato de
plantas e animais nado diferenciarem compostos estaveis ou isOtopos
radioativos, de um mesmo elemento quimico, durante seus processos
fisiologicos.

Para que seja possivel localizar a radioatividade emitida pelo marcador
no interior do material de estudo, utilizam-se métodos fotograficos, ou seja,
cortes ultrafinos de tecido animal ou vegetal contendo o marcador sao
primeiramente colocados em contato com uma emulsdo fotogréfica.
Posteriormente este material € levado para um local com auséncia total de luz
até que a radiagdo emitida pelo marcador produza uma imagem latente na
emulséo fotografica. Esta imagem torna-se visivel com a aplicacdo de técnicas
de revelacdo fotografica sobre o material. Os cortes ultrafinos sdo entdo

levados ao microscopio de luz ou eletrdnico de transmisséo para analise.
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5.8.3. Formacéao da imagem

Uma emulsdo fotografica é basicamente um conjunto de cristais de
brometo de prata dispersos numa matriz gelatinosa. No momento em que esta
emulsdo € exposta a radiacdo ou a luz, os cristais reagem formando diversos
agrupamentos de atomos de prata. Estes agrupamentos sdo denominados
“centros de imagem latente”, pelo fato dessa imagem néao ser visivel até que a
emulsdo seja revelada e os centros de imagem transformados em prata
metdlica. O tamanho dos cristais de prata é o fator que determina a
sensibilidade da emulséo, pois quanto maior o cristal, mais sensivel a radiacao

sera a emulséo (Polysciences. INC.).

5.8.4. Aplicacdes

A autorradiografia bioldgica vem sendo utilizada de diferentes formas,
dentre elas pode-se destacar. 1- Técnica histoquimica: utlizada para
identificagdo quimica de estruturas celulares ou tissulares. Por exemplo, a
incorporacéo de **S administrado sob a forma de sulfato de sédio tem sido
usada para evidenciar a producdo de mucopolissacarideos sulfatados
(Dziewiatkowsky 1949); 2- Tracadores de reacdes metabdlicas: permite
determinar os locais de sintese e migracdo de produtos celulares. Como
exemplo, a utilizacdo de uridina-5-*H para identificacdo do sitio intracelular de
sintese e replicacdo de RNA de virus fitopatogénicos (Nogueira 1978).

Entretanto, o aspecto mais interessante da autorradiografia € seu uso no
estudo dindmico dos componentes de um ser vivo. Esta técnica permitiu a
introducdo da dimensao “tempo” na morfologia das células e tecidos (Leblond

1965), uma vez que em tempos sucessivos apds a administracdo de um



23

composto radioativo é possivel, a partir de imagens estaticas, estudar a
cinética das estruturas marcadas. Como exemplo pode-se citar o estudo da
incorporacéo de &cido oléico-°H pelas glandulas pés-faringeas da formiga A. s.

rubropilosa (Bueno 2005).

5.8.5. Caracteristicas do marcador

Para que sejam obtidos bons resultados em estudos autorradiogréficos,
as principais caracteristicas que devem ser observadas em um marcador sdo:
1- Meia-vida fisica: deve ser suficientemente longa para permitir a realizacao
do trabalho com desprezivel queda de sua radioatividade; 2- Atividade
especifica: deve ser suficiente para sensibilizar os cristais de brometo de prata
da emulséo fotografica; 3- Energia de emisséo: deve ser baixa, pois a energia
de radiacdo esta diretamente relacionada com a resolucdo das
autorradiografias. Neste caso, se for utilizado um emissor de particulas beta de
alta energia, estas poderdo passar através da fina camada de emulsao
fotogréfica, produzindo sua ionizacdo longe da fonte, ou ainda, impregnando
mais de um grao de prata por radiagdo emitida.

Por esse motivo, 0 marcador comumente utilizado na técnica de
autorradiografia em nivel de microscopia eletrénica € o tritio. Trata-se de um
isétopo radioativo do hidrogénio emissor de particulas beta com meia vida
longa (12,3 anos), atividade especifica suficiente para sensibilizar a emulséo
fotografica num periodo de tempo relativamente curto, e de baixa energia, o
que permite maior poder de resolucdo (LEDERER et al. 1967; BLUMEN ;

MERZEL 1976).
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Além disso, foi demonstrado por Pelc (1963) que cada radiacdo emitida
pelo tritio praticamente € capaz de afetar apenas um cristal de brometo de
prata por vez. Outros radioisétopos que podem ser utilizados em estudos
autorradiograficos séo: **C, %I e ocasionalmente *P e *S.

Nos estudos autorradiograficos utilizando microscopia eletronica a
resolucao é definida em termos de probabilidade de ser formado um gréo de
prata numa determinada regido préxima da fonte de radiacdo. Bachmann et al.
(1969) definiram esta resolucdo como sendo a distancia da fonte, dentro da

gual se localizam 50% do total de gréos de prata por ela produzidos.
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6. Material e métodos
6.1. As espécies de formigas

Foram utilizadas trés espécies de formigas com padrbes alimentares
distintos e que apresentam reconhecida importancia econdmica. Sao elas:
subfamilia Myrmicinae - Atta laevigata F. SMITH 1858; subfamilia Formicinae —
Camponotus vittatus FOREL 1904; subfamilia Ponerinae - Pachycondyla villosa
FABRICIUS 1804.

As operérias utilizadas eram forrageiras de ninhos de campo situados na
cidade de Rio Claro-SP, nas dependéncias do Campus Jodo Dias da Silveira
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Elas foram
coletadas e transferidas para o laboratério e permaneceram 24h sem
alimentacéo antes de cada bioensaio.

Para as espécies que apresentam operarias polimérficas os individuos
foram selecionados de acordo com tamanho de sua cépsula cefalica. Nesse
sentido, para as espécies C. vittatus e A. laevigata foram utilizadas operarias
de tamanho médio. Por outro lado, para a espécie P. villosa em que as

operarias sao monomorficas os individuos foram coletados indistintamente.
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6.2. Bioensaios

Para todos os bioensaios que serdo descritos a seguir foi estabelecido
um grupo controle composto por 10 operarias. Essas operarias ndo receberam
nenhum tipo de alimento e tiveram as glandulas pos-faringeas removidas para
analise, servindo como padrdo para as comparacbes dos grupos
experimentais. Para tal, cada glandula foi dissecada, preparada e fotografada
com auxilio de um estereomicroscopio (Leica MZ-APQO) e de microscopios

eletrbnicos de transmissao e de varredura.

6.2.1. Aplicacéo das dietas

Tanto para os experimentos que utilizaram os corantes vitais, quanto
para os alimentos contendo marcadores radioativos, a aplicacdo das dietas foi
realizada da seguinte forma:

Para as espécies A. laevigata e C. vittatus foram utilizadas 70 operarias
em cada bioensaio, enquanto para a espeécie P. villosa foram utilizadas 18
operarias, ja que as colbnias dessa espécie sao de tamanho reduzido. Deve-se
ressaltar que elas foram alimentadas com apenas um tipo de dieta por vez.
Essa diferenca se deve

As operarias foram coletadas no campo e permaneceram 24 horas sem
nenhum tipo de alimentacdo. Em seguida, elas foram pré-anestesiadas por
resfriamento (-4°C) durante aproximadamente 30 segundos, e entdo receberam

0,5uL de alimento entre as mandibulas com auxilio de uma micropipeta
monocanal LM2 LabMate®. Posteriormente, elas foram divididas em grupos de

10 e distribuidas em placas de Petri (10 cm de diametro) forradas com papel de

filtro; com excecdo da espécie P. villosa que foi dividida em grupos de trés
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operarias. As placas de Petri foram mantidas no interior de estufa B.O.D com
temperatura controlada entre 24-26°C e umidade relativa acima de 70%.
Durante o isolamento as operarias ndo receberam alimento.

Os intervalos de tempo em que os individuos permaneceram na estufa
variaram de acordo com a espécie. Para A. laevigata e C. vittatus os intervalos
de tempo foram iguais a 10 min, 1h, 2h, 8h, 12h, 24h, e 72 horas. Ao passo que
para a espécie P. villosa os tempos foram iguais a 10 min; 45 min, 2h, 12h, 24h

e 72 horas.

6.3. Dissecacao das glandulas pés-faringeas

Para a retirada das glandulas poés-faringeas as operarias foram
anestesiadas por resfriamento (-4°C) durante cinco minutos com o propésito de
interromper 0s seus processos metabdlicos. Em seguida elas foram
transferidas para uma placa de Petri (8 cm diametro) preenchida com solugéo
salina (6g de NaCl por 1000 mL de agua destilada), e entdo, com o auxilio de
pincas e laminas de barbear foram dissecadas sob um estereomicroscépio

(Leica MZ-APO).



28

6.4. Preparo para microscopia
Para todos os experimentos e analises realizados neste trabalho as

glandulas pos-faringeas foram fixadas por 24 horas da seguinte maneira:

* A. laevigata: As glandulas foram fixadas utilizando-se solugcdo Karnovsky
modificado composto por Tampédo Cacodilato de Sdédio a 0,0875 M,
Glutaraldeido a 1,875% e Formaldeido a 1,5%.
* C. vittatus: As glandulas foram fixadas utilizando-se solucdo Karnovsky
modificado composto por Tampéao Cacodilato de Soédio a 0,1 M, Glutaraldeido a
1,675% e Formaldeido a 1,7%.
* P. villosa: As glandulas foram fixadas utilizando-se solucdo Karnovsky
modificado composto por Tampédo Cacodilato de Sdédio a 0,125 M,
Glutaraldeido a 2,5% e Formaldeido a 2,0%.

A concentracdo dos fixadores foi ajustada para se obter a melhor

preservacao possivel das estruturas analisadas em cada uma das espécies.

6.4.1. Microscopiade luz — Controle

Depois de retiradas e fixadas, dez glandulas pos-faringeas de cada uma
das espécies foram desidratadas, em banhos de 15 minutos cada, em uma
série crescente de alcool (70%, 75%, 80% e 95%) e transferidas para resina de
embebicdo por 24 horas. A inclusdo foi feita em resina Leica® utilizando-se
moldes de plastico. Os moldes permaneceram em estufa a uma temperatura de
37°C durante 48 horas. Apés esse periodo, os blocos contendo o material
foram seccionados (4 um de espessura) com auxilio de um micrétomo Leica

RM 2145.
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O material foi entdo colocado sobre laminas histolégicas e corado com
azul de metileno da seguinte maneira: gotas do corante foram colocadas sobre
a lamina, que foi aquecida por um minuto a 30°C, seguida de lavagem em agua
corrente e posterior secagem a temperatura de 37°C.

As laminas foram entdo observadas sob um microscoépio de luz Zeiss Dx

80 para documentacéo fotografica.

6.4.2. Preparo para microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Depois de retiradas e fixadas, dez glandulas pos-faringeas passaram por
duas lavagens de 15 minutos em soluc¢do tampao cacodilato de sédio 0,1M.
Realizou-se entédo a pés-fixagcdo em tetroxido de ésmio 1% em solucao tampao
cacodilato de sodio 0,1M durante duas horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as glandulas pés-faringeas foram lavadas mais duas vezes em
solucéo tampéo cacodilato de sodio 0,1M durante 15 minutos, e contrastadas
em solugéo de acetato de uranila 2% com acetona 10% durante trés horas no
escuro.

A desidratacdo do material foi realizada em concentragdes graduais de
acetona (50%, 75%, 90%, 95% e 100%) durante cinco minutos cada. Com
excecao da acetona 100% que foi utilizada para desidratar as glandulas duas
vezes durante dez minutos cada. Em seguida, a infiltragcdo do material foi feita
em uma mistura de acetona e resina (1:1) durante 12 horas. Posteriormente, as
glandulas foram colocadas em moldes de borracha apropriados contendo
resina pura e um catalisador, e colocadas em estufa a 60°C durante 48 horas.
Depois de polimerizados, os blocos foram seccionados numa espessura

variando de 60 nm a 90 nm com auxilio de um micrétomo Leica RM 2145. As
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seccOes foram dispostas em telinhas de cobre e foram contrastadas com
acetato de wuranila e citrato de chumbo durante 45 e 10 minutos,

respectivamente. As telinhas foram entdo observadas em Microscépio
Eletronico de Transmissao PhiIIips® 100 TEM, realizando-se a documentacao

fotografica.

6.4.3. Preparo para microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apos retiradas e fixadas, as glandulas pos-faringeas de cada uma das
espécies receberam o0s seguintes tratamentos:
1- Desidratacdo em concentracdes graduais de acetona (50%, 75%, 90%, 95%
e 100%) durante cinco minutos cada. Com excecdo da acetona 100% que foi
utilizada para desidratar as glandulas duas vezes durante dez minutos cada.
2- Processamento em aparelho de ponto critico (BALZERS CPD-030). Fixacao
das glandulas sobre “stubs” com auxilio de fita dupla-face, e em seguida,
cobertura de fina camada de ouro (SPUTTERING SCD-050).

3- Observacédo, analise e obtencdo de fotomicrografias com auxilio de um

microscoépio eletrénico de varredura Philips® SEM 505.

6.5. Corantes vitais

Para os bioensaios utilizando os corantes vitais foram formuladas duas
dietas: 1 - O corante Sudan Black foi dissolvido em 6leo de soja numa
concentragéo final de 0,1%; 2 - A Rodamina foi dissolvida numa solucdo de
agua e mel (1:1) numa concentracdo final de 0,15%. O Sudan Black foi

utilizado como marcador da dieta oleosa ja que ele apresenta alta solubilidade
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em lipideos, ao passo que a Rodamina foi utilizada como marcador da dieta
acucarada por apresentar alta solubilidade em agua.

Ao final de cada um dos periodos descritos no item 6.2.1, dez operarias
foram dissecadas para avaliacao da intensidade de coloragéo e localizacéo dos
marcadores. As estruturas analisadas foram a cavidade infrabucal, as
glandulas pos-faringeas, o papo, o ventriculo e o reto.

A quantidade de alimento encontrado nessas estruturas foi avaliada por
meio de analise visual utilizando a seguinte escala: 0 = auséncia de alimento, 1
= pequena quantidade de alimento, 2 = média quantidade de alimento e 3 =

grande quantidade de alimento.

6.6. Autorradiografia

Os experimentos descritos a seguir foram realizados nas dependéncias
do Laboratério de Histopatologia Vegetal — USP — CENA (Centro de Energia
Nuclear na Agricultura), com a supervisdo da Prof® Dr* Neusa de Lima

Nogueira.

6.6.1. Marcadores radioativos

No presente trabalho foi utilizado um composto lipidico marcado com
tritio, que é um dos isétopos radioativos do hidrogénio:
1 - Acido Oléico Tritiado [9, 10 — ®H(N)] em solucdo de tolueno na
concentracdo radioativa de 5,0 mCi/mL (Amersham Biosciences®). O &cido
oléico é um &cido graxo insaturado de cadeia longa, além de ser o0 mais comum
e abundante lipideo encontrado na natureza (STEADMAN 1995). Algumas de

suas caracteristicas quimicas sao:
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Formula molecular: C1gH34,0, — [CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH]
Solubilidade em agua: Insoltvel em agua
Massa Molar: 282,5 g/mol

Férmula estrutural:

M/\/\)]\DH

e N

Para os bioensaios utilizando o marcador radioativo a dieta foi formulada
misturando-se o acido oléico tritiado com 6leo de soja numa proporcao de 1:4.

Ao final de cada um dos periodos descritos no item 5.2.1 as operarias
foram dissecadas para se avaliar a distribuicdo, localizacdo e absorcdo do
acido oléico nas glandulas pos-faringeas. Para tal, o material foi analisado
utilizando-se técnicas autorradiograficas de microscopia de luz eletrénica de
transmissdo. Deve ser ressaltado que este bioensaio foi realizado somente

com operarias de A. laevigata.

6.7. Preparacao da autorradiografia para microscopia

Todos os procedimentos de diluicdo da emulsdo fotografica e cobertura
dos cortes foram realizados numa camara escura com auséncia total de luz
branca. Neste caso utilizou-se uma fonte de luz monocromatica vermelha a
gual ndo causa danos a emulséo fotografica. Além disso, todo material utilizado
para manipular a emulsdo fotografica foi previamente fervido em solucédo de
agua oxigenada (H»0;) 15% durante 20 minutos, lavados com agua bidestilada

e secados em estufa para evitar o “background”.
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6.7.1. Autorradiografia para microscopia de luz

A técnica de autorradiografia para microscopia de luz foi utilizada
exclusivamente para estimar o periodo de exposicdo do material necessario
para a autorradiografia de microscopia eletrdnica, ou seja, o numero de dias
necessario para se obter um numero de grdos de prata adequado foi
multiplicado por 10, o que corresponde ao periodo de exposicao ideal para se
realizar os procedimentos de microscopia eletronica de transmissédo (Nogueira
1978).

Inicialmente, as glandulas pos-faringeas retiradas das operarias que
receberam a solucdo radioativa foram incluidas em blocos de resina (item
6.4.2). Foram feitas seccdes semi-finas (4 um de espessura) da regido superior
das glandulas utilizando-se um microtomo Leica RM 2145. Os cortes foram
transferidos para laminas histolégicas previamente limpas com detergente e
solucdo de éter e alcool (1:1). A posicdo dos cortes foi marcada no verso da
lamina com caneta para retroprojetor (Pilot®), e entdo as laminas foram secas
em chapa quente para evitar o enrugamento dos cortes (Bienz 1977).

Os cortes sobre as laminas foram cobertos com uma fina camada de
emulsao fotografica (llford L4 — Polysciences INC.) utilizando-se o0 método de
“streaking” (Bienz 1977). Para tal, a emulsdo foi primeiramente fundida em
banho-maria a 42°C, entédo diluida em agua bidestilada 1:1, e mantida a 32°C
apos a diluicdo. Trés gotas desta solucdo foram colocadas nas laminas e
espalhadas rapidamente sobre os cortes com auxilio de uma pipeta Pasteur
(Figura 2). Imediatamente apés este procedimento as laminas foram dispostas
verticalmente no interior de caixas pretas, vedadas com fita, e mantidas a 4°C

durante trés, sete e dez dias.
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ApoOs o periodo de exposicao, as laminas foram reveladas utilizando-se o
revelador Dektol da Kodak™ durante quatro minutos e fixadas com o fixador F-
5 da Kodak™ durante cinco minutos, ambos a 22°C. Apds a fixacdo, as
laminas foram lavadas em agua corrente a temperatura ambiente, repassadas
em agua destilada e colocadas para secagem a 37°C. Em seguida, o material
foi corado com azul de metileno da seguinte maneira: gotas do corante foram
colocadas sobre a lamina, que foi aquecida por um minuto a 30°C, seguida de
uma lavagem em agua corrente e posterior secagem a temperatura de 37°C).

Posteriormente as laminas foram observadas com auxilio de um

microscopio de luz Zeiss Dx 80.

Figura 2. Cobertura dos cortes utilizando a técnica de autorradiografia para
microscopia de luz: a emulsao fotografica é espalhada com o auxilio de uma
pipeta Pasteur sobre o material a ser analisado em uma sala com auséncia de

luz.
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6.7.2. Autorradiografia para microscopia eletronica de transmissao

A metodologia utilizada para cobertura dos cortes ultrafinos foi baseada
em Caro & Van Tubergen (1962), posteriormente modificada por Stevens
(1966).

Foram feitas secc¢bes ultrafinas das glandulas pos-faringeas com
espessura entre 60nm e 90nm, em seguida elas foram colocadas sobre
telinhas de cobre de 200 “mesh”, previamente cobertas com pelicula de colodio
e carvao. Para cada tempo (item 6.2.1) foram realizadas trés repeticoes.

Bastonetes de vidro foram colocados em suportes de madeira e sobre
eles colocado fita dupla-face (Figura 3A). As telinhas contendo os cortes
ultrafinos foram fixadas no topo destes bastonetes (Figura 3B). Em seguida,
uma alca de aco de 12 mm de diametro foi mergulhada numa emulsdo
fotografica (llford L4 — Polysciences INC.), a qual foi previamente fundida em
banho-maria a 42°C e posteriormente diluida em agua bidestilada 1:1, e entdo
mantida em banho-maria a 32°C (Figura 3C). O excesso foi retirado com papel
absorvente e esperou-se a emulsao solidificar.

Apos a solidificacdo uma monocamada de brometo de prata foi aplicada
sobre os cortes ultrafinos que estavam sobre os bastonetes de vidro (Figura 3C
e 3D). Esta monocamada é evidenciada pela cor de interferéncia dourada, que
indica a melhor area para ser aplicada sobre o material. As telinhas foram
entdo mantidas a 4°C em caixas pretas vedadas com fita isolante, que foram
colocadas no interior de sacos plasticos pretos para evitar o contato com a luz
durante 70 dias.

Decorridos 70 dias as telinhas foram colocadas em contato com o

revelador Microdol X da Kodak™ durante cinco minutos a uma temperatura de
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22°C. Em seguida foi feita uma lavagem com agua destilada por 15 segundos e
as telinhas foram entéo colocadas no fixador tiossulfato de sodio 3% durante 2
minutos e 45 segundos, a uma temperatura de 22°C. Deve-se ressaltar que o
tempo de fixacdo é critico para que a ultra-estrutura do material seja
preservada. Apos a fixacdo, o material foi lavado com agua bidestilada durante
dez minutos.
Entdo, foi realizada a remocédo da parte gelatinosa da emulsdo da
seguinte forma:
1 — trés lavagens de 10 minutos em agua bidestilada.
2 —trés lavagens de 30 minutos em agua a 37°C.
3 —uma lavagem com acido acético 4% a 37°C.
4 — trés lavagens de 5 minutos em agua bidestilada a temperatura ambiente.
Posteriormente, os cortes foram contrastados de acordo com o0s
seguintes procedimentos:
1 - contato com acetato de uranila 2,5% durante 45 minutos (no escuro);
2 - trés lavagens em agua bidestilada durante 20 segundos cada;
3 - contato com citrato de chumbo durante dez minutos;
4 - uma lavagem de 20 segundos em solugéo de NaOH 0,01 M;

5 - trés lavagens em agua bidestilada durante 20 segundos cada.

As telinhas contendo os cortes das glandulas pés-faringeas foram
examinadas ao microscopio eletrénico de transmissdo para obtencdo de

fotomicrografias.
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Figura 3. Preparacdo para cobertura dos cortes para exame utilizando
microscopia eletronica de transmisséo autorradiografica: A — Colocacao de cola
plastica sobre os bastonetes de vidro; B — Fixagdo das telinhas contendo os
cortes sobre os bastonetes; C — Uma alca de aco foi mergulhada na emulséo
fotogréfica e posteriormente deixada na posicao vertical para a solidificacédo da

emuls&o; D — Cobertura dos cortes (Modificado de Bienz 1977).
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7. Resultados
7.1. Morfologia das glandulas pos-faringeas (GPF) - controle
7.1.2. Estereomicroscopia e microscopia eletrénica de varredura

Em todas as espécies estudadas as Gpr foram encontradas na regido
frontal da cabeca, logo acima do cérebro. Elas estdo ligadas dorso-lateralmente a
regido posterior da faringe, logo apés a porcdo terminal da placa hipofaringea,
onde apdés um curto ducto, bifurcam-se. A morfologia das Gpr variou de acordo
com a espécie estudada, porém, o seu interior sempre apresentou um liquido com
coloracao variando de transparente a amarelo-claro.

Apesar de terem sido testadas diferentes formulagcdes dos fixadores
utilizados, tanto para microscopia eletrdnica de varredura quanto eletrbnica de
transmissédo, o material fotografado revelou que as técnicas usuais de laboratorio
nao apresentaram bons resultados na preservacao das GpF das trés espeécies de

formigas utilizadas no presente estudo.

Atta laevigata

Na Figura 4, estdo representadas as GPF de uma operaria média de A.
laevigata vistas ao estereomicroscopio. A coloracdo azul escuro apresentada é
devido ao corante (Sudan Black) utilizado para destaca-las.

As cpF de A. laevigata sdo estruturas pares, uma de cada lado no final da
faringe, contendo um numero variavel de projecbes digitiformes alongadas com
aspecto tubular (Figura 4). Nas operarias médias o numero total de digitacdes

observadas variou de 50 a 71, com média igual a 566 (médiatD.P.). As
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digitagbes podem ou n&o apresentar ramificagdes. Elas ficam em contato direto

com a hemolinfa do inseto e sempre terminam em “fundo cego”.

Figura 4. Fotomicrografia das glandulas pos-faringeas obtidas ao
estereomicroscopio de uma operaria media de Atta laevigata (vista ventral). As
setas indicam a abertura de cada uma das glandulas associadas a regido posterior

da placa hipofaringea* (Aumento 40x).

A andlise realizada com o auxilio do microscépio eletrdnico de varredura
mostrou detalhes que ndo foram observados ao estereomicroscoépio (Figura 5). O
epitélio que reveste externamente as Grr de A. laevigata apresenta regides lisas, e
outras rugosas, contendo diversas dobras e traquéias por toda a sua extensao

(Figura 6)
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Figura 5. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
média de Atta laevigata (vista ventral). piG: digitagdes; msc: musculatura associada

a placa hipofaringea (pH); seta: glandulas hipofaringeas.
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Figura 6. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
média de Atta laevigata (vista ventral). Detalhe dos feixes musculares (msc)

inseridos na placa hipofaringea e do epitélio que compde as digitacdes (DIG).

Existe uma série de feixes musculares inseridos na placa hipofaringea das
GPF desta espécie (Figuras 5 e 6), 0s quais estdo associados somente a porcao
inicial do esbéfago. Aparentemente, o espacamento dessa musculatura € diferente
em relacdo as demais espécies estudadas (Figura 5 e 6). Também foi observado
um numero variavel de traquéias distribuidas sobre toda a superficie externa das

GPF, tanto de A. laevigata quanto das outras duas espécies analisadas (Figura 7).
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Além disso, também foi registrado a presenca de duas glandulas hipofaringeas,
localizadas lateralmente na regido anteroventral da placa hipofaringea, uma de
cada lado (Figura 5 e 8). Elas eram esféricas e formadas por inimeros alvéolos
agrupados, sendo que foi possivel perceber que internamente existem canaliculos
que percorrem as células secretoras e formam um cribelo no ponto de descarga

do conteddo, que neste caso € a propria placa hipofaringea (Figura 8).

x1.2k 50 um

Figura 7. Fotomicrografia ao MEV da superficie de uma das digitacdes das
glandulas pés-faringeas de Atta laevigata. Detalhe das traquéias (TrRQ) ramificando-

se (seta) em direcdo as digitacdes (DIG).
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Figura 8. Fotomicrografia ao MEV das glandulas hipofaringeas de uma operaria
média de Atta laevigata. CN: canaliculos coletores formando um cribelo; PH: placa

hipofaringea.

Camponotus vittatus

Na Figura 9, estdo representadas as GpPF de uma operaria média de C.
vittatus vistas ao estereomicroscopio. A coloracdo azul escuro apresentada €
devido ao corante (Sudan Black) utilizado para destacéa-las.

As GPF desta espécie também sdo compostas por um par de glandulas,
uma de cada lado, contendo um numero variavel de projecdes digitiformes de
aspecto tubular (Figura 9). Nas operarias médias o numero total de digitacdes
observadas variou de 40 a 62, com média igual a 51+6.3 (médiatD.P.).

Semelhante ao observado em operarias de A. laevigata, as digitagbes das GpF de
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C. vittatus podem ou ndo apresentar ramificacdes, estdo em contato direto com a
hemolinfa do inseto e sempre terminam em “fundo cego”. Contudo, as GPF dessa
espécie possuem uma pequena porcao saculiforme em sua base, a qual se
ramifica, formando as projecOes digitiformes. Neste caso, as digitacdes sdo em

menor numero, as quais estdo em menor nimero que em A. laevigata.

Figura 9 Fotomicrografia das glandulas pés-faringeas de uma operaria média de
Camponotus vittatus (vista ventral) obtida ao estereomicroscépio. O asterisco

indica o inicio do eséfago. PH: placa hipofaringea (Aumento 50x).
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A analise do material utilizando o microscépio eletrénico de varredura
confirmou a descrigdo realizada anteriormente. Semelhante ao encontrado nas
operarias de A. laevigata, as cpF de C. vittatus possuem feixes musculares
inseridos na placa hipofaringea, os quais também estdo associados somente a
regido anterior do esofago (Figura 10 e 11).

Diferente de A. laevigata, o epitélio que reveste externamente as Gprr de C.
vittatus € formado por pequenas projecdes e fendas por toda a sua extensdo
(Figura 11 e 12). E possivel que essas caracteristicas morfoldgicas aumentem, de
alguma forma, a superficie de contato do epitélio com a hemolinfa.

As tragquéias encontradas sobre a superficie das glandulas eram alongadas
e/ou ramificadas, apresentavam diferentes calibres e, em determinados
momentos, penetravam no epitélio (Figura 13 e 14). As glandulas hipofaringeas
encontradas nessa espécie estavam localizadas lateralmente na regido
anteroventral da placa hipofaringea, uma de cada lado. As células secretoras
também eram esféricas com inUmeros canaliculos coletores, contudo, diferente do
observado em A. laevigata, as glandulas hipofaringeas de C. vittatus eram
alongadas e tinham aspecto de cacho, estando ligadas a placa hipofaringea por

meio de um longo canal excretor geral (Figura 15).
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x100 1 mm

Figura 10. Micrografia ao MEV das glandulas pos-faringeas de uma operaria
média de Camponotus vittatus (vista ventral). piG: digitacdes; EsF: esdfago; GH:
glandula hipofaringea; msc: musculatura associada a placa hipofaringea; pH: placa

hipofaringea.
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*250 300 um

Figura 11. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
média de Camponotus vittatus (vista ventral). Detalhe da regido central. ESF:
es6fago; msc: musculatura da placa hipofaringea; pH: placa hipofaringea; GH:

glandulas hipofaringeas; pbic: digitacdes.
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1.0k 100 um

Figura 12. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
média de Camponotus vittatus. Detalhe da superficie das digitacbes

*G00 100 um

Figura 13. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
média de Camponotus vittatus. Detalhe das traquéias (setas) distribuidas pelo

epitélio. piG: digitacdes.
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x25k 30 um
Figura 14. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria

média de Camponotus vittatus. Detalhe das traquéias distribuidas pelo epitélio.

*150 500 um

Figura 15. Fotomicrografia ao MEV das glandulas hipofaringeas de uma operaria
média de Camponotus vittatus (vista ventral). Detalhe da glandula hipofaringea
(GH). PH: placa hipofaringea; seta: canal excretor ligado a pH; asterisco: canaliculos

coletores.
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Pachycondyla villosa

Na Figura 16, estdo representadas as GPF de uma operaria media de P.
villosa vistas ao estereomicroscopio. A coloragdo azul escuro apresentada é
devido ao corante (Sudan Black) utilizado para destacéa-las.

Diferente das demais espécies, as Gpr das operarias de P. villosa néao
apresentam digitacdes, mas sim, um par de glandulas lobadas divididas em duas
porcdes, uma superior e outra inferior, que podem estar dobradas uma sobre a
outra (Figura 16A). Na Figura 16B é possivel observar que os lobos ndo estédo
sobrepostos e que existe um acumulo de material de origem lipidica que recobre
grande parte da superficie externa da glandula; fato ndo observado nas outras
espécies de formigas analisadas. E possivel dizer que este material é de origem
lipidica j& que durante as dissecac¢fes foi observado tracos de Sudan Black neste
local (Figura 16 e 17).

A andlise ultramorfolégica confirmou que as GpF de P. villosa possuem um
par de Iébulos, cada um deles composto por uma porcéo superior e outra inferior
(Figura 18). O epitélio que reveste as GpF € constituido por projecdes de forma
oval em toda a sua extensdo. A caracteristica mais marcante observada em
relacdo a este epitélio é que em determinadas regides as projecdes ovaladas
possuem uma abertura na regiao central, que pode ser arredondada ou em forma

de fenda (Figura 19 e 20).
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(A) (B)

Figura 16. Fotomicrografia das glandulas pés-faringeas de uma operaria de Pachycondyla
villosa. A- vista ventral, com os lobos dobrados um sobre o outro; pH: placa hipofaringea. B-
vista ventral, destacando as por¢des superior (Sup) e inferior (Inf) (pontilhados); Asterisco -

material de origem lipidica acumulado sobre a superficie externa das glandulas (Aumento 40x).

Figura 17. Fotomicrografia da cabeca de uma operaria de Pachycondyla villosa dissecada na
regido frontal. Detalhe das glandulas pos-faringeas coradas de azul pelo Sudan Black e do

tecido que recobre sua superficie (Aumento 50x).
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x80 1 mm

Figura 18. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
de Pachycondyla villosa (vista ventral). esr: eso6fago; msc: musculatura da placa
hipofaringea; pH: placa hipofaringea; cH: glandulas hipofaringeas; LINF: [6bulo

inferior; Lsup: I6bulo superior.

Além disso, em determinadas regifes proximas a essas projecdes, 0
epitélio parece ter sido rompido por completo. Na Figura 20, é possivel observar
trés regibes distintas, uma regido em que o epitélio parece néo ter sofrido danos,
outra em que as projecdes estao parcialmente rompidas, e uma outra regiao onde

€ evidente ter havido rompimento celular.
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————————————————y
X500 200 um

Figura 19. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
de Pachycondyla villosa. Detalhe do epitélio contendo proje¢Bes ovaladas: seta

simples: projecbes com abertura em fenda; seta dupla: projecdes com abertura

circular.

x800 100 um

Figura 20. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
de Pachycondyla villosa. Detalhe do epitélio apresentando trés regides distintas:
superior — epitélio parcialmente rompido; mediana — epitélio sem alteracdes;

inferior — epitélio rompido.
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Ainda em relacdo a estas projecdes epiteliais, € possivel também que
esteja ocorrendo a saida de material por estas aberturas encontradas no epitélio

das GPF das operarias de P. villosa (Figura 21).

x2.5k 30 um

Figura 21. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
de Pachycondyla villosa. Detalhe de uma célula eliminando material do interior do

epitélio (seta).

Os feixes musculares inseridos na placa hipofaringea sao justapostos entre
si e semelhantes aos encontrados em A. laevigata (Figura 22). Um detalhe n&o
observado nas demais espécies analisadas séo as ramificacdes proximas ao inicio
do esb6fago, as quais sdo ductos que desembocam no lumen das GprF das

operérias de P. villosa (Figura 22).
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x400 200 um

Figura 22. Fotomicrografia ao MEV das glandulas pés-faringeas de uma operaria
de Pachycondyla villosa (vista ventral). Detalhe das ramificacbes presentes no
esOfago (setas). esF: esOfago; msc: musculatura da placa hipofaringea; pH: placa

hipofaringea; LINF: 16bulo inferior; Fr: faringe.

7.1.3. Microscopia de luz
A morfologia das GPF variou de acordo com a espécie estudada, entretanto,
foi observado que a organizacdo béasica do epitélio € semelhante nas trés

especies.
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Atta laevigata

O epitélio das projecOes digitiformes das GPF de A. laevigata é constituido
de apenas uma camada de células, podendo estar achatadas ou altas com
reentrancias, e apresentam uma cuticula conspicua em sua regido apical (Figura
23). A presenca de reentrancias foi comum por todo epitélio das GPF, o ndcleo das
células € proporcionalmente maior que nas demais espécies estudadas, e o
citoplasma com poucas organelas.

Na maioria dos casos em que o limen das digitacGes estava cheio o nucleo
era de aspecto eliptico (Figura 24), ao passo que, nas regides em que o lumen

apresentava pouco material em seu interior, o ndcleo era arredondado (Figura 23).

Figura 23. Fotomicrografia do corte histolégico de uma das digitacbes das
glandulas pés-faringeas de uma operaria média de Atta laevigata. cT: cuticula; Lm:
[imen; asterisco: nucleo; seta: reentrancia do epitélio (Aumento 1000x).
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Figura 24. Fotomicrografia do corte histologico de uma digitacdo das glandulas
pos-faringeas de uma operaria média de Atta laevigata turgida. Lm: lamen;
asterisco: nucleo (Aumento 1000x).

Camponotus vittatus

Semelhante ao observado em A. laevigata, as GPF de C. vittatus sdo
constituidas por projecdes digitiformes e o epitélio é simples, entretanto,
constituido de apenas células altas e sem reentrancias. O nucleo das células é
proporcionalmente menor em relacdo ao citoplasma do que nas outras espécies
estudadas, sendo que o citoplasma apresentou algumas organelas e vesiculas em

namero reduzido. Semelhante as demais espécies, a regido apical do epitélio

possui uma cuticula conspicua revestindo o limen das digitacdes (Figura 25).
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Pachycondyla villosa

O epitélio das GPF de P. villosa também é simples com células altas ou
achatadas, entretanto, ndo foram observadas muitas reentrancias. O nucleo das
células é conspicuo, porém menor que o observado em A. laevigata, o citoplasma
continha diferentes organelas e inUmeras vesiculas. E semelhante as demais
espécies a regido apical do epitélio das GPF de P. villosa apresenta uma cuticula
revestindo o limen (Figura 26).

Independente do limen das GPF estar cheio ou vazio foram observados
apenas nucleos arredondados, que ocupavam somente uma pequena parte do
citoplasma. Na maioria das vezes, nas regides em que era possivel observar o
ndacleo, o epitélio encontrava-se mais alto e existiam inUmeras vesiculas
preenchendo grande parte do citoplasma, provavelmente contendo lipideos em
seu interior. Neste caso, o0 nucleo das células sempre estava deslocado para

préximo da regido basal (Figura 27).
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Figura 25. Fotomicrografia do corte histolégico de uma das digitacdes das
glandulas pos-faringeas de uma operaria média de Camponotus vittatus. cT:
cuticula; Lu: limen; seta: nacleo (Aumento 1000x).

T————

Figura 26. Fotomicrografia do corte histolégico de um dos I6bulos das glandulas
pos-faringeas de uma operéria de Pachycondyla villosa. cT: cuticula; Lu: lGmen; NC:

nucleo; seta: vesicula (Aumento 500x).
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Figura 27. Fotomicrografia do corte histolégico de um dos I6bulos das glandulas
pos-faringeas turgidas de uma operaria de Pachycondyla villosa. Nc: ndcleo; Lu:

[Gmen; cT: cuticula; vs: vesiculas (Aumento 1000x).

7.1.4. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A analise ultraestrutural confirmou que o epitélio das GpPF de todas as
espécies analisadas é constituido por apenas uma camada de células com dobras
por toda a sua extensao, como observado ao microscopio de luz (Figura 28, 35 e
39). A cuticula que reveste a regido apical das GpF de A. laevigata é espessa e
semelhante & encontrada em C. vittatus, ao passo que em P. villosa ela é menos
espessa. Em ambos os casos foi possivel observar que essa cuticula apresenta
trés camadas: epicuticula — camada mais externa, diretamente em contato com o
limen das GPF, delgada e mais eletrodensa; exocuticula — camada intermediaria,
mais espessa que a epicuticula e menos eletrodensa; endocuticula — camada
mais interna, e neste caso menos espessa que a exocuticula, e menos
eletrodensa que as demais (Figura 30, 36B e 40). A membrana basal é acelular e

esta diretamente em contato com a hemolinfa do inseto, revestindo praticamente



62

todas as dobras das cpF (Figura 32, 35 e 44). Além disso, ndo foram observadas
juncdes celulares como desmossomos, hemidesmossomos e juncodes
comunicantes (“gap junctions”) no epitélio das cPr em nenhuma das espécies

analisadas.

Atta laevigata

Foi observado que nas células que apresentavam uma forma achatada o
nacleo era de forma eliptica e estava geralmente disposto na regido central do
epitélio (Figura 28). Na regido do epitélio em que as células eram altas, os nucleos
tinham forma arredondada e estavam geralmente localizados préximos a regido
basal (Figura 29). Em ambos os casos, o envoltorio nuclear continha poucas
dobras e alguns poros, sendo possivel visualizar regides de heterocromatina e
eucromatina em seu interior.

A membrana plasmatica na regido apical das células, aquela que esta
proxima ao lamen, apresenta poucas vilosidades que podem ser curtas ou
alongadas em direcdo a regido mediana do epitélio. Também foi possivel observar

especializacdes da membrana plasmética, os contatos focais (Figura 31).
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Figura 28. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pds-faringeas de
Atta laevigata. Detalhe de uma célula achatada. cT: cuticula; Lu: [limen; NC: nUcleo
(Aumento 2050x).

LU

Figura 29. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de
Atta laevigata. Detalhe de uma célula alta. cT: cuticula; Lu: lamen; wMmT:

mitocéndrias; NC: ndcleo; NL: nucléolo (Aumento 2050x).
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Figura 30. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pds-faringeas de
Atta laevigata. Detalhe da regido apical. cTt — cuticula; Ep - epicuticula; Ex —

exocuticula; en: endocuticula; Lu: limen; mMT: mitocdndria; vs: vesiculas (Aumento

8200x).

LU

CF

VL

CT

Figura 31. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas po6s-faringeas de
Atta laevigata. Regido apical e mediana. cT: cuticula; cr: contato focal; Lu: [imen;

MT: mitocondria; vL: vilosidades (Aumento 5400x).
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No contato entre células adjacentes, as membranas plasmaticas tém
aspecto sinuoso e apresentam inUmeras jun¢des septadas, sendo comum a
formacéao de vesiculas no espaco intercelular (Figura 32, 33 e 34).

O citoplasma das células é relativamente simples, apresentando algumas
organelas, como exemplo, mitocondrias de diferentes formas e ribossomos livres,
além de uma grande quantidade de vesiculas e granulos, ambos com diferentes
eletrondensidades (Figura 32).

As mitocondrias estdo dispersas por todo o citoplasma, podendo ser
arredondadas ou de forma alongada, e com cristas pouco visiveis. Também foram
observadas mitocondrias contendo vesiculas em seu interior, e em alguns casos,
em processo de divisdo (Figura 32 e 34).

Tanto o reticulo endoplasmatico granuloso (Rec) quanto o liso (REL)
estavam presentes em baixa quantidade. Apesar disso, quando presente, 0 REG
localizava-se proximo ao nucleo formando um agrupamento de tdbulos
longitudinais com ribossomos aderidos as suas membranas (Figura 32). Por outro
lado, o REL, quando presente, foi encontrado distribuido por toda a célula formando
uma rede tubular bastante caracteristica (Figura 34).

Os ribossomos sao abundantes e foram encontrados por todo o epitélio sob
a forma de rosetas (ribossomos livres), justapostos ao reticulo endoplasmatico

granuloso ou formando poliribossomos (Figura 32, 33 e 34, respectivamente).
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Figura 32. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de
Atta laevigata. Detalhe da regido basal e mediana. el - espaco intercelular; ms:
membrana basal; mp: membrana plasmatica; mT: mitocdndria; Nc: ndcleo; seta:

ribossomos em forma de roseta (Aumento 5400x).

Figura 33. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de
Atta laevigata. Detalhe da regidao mediana. I - espaco intercelular; MN — membrana
nuclear; Js: juncbes septadas; Nc: nucleo; px: peroxissomo; REG: reticulo

endoplasmatico granuloso (Aumento 10500x).
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A

Figura 34. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de
Atta laevigata. Detalhe da regido mediana. el — espaco intercelular; Js - juncdes
septadas; MT: mitocondria; mp: membrana plasmatica; ReL: reticulo endoplasmatico

liso; seta: poliribossomos (Aumento 10500x).

A andlise das GpPF de A. laevigata também revelou a presenca de
peroxissomos (Figura 33), que sao vesiculas com apenas uma membrana e
apresentam uma forma esférica ou ovoOide, geralmente menores que as
mitocondrias. A matriz dos peroxissomos de A. laevigata apresenta uma textura
finamente granular, e em todos os casos foi observado uma regido mais

eletrondensa que a matriz.

Camponotus vittatus
O epitélio encontrado nas GPF dessa espécie é relativamente mais largo
gue o observado em A. laevigata e P. villosa, porém sem reentrancias, as células

eram altas com nucleo, na maioria das vezes, arredondado (Figura 35). Apesar da
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cuticula que reveste a regido apical do epitélio ser semelhante a encontrada em A.
laevigata, a quantidade de vilosidades e contatos focais associados a ela foi a
maior encontrada em todas as espécies (Figura 36A). O nucleo apresentou
poucas dobras, alguns poros e regides de heterocromatina e eucromatina em seu
interior. Contudo, diferente das demais espécies, ele foi encontrado nas trés
regibes do epitélio: apical, mediana e basal; sendo possivel, em alguns casos,

observar o espaco perinuclear de suas duas membranas (Figura 37).

Figura 35. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de C.
vittatus. Vista geral do epitélio. cT: cuticula mB: membrana basal; Nc: nucleo; vs:

vesicula (Aumento 2050x).
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Figura 36. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de C.
vittatus. Detalhe da regido apical. Lu: limen; vL: vilosidades; cF: contato focal; Ep:

epicuticula; ex: exocuticula; ep: endocuticula (Aumento: 5400x).

O aspecto geral do citoplasma das células é bastante simples, e comparado
com A. laevigata e P. villosa, ele continha um nimero menor de estruturas e
organelas. As organelas mais abundantes foram os ribossomos e mitocéndrias, 0s
peroxissomos estavam em baixa quantidade, e ndo foram encontrados reticulo
endoplasmatico, complexo golgiense ou lisossomos. Entretanto, foi registrado a

presenca de glicogénio no interior de vacuolos somente nesta espécie (Figura 38).
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Figura 37. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de C.
vittatus. Detalhe da regido basal. mN — membrana nuclear (espaco perinuclear); mt

— mitocOndria; MB — membrana basal; seta - poliribossomos (Aumento 3100x).

Figura 38. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de C.
vittatus. Detalhe da regido mediana. GG: glicogénio; vs: vesiculas (Aumento
5400x).
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Pachycondyla villosa

Diferente do encontrado para A. laevigata, a forma do nucleo n&o variou de
acordo com a forma das células (achatadas ou altas), eles eram todos
arredondados e estavam localizados entre a regido basal e mediana do epitélio.
Seu envoltorio praticamente ndo continha dobras e possuia alguns poros, sendo
possivel visualizar regides de heterocromatina e eucromatina em seu interior, além

de dois ou mais nucléolos (Figura 39).

Figura 39. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Vista geral. cT: cuticula; mB: membrana basal; mT: mitocéndria; Nc: nucleo;

NL: nucléolo; vs: vesicula (Aumento 1450x).
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LU VS

Figura 40. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de P.
villosa. Detalhe da regido apical. Lu: limen; cT: cuticula; Ep: epicuticula; Ex:

exocuticula; en: endocuticula; vL: vilosidades; vs: vesicula (Aumento 2900x).

Diferente de C. vittatus, a membrana plasmatica na regido apical das
células de P. villosa apresentam muitas vilosidades que, na maioria dos casos,
eram longas e se estendiam desde a cuticula até a regido mediana do epitélio
local em que foram encontradas inimeras vesiculas e contatos focais (Figura 42).

Semelhante ao observado para A. laevigata, o contato das membranas
plasméticas entre células adjacentes de P. villosa tém aspecto sinuoso e
apresentam inimeras juncdes septadas, sendo comum a formacédo de vesiculas

no espaco intercelular (Figura 41).
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El

Figura 41. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Detalhe do contato entre células adjacentes. Ei: espaco intercelular; mp:

membrana plasmatica; mT: mitocdndria; Js: juncdes septadas (Aumento 21500x).

A

CF
LU

Figura 42. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de P.
villosa. Vista apical e mediana. cmL: corpo multilamelar; cr: contato focal; cT:

cuticula; Lu: limen; Nc: ndcleo; vi: vilosidades; vs: vesicula (Aumento 2900x).
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O citoplasma das células apresentou estruturas que nao foram encontradas
nas outras espécies, como exemplo: corpos multilamelados, lisossomos e
autofagossomos (Figura 42 e 43). Além disso, também foram encontradas
mitocondrias de diferentes formas e ribossomos livres, além de uma grande

guantidade de vesiculas e granulos, ambos com diferentes eletrondensidades.

LS

CML

REL

Figura 43. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Detalhe de diferentes estruturas do citoplasma. cmL - corpo multilamelado;
Ls — lisossomo; ReL — reticulo endoplasmatico liso; viL — vilosidades (Aumento
5400x).
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Figura 44. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de P.
villosa. Detalhe da regido basal. AF — autofagosomo; ms — membrana basal; M1 —

mitocdndria; NC - nlcleo; vs — vesicula; seta - ribossomos (Aumento 5400x).

O reticulo endoplasmatico granuloso (REG) estava presente em baixa
quantidade, enquanto o reticulo endoplasmatico o liso (ReL) era abundante. O ReG
foi encontrado geralmente proximo ao nucleo e sob a forma de pequenos tubulos
longitudinais com alguns ribossomos aderidos as suas membranas (Figura 44).
Por outro lado, o reL foi encontrado em diferentes regides do citoplasma formando
uma rede tubular bastante caracteristica (Figura 43, 48 e 49).

Os ribossomos eram abundantes em apenas algumas regiées do epitélio,
estando sob a forma de rosetas (ribossomos livres), justapostos ao REG, ou

formando poliribossomos (Figura 43).
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Figura 45. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pos-faringeas de P.
villosa. Detalhe da regido mediana. MN — membrana nuclear; Mt — mitocondria; NC —
nucleo; ReG - reticulo endoplasmético granuloso; vs - vesicula; seta — ribossomo

em forma de roseta (Aumento 8200x).

A analise utilizando o microscopio eletrbnico de transmissédo revelou uma
diferenga marcante na ultraestrutura das Gpr de P. villosa em relagdo as outras
duas espécies analisadas. Em A. laevigata e C. vittatus, o epitélio é constituido por
células semelhantes entre si, ao passo que em P. villosa foi observado a
existéncia de dois tipos de células distintas.

Os dois tipos de células podem ser diferenciados observando sua
eletrondensidade, mais clara ou escura (Figura 46 e 47). E possivel perceber que

a celula-A é rica em peroxissomos, corpos multilamelados e autofagossomos,
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além de conter um nimero reduzido de mitocondrias e vesiculas. Por outro lado, a
célula-B é rica em mitocbndrias e vesiculas de diferentes tamanhos, sendo que
essas vesiculas também apresentam eletrondensidades diferentes; sugerindo que
seu contetdo também é distinto. Nota-se que a célula-B apresenta um ndmero
reduzido de peroxissomos e autofagossomos, sendo que ndo foram encontrados

corpos multilamelares.

MB
VS
*
*
MP
VS VS
CELULA - A CELULA -B

Figura 46. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Vista geral. M — membrana basal;, vp — membrana plasmatica; vs —
vesiculas; asteriscos — corpo multilamelar setas - autofagossomos (Aumento
2900x).
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VS

CELULA - A CELULA -B

Figura 47. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Detalhe dos diferentes tipos celulares. mp — membrana plasmaética, mT —
mitocondrias; vs — vesicula; asterisco — espaco intercelular; setas - peroxissomos
(Aumento 1450x).
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AF

CML

Figura 48. Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Detalhe da regido mediana da célula-A. AF — autofagossomo; cmL — corpo

multilamelar; mT — mitocéndria; Px — peroxissomo (Aumento 5400x).

AF

Figura 49 Fotomicrografia ao MET do epitélio das glandulas pés-faringeas de P.
villosa. Detalhe da regido mediana da célula-B. AF — autofagossomo; Ls -
lisossomo; MT — mitocdndria; Px — peroxissomo; REL — reticulo endoplasmatico liso
(Aumento 8200x).
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7.2. Bioensaios

Para facilitar o entendimento dos resultados que serdo apresentados a
seguir serd utilizado o termo “pellets” para indicar as particulas solidas
encontradas na cavidade infrabucal das operarias.

Com excecdo das cpr, foi encontrado Rodamina em todas as estruturas
analisadas do sistema digestoério das trés espécies estudadas. Como exemplo, na
Figura 50 esta destacado o sistema digestorio de P. villosa contendo diferentes
guantidades de alimento no papo, no ventriculo, no ileo e no reto. Além disso, em

nenhum momento as operarias regurgitaram a solucdo de agua e mel ingerida.

Figura 50. Micrografia do sistema digestério de uma operaria de Pachycondyla villosa
destacando o eséfago @, o papo @, o ventriculo @, o fleo @ e o reto ® corados pela

Rodamina. Seta escura - tibulos de Malpighi, seta clara - sacos aéreos (Aumento 35x).
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Foram encontrados tragos dos marcadores, tanto do Sudan Black quanto
da Rodamina, no interior da cavidade infrabucal das operarias em pelo menos um
dos tempos considerados, sendo que sempre que foi registrada a presenca dos
corantes, eles estavam associados aos pellets retidos nessa estrutura. Também
foi observado que em nenhum momento as operarias eliminaram pellets durante o

periodo do experimento.

7.2.1. Corantes vitais — solucdo de agua e mel + Rodamina

Os resultados obtidos na andlise da ingestdo da solucdo de a4gua e mel
(1:1) contendo Rodamina pelas operarias de A. laevigata, C. vittatus e P. villosa
estdo resumidos na Tabela 1, 2 e 3, respectivamente. Estdo representados a
média e o desvio padrdo dos valores estimados para a quantidade de alimento
encontrado na cavidade infrabucal (cB), glandulas pos-faringeas (GpF), papo,
ventriculo (venT) e reto. E possivel observar que a Rodamina foi encontrada em

todas as estruturas analisadas do sistema digestorio, com excec¢éo das GPF.

Atta laevigata

A ciB e 0 papo foram as primeiras estruturas coradas, e somente apos 2 e
12 horas da ingestdo do alimento a Rodamina foi encontrada no ventriculo e no
reto das operarias, respectivamente. O papo foi a estrutura que apresentou a
maior quantidade de corante ao longo de 72 horas, sendo que ndo foram
observadas grandes mudancgas na quantidade de alimento presente nesse local

(Tabela 1).
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Tabela 1. Quantidade de alimento presente em diferentes 6rgdos do sistema

digestorio de Atta laevigata (Corante: Rodamina)(n=70).

Tempo CiB GPF PAPO VENT. RETO
10 min. 0,8+0,5 0 2,1+0,7 0 0
1h. 1,0+0,8 0 20x11 0 0
2h. 10+04 0 2,1+0,7 0,8+0,5 0
8h. 0,9+1,0 0 2,0+0,7 0,3+0,5 0
12h. 10+11 0 2514 0,5+0,7 0,4+0,2
24h. 1,1+05 0 18+1.1 0,7+0,5 0,6+0,2
72h. 0,7+0,4 0 2507 09+04 0,5+0,3

Uma pequena parte da solucdo de agua e mel armazenada no papo foi
transferida para o ventriculo apds 2 horas, e somente apés 12 no reto. A partir
deste momento a quantidade de alimento no intestino posterior permaneceu

praticamente constante.

Camponotus vittatus

A ciB e 0 papo foram as primeiras estruturas a serem coradas, ao passo
que o ventriculo e o reto apresentaram tracos do marcador somente apés 8 e 12
horas da ingestédo do alimento, respectivamente.

Em C. vittatus, o papo também foi a estrutura que apresentou a maior

quantidade de alimento, praticamente toda a solucdo de agua e mel ingerida foi
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armazenada neste local. Contudo, diferente de A. laevigata, parte do alimento
armazenado no papo foi transferido para o ventriculo somente apds 8 horas.
Nesta espécie foi encontrado Rodamina no reto das operarias somente apos 12 e

72 horas da ingestdo da dieta (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidade de alimento presente em diferentes estruturas do sistema

digestorio de Camponotus vittatus (Corante: Rodamina)(n=70).

Tempo CiB GPF PAPO VENT. RETO
10 min. 0,8+0,5 0 25+0,7 0 0
1h. 0,4+0,2 0 29+0,8 0 0
2h. 0 0 3,0+0,0 0 0
8h. 0,8+0,5 0 3,0+0,0 0,3+0,5 0
12h. 1,0+0,8 0 29+0,2 0,3+04 0,7+0,3
24h. 1,7+13 0 28+01 0,7+0,5 0,3+04
72h. 0 0 3,0+0,0 0,5+0,2 0,3+0,3

Pachycondyla villosa

A ciB e 0 papo foram as primeiras estruturas coradas, e somente apos 12 e
72 horas foi encontrado Rodamina no ventriculo e no reto das operarias,
respectivamente. Diferentes das demais espécies a quantidade de alimento

encontrado na cis foi constante em todos os tempos analisados.
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Tabela 3. Quantidade de alimento presente em diferentes estruturas do sistema

digestorio de Pachycondyla villosa (Corante: Rodamina)(n=18).

Tempo CiB GPF PAPO VENT. RETO

10 min. 1,0+0,0 0 3,0x00 0 0

45 min. 1,0+00 0 3,0+0,0 0 0
2h. 1,0+00 0 3,0+0,0 0 0
12h. 1,0+00 0 26+05 0,3+0,5 0
24h. 1,0+0,0 0 26+05 0,6+05 0
72h. 1,0+00 0 26+05 0,6+0,5 0,6+0,5

O papo foi a estrutura que apresentou a maior quantidade de alimento de
todas as estruturas analisadas do sistema digestério de P. villosa, sendo que
somente a partir de 12 horas ocorreu uma pequena mudanca na quantidade de
alimento presente neste local (Tabela 3).

A variacdo na quantidade de Rodamina presente no papo ocorreu devido
ao deslocamento de parte da dieta para o intestino médio. Além disso, P. villosa
foi a espécie em que a dieta levou mais tempo para ser encontrada no reto
(Tabela 3). Apesar da solucédo de agua e mel ter levado mais tempo para atingir o
reto, deve ser levado em consideracdo que foi utiizado um ndamero menor de
individuos em comparacdo com as demais espécies estudadas. Fator que pode

influenciar nas observacgoes
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7.2.2. Corantes vitais — 6leo de soja + Sudan Black

Os resultados dos bioensaios da ingestdo do 6leo de soja contendo Sudan
Black pelas operarias de A. laevigata, C. vittatus e P. villosa estdo resumidos na
Tabela 4, 5 e 6, respectivamente. Estdo representados a média e o desvio padrao
dos valores estimados para a quantidade de alimento encontrado na cavidade

infrabucal (ciB), glandulas pés-faringeas (GpF), papo, ventriculo (VENT) e reto.

Atta laevigata

Todas as estruturas analisadas do sistema digestorio de A. laevigata
apresentaram tracos de Sudan Black em pelo menos algum dos tempos.
Imediatamente apés a ingestdo do alimento as GPF e 0 papo ja apresentaram
Sudan Black em seu interior, e somente apos 8 horas foi encontrado alimento no
ventriculo e reto das operarias.

A estrutura que apresentou a maior quantidade de alimento foi as GPF, ao
passo que apenas uma pequena parte da dieta foi encontrada no papo. Um fato
marcante observado neste bioensaio foi a presenca de uma pequena quantidade
de Sudan Black no ventriculo e no reto das operarias apés oito horas da ingestédo
dieta, sugerindo que parte do 6leo de soja pode ter se deslocado para o intestino

posterior.
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Tabela 4. Quantidade de alimento presente em diferentes 6rgdos do sistema

digestorio de Atta laevigata (Corante: Sudan Black)(n=70).

Tempo CiB GPF PAPO VENT. RETO
10 min. 0 26+0,5 0,3+04 0 0
1h. 0 2,7+04 0,3+0,5 0 0
2h. 13+13 26+0,5 0,4+0,7 0 0
8h. 0 28+04 0,6+0,8 0,2+04 0,3+0,5
12h. 13+13 25+05 0,6+0,8 0,4+05 0,3+0,5
24h. 0 28+x04 0,2+04 0,2+04 0,3+0,5
72h. 0 25+0,6 0,2+0,5 0,2+04 0,2+04

Camponotus vittatus

Foi encontrado Sudan Black apenas na ciB, nas GPF € no papo das
operérias. Imediatamente apds a ingestdo do alimento a ciB, as GPF € 0 papo ja
apresentavam alimento em seu interior.

Em todos os tempos analisados a estrutura que apresentou a maior
qguantidade de 6leo de soja foi as GPr. Entretanto, também foi encontrado 6leo de
soja no papo das operarias de C. vittatus, uma quantidade maior até que a
encontrada no papo de A. laevigata, contudo, o Sudan Black ndo foi encontrado

no ventriculo e nem no reto.




Tabela 5. Quantidade de alimento presente em diferentes 6rgdos do sistema

digestorio de Camponotus vittatus (Corante: Sudan Black)(n=70).
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Tempo CiB GPF PAPO VENT. RETO

10 min. 0,4+1,0 24+0,6 1,2+0,6 0 0
1h. 0 25+04 1,7+0,9 0 0
2h. 0 26+0,3 2,1+£0,7 0 0
8h. 1,7+13 28+04 0,6+0,8 0 0
12h. 0 29+0,3 0,3+0,5 0 0
24h. 1011 21+09 1811 0 0
72h. 0 28+05 0,3+0,5 0 0

Pachycondyla villosa

Foi encontrado Sudan Black na ciB, nas GPF e no papo das operarias.
Imediatamente ap6s a ingestdo do alimento a ciB, as GPF e 0 papo ja
apresentavam alimento em seu interior.

Diferente das demais espécies estudadas, todas as operarias de P. villosa
continham ”pellets” marcados pelo Sudan Black no interior da cis.

Em todos os tempos analisados as estruturas que apresentaram a maior
guantidade de o6leo de soja foram as GPF. Em comparacdo com A. laevigata e C.
vittatus as GpF de P. villosa apresentaram uma maior quantidade de oOleo de soja
em seu interior.

Por outro lado, semelhante ao encontrado para A. laevigata, o papo de P.

villosa apresentou apenas uma pequena quantidade de 6leo de soja em seu
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interior. Sugerindo que o 6leo de soja entra diretamente nas GPF, até que seu
limen esteja repleto de alimento, momento em que o restante é direcionado para
0 papo. Semelhante ao observado para C. vittatus, n&o foi encontrado Oleo de soja

no ventriculo e nem no reto das operarias de P. villosa.

Tabela 6. Quantidade de alimento presente em diferentes 6rgdos do sistema

digestorio de Pachycondyla villosa (Corante: Sudan Black)(n=18).

Tempo CiB GPF PAPO VENT. RETO

10 min. 1,0+0,0 26+05 0,3+0,5 0 0

45 min. 1,0+0,0 26+05 0,3+0,5 0 0
2h. 0,3+0,5 3,0+0,0 0 0 0
12h. 1,0+00 3,0+£0,0 0 0 0
24h. 0,3+0,5 3,0+0,0 0,6+0,5 0 0
72h. 1,0+0,0 3,0x00 0,3+0,5 0 0

7.2.3. Autoradiografia para microscopia de luz

Diferentes laminas histologicas contendo cortes semifinos das Gpr de A.
laevigata, C. vittatus e P. villosa foram reveladas apds trés, sete e dez dias de
exposicdo ao material radioativo. A analise das laminas ao microscopio de luz
revelou que apods sete dias os cortes apresentaram um numero adequado de
grdaos de prata. Desta forma, o material que foi analisado ao microscopio
eletrbnico de transmissdo permaneceu em caixas com auséncia total de luz
durante 70 dias. ApOs este periodo as telinhas foram reveladas, analisadas e

fotografadas.
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7.3. Autoradiografia para microscopia eletronica de transmisséo
Considerando que o objetivo foi realizar uma analise qualitativa do fluxo do
acido oléico no interior das glandulas pos-faringeas nao foi necessario determinar

0s eventuais desvios sofridos pelas particulas ~ emitidas pelo tritio.

Atta laevigata

A analise das operarias que receberam o 6leo de soja contendo acido
oléico tritiado revelou que o lumen das GprF € preenchido rapidamente apos a
ingestdo do alimento (Figura 51). As regides de maior eletrondensidade
observadas nesta figura sdo o resultado da precipitacdo dos sais de prata que
foram ionizados pela radiagdo emitida pelo tritio.

ApGs dez minutos da ingestédo da dieta, foi observado inUmeras marcacgdes
distribuidas por grande parte das digitacdes, muitas delas proximas a regido apical
do epitélio (Figura 51 e 52). Algumas dessas marcac¢des indicam que o acido
oléico presente no limen estava em contato direto com a cuticula que reveste a
regido apical das Gpr. Entretanto, ndo foram encontradas marcacdes além da
cuticula, sugerindo que o &cido oléico ainda ndo havia sido incorporado pelo
epitélio.

A Figura 53 mostra que o processo de absorcao do acido oléico ocorreu a
partir de uma hora ap6s a ingestdo da dieta. Foram encontradas marcacdes
apenas no limen e na cuticula que reveste o epitélio, indicando que o acido oléico

penetra nas ceélulas por difuséo.
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Figura 51. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apds 10
minutos da ingestdo do &cido oléico tritiado. Detalhe das marcacdes distribuidas por todo

[limen (LU) e proximas da cuticula (CT) (Aumento 2900x).

Figura 52. Fotomicrografia ao MET das glandulas pds-faringeas de Atta laevigata apés 10
minutos da ingestdo do acido oléico tritiado. Vista geral do epitélio mostrando algumas

marcacfes no limen (LU) e prOximas a cuticula (CT). seta: marcacdo; NU: nudcleo; wms:

membrana basal (Aumento 1150x).
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Figura 53. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apds 1 hora
da ingestdo do acido oléico tritiado. Detalhe de uma marcacéo (seta) sobre a cuticula (Cu) e

préxima da regido apical do epitélio. LU: limen (Aumento 8200x).

Decorridas duas horas, a maior parte das marcacdes observadas ainda
estavam localizadas no lumen e sobre a cuticula, entretanto, também foram
encontradas algumas marcacfes no interior do epitélio (Figura 54). Apos oito
horas, foi registrado um nimero maior de vesiculas, as quais passaram a ocupar
grande parte do citoplasma das células (Figura 55). Estas vesiculas eram de
tamanho médio quando comparadas as vesiculas que foram observadas nos

tempos 24 e 72 horas (Figura 58, 60 e 62).
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Figura 54. Fotomicrografia ao MET das glandulas pés-faringeas de Atta laevigata apés 2 horas
da ingestdo do &cido oléico tritiado. Detalhe de uma marcacgéo no interior do epitélio. Lu: limen;

CT: cuticula; vs: vesicula (Aumento 13500x).

A presenca das marcacdes continuou a ser observada apés 8, 12, 24 e 72
horas da ingestdo da dieta, sendo que ao longo destes periodos as principais
modificagbes ocorridas foram:

- continuacdo da entrada do acido oléico do limen das Gpr para o interior do
epitélio.

- maior quantidade de vesiculas contendo marcacdes por todo o citoplasma das
células (Figura 56).

- deslocamento das vesiculas presentes na regido apical em dire¢cdo a regido
basal do epitélio (Figura 56 e 57).

- deslocamento e compactacdo das organelas, e deformacdo do nucleo das
células devido ao acumulo de alimento no citoplasma (Figura 58 e 59).

- formacéo de vesiculas contendo uma grande quantidade de alimento (Figura 60).

- expansao do epitélio das cpr (Figura 61).



93

Figura 55. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apos 8 horas
da ingestdo do &cido oléico tritiado. Detalhe da regido apical mostrando diversas vesiculas

contendo marcagdes. Lu: limen; cT: cuticula; vs: vesicula (Aumento 4200x).

Figura 56. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apos 12
horas da ingestéo do acido oléico tritiado. Vista geral do epitélio mostrando diversas vesiculas

contendo marcacdes. Lu: lumen; cT: cuticula; vs: vesicula; mB: membrana basal (Aumento

2900X).
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Figura 57. Fotomicrografia ao MET das glandulas po6s-faringeas de Atta laevigata apds 24
horas da ingestéo do acido oléico tritiado. Vista geral do epitélio mostrando vesiculas tanto na
regido apical quanto na regiao basal. Nu: nlcleo; cT: cuticula; vs: vesicula; Lm: lamina basal
(Aumento 2050x).

Na Figura 61 pode ser observado um grande ndamero vesiculas distribuidas
por todo o epitélio. Em alguns casos € possivel perceber que existe mais de uma
marcacdo em uma mesma vesicula, fato decorrente da unido de diferentes gotas
de acido oléico. O acumulo de lipideos no epitélio é inicia-se apOs oito horas

(Figura 55) e pode ser visivelmente notado apds 12 horas da ingestdo do alimento

(Figura 56 e 61).



95

Figura 58. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apds 24
horas da ingestao do acido oléico tritiado. Vista geral do epitélio mostrando o nucleo da célula

deformado. Nu: nlcleo; vs: vesicula; mB: membrana basal; seta: marcagdo no nucleo (Aumento

2050x).

Figura 59. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apos 72
horas da ingestdo do &cido oléico tritiado. Detalhe do ndcleo deformado pelo acumulo de

alimento no citoplasma. Nu: nucleo; vs: vesicula (Aumento 4200x).
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Figura 60. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apos 72
horas da ingestdo do &cido oléico tritiado. Vista geral do epitélio contendo muitas vesiculas
espalhadas pelo citoplasma. Nu: nucleo; cT: cuticula; vs: vesicula; Lu: limen; mB: membrana
basal (Aumento 1450x).

Figura 61. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apos 12
horas da ingestao do acido oléico tritiado. Vista geral mostrando o epitélio expandido devido ao

acumulo de &cido oléico. cT: cuticula; vs: vesicula; mB: membrana basal; Lu: limen (Aumento

2050x).
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Um fato que deve ser ressaltado € a situagdo encontrada apds 72 horas,
em que inumeras vezes foi observado uma Unica vesicula de &acido oléico
ocupando praticamente todo o citoplasma da célula (Figura 62 e 11). Assim,
devido ao acumulo de alimento, o nucleo das células frequentemente estava
deformado, as organelas compactadas em determinadas regides do citoplasma e
o epitélio expandido (Figura 58, 59, 60, 62 e 63). Além disso, apesar de ter sido
observado a presenca de organelas especializadas no metabolismo de lipideos,
como 0s peroxissomos, nao foi registrado nenhum indicio destas organelas
atuando diretamente sobre as vesiculas contendo o acido oléico. Entretanto, deve
ser considerado que, em alguns casos, foi observado gotas de lipideos envolvidas
por membranas, mas sem a marcacdo do tritio. Assim, pode-se dizer que,
aparentemente, o acido oléico ingerido pelas operarias de A. laevigata ndo sofreu
nenhum tipo de modificagdo durante o tempo que permaneceram no interior do

epitélio das Gpr.
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Figura 62. Fotomicrografia ao MET das glandulas pés-faringeas de Atta laevigata
apoés 72 horas da ingestdo do acido oléico tritiado. Vista geral mostrando uma
vesicula contendo &cido oléico ocupando toda a célula. cT: cuticula; vs: vesicula;

MB: membrana basal; Lu: lmen (Aumento 810x).

v

Figura 63. Fotomicrografia ao MET das glandulas pos-faringeas de Atta laevigata apos 72
horas da ingestdo do acido oléico tritiado. Vista geral mostrando o epitélio expandido e com
inUmeras vesiculas. cT: cuticula; vs: vesicula; mB: membrana basal; Lu: lamen (Aumento

1450x).
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A partir de 12 horas, foram encontradas muitas marcagfes proximas a
regido basal das células, porém, algumas delas encontravam-se fora do epitélio
das GPr. As marcacles encontradas fora do epitélio estavam bem préximas da
regido basal ou distantes dela, sugerindo que uma pequena parte do acido oléico
atravessa o epitélio das GprF e cai diretamente na hemolinfa das operarias (Figura
56, 60, 61, 62 e 63).

Outro fato que deve ser destacado € a presenca de marcacdes no interior
do nudcleo das células, sugerindo a presenca de &cido oléico em seu interior
(Figura 58 e 59). E provavel que estas marcac6es tenham sido formadas devido
ao desvio sofrido por algumas particulas emitidas pelo tritio e, consequentemente,
a sua localizacdo real ndo é o interior do nucleo. Entretanto, isto deve ser
analisado com cautela, ja que algumas destas marcac¢fes estavam numa regiao
central do nucleo, sugerindo que elas ndo foram “arrastadas”, mas sim, realmente

formadas naquele local (Figura 64).
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Figura 64. Fotomicrografia ao MET das glandulas pds-faringeas de Atta laevigata apds 12
horas da ingestdo do acido oléico tritiado. Detalhe do nucleo contendo marcacdes em seu

interior. Lu: limen; cT: cuticula; Nc: ndcleo (Aumento 5400x).



101

8. Discusséo

No presente trabalho procurou-se descrever alguns dos processos
envolvidos na utilizacdo de alimentos pelas operarias de trés espécies de
formigas com padrbes alimentares distintos. Além da analise do fluxo desses
alimentos ao longo do sistema digestério dos individuos, foram realizadas
analises descritivas e comparativas da principal estrutura envolvida no
processamento dos lipideos ingeridos; as glandulas pés-faringeas.

A descricdo das GpF de A. laevigata, C. vittatus e P. villosa aqui
realizadas é semelhante a encontrada para outras espécies do mesmo género,
como por exemplo, das glandulas de A. sexdens rubropilosa (BUENO 2005), C.
rufipes (GAMA; CRUZ-LANDIM 1982; GAMA 1985), e Pachycondyla striata
(Smith) (GAMA; CRUZ-LANDIM 1982), respectivamente. Entretanto, no
presente estudo, os conhecimentos da morfologia e fungdes dessa estrutura

foram ampliados e outras particularidades adicionadas.

8.1. Ultramorfologia das glandulas pdos-faringeas (GPF)

As GPF tém origem ectodérmica, surgindo durante o desenvolvimento
pds-embrionario a partir de duas expansdes dorsolaterais do epitélio faringeal
(JANET 1905; GAMA 1985). Apesar de sua constituicdo ectodérmica, Delage-
Darchen (1976) consideram a sua origem distinta das demais glandulas do
sistema salivar das formigas, uma vez que elas teriam origem a partir dos
metameros das pecas bucais, enquanto as GprF se diferenciariam de uma

porcao do estomodeo.
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As cpF das operérias de A. laevigata sdo compostas por dois conjuntos
de projecOes digitiformes, alongadas e de aspecto tubular, que estdo inseridas
na porcdo latero-posterior da placa hipofaringea, justamente entre a
musculatura da faringe e esdfago. Sua localizacdo e morfologia séo
semelhantes a encontrada em A. sexdens rubropilosa (BUENO 2005) e L.
humile (JESUS 2006), e diferente da observada em P. fulva (JESUS 2006) e P.
villosa. Ja em C. rufipes, as GprF apresentam duas por¢des saculiformes em sua
base, uma de cada lado da glandula, que se ramificam para formar as
projecOes digitiformes. De maneira geral, a morfologia dessas glandulas segue
um padrédo dentro do género, apresentando poucas diferencas entre as
espécies que fazem parte do grupo. Como diferencas, podemos citar que as
GPF de Camponotus arboreus (Smith) apresentam a porcdo saculiforme
expandida, maior e mais recortada que Camponotus abdominalis (Fabricius)
(GAMA; CRUZ-LANDIM 1982) e C. vittatus.

A morfologia apresentada pelas cprF das operarias de P. villosa é
diferente de todas as espécies descritas neste trabalho. Elas sdo constituidas
por duas projecdes lobuladas, inseridas uma de cada lado na placa
hipofaringea, e que apresentam duas porc¢des distintas: uma superior e mais
larga, e outra inferior e curta. Além dessa glandula ndo apresentar digitacdes,
as células que compde o epitélio de revestimento externo também sao
pronunciadamente diferentes. Elas sdo arredondadas e, podem ou nao,
apresentar um orificio circular ou fendado em sua regido central. Semelhante a
P. villosa, € o epitélio encontrado nas cpF de D. australis, uma espécie que
também pertence ao grupo dos Poneromorfos (SCHOETERS; BILLEN 1996);

do qual P. villosa faz parte. Contudo, nessa espécie as células que revestem a
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glandula sdo achatadas, diferente de P. villosa, em que as células séo altas e
arredondadas. Além disso, a caracteristica mais importante que deve ser
discutida e ressaltada em relacdo a morfologia externa das GPr de P. villosa, é
a presenca de células contendo um orificio, circular ou fendado, distribuidas em
varios pontos do epitélio. Até o presente momento isto ndo havia sido
documentado para nenhuma espécie de formiga, e sugere que P. villosa possui
células que sdo especializadas em transportar 0 conteido das GpF para a
hemolinfa.

Né&o foi encontrado nenhum tipo de musculatura associada as digitacdes
ou lobos das crPF das espécies analisadas. Alguns trabalhos ja realizados
também nunca fizeram mencdo a este tipo de estrutura no epitélio dessas
glandulas (PEREGRINE et al. 1973; BUENO 2005). Assim, estes autores
discutem a forma com a qual os lipideos que entram nas GPF seriam
posteriormente eliminados. Como exemplo, Peregrine et al. (1973) sugerem
que em A. octospinosus o material processado no interior dessas glandulas
seria eliminado por pressdo da hemolinfa, ou entédo, lancado lentamente no
esbfago. No presente estudo, em nenhum momento foi observado a diminui¢ao
do conteudo das Gpr, pelo contrario, ocorreu o aumento da quantidade de
lipideos no citoplasma das células, principalmente na regido basal. Nesse
sentido, considerando apenas as 72 horas analisadas, é pouco provavel que o
conteudo das glandulas esteja sendo eliminado de volta ao esbéfago das
operarias.

Também deve ser mencionado que ao manter as operarias por pouco
tempo no freezer, e as GpPr fossem removidas rapidamente, era possivel

observar a contracdo de toda a glandula, como se ela estivesse sofrendo
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espasmos musculares. Esta observacdo sugere que a musculatura inserida na
placa hipofaringea, e que estd associada a faringe e ao eséfago, pode ser
capaz de realizar a “contracdo” das digitacfes. Contudo, resta saber se essas
contracdes auxiliam somente a entrada e/ou saida dos lipideos.

O aumento da quantidade de lipideos no interior das GpF € outro ponto
que deve ser destacado. Em um de seus estudos, Bueno (2005) faz
importantes consideracdes sobre o comportamento de ingestédo de lipideos por
operarias de A. sexdens rubropilosa. Nele, € mencionado que esta espécie ndo
encontra grandes quantidades de lipideos em sua fonte alimentar, bastante
especifica, e por ventura, quando entram em contato com lipideos que sao
toxicos acabam morrendo. Isto ocorre devido ao fato dessas formigas nao
terem um limite de ingestdo e mecanismos eficientes para eliminar o excesso
de lipideos. No presente trabalho, isto parece ser comum para as trés espécies
de formigas analisadas. A partir do momento em que os lipideos foram
ingeridos, eles deslocaram-se para as GPF e la ficam armazenados, sendo que
apenas uma pequena parte deles foi absorvida pela hemolinfa. Em outras
espécies de formigas, como L. humile e T. melanocephalum também foi
observado que os compostos lipossoluveis ingeridos, principalmente gquando
misturados a outros elementos (carboidratos e/ou proteinas), sdo deslocados
para as GPrF (JESUS 2006). O interessante, entdo, € notar que se estes lipideos
estiverem em grande quantidade isto pode causar a morte do individuo,
independente dele ser toxico ou néo.

Em todas as espécies analisadas foram encontradas glandulas
hipofaringeas proximas as cpr, sendo que as principais diferencas entre elas

sdo a forma e sua quantidade de células. Em A. laevigata e P. villosa as
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glandulas hipofaringeas eram esféricas e formadas pelo agrupamento de varias
células secretoras, estando ligadas entre si por meio de varios canaliculos
coletores, e a placa hipofaringea por um cribelo; sendo bastante semelhantes
as encontradas em Atta capiguara (Gongalves) e P. striata (GAMA; CRUZ-
LANDIM 1982). J4& as glandulas hipofaringeas de C. vittatus também eram
formadas pelo agrupamento de varias células secretoras, porém, alongadas e
com aspecto de cacho, estando ligadas a placa hipofaringea por meio de um
longo canal excretor geral; semelhante ao encontrado em C. rufipes (GAMA,;
CRUZ-LANDIM 1982). A funcao das glandulas hipofaringeas nao esta definida
nas formigas (GAMA 1985), contudo, em outros insetos sociais, como Apis
mellifera (Linnaeus), elas produzem o alimento que é oferecido as rainhas e
larvas, conhecido popularmente como geléia real (SIMPSON 1960).

A morfologia externa das GpF néo parece sofrer grandes modificacdes
em espécies do mesmo género, entretanto, como detalhado anteriormente, em
alguns casos essas glandulas podem ser semelhantes ou completamente

diferentes das encontradas em outros géneros de formigas.

8.2. Ultraestrutura das glandulas pés-faringeas (GPF)

As cpF de todas as subfamilias estudadas sao formadas basicamente
por um epitélio monoestratificado cuja altura das células foi variavel de acordo
com a espécie. O lumen de toda a glandula encontrou-se revestido por uma
cuticula divida em trés regifes: epicuticula, camada densa e homogénea, a
exocuticula apresentou-se como uma camada composta por fibras sem direcédo
preferencial, e a endocuticula constituida por pequenas fibras horizontais. A

principal diferenca encontrada foi que a que endocuticula de A. laevigata €
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maior que a P. villosa, ao passo que a exocuticula desta Ultima é mais
pronunciada em relacdo as demais espécies. A cuticula das espécies
estudadas ndo apresentou diferencas marcantes em relacéo a outras espécies
de formigas (GAMA 1985; SOROKER et al. 1994; SCHOETERS; BILLEN 1996;
BUENO 2005).

Na regido apical do epitélio que esta intimamente associada a cuticula
foi observado a presenca de reentrancias e inuUmeras vilosidades, as quais
devem auxiliar na absorcdo do material que se encontra no lumen das
glandulas (JUNQUEIRA; CARNEIRO 2008). Além disso, nesta regido foi
possivel observar especializacbes da membrana plasmatica, os contatos
focais, que sdo estruturas que conferem adesdo e funcionam como
ancoramento das vilosidades a cuticula das cpF (ALBERTS et.al. 2004).

Em todas as espécies de formigas analisadas foram encontradas muitas
mitocondrias, de diferentes tamanhos e formas, espalhadas por todo o
citoplasma das Gpr. Isto reforca os estudos de diversos pesquisadores que
mostraram que esta € a organela mais abundante encontrada nas GpF de
formigas (ZYLBERBERG et al. 1974; FALCO 1992; SOROKER et al. 1994;
SCHOETER; BILLEN 1996; CAETANO et al. 2002). Entretanto, nédo foi
observado a producdo de lipideos a partir das mitocéndrias ou a sua
degradacédo, como descrito por Caetano et al. (2002) para a formiga D.

australis.

O reticulo endoplasmatico liso e granuloso estavam presentes em baixa
quantidade, ao passo que nunca foi encontrado complexo golgiense no
citoplasma das células. Diferente do observado em outras espeécies de

formigas, como Cataglyphis niger (André) (SOROKER et al. 1994) e C. rufipes
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(Gama 1985). Nestas espécies, a presenca dessas organelas estaria
relacionada ao processamento de substancias lipossolluveis, tais como 0s
hidrocarbonetos presentes no interior das Gpr. Considerando que grande parte
do conteudo presente no interior das Gpr de formigas s&o hidrocarbonetos
(ATTYGALE et al.,, 1985; BAGNERES; MORGAN 1991; SOROKER et al.
1994), era esperado que fosse encontrado uma maior quantidade de reticulo
endoplasmatico e complexo golgiense. Por outro lado, sabe-se que a sintese e
acumulo de hidrocarbonetos depende da idade do individuo, sendo que nas
operarias mais velhas estes compostos estdo em maior quantidade
(SOROKER et al. 1994). Nesse sentido, é possivel que as operarias utilizadas
no presente estudo fossem jovens, fato que explicaria a auséncia do complexo
golgiense em suas GPF.

Na analise ultraestrutural de C. vittatus, a principal caracteristica
observada nas GrF desta espécie foi a presenca de granulos de glicogénio no
interior de algumas vesiculas. A funcdo do glicogénio nas células animais é de
armazenar glicose, e libera-la rapidamente quando a célula precisar de energia
(VOET,; VOET 2010). As vias normais de producdo de glicogénio ocorrem a
partir do acumulo de glicose, entretanto, € possivel sintetizar essa molécula a
partir do glicerol que faz parte dos lipideos (NELSON; COX 2008). Isto sugere
gue as GpPF de C. vittatus podem ser um sitio de reserva energética para o
individuo, como descrito para a formiga C. niger (SOROKER 1995). E o fato do
glicogénio estar concentrado no interior de vacuolos explicaria a natureza deste
material (hidrossoluvel), que necessitaria estar separado do restante do

citoplasma, que possui uma grande quantidade de moléculas lipossoluveis.
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Outras organelas que foram encontradas no citoplasma das células de
todas as espécies analisadas foram os ribossomos e 0s peroxissomos. De
acordo com Bueno (2005) a presenca de um grande numero de ribossomos
livres e polirribossomos € caracteristica de células que produzem proteinas
para uso préprio e ndo para exportacdo. Ja em relacdo aos peroxissomos,
trata-se de uma organela membranosa que vista ao MET apresenta uma regiao
mais eletrondensa. Esta regido é denominada de cristaléide, e resulta da
cristalizacdo progressiva das catalases ou urato oxidases existentes na matriz
do peroxissomo (ALBERTS et al. 2004).

De forma semelhante as mitocéndrias, 0s peroxissomos sao importantes
sitios de utilizacdo de oxigénio. A principal funcao das reacdes oxidativas que
ocorrem nesta organela € a quebra das moléculas de &cidos graxos por meio
de um processo denominado beta oxidacdo. Neste processo, 0s acidos graxos
de cadeia longa sdo quebrados em vérias moléculas de dois atomos de
carbono cada, acetil-CoA, de forma a facilitar a sua degradagao subsequente
pelas mitocondrias. Esta quebra ocorre utilizando oxigénio molecular e tem
como um de seus produtos finais perdoxido de hidrogénio, que é toéxico para a
célula, e precisa ser convertido rapidamente em agua e oxigénio pelas
catalases armazenadas nos peroxissomos (ALBERTS et. al 2004; NELSON;
COX 2008; COOPER; HAUSMAN 2009). Desta forma, pode-se dizer que os
peroxissomos tém papel fundamental no metabolismo e quebra dos lipideos
que sdo armazenados no interior das GpF das formigas aqui analisadas. Apesar
disso, nao foi observada a atuacdo direta destas organelas sobre o acido oléico

ingerido.
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De maneira geral, o epitélio de A. laevigata, C. vittatus e P. villosa
apresentaram muitas semelhancas, entretanto, deve-se destacar algumas
estruturas que foram encontradas somente nas células de uma delas. O
citoplasma das células das cpr de P. villosa apresentou estruturas que nao
foram encontradas nas outras espécies, como por exemplo: corpos
multilamelados que estdo associados ao reaproveitamento das membranas
gue recobrem as diferentes partes da célula; lisossomos: que sdo organelas
que contém enzimas digestivas utilizadas na renovacdo e digestdo de
componentes celulares; e os autofagossomos: que séo vesiculas formadas por
membranas derivadas do reticulo endoplasmatico e que circundam pequenas
partes do citoplasma ou organelas celulares, com a finalidade de degradar
proteinas ou organelas nado-essenciais, de maneira que seus componentes
possam ser reutilizados (COOPER; HAUSMAN 2009). Isto pode ser
comparado com o estudo apresentado por Caetano (2002), no qual foi descrito
gue, por se tratar de um local onde ocorre o processamento e metabolismo de
lipideos, as cpF de D. australis apresentam uma grande quantidade de
peroxissomos e lisossomos.

Outra caracteristica que deve ser discutida e enfatizada, é que a analise
ultraestrutural das Gpr de P. villosa revelou que elas sdo constituidas por dois
tipos de células distintas. Os autofagossomos, encontrados em ambas as
células, indicam que o epitélio esta em processo de renovacdo de organelas,
provavelmente de suas mitocdndrias e peroxissomos, ja que essas estruturas
apresentam grande atividade na oxidacdo dos lipideos presentes nas GPF.
Além disso, € possivel que a renovacao do epitélio seja consequéncia da beta

oxidacdo realizada nos peroxissomos, que tém como um de seus produtos
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peréxido de hidrogénio, substancia toxica para a célula. Considerando o grande
namero de peroxissomos encontrados na célula-A, € possivel que esta regiao
do epitélio seja responsavel pela quebra inicial dos lipideos ingeridos pelo
inseto, sendo que posteriormente os produtos resultantes deste metabolismo
sejam exportados para a célula-B, para terminarem de ser oxidados em suas
inUmeras mitocondrias. Deve ser ressaltado que, até o presente momento, ndo
havia registros na literatura que apresentassem diferencas entre duas células
gue constituem o epitélio das cpr. Nesse sentido, se considerarmos que 0s
Poneromorfos (P. villosa) sdo considerados espécies plesiomoérficas em
relacdo as espécies da tribo Attini (A. laevigata) (BOLTON 2003), pode se dizer
gue as operarias de P. villosa apresentam uma maneira distinta de utilizar os
lipideos ou eliminar o seu excesso em relacéo a espécies apomorficas como A.
laevigata. Duas evidéncias que suportam esta hipotese foram descritas no
presente estudo: 1- Foram encontradas células eliminando o contetdo das Gpr

na hemolinfa; 2 - Presenca de dois tipos de células no epitélio das GrF.

8.3. Bioensaios

8.3.1. Corantes vitais: distribuicdo da Rodamina B (Reagent)

A Rodamina foi eficiente para indicar o trajeto percorrido pela solucdo de
agua e mel no interior do sistema digestoério das operarias de todas as espécies
estudadas. Sem excecdo, o0 trajeto percorrido compreendeu a cavidade
infrabucal (ciB), 0 papo, o ventriculo e o reto.

Nas trés espécies de formigas estudadas o alimento passou
rapidamente pela ciB e foi filtrado, ja que foram encontradas somente particulas

sélidas nessa estrutura. Assim, pequenas impurezas presentes na solucao de
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agua e mel foram retidas na ciB e apenas a parte liquida foi ingerida. Este
comportamento j& foi observado em outras espécies de formigas como P. fulva,
L. humile e T. melanocephalum (Jesus 2006) e sua principal funcdo é eliminar
eventuais particulas solidas que eventualmente possam ser ingeridas e, assim,
bloquear a passagem de alimento do papo para o intestino médio (FEBVAY;
KERMARREC 1981; BUENO et al. 2008).

Os mecanismos de ingestado e filtracdo do alimento ja foram descritos
por alguns pesquisadores (JANET 1895; FEBVAY; KERMARREC 1981,
GLANCEY et al. 1981; BUENO 2005). De acordo com estes estudos, o
alimento ingerido entra primeiramente na cavidade infrabucal, uma vez que no
ato da alimentacdo a abertura oral estda fechada, e posteriormente, quando
ocorre a retracdo das pecas bucais (fechando a cavidade pré-oral), a
musculatura da faringe provoca uma pressao negativa e o alimento presente na
ciB entra na boca. Durante este processo, o alimento € forcado a passar por
uma série de projecdes cuticulares espalhadas por toda a ciB e parte da
faringe, que atuam como uma peneira, retendo as particulas solidas
(GLANCEY et al. 1981; BUENO et al. 2008). O resultado da filtracdo é a
eliminacdo das particulas solidas sob a forma de um “pellet” (Janet 1895).

Diferentes de outras espécies de formigas j4 estudadas (GLANCEY et
al. 1981; JESUS 2006) as operarias de A. laevigata, C. vittatus e P. villosa ndo
regurgitaram “pellets” durante as 72 horas que permaneceram isoladas das
colénias. Isto foi comum em todos bioensaios utilizando tanto Rodamina quanto
o Sudan Black. Entretanto, € dificil estabelecer uma comparacdo entre 0s
dados encontrados no presente trabalho com outras espécies de formigas,

devido a, praticamente, a inexisténcia de estudos relacionados as condicdes
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necessarias para que um pellet seja eliminado. Apesar dos mecanismos de
filtracdo terem sido pouco estudados, sabe-se que o tamanho das particulas
que séo retidas na ciB variam de 45 pym a 150 ym em C. pennsylvanicus
(EISNER; HAPP 1962; CANNON 1998), de até 10 ym em operarias minimas
de A. octospinosus (QUINLAN; CHERRETT 1978), sendo retidas particulas
entre 0,88 um a 1,8 um em operarias minimas de S. invicta (GLANCEY et al.
1981), até particulas pouco maiores que 1 um em A. sexdens rubropilosa
(BUENO 2005). No presente trabalho n&o foi verificado o tamanho das
particulas que cada uma das espécies €é capaz de filtrar.

As operarias de A. laevigata, C. vittatus e P. villosa ndo regurgitaram a
solucdo de 4gua e mel ingerida em nenhum dos tempos analisados. Isto indica
que elas utilizam os compostos hidrossoluveis de forma diferente que outras
espécies de formigas como T. melanocephalum, L. humile e P. fulva (JESUS
2006).

N&o foi observado a presenca de Rodamina nas Gpr das operdrias. A
auséncia do marcador nesta estrutura foi comum para todas as espécies
estudadas. Isto sugere que as substancias acucaradas solUveis em agua
utilizadas neste estudo ndo se deslocam para as GpPr. Trabalhos relacionados a
alimentacdo das formigas nunca constataram a presenca de compostos
hidrossoltuveis no interior das epr (PEREGRINE; MUDD 1974; DELAGE-
DARCHEN 1976; VINSON et al. 1980; BAGNERES; MORGAN 1991; BUENO
2005).

Continuando o trajeto percorrido pela Rodamina, ap0s a ciB 0 alimento
foi encontrado no papo das operarias, e devido a sua capacidade de expanséao,

essa estrutura foi responsavel pelo armazenamento de praticamente todo o
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alimento ingerido. De acordo com Treherne (1967) e Cannon (1998), o papo &
o local ideal para o armazenamento dos recursos alimentares, uma vez que ele
€ revestido por uma camada de cuticula impermeavel que ndo permite a
absorcéo dos nutrientes.

Em todos os casos, parte do alimento armazenado no papo foi
transferido para o intestino médio das operarias, regido diretamente envolvida
na producdo e secrecdo de enzimas digestivas, bem como na absor¢cédo dos
alimentos ingeridos (CHAPMAN 1998). Apesar da quantidade de Rodamina
transferida para o ventriculo ter sido pequena, isto indica que as operarias de
todas as espécies analisadas no presente estudo utilizam os carboidratos da
mesma forma que espécies como P. fulva, M. pharaonis, T. melanocephalum e
L. humile (JESUS 2006).

A maioria dos trabalhos presentes na literatura compara apenas a
quantidade de lipideos, carboidratos e proteinas ingeridos pelas operarias, e
sua distribuicdo entre as diferentes castas da col6nia. Por outro lado, a taxa de
passagem de alimento de uma estrutura para outra do sistema digestoério foi
estudada somente em oito espécies de formigas. Como exemplo pode ser
citado o trabalho realizado por Howard e Tschinkel (1981), no qual foi
observado em S. invicta que a digestdo dos carboidratos ocorre apos alguns
segundos do alimento ter sido ingerido. Porém, os niveis de maior atividade do
ventriculo foram estabelecidos entre 6 e 24 horas. Para a espécie C.
pennsylvanicus, a digestdo dos carboidratos nos intestinos médio e posterior
ocorreu de forma ténue entre 4 e 16 horas, apresentando valores acentuados
somente apdés 20 horas (CANNON 1998). Recentemente, Erthal et al. (2004)

ofereceram uma dieta contendo o marcador Azul de Evans para Acromyrmex
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subterraneus (Forel) e observaram que o papo, ventriculo e o ileo das
operarias foram corados em apenas 30 segundos.

No presente estudo, o tempo que a dieta levou para passar do papo
para o ventriculo variou de acordo com a espécie considerada. Em A. laevigata
este deslocamento ocorreu apés 2 horas; em C. vittatus foi registrado a
passagem de alimento do papo para o ventriculo apdés 8 horas, ao passo que
nas operarias de P. villosa a solucdo de agua e mel foi encontrada no
ventriculo somente ap6s 12 horas. Além disso, nesta ultima a dieta levou mais
tempo para ser encontrada no reto, somente apds 72 horas. Neste local, séo
atribuidas as funcdes de reabsorcédo de agua (WALL; OSCHMAN 1975) e dos
monossacarideos que ndo foram absorvidos no ventriculo (CHAPMAN 1998).
J& nas espécies de formigas analisadas por Jesus (2006), este tempo variou
entre 2 e 4 horas. Assim, pode-se dizer que existe uma grande variagdo no
tempo que cada uma dessas espécies de formigas levam para absorver os

alimentos hidrossollveis.

8.3.2. Corantes vitais: distribuicdo do Sudan Black

O Sudan Black também se mostrou eficiente e indicou as estruturas que
O0leo de soja atingiu no interior do sistema digestério das operarias. Sem
excecao, 0 trajeto percorrido compreendeu a cavidade infrabucal (ciB), as
glandulas pos-faringeas e o papo. Porém, em um caso particular também
atingiu o ventriculo.

Sempre foram encontrados pellets no interior da ciB das operarias,
sendo que o Sudan Black estava associado aos restos de alimento presentes

nesta estrutura. Isto indica que o alimento foi filtrado na ciB, as particulas
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sélidas foram retidas, e somente a parte liquida foi ingerida. Nestes bioensaios,
em nenhum momento as operarias regurgitaram pellets, diferente de outras
espécies de formigas como P. fulva e T. melanocephalum, que eliminaram
pellets depois de somente 10 minutos e 24 horas, da ingestdo de uma dieta,
respectivamente (JESUS 2006). Assim, os individuos podem tanto esvaziar a
CIB em apenas alguns minutos, quanto permanecer com um “pellet” por mais de
72 horas, mostrando que este comportamento pode variar de espécie para
espécie.

Diferente da ingestao da solucdo de agua e mel, foi encontrado 6leo de
soja nas GPF de todas as operarias. Sendo que em todos o0s tempos
analisados, ela foi a estrutura que apresentou a maior quantidade de 6leo de
soja. Entretanto, também foi encontrado uma pequena quantidade de 6leo de
soja no papo das operarias. Isto mostra que os lipideos, quando em baixa
guantidade (foram aplicados 5ul de alimento) entram diretamente nas GrF, até
qgue seu lumen esteja repleto de alimento, momento em que o restante é
direcionado para o papo. Estes resultados corroboram os estudos de Phillips e
Vinson (1980b), Bueno (2005) e Jesus (2006) para as espécies S. invicta, A.
sexdens rubropilosa e T. melanocephalum, respectivamente. Entretanto, deve
ser lembrado que os lipideos quando ingeridos em grande quantidade sao
deslocados para o papo, mas ndo passam para o ventriculo (com excecao de
A. laevigata), e posteriormente, voltam pelo es6fago e entram nas GPF.

Um fato marcante observado neste bioensaio € presenca de uma
pequena quantidade de Sudan Black no ventriculo e no reto das operarias de

A. laevigata ap0s oito horas da ingestdo do 6leo de soja. Apesar de ter sido

apenas uma pequena quantidade de alimento, isto sugere que esta espécie
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pode metabolizar compostos lipidicos no intestino médio. Evento ndo descrito
na literatura para as espécies de formiga conhecidas. Como ja descrito,
trabalhos realizados com diferentes grupos de formigas mostraram que
compostos lipidicos sdo direcionados e/ou metabolizados nas cpr (BUENO
2005), ou armazenados temporariamente no papo, mas nunca passam para o
intestino médio e posterior (PHILLIPS; VINSON 1980; JESUS 2006). Este
resultado sugere que A. laevigata desenvolveu uma estratégia diferente para
utilizar os lipideos ingeridos. Considerando estes fatos, e outros j4 descritos
anteriormente (itens 7.1 e 7.2), surgem duas perguntas: 1 - Sera que A.
laevigata desloca parte dos lipideos para os intestino médio e posterior a fim de
evitar o excesso deste tipo de alimento nas GpPF ?; 2 - NOo mesmo sentido
estariam as operarias de P. villosa, que ndo deslocam os lipideos para o
meséntero, mas que talvez possuam células especializadas em direcionar tais
compostos rapidamente para a hemolinfa ?. Essas questdes séo intrigantes e
podem abrir novos caminhos para o0 entendimento das funcoes

desempenhadas pelas GpPF nas diferentes espécies de formigas existentes.

8.3.3. Autorradiografia
A andlise autorradiografica realizada com as operarias de A. laevigata foi
eficiente em mostrar detalhadamente, ndo s6 o caminho percorrido pelo acido
oléico, mas também o tempo necessario para que ele seja absorvido pelas GPF.
Os resultados apresentados no presente estudo mostram que 0S
principais processos que ocorreram ao longo de 72 horas foram o
deslocamento do acido oléico do lumen para o interior das GpF, 0 seu acumulo

e posterior passagem para a hemolinfa. Uma vez ingerido, o 6leo de soja
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contendo o acido oléico tritiado penetrou rapidamente nas GpF de A. laevigata,
e apos dez minutos ja havia marcacdes distribuidas por todo o limen, inclusive
proximas a cuticula.

As marcacfes encontradas sobre a cuticula que estavam localizadas
proximas a regiao apical do epitélio mostram que a absorcédo do acido oléico
ocorre por simples difuséo, e se inicia a partir de uma hora. Este tipo de difusao
através da cuticula é feito sem o gasto de energia, devido as diferencas de
concentracdo, presenca de vilosidades, e constituicdo da prépria cuticula
(CHAPMAN 1998). Em duas horas, uma pequena parte do material que
atravessou a cuticula ja se encontrava no interior do epitélio e, no decorrer das
proximas 72 horas ha um aumento rapido da quantidade de vesiculas
marcadas pelo tritio no epitélio das Gpr e fica evidente a movimentacdo do
acido oléico da regido apical para a basal. Em operarias de A. sexdens
rubropilosa foi observado o mesmo padrdo de deslocamento e armazenamento
de lipideos (BUENO 2005). Ainda neste mesmo estudo, Bueno (2005), sugere
gue a maioria dos lipideos permanece armazenada no limen das GpPF e
necessita primeiro ser metabolizado para depois ocorrer sua absorcgéo.
Entretanto, considerando que na presente pesquisa ndo foram encontradas
evidéncias da utilizacdo ou modificacdo do é&cido oléico pelas organelas
celulares, é provavel que isto ndo ocorra em A. laevigata. J& que, por se tratar
de um lipideo simples, o acido oléico ndo passaria por um processamento
complexo antes de ser armazenado ou utilizado. Por outro lado, Vinson et al.
(1980) sugeriu que as GpF de S. invicta atuam como cecos cefalicos
absorvendo os compostos lipidicos que estdo presentes em seu sistema

digestorio. Tanto o presente trabalho quanto o realizado por Bueno (2005)
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reforcam essa funcédo as Gpr. Entretanto, de acordo com Chapman (1998),
cecos cefalicos sdo estruturas que tem origem mesodérmica, como o intestino
meédio dos insetos. Considerando que as GpF sdo de origem ectodérmica, a
terminologia utilizada por Vinson et al. (1980) ndo € adequada.

Outra caracteristica que reforca a idéia dessas glandulas atuarem como
“cecos cefalicos” € o fato de sempre existir uma camada de corpo gorduroso
recobrindo a superficie externa das Gpr de A. laevigata, C. rufipes e P. villosa.
Entretanto, deve ser ressaltado que foi observado que o epitélio das cpr foi
drasticamente alterado devido ao acumulo de acido oléico em seu interior.
Sendo que as principais mudancas que ocorreram podem ser notadas
analisando-se o citoplasma das células. Dentre essas mudancas, destacam-se
o deslocamento e compactacdo das organelas citoplasmaticas, a deformacéo
do nucleo, e a expansao do epitélio. Schoeters e Billen (1996) relataram que a
morfologia das cpF de D. australis, assim como 0s processos de secre¢ao das
células epiteliais, sdo alterados devido a presenca de uma grande quantidade
de lipideos em seu interior. Nesse sentido, é provavel que estas mudancas
alterem a forma com que os lipideos sdo processados, sendo necessario
utilizar outros compostos marcados radioativamente na tentativa de estabelecer
outros caminhos que podem ser utilizados pelas células das GpPF para

processar os lipideos ingeridos.
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A Tabela 7 apresenta uma comparacdo dos principais resultados

encontrados no presente projeto. Além disso, € possivel que a musculatura da

faringe e es6fago ajudem na contracdo e movimento da placa hipofaringea,

fazendo com que a dieta que esta sendo ingerida seja deslocada para dentro

das GpPF, ou entdo, siga pelo es6fago até o papo.

Tabela 7. Trajeto dos alimentos pelo sistema digestorio das operarias,

morfologia e organizacdo béasica do epitélio das glandulas poés-faringeas de

Atta laevigata, Camponotus vittatus e Pachycondyla villosa.

Pachycondyla villosa

Camponotus vittatus

Atta laevigata

Trajeto dos
alimentos
hidrossoluveis

Trajeto dos lipideos

GPF

Morfologia

Organizagéo basica
do epitélio

Cavidade infrabucal,
papo, ventriculo e
reto (pag. 84)

Idem (péag. 83)

Idem (pag. 82)

Cavidade infrabucal,
glandulas pos-
faringeas e papo
(pag. 88)

Idem (pag. 87)

Idem, porém atingem
o ventriculo (pag. 86)

Com células
especializadas na
eliminacéo de
lipideos (pag. 55)

Local de reserva
energética (glicose)
(pag. 69 e 70)

Evitam o acumulo de
lipideos nas GPF
deslocando-os para
o intestino médio

(pag. 86)

N&o apresentam
digitacbes, sendo
lobuladas (pag. 53)

Apresentam de 30 a
63 digitacbes
alongadas (pag. 44)

Apresentam de 50 a
71 digitacBes pouco
alongadas (pag. 39)

Epitélio
monoestratificado
com membrana
basal acelular e
regiao apical
apresentando uma
cuticula menos

espessa que a de A.

laevigata (pag. 72)

Idem, apresentando
uma cuticula
semelhante a

encontrada em A.
laevigata (pag. 69)

Idem, porém
apresentando uma
cuticula espessa

(pag. 64)
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Considerando a Tabela 7 e os demais resultados apresentados pode-se

concluir que:

- Os corantes vitais sdo formas eficientes de mostrar de forma indireta o
caminho percorrido pelos alimentos no interior do sistema digestorio de
formigas.

- O trajeto dos alimentos hidrossolaveis compreende a cavidade infrabucal,
papo, ventriculo e reto; ao passo que os alimentos de origem lipidica passam
pela cavidade infrabucal, glandulas pés-faringeas e papo, mas nao atingem o
ventriculo; com excecdo das operarias de Atta laevigata que aparentemente
desenvolveram mecanismos diferentes para utilizar os lipideos ingeridos.

- Uma das funcgbes primordiais das GpPr das operarias de Atta laevigata €
absorver e armazenar os lipideos que entram no sistema digestorio, para
posteriormente desloca-los para a hemolinfa. Se a quantidade de lipideos
ingerida for grande, o excesso € deslocado para o intestino médio a fim de ser
eliminado.

- As glandulas poés-faringeas de Camponotus vittatus podem ser um sitio de
reserva energética para o individuo uma vez que foram encontrados granulos
de glicogénio em seu interior.

- Pela primeira vez foi observado dois tipos de células nas glandulas pos-

faringeas de Pachycondyla villosa.
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