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RESUMO

As formigas cortadeiras do género Atta e Acromyrmex destacam-se como pragas agricolas
devido a sua capacidade de corte e transporte de vegetais frescos para utilizagdo como
substrato para o fungo simbionte. Assim, varios estudos toxicolégicos sdo realizados na
tentativa de controle dessas formigas. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo
avaliar a toxicidade de thiamethoxam solubilizado em acetona + 6leo nas operarias de Atta
sexdens rubropilosa, bem como verificar possiveis alteragdes morfologicas nas glandulas pos-
faringeas, tubulos de Malpighi e no ventriculo destas formigas, em grupos com e sem o
tratamento do ingrediente ativo Thiamethoxam. Foram realizados bioensaios preliminares
para definigdo da concentracdo do ingrediente ativo (0,001%; 0,0001%; 0,00005% e
0,00001%) para realizagdao das analises morfologicas nos tecidos propostos. Os resultados dos
bioensaios de toxicidade mostraram que o Thiamethoxam apresenta atividade de agdo
retardada em todas as concentragdes, apresentando-se como um ingrediente ativo eficiente
para o controle de formigas cortadeiras. Mediante aos resultados, a concentragdao 0,00005%
foi ideal para a realizacdo das andlises histologicas, uma vez que apresentou mediana
satisfatoria, com 5 dias de experimento. Entdo, foi realizado um novo ensaio com os grupos
controle (dieta pura e acetona + 6leo) e Thiamethoxam 0,00005% para coleta e dissecacdo das
formigas para analise morfologica das glandulas pds-faringeas, tubulos de Malpighi e do
ventriculo. Os resultados mostraram que o Thiamethoxam 0,00005% provocou alteragdes
mais significativas no ventriculo do que nos outros tecidos, onde foi possivel observar
formacao de vacuolos citoplasmaticos e nucleos picnoticos que podem ser indicativos de
morte celular. Nas glandulas pds-faringeas foi notado desorganizagdo no citoplasma, com
alguns nucleos achatados. Os tubulos de Malpighi apresentaram modificagdes em relagao a
quantidade de granulos mineralizados, sugerindo que esse tecido estaria aumentando a sua
atividade metabolica para eliminar os residuos metabdlicos do ingrediente ativo. Esses
resultados sugerem que a acao inicial desse ingrediente ativo testado ocorre no ventriculo e
posteriormente em outros tecidos, como glandulas pos faringeas e tubulos de Malpighi,
devido a sua agdo retardada, diferente de outros ingredientes ativos (hidrametilnona e
sulfuramida) que provocaram alteragdes morfologicas drasticas em todos os tecidos ja
estudados (glandula pos-faringea, tibulos de Malpighi e ventriculo).

Palavras—chave: Formiga cortadeira, toxicidade, glandula pds-faringea, tubulo de Malpighi,

ventriculo.



ABSTRACT

The leaf-cutting ants of the genus Atta and Acromyrmex stand out as agricultural pests due for
its ability to cutting and transport of vegetables for use like substrate for the symbiotic fungus.
In this way, many toxicological studies are conducted in attempt to control these ants. In this
sense, the study was aimed to evaluate the toxicity of Thimethoxam, solubilized in acetone +
oil on workers of Atta sexdens rubropilosa, as well identify morphological changes in Post-
Faringeal Glands, Malpighian tubules and ventricles of these ants in groups with and without
the treatment of active ingredient Thiamethoxam. Were done bioassay to define the
concentration of Thiamethoxam (0.0001% 0.00005% 0.00001% and 0.001%) for performing
morphological analyzes in tissues proposed. The results of toxicity tests showed that the
Thiamethoxam activity has delayed action to all concentrations, suggesting to be an active
ingredient effective to control leaf-cutting ants. By results, the concentration 0.00005% was
ideal for carry out histological analyzes, because showed satisfactory median with 5 days of
experiment. Was conduct a new test with control groups (pure diet and acetone + oil) and
group Thiamethoxam 0.00005% for morphological analysis of Post-Pharyngeal Glands,
Malpighian tubeles and ventricle. The results showed that the Thiamethoxam 0.00005%
caused more significant changes in ventricle than in other tissues. Was possible to note
formation of vacuoles cytoplasmic that may be indicative of cell death. In the Post-Pharingeal
Glands was note clutter in the cytoplasm, however, the nucleus remained intact.The
Malpighian tubules showed changes in the amout of mineralized granules, suggesting that this
tissue would be increasing their activity metabolic to remove wast metabolic from the
Thiamethoxam. These results suggest that initial action of this active ingredient happens in
ventricle and later in other tissues as the post-pharyngeal glands and Malpighian tubules.

Keywords: Leaf-cutting ants, toxicity, Post-Pharyngeal Glands, Malpighian tubules,
ventricle.
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1 INTRODUCAO

As formigas do género Atta e Acromyrmex, pertencentes a tribo Attini, colonizam os
mais diversos ambientes no Novo Mundo como desertos, savanas, pastagens abertas, areas de
cerrado, restinga e florestas (SOUSA-SOUTO, et al., 2008).

Essas formigas apresentam um papel importante nos ecossistemas terrestres, uma vez
que mantem as condi¢des quimicas e fisicas do solo, bem como homeostase do ambiente.
Além disso, esses insetos podem ser polinizadores de plantas e dispersores de semente
(BROWN Jr., 2000; HOLLDOBLER; WILSON, 1990), contribuindo, dessa maneira, para o
desenvolvimento de algumas espécies vegetais.

Por outro lado, as formigas cortadeiras também podem se destacar como pragas
agricolas, devido a intensa atividade de corte e transporte de fragmentos de espécies vegetais
para as camaras subterraneas, onde o material vegetal serve como substrato para o fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus (HEBLING-BERALDO et al., 1991), do qual se
alimentam as crias e parcialmente os individuos adultos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Com as devastagdes das matas através das atividades antrdpicas, empobrecimento do
solo e, consequente redu¢do de competidores e inimigos naturais, as formigas cortadeiras
encontram condigdes ideais de proliferagdo e estabelecimento de novas colonias (ANJOS et
al., 1998) e, quando nao controladas, impedem a sobrevivéncia de alguns tipos de espécies
vegetais. Assim, varios métodos de controle vém sendo aplicados para tentar diminuir os
danos causados pelas formigas cortadeiras, tais como tentativas de controle mecanicos,
culturais, bioldgicos e quimicos, sendo esse ultimo o mais utilizado, podendo ser aplicado
diretamente nos ninhos, nas formula¢des em pod, liquida ou liquidos nebulizaveis, ou
apresentado na forma de iscas granuladas, aplicadas nas proximidades da colonia
(BOARETTO; FORTI, 1997).

A eficiéncia das iscas formicidas, em geral, depende fundamentalmente de um
ingrediente ativo adequado e da aplicagdo correta. De acordo com Nagamoto (1998), este
composto deve apresentar caracteristicas que fagam com que a estrutura social e os
mecanismos de defesa desses insetos sejam incapazes de impedir a intoxicacdo de toda ou
pelo menos da maior parte da colonia. Dentre estas caracteristicas, a acdo retardada do
ingrediente ativo ¢ considerada a mais importante (STRINGER et al., 1964).

Dentre os varios grupos de inseticidas, destacam-se os neonicotindides, que
representam uma das classes de inseticidas mais utilizadas nas ultimas trés décadas nos

campos de cultivo (TOMIZAWA; CASIDA, 2005). O thiamethoxam ¢ um neonicotindide de
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segunda gerag¢do, com seu desenvolvimento através de produtos quimicos sintetizados, que
apresenta efeito agonista sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina de insetos (NAUEN et
al., 2003). Além disso, ele apresenta agdo sist€émica, podendo ser utilizado em diversas
culturas, como por exemplo, cana-de-agucar e citros, difundindo-se ao longo dos tecidos
vegetais e, uma vez em contato com esses vegetais, os insetos se contaminam. Entretanto,
esse composto apresenta-se inativo em vertebrados, o que oferece menos efeitos secundarios
que outras classes de inseticidas.

Sabe-se que o ventriculo e o tibulo de Malpighi sdo 6rgdos relacionados com a
absorcdo e excre¢ao de compostos quimicos, respectivamente. Quando o composto quimico
absorvido pelo intestino ndo ¢ excretado adequadamente, ele pode atuar em glandulas através
da hemolinfa (SUMIDA, 2007), dentre elas, a glandula pods-faringea, exclusiva dos
Formicidae na fase adulta (BUENO et al.,, 2008). Assim, torna-se importante a analise
morfoldgica desses tecidos a fim de verificar possiveis alteragdes causadas pela presenca de
agentes toxicos, uma vez que nenhum estudo trata da relagdo entre o thiamethoxam e seus
efeitos toxicoldgicos na morfologia das glandulas pds-faringeas, tibulos de Malpighi e

ventriculos de Atta sexdens rubropilosa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Formigas cortadeiras: aspectos gerais

Pertencentes a tribo Attini (Hymenoptera, Formicidae, Myrmicinae), as formigas
cortadeiras estdo localizadas estritamente no Novo Mundo e sua distribuicdo se estende desde os
Estados Unidos até a Argentina, sendo inexistentes nas regides transandinas da América do Sul
(WEBER, 1970 apud BARBOSA, 2010) e em altitudes acima de 2500 metros (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990).

Baseando-se em dados morfologicos, Weber (1972 apud RODRIGUES, 2004) considerou o
grupo das formigas dos géneros Atta e Acromyrmex como o mais derivado dentro da tribo Attini,
cujos ninhos podem ser muito grandes, comportando mais de milhdes de operarias
(RODRIGUES, 2004)

As formigas cortadeiras sao consideradas insetos altamente sociais, pois apresentam as
seguintes caracteristicas: cuidado com a prole, castas reprodutivas, sobreposicao de geracoes
e divisdo de trabalho (WILSON, 1971). Essas caracteristicas lhe proporcionam vantagens em
relacdo a outros herbivoros, como alocacdo de recursos, reproducdo, sobrevivéncia e
consequentemente no seu sucesso (MARINHO; DELLA LUCIA; PICANCO, 2006). Além
disso, esses insetos sdo organismos dominantes na maioria dos ecossistemas terrestres,
apresentando importantes papéis no fluxo de energia e nutrientes (CARLOS, 2008)

As formigas do género Atta possuem coldnias caracterizadas por uma populagdo que
pode chegar a milhdes de operarias, sendo estas altamente polimorficas. Assim, a organizacao
social ¢ caracterizada pelo polimorfismo e pela divisdo de trabalho entre os individuos da
colonia. A casta das jardineiras ¢ responsavel pela manuten¢do do jardim de fungo e pelo
cuidado com as crias; a casta das operdrias generalistas apresentam a tarefa de explorar novos
recursos alimentares, escavar ninhos e realizar o corte e o transporte do material vegetal; a
casta dos soldados desempenha a fungdo de defender a colonia, podendo, ocasionalmente,
cortar e transportar material vegetal (BARBOSA, 2010). Os machos alados (bitus),
juntamente com as fémeas aladas, as i¢ds, pertencem a casta reprodutiva e desempenham
papel fundamental no ciclo de vida da colonia, durante o evento conhecido como voo nupcial
ou revoada, onde a casta alada deixa os ninhos e voa até uma determinada altitude, resultando
no acasalamento e inseminagdo das fémeas (AUTUORI, 1941; HOLLDOBLER; WILSON,
1990), seguido pela morte dos bitus.
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As formigas da tribo Attini apresentam uma relagdo de simbiose com o fungo
Leucoagaricus gongylophorus Singer (Mdller), na qual as formigas fornecem ambiente ¢
substrato 6timos para o desenvolvimento do fungo, sobre fragmentos frescos de origem
vegetal, e este, em troca, serve como fonte de alimento para as larvas, além de ser parte da
alimentagdo dos adultos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Devido ao fato de cortarem e transportarem folhas para os seus ninhos para manutencao
do fungo simbionte, as formigas cortadeiras sdo um dos mais destrutivos herbivoros na regiao
tropical (FERNANDES et al., 2008), ocasionando grandes problemas para a agricultura.
Além disso, esses insetos ocorrem durante todo o ano todo podendo nao apresentar reducao
na sua populagdo, além de atacarem plantas de todas as idades (DELLA LUCIA; ARAUJO,
2000). Essa caracteristica, quando sdo coincididas com ambientes em desequilibrio ecoldgico
por agdo antrdpica, propicia condigdes ideais para o desenvolvimento destas formigas.

Apesar das sauvas cortarem folhas e flores de varias espécies vegetais, elas apresentam
preferéncias por espécies de plantas cultivadas, tais como Citrus, Eucalyptus, pastagens e
cana-de-actcar, fazendo com que estas sejam mais susceptiveis ao ataque dessas formigas.
Assim, as formigas cortadeiras tém sido alvo de diversas pesquisas para o desenvolvimento de
metodologias de controle para o combate dessas pragas, onde o controle das formigas
cortadeiras pode ser realizado através de métodos mecanicos, biologicos e quimicos, sendo

este ultimo o mais utilizado.

2.2 Thiamethoxam

A primeira geracdo de inseticidas incluia compostos organicos, representados por
extratos de plantas, além de compostos inorganicos. Esses compostos deixaram de ser
utilizados como métodos de controle de pragas devido a seguintes motivos: elevada
toxicidade para o homem e animais; ndo combatem insetos de aparelho bucal mastigador;
acumulam-se nos tecidos organicos; apresentam estabilidade e longa persisténcia no ambiente
(MARICONI, 1977). Com isso, a segunda geracdo de inseticidas teve inicio com o
desenvolvimento de produtos quimicos sintetizados (KADIR; BARLOW, 2000), agindo de
forma mais especifica, na tentativa de diminuir esses fatores.

Dentre os inseticidas presentes na segunda geragdo, destacam-se os neonicotindides,

sintetizados a partir da nicotina natural (WARE, 2003). O termo nicotindide foi proposto,
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originalmente, para anabasina e nornicotina, moléculas naturais, semelhantes a nicotina. O
Thiamethoxan é considerado um principio ativo desses inseticidas (FARIA, 2009).

O thiamethoxam (3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-1,3,5- oxadiazinan-4-
ylidene(nitro)amine) (Fig. 1) ¢ um composto neonicotindide que apresenta grande eficacia
para os insetos praga, podendo ser utilizado tanto para o tratamento foliar quanto no
tratamento de sementes (TOMIZAWA; CASIDA, 2005). Esse composto ¢ comercializado no

Brasil pela Syngenta nas formulagdes p6 dispersivel, granulado, granulado dispersivo.
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Figura 1. Estrutura quimica do thiamethoxam

Nas ultimas trés décadas, os neonicotinoides tém sido considerado uma das classes mais
importantes de inseticidas e representam de 11% a 17% do faturamento anual do mercado
desses produtos (NOMINATO, 2012). Esses compostos agem de forma agonistica em
receptores nicotinicos da acetilcolina dos insetos, pois se ligam com grande facilidade a esses
receptores (NAUEM et al., 2003).

O thiamethoxam ¢ um inseticida que age por contato e ingestao e possui acao sistémica.
A sua molécula mimetiza a acetilcolina e compete pelos receptores nicotinicos de acetilcolina
na membrana pds-sindptica (FERNANDES-BUZZERIO et al., 2005 apud MAEZUKA, 2008).
Assim, ele interage com receptores especificos no sistema nervoso central do inseto, € uma vez
em contato com as culturas contaminadas, o processo ¢ irreversivel.

Esse inseticida pode ser aplicado diretamente no solo em diversas culturas, como cana-
de-agtcar, citros, uva; ou até mesmo aplicado em sementes de milho, soja e trigo; ou ainda
através da aplicacdo foliar em culturas de eucalipto, citros, pastagens, entre outros. (ANVISA,

2008b).
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2.3 Glandula poés-faringea

Pesquisas recentes realizadas por Herzner e colaboradores (2007) mostraram que as
glandulas pods-faringeas, que até pouco tempo atras se acreditava ser exclusiva das
Formicidae, estdo presentes também em vespas solitarias (Sphecidae) Philanthus triangulum,
e em Ampulex compressa (HERZNER et al, 2011).

Em Formicidae, as glandulas pds-faringeas localizam-se na regido dorsal da cabeca, na
transicdo entre a faringe e o esdfago (CAETANO, 1998; HOLLDOBLER; WILSON, 1990).
Elas podem apresentar, externamente, dois tipos de morfologia, sendo a (1) auriculiforme,
formada por dois l6bulos (esquerdo e direito), como descrito por Peregrine et al. (1973),
Gama e Cruz Ladim (1982), Schoeters e Billen (1996), Jesus (2012), e (2) digitiforme, com
expansoes laterais digitiformes, segundo Gama & Cruz Ladim (1982) e Bueno et al. (2008).
Em ambas as morfologias existem uma tUnica camada de células arredondadas na parede
externa (SCHOETERS; BILLEN, 1997), e ha presenca de uma cuticula quitinosa em contato
direto com o limen (ALMEIDA-TOLEDO, 1967). Essas glandulas encontram-se na regiao
frontal da cabeca e na frente do cérebro, ocupando posi¢des acima do palato (BUENO, 2005).

Em A. sexdens rubropilosa as glandulas pds-faringeas apresentam morfologia externa
do tipo digitiforme. Nessa espécie, assim como em A. laevigata, as glandulas pds-faringeas
sdo compostas por dois conjuntos de projecdes digitiformes, alongadas e de aspecto tubular,
inseridas na por¢ao latero-posterior da placa hipofaringea, entre a musculatura da faringe e
esofago (JESUS, 2012).

As paredes dos lobos digitiformes sao formadas por um epitélio simples de células,
podendo estas ser achatadas ou cilindricas com reentrancias entre elas, o que confere um
aspecto ondulado ao epitélio glandular (BUENO, 2005). H4 uma cuticula revestindo o limen
em sua face interna e o nucleo ¢ distinto e grande, enquanto que o citoplasma, por sua vez, ¢
rico em organelas, contém vesiculas e possui granulagdes (ALMEIDA-TOLEDO, 1967).

As glandulas pods-faringea tem origem ectodérmica, surgindo durante o
desenvolvimento pds-embriondrio a partir de duas evaginacdes dorsais do epitélio faringeal
(JANET 1905; GAMA 1985 apud JESUS, 2012). Em A. sexdens rubropilosa, as glandulas
apresentam basicamente a mesma constituicdo anatoOmica e ultramorfologica tanto para
rainhas quanto para as operarias, sendo maiores nas primeiras (BUENO, 2005), variando
apenas o nimero de digitagoes.

As fungdes da glandula sdo passiveis de discussd@o. De acordo com Ayre (1963),

Caetano et al. (1990) e Holldobler e Wilson (1990), a presenca de nematoides parasitas
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Mermithidae no limen da glandula pds-faringea seria indicio da existéncia de um material
alimentar, o qual seria regurgitado para os demais membros da colonia ou, o contetido da
glandula poderia ser um tipo de reserva alimentar para operarias e larvas. Porém,
histologicamente a glandula pds-faringea ndo apresenta tecido muscular para realizar
regurgitacdo (BUENO, 2005). Além disso, a trofalaxia nao foi constatada entre as operarias
adultas de A. sexdens rubropilosa (BUENO et al., 2001; ANDRADE et al., 2002). A fungdo
digestiva da glandula pos-faringea foi refutada por Febvay e Kermarrec (1986) ao verificar
que as glandulas de Acromyrmex octospinosus apresentou baixa quantidade de glucosidase e
esterase, sugerindo que essas glandulas nao teriam fungdo digestiva.

Os primeiros autores que descreveram conteudo lipidico e anatomia dessas glandulas
foram Peregrine et al., (1972, 1973), Peregrine ¢ Mudd (1974), e Delage-Darchen (1976).
Delage-Darchen (1976), Forbes e Macfarlane (1961) sugeriram que as glandulas pos-
faringeas seriam responsaveis pela digestao de gorduras ingeridas, por apresentarem enzimas
digestivas no limen, por exemplo, lipases (PEREGRINE et al., 1973, VINSON et al., 1980).

A presenca de lipidio no interior das glandulas pos-faringeas tem sido observada em
varias espécies de formigas, cuja origem ¢ contraditoria. Uma delas seria que o lipidio
resultaria de secrecdes do proprio epitélio glandular e, para outros, do alimento ingerido.
Delage-Darchen (1976) propos trés hipoteses sobre a presenga do lipidio: 1) via transcelular,
o material entraria nas células glandulares e seria metabolizado; 2) via extra oral, o material
seria regurgitado diretamente das glandulas para os demais membros da colonia; 3) via
digestiva, o material seguiria do interior das glandulas em direcdo ao papo e depois para o
ventriculo. Phillips e Vinson (1980) verificaram, por meio de isdtopos marcados, que
moléculas de acidos graxos e triaglicerideos injetados na hemolinfa ndo atingem o interior das
glandulas pos-faringeas de Solenopsis invicta e, sugeriram que os lipidios seriam
provavelmente oriundos da alimentagdo. De acordo com Bueno (2005) as operarias de A.
sexdens rubropilosa seriam capazes de separar seletivamente compostos lipidicos dos nao
lipidicos do alimento ingerido na por¢do final da faringe. Numa dieta alimentar de lipidios,
estes compostos atingiriam as glandulas pos-faringeas e aqueles ndo lipidicos se deslocariam
para o papo (BUENO et al. 2008).

Estudos toxicologicos realizados com hidrametilnona com A. sexdens rubropilosa
conduzidos por Sumida (2007) e Décio (2010) com a presenca de 6leo de soja, designaram
uma possivel via alternativa de ingestdo do ingrediente ativo, inferindo a a¢do da glandula
pos-faringea na metabolizacdo dos compostos lipidicos, ja confirmado anteriormente em

estudos de Bueno (2005).
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2.4 Sistema excretor

Os tibulos de Malpighi s3o os principais o0rgaos excretores dos insetos e sio
responsaveis pela manutengdo da homeostase, tornando as atividades celulares mais
eficientes. Os tibulos produzem um filtrado a partir da hemolinfa, apresentado inicialmente
como um fluido iso-osmético, que serve como carreador dos produtos de excrecao (ROSSI,
2011). Assim, pode-se eliminar substincias toxicas como amodnia, acido Urico e outros
catabdlitos e ainda segregar substancias presentes na hemolinfa e reabsorver componentes
uteis ao organismo (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1975; MELLO, 1979;
GILLOTT, 1980; CAETANO, 1988).

Os tubulos estdo presentes entre a regido de inser¢do do ventriculo e do intestino
posterior e se apresentam como filamentos simples, delgados e longos, de fundo cego, com a
extremidade distal livre na hemocele (CAETANO, 1988). Em cortes transversais, essas
estruturas apresentam-se como anéis. Os tubulos sdo constituidos por uma camada de células
epiteliais que repousam sobre uma lamina basal (ROSSI, 2011).

Além disso, ha presenga de granulos, que podem ser chamados de granulos
mineralizados (MARTINELLI, 1998), esterocristais (OLAVARRIETA, 2000), esferocristais
mineiras (CAETANO; CRUZ- LANDIM, 1983), entre outros. Essas estruturas podem
estocar e absorver ions (BILLINGSLEY et al., 1989), além de conter elementos acumulados
como calcio, cobre e ferro (CHAPMAN, 1985). Essas estruturas também podem estar
presentes no ventriculo. Os ions estocados e absorvidos podem ser langados dentro dos
conteudos do intestino e, depois de um periodo de acumulo, podem esvaziar ou desaparecer
como uma consequéncia dos conteudos estarem sendo utilizados depois de um periodo
temporario de estocagem (CHAPMAN, 1985).

Nas formigas, os tibulos sdo dotados de fibras musculares, dispostas helicoidalmente,
que aumentam o contato da hemocele com a hemolinfa, cuja fun¢do ¢ provavelmente

promover o fluxo do contetudo do laimen (CAETANO; JAFFE & ZARA, 2002).

2.5 Sistema digestorio

A morfologia do sistema digestorio das formigas, em geral, apresenta pouca
variabilidade e ¢ bastante semelhante a encontrada em outros insetos. Sua organizacao

compreende trés regides basicas: intestino anterior (estomodeo), posterior (proctodeo), que
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apresentam origem ectodérmica e o intestino médio (ventriculo), que apresenta origem
endodérmica.

O sistema digestivo dos insetos estd localizado entre musculos corporais e tibulos
traqueais (DECIO, 2010), com esfincteres (CAETANO, 1984, 1988), a0 mesmo tempo em
que ¢ inervado por nervos motores € pelo sistema nervoso entomogastrico controlando o fluxo
de alimento (CHAPMAN, 1975; SNODGRASS, 1935; WIGGLESWORTH, 1972 apud
SUMIDA, 2007)

As regides anterior e posterior sao revestidas por uma cuticula, que ¢ impermeavel a
particulas de alta massa molecular (CHAPMAN, 1998). No entanto, hd uma diferenga entre a
cuticula do proctodeo em relagdo a do estomodeo, sendo que a proctodeo apresenta a cuticula
menos espessa e, portanto mais permeavel.

O intestino anterior (estomddeo) ¢ composto pela cavidade bucal, faringe, es6fago, papo
e proventriculo (FERNANDES, 2009). A abertura da boca estd localizada na posi¢do antero
superior, antes da cavidade pré-oral e da cavidade infrabucal, seguida por um prolongamento
da faringe, e por fim o es6fago, que corresponde a um tubo longo que atravessa o restante da
cabeca, todo o mesossoma e a cintura, alcangando o papo anterior do gaster e por fim, o
proventriculo, limite entre os intestinos anterior ¢ médio (CAETANO, 1990), que controla a
passagem de nutrientes do papo para o intestino médio (CHAPMAN, 1998). Quando o
proventriculo apresenta-se desenvolvido, ¢ possivel observar uma projecdo de sua parte
posterior para o interior do intestino médio formando a valvula cardiaca (BILLINGSLEY &
LEHANE, 1992 apud FERNANDES, 2009).

O intestino posterior (proctodeo) corresponde a porc¢ao final do canal alimentar e
apresenta basicamente trés regides: o piloro, o ileo e o reto. No reto ha a presenga de papilas
retais que tem a funcdo de reabsorver 4gua e ions importantes, tais como sédio e potassio, a
fim de manter o equilibrio fisioldégico do organismo (WALL; OSCHMAN, 1975). O piloro ¢
a regido de transi¢do entre o intestino médio (ventriculo) e o intestino posterior, e na maioria
das vezes € o local onde surgem os tiibulos de Malpighi (CHAPMAN, 1998).

O intestino médio (ventriculo) corresponde ao estdmago propriamente dito
(TOMOTAKE, 1996). Com sua origem endodérmica, ele est4 diretamente envolvido tanto na
producdo de enzimas digestivas quanto na absor¢do dos produtos de digestaio (CHAPMAN,
1998).

O ventriculo possui basicamente dois tipos de células: as digestivas e as regenerativas.
As células digestivas sdo longas e abundantes, constituindo o epitélio ventricular

(CAETANO, 1977). Essas células formam uma unica camada composta basicamente de
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células colunares funcionais que podem também ser denominadas de células principais ou
enterdcitos, e realizam diferentes fungdes durante o ciclo de vida, tais como secrecao de
enzimas, de glicoproteinas, da membrana peritréfica, absor¢ao e armazenamento de produtos
organicos e inorganicos (MARTOJA et al., 1984). Dentre as células digestivas, podemos
encontrar as goblet cells ou vesiculas de secre¢do, que apresentam-se unidas por um apice
rico em microvilosidades, formando uma cavidade que se abre para o limen do ventriculo,
além de possuirem funcao secretora (CAETANO et al., 1994). Alguns estudos também tém
apresentado fungdes as goblet cells relacionadas ao equilibrio osmoético dos insetos
(LEHANE; BILLINGSLEY, 1996 apud BARON et al, 2011).

As células regenerativas podem ser encontradas isoladas ou reunidas em pequenos
grupos ou ninhos de células diminutas junto a membrana basal do ventriculo, e a sua principal
funcao ¢ repor as células do intestino médio, cuja vida ¢ limitada, substituindo células velhas

ou com danos funcionais (MARTOJA et al., 1984), renovando assim o epitélio digestivo.
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3 OBJETIVOS

e Verificar a potencialidade toxica do ingrediente ativo Thiamethoxam nas para operarias

médias de A. sexdens rubropilosa através de bioensaios toxicologicos por ingestao.

e Encontrar uma concentra¢do adequada do ingrediente ativo para realizagdo da analise

morfologica das glandulas pds-faringeas, tibulos de Malpighi e ventriculo.

e Verificar possiveis alteragdes morfologicas por meio da microscopia de luz, causadas
pela ingestdo do Thiamethoxam na concentracdo adequada, verificada nos bioensaios

toxicologicos nas glandulas pos-faringeas, tubulos de Malpighi e ventriculo.



22

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Teste de toxicidade (Bioensaios)

Para a realizagdo dos experimentos, operarias médias de A. sexdens rubropilosa foram
coletadas do formigueiro mantido no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), localizado
na UNESP de Rio Claro/SP. As formigas coletadas foram armazenadas temporariamente em
bandejas de plastico com as laterais revestidas com Teflon. Apds a coleta, as formigas foram
distribuidas em placas de Petri de plastico, forradas com papel filtro. Para cada tratamento
foram utilizadas 50 operarias, sendo estas distribuidas em cinco placas de Petri, sendo o total
de 10 formigas para cada placa, além dos grupos controle.

Para a manutencdo das formigas isoladas do formigueiro, foram utilizadas dietas
artificiais sélidas preparadas com 5 g de glicose, 1 g de peptona bacteriologica, 0.1 g de
extrato de levedura e 1.5 g de agar bacterioldgico, dissolvidos em 100 mL de 4dgua destilada.
Apds a mistura dos componentes, a dieta foi levada ao forno de microondas para melhor
solubiliza¢dao dos ingredientes e, posteriormente autoclavada a 120°C e 1 atm por 20 minutos
(BUENO et al., 1997). A dieta artificial preparada sem adi¢gdo de nenhum componente, a nao
ser os citados acima, ¢ denominada dieta pura.

Inicialmente, para realizacao dos ensaios toxicologicos foi utilizado o ingrediente ativo
thiamethoxam em diferentes concentragdes (0,001%; 0,0001%; 0,00005% e 0,00001%). Cada
uma delas foi solubilizada em solugao 9:1 de acetona e 6leo (9 mL de acetona para 1 mL de
6leo).

A quantidade dissolvida (em miligramas) de thiamethoxam em solu¢do acetona+dleo
foi definida com base em calculos. Com as solu¢des devidamente prontas, foi pipetado 0,3mL
da solugio (Thiamethoxam + solugdo Acetona e Oleo), e vertidos em placa de Petri
previamente esterilizadas em autoclave, contendo 30mL de dieta pura liquida, ainda quente.
Além dos tratamentos, também foram feitos dois grupos controle, sendo:

- Controle Dieta Pura: 30 mL de dicta sem nenhuma adicao;

- Controle Acetona + Oleo: 30 mL de dieta pura com adigio de 0,3mL de solugdo
acetona + 6leo.

Apos o resfriamento e a solidificagdo, as dietas foram embrulhadas em filme de PVC e
mantida em geladeira, sendo utilizada durante todo o periodo do experimento.
O experimento foi avaliado diariamente para troca das dietas e retirada de formigas

mortas, além da observacdo de sintomas, durante um periodo de 25 dias. As placas contendo
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as formigas foram mantidas em BOD com temperatura média de 24°C e umidade relativa
acima de 70%. Os dados obtidos foram comparados através do teste “log-rank”, software
Graph-Pad, aplicativo Prism 3.0, com nivel de significancia a 0,05%.

Apds a realizagdo desse teste inicial, foi definida a melhor concentragdo para dar
continuidade ao trabalho de andlise morfologica, e a partir dos resultados obtidos, outro
ensaio foi realizado, porém dessa vez, com uma unica concentragdo, sendo thiamethoxam
0,00005%.

Foram feitas duplicatas do controle dieta pura, dieta pura + solucdo de acetona e 6leo e
a concentragdo de thiamethoxam 0,0005%, sendo uma bateria relativa a analise de toxicidade
durante 25 dias e outra relativa a coleta das formigas para analise morfologica das glandulas
pos-faringeas, tubulos de Malpighi e ventriculos, em dia pré-determinado de acordo com os

sintomas apresentados no experimento inicial.

4.2 Analise morfologica por microscopia de luz

Operarias médias de A. sexdens rubropilosa foram coletadas no quinto dia de
experimento dos grupos controle e do grupo experimental (thiamethoxam 0,00005%) ainda
vivas, entretanto, apresentando sintomas de intoxicag¢do. Para dissecacdo, as formigas foram
colocadas em freezer por aproximadamente 1 minuto e, em seguida foram rapidamente
dissecadas em solucdo salina 0,06% para retirada dos Orgdos, que posteriormente foram
fixados em paraformoldeido a 4%, durante um periodo de 48 horas, em freezer.

Posteriormente, os orgdos dissecados e fixados foram lavados em tampao fosfato de
sodio 0,IM (pH=7,4), desidratados em uma série crescente de alcoois (70% a 90%), por
aproximadamente 5 minutos cada, e, em seguida transferidos para a resina de embebicdo
(overnight). Apds a embebigdo, os 6rgaos foram incluidos em historesina.

Nos blocos de historesina obtidos foram feitas secgdes histologicas de 6 um de espessura,

estendidos sobre laminas de vidro e secas em temperatura ambiente.

4.2.1. Técnica de Hematoxilina de Harris — Eosina aquosa (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983)

As secgoes histologicas foram hidratadas por 1 minuto em agua destilada e coradas

com hematoxilina por 10 minutos e, posteriormente, mantidas em cubetas com agua por 4
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minutos e depois colocadas em 4gua corrente para que a reacdo ocorresse. Em seguida, as
laminas foram coradas com eosina por 5 minutos e lavadas em agua corrente. Depois de
secas, as laminas foram cobertas com Balsamo do Canada e laminula, observadas e
fotodocumentadas em fotomicroscopio de luz localizado no Centro de Estudos de Insetos

Sociais (CEIS).
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de toxicidade (Bioensaios)

Os resultados obtidos no tratamento com thiamethoxam nas concentra¢des de 0,001%;
0,0001%; 0,00005% e 0,00001% estdo representados na Tabela 1, o qual representa a
porcentagem de mortalidade acumulada diariamente (%), o valor da mediana (Md) e a
interpretagdo do teste ndo-paramétrico “log-rank”. Na Figura 2 estdo representadas as curvas
de sobrevivéncia.

No geral, as formigas passaram a apresentar sintomas de intoxicacdo (dificuldade de
locomocgao, tremores nas pernas, descontrole motor) entre o primeiro € o segundo dia, sendo
que todos os tratamentos apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle acetona
e 6leo, o qual foi comparado estatisticamente com todas as concentragdes devido ao
ingrediente ativo ter sido solubilizado nesta solugdo. A concentracdo que obteve maior
destaque para dar continuidade a analise morfologica das formigas contaminadas com
thiamethoxam foi a de 0,00005%, onde a mediana (50% das formigas mortas) foi alcangada

com 5 dias e a mortalidade total das operarias ocorreu com 18 dias de experimento (Fig. 2).
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Tabela 1. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias médias de A.
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com
Thiamethoxam nas concentragoes 0,001%, 0,0001%, 0,00005% ¢ 0,00001%.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 0 0 2 2 2 16 32 50 68 21,5a
Controle Acetona+Oleo 2 2 2 4 8 18 24 40 48 56 22,5a
Thiamet. 0,001% 10 46 88 100 100 100 100 100 100 100 3D
Thiamet. 0,0001% 2 30 70 100 100 100 100 100 100 100 3b
Thiamet. 0,00001% 2 16 44 94 100 100 100 100 100 100 4b
Thiamet. 0,00005% 2 12 32 64 8 82 88 98 100 100 5b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de operarias médias de A. sexdens rubropilosa submetidas
ao bioensaio de toxicidade em dieta artificial, durante 25 dias, com Thiamethoxam, nas
concentragdes de 0,001%, 0,0001%, 0,00001% e 0,00005%.
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Os resultados obtidos no experimento com thiamethoxam na concentragdo de 0,00005%
estdo representados na Tabela 2, o qual representa a porcentagem de mortalidade acumulada
diariamente (%), o valor da mediana (Md) e a interpretacdo do teste ndo-paramétrico “log-
rank”. Na Figura 3 estdo representadas as curvas de sobrevivéncia das operarias médias na
concentragdo de 0,00005%.

O tratamento apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle,
apresentando mediana com 5 dias de experimento, alcancando a mortalidade total no 11° dia
de experimento. Paralelo a esse experimento, uma bateria idéntica foi montada para realizagao
da analise morfologica das estruturas. Para isso, as formigas foram dissecadas no 5° dia de

experimento.
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Tabela 2. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias médias de A.
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de toxicidade em dieta artificial com
thiamethoxam, pelo método acetona+o6leo, na concentragdao de 0,00005%.

% acumulada de mortalidade por dia

*
Tratamento 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md
Controle Dieta Pura 0 0 0 0 2 6 16 24 46 52 25a
Controle Acetona+Oleo 0 0 0 4 10 10 18 26 26 48 >25a
Thiamethoxam
0,00005% 0 0 2 56 80 88 96 100 100 100 6,0b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia de operarias médias de A. sexdens rubropilosa submetidas
ao bioensaio de toxicidade em dieta artificial com thiamethoxam, durante 25 dias, pelo
método acetona+o6leo, na concentracao de 0,00005%.
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5.2 Analise morfologica por microscopia de luz

Os resultados obtidos na analise morfolégica por microscopia de luz estd apresentado
e discutido de acordo com as estruturas das glandulas pos-faringea, tubulo de Malpighi e

ventriculo.

5.2.1 Glandula Pés-Faringea

A glandula pos-faringea encontra-se acima do palato, constituida por numerosas
digitagdes com aspectos tubulares, sendo estas compostas por epitélio simples com células
cilindricas, além da presenca de cuticula revestindo o lumen. (Fig. 4A)

Nas Figuras 4A-B podemos visualizar a glandula pos-faringea de Atta sexdens
rubropilosa do grupo controle (dieta pura). E possivel observar o epitélio simples, com suas
células cilindricas, bem como o lumen e a cuticula que o reveste. Percebe-se ainda que as
caracteristicas celulares apresentam-se intactas. Os nucleos mantiveram-se integros, com
aspecto ovalado, e ¢ possivel verificar alguns nucléolos tipicos (Fig, 4A-B).

No grupo controle (acetona + 6leo) € possivel verificar a presenga de nucleos
aparentemente integros, o limen e a cuticula, como no grupo controle (dieta pura) (Fig. 4C-
D).

No grupo tratado com thiamethoxam, as glandulas pos-faringeas apresentaram as
cé¢lulas do epitélio desorganizadas quando comparadas aos grupos controle (dieta pura e
acetona + 06leo), além da presenca de algumas vacuolizagdes citoplasmaticas. Também ¢

possivel observar, aparentemente, alguns nucleos achatados (Fig, 4E-F).
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Figura 4. Secgoes histologicas das glandulas pos-faringeas de operarias médias de A. sexdens
rubropilosa coradas com Hematoxilia-Eosina. A-B - Grupo controle (dieta pura): é possivel
observar o epitélio simples (ep) sem alteragdes, com nucleos (n) e nucléolos (seta branca)
intactos (n). Nota-se ainda o citoplasma, a cuticula (seta escura) e o limen (I) sem alteragdes
morfoldgicas. Escalas= 20 pm; C-D - Grupo controle (acetona + éleo): Presenga de nucleos
(n) intactos. Observa-se ainda o lumen (I) e a cuticula (seta escura). Escala= 20 um e 40 um,
respectivamente; E-F- Grupo tratado com thiamethoxam 0,00005%: ¢ possivel notar a
desorganizagio do epitélio (ep). No entanto, é possivel verificar niicleos achatados (n). E
possivel observar vacuolizagao citoplasmatica (v) e o lamen (1) do lobo digitiforme. Escalas =

20 um e 40 pum, respectivamente.
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4.2.2 Tubulo de Malpighi

Os tibulos de Malpighi apresentam um limen revestido por cuticula e uma camada de
células epiteliais (Fig. SA).

No grupo controle (dieta pura) observa-se nos tubulos de Malpighi os granulos
mineralizados no interior das células epiteliais, em corte transversal aparecem como anéis
(Fig, 5A-B), bem como os nucleos, os quais apresentam-se intactos. Ndo foi possivel
observar os nucléolos.

O grupo controle (acetona + 6leo) também apresentou poucas alteragdes morfoldgicas,
podendo ser observado quantidades semelhantes de granulos mineralizados (Figura 5C-D)
quando comparados ao controle dieta pura (Fig. 5A), bem como os nucleos intactos. E
possivel observar vacuolizagdes citoplasmaticas (Fig. 5C)

No grupo tratado com thiamethoxam 0,00005% os tibulos de Malpighi apresentaram
pouco aumento na presenca de granulos mineralizados (Fig. 5F) quando comparado aos
controles de dieta pura (Fig. SA-B) e de acetona + 6leo (Fig. 5C-D). Além disso, ¢ possivel

observar vacuolizacdes citoplasmaticas (Fig. SE-F).
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Figura 5. Secgdes histologicas dos tubulos de Malpighi de operarias médias de Atta sexdens
rubropilosa coradas com Hematoxilia-Eosina. A-B — Grupo controle (dieta pura): nota-se
os tubulos de Malpighi com nucleos (nm) intactos, além de granulos mineralizados (seta
branca) no interior das células epiteliais. Em corte transversal aparecem como anéis. Escalas
= 20 um; C-D — Grupo controle (acetona + o6leo): ¢ possivel observar os nticleos (n)
intactos, bem como quantidades semelhantes de granulos mineralizados (seta branca)
comparadas ao controle dieta pura. E possivel observar vacuolizagdes citoplasmaticas (V).
Escalas = 40 pm; E-F — Grupo tratado com thiamethoxam 0,00005%: ¢ possivel vizualizar
um pequeno aumento na quantidade de granulos mineralizados (seta branca), além de
vacuolizagdes citoplasmaticas (v). Nao foi possivel observar nucleos e nem nucléolos na

figura devido ao tamanho e quantidade de granulos mineralizados. Escalas = 40 um.
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4.2.3 Ventriculo (intestino médio)

Basicamente, o ventriculo apresenta dois tipos de células: as células digestivas (Fig.
6A) ¢ as células regenerativas (Fig. 6A-B). As células digestivas sdo formadas por células
colunares, ou células principais, formando o epitélio ventricular. Dentre as células digestivas,
existem as goblet cells (Fig. 6B). As células regenerativas podem ser encontradas isoladas ou
agrupadas em pequenos ninhos de células junto a membrana basal do epitélio ventricular (Fig.
6A-B).

No grupo controle (dieta pura) foi possivel observar os ninhos de células regenerativas
no epitélio ventricular, além das goblet cells (Fig. 6B). Neste grupo, o epitélio ventricular ndo
apresentou alteragdes morfologicas. O mesmo foi observado para o outro grupo controle
(acetona + 0leo), o qual também nao foi observado nenhuma alteracdo morfolégica (Fig. 6C-
D).

No grupo tratado com thiamethoxam 0,00005% observa-se alteragdes no epitélio
ventricular (Fig. 6E-F), quando comparado aos grupos controles (Figura 6A-C) tais como a
vacuolizagdo citoplasmatica, bem como a auséncia de ninhos de células regenerativas e
vesiculas de secre¢ao (Fig. 6E-F). Além disso, também ha presenga de alguns nucleos

picnéticos (Fig. 6F).
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Figura 6. Seccdes histologicas do intestino médio (ventriculo) de operarias de Atta sexdens
rubropilosa coradas com Hematoxilia-Eosina. A-B- Grupo controle (dieta pura): ¢ possivel
observar o epitélio ventricular (ep) com ninhos de células regenerativas (seta escura), cé¢lulas
digestivas (dc), ¢ ntcleos intactos (n). Nota-se também a presenca das goblet cells (gc¢). O
epitélio ventricular esta sobre a membrana basal (seta branca) e esta recoberto por
musculatura longitudinal (seta branca). Escalas = 20 um.; C-D- Grupo controle (acetona +
6leo): assim como o controle dieta pura, ¢ possivel observar os ninhos de células
regenerativas (seta escura), bem como o epitélio ventricular (ep), as goblet cells (gc). Os
nucleos aparentemente apresentaram-se normais. Escalas = 20 um; E-F- Grupo tratado com
Thiamethoxam 0,00005%: ¢ possivel observar uma desorganiza¢cdo no epitélio ventricular
(ep). Visualiza-se poucas goblet cells (gc¢) ¢ inimeras vacuolizagdes citoplasmaticas (V)
.Nota-se ainda alguns nticleos picndticos (np), bem como alguns nicleos (n) aparentemente

intactos. Escalas =20 um e 40 um, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A eficacia das iscas depende, em geral, do fato de possuirem um ingrediente ativo
adequado, o qual deve apresentar caracteristicas que possibilitem que a estrutura social ¢ o
mecanismo de defesa desses insetos sejam incapazes de impedir a intoxicagao de toda ou pelo
menos parte da colonia (NAKAMOTO, 1998). Para que sejam ideais, esses compostos devem
agir em baixas concentragdes e apresentar acdo acumulativa por ingestio (BUENO;
CAMPOS-FARINHA, 1999), e principalmente, deve apresentar acdo retardada.

Diferentes ingredientes ativos sdo utilizados na tentativa de controle de formigas
cortadeiras, dentre eles sulfluramida, acido boérico, hidrametilnona, thiamethoxam entre
outros. A sulfluramida atua como inibidor da respiragdao celular e na sintese de ATP em
insetos (SUMIDA, 2007). O acido borico pode causar a interrupcao da regulagdo da agua e da
adesao celular (KLOTS et al, 2000 apud SUMIDA, 2007). A hidrametilnona, assim como a
Sulfluramida inibe a respiracdo celular, atuando no transporte de elétrons no interior das
mitocondrias (JACOB, 2002 apud SUMIDA, 2007). O thiamethoxam ¢ um composto que
apresenta efeito agonista sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina de insetos, impedindo
a propagagao do impulso nervoso.

Testes de toxicidade realizados em operarias de A. sexdens rubropilosa utilizando
hidrametilnona obtiveram resultados satisfatorios para esse ingrediente ativo (BUENO, 2005;
DECIO, 2010) , mostrando que ele apresentava um efeito de agdo retardado, necessario para a
composicdo de um inseticida para que este seja eficiente. Nos mesmos trabalhos, esses
autores também testaram a eficacia ao adicionar o 6leo de soja ao solvente para solubilizagao
do ingrediente ativo, potencializando o efeito do mesmo. De acordo com Bueno (2005),
operarias que recebem junto a sua dieta 6leo de soja, mostram modificacdes em termos de
aumento de volume das digitacdes da glindula pos-faringea, fazendo com que estas se
apresentem targidas.

No presente estudo, os resultados mostraram que o thiamethoxam também apresentou
efeito de acdo retardada na concentragao utilizada, assim como a hidrametilnona, relatado por
Décio (2010), uma vez que as concentracdes 0,001%; 0,0001%; 0,00001% e 0,00005%
apresentaram mediana (metade das formigas mortas) no 3° 3° 4° e 5° dia de experimento,
respectivamente. Esses dados corroboram os estudos de Stringer e colaboradores (1964) que
diz que um dos requisitos importantes para um ingrediente ativo ser eficiente ¢ a substincia
toxica causar mortalidade menor que 15% das operarias nas primeiras 24 horas de

experimento, evidenciando dessa maneira o efeito de agdo retardada do composto. No
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presente estudo, todas as concentragdes mostraram-se muito eficientes, no entanto, a escolha
da concentragdo thiamethoxam 0,00005% para a andlise morfologica se deu devido a sua
mediana, no 5° dia de experimento, sendo possivel a coleta das formigas apresentando
sintomas de intoxica¢do, como dificuldade de locomogao, tremores nas pernas, descontrole
motor, entre outros, como relatado por Bueno (2005). Assim, foram realizadas analises
histologicas nas glandulas pos-faringeas, tubulos de Malpighi e ventriculo intoxicadas com
Thiamethoxam 0,00005%.

Os resultados histologicos mostraram que as glandulas pds-faringeas de A. sexdens
rubropilosa tratadas com Thiamethoxam 0,00005% ndo apresentaram alteragdes morfologicas
significativas. Estudos realizados por Décio (2010) mostraram que para o ingrediente ativo
hidrametilnona as glandulas pds-faringeas da mesma espécie de formiga apresentou alteracdes
morfoldgicas e ultraestruturais significativas. Segundo sua justificativa, esses resultados
foram obtidos possivelmente pela presenca do 6leo de soja ter influenciado no transporte e no
acimulo da substancia hidrametilnona na glandula.

A glandula pos-faringea esta envolvida no metabolismo de lipidios. Assim, a presenca
de oleo na dieta contaminada deveria ter promovido o transporte de maior parte do alimento
para a glandula, corroborando com estudos anteriores. No entanto, a partir dos resultados
obtidos em nosso estudo nao foi possivel verificar alteragdes relevantes na estrutura da
glandula pos-faringea do grupo contaminado, com exce¢do de uma pequena desorganizagao
do epitélio glandular, sendo possivel visualizar os nucleos e nucléolos intactos. Estes
resultados podem tentar ser justificados com base em duas hipoteses. A primeira delas com
base de que ndo foi possivel observa alteragdes relevantes a nivel histologico, no entanto ¢
possivel que essas alteragdes estejam a niveis ultraestruturais. A segunda delas ¢ de que a
concentracdo do ingrediente ativo foi relativamente baixa. Estudos realizados por Nominato
(2012) mostraram que a taxa de mortalidade, e consequentemente, a contaminacao pelo
composto, ¢ crescente quando aumenta-se a concentragao do inseticida e esse fato pode estar
relacionado com a presenga e a agdo de varios metabolitos.

No grupo controle (dieta pura) ndo foi observado altera¢des na glandula. Entretanto, ¢
possivel notar que no grupo controle acetona + 6leo houve um aumento na espessura do
epitélio, diferentemente do grupo controle (dieta pura), evidenciando os estudos de Bueno
(2005), que mostraram que as formigas que receberam 6leo em sua dieta apresentaram uma
turgidez na glandula quando comparada ao grupo controle (sem 6leo). Neste estudo podemos
inferir também que o dleo ndo tenha afetado significativamente na agdo do thiamethoxam nas

glandulas pods-faringeas, possivelmente o tempo de exposicdo (5 dias) ndo tenha sido
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suficiente para provocar alteragdes morfoldgicas significativas, mostrando apenas que o
ingrediente ativo, semelhante em outros estudos, causou apenas aumento na espessura do
epitélio glandular.

Em relagdo aos tubulos de Malpighi, os resultados obtidos mostraram que essa estrutura
apresentou alteragdes apenas para o grupo tratado com thiamethoxam 0,00005%, sendo estas
relacionadas a maior quantidade de granulos mineralizados. Segundo Caetano e colaboradores
(1983), os granulos sdao constituidos de residuos metabdlicos de filtrados da hemolinfa. A
quantidade e o grau de desenvolvimento dos granulos mineralizados podem indicar a
atividade metabolica das células (OLAVARRIETA, 2000), sendo que, quanto maior a
quantidade de granulos, maior a atividade. Sendo assim, o aumento na quantidade de granulos
nessas estruturas de operdrias tratadas com thiamethoxam pode sugerir que as células dos
tabulos de Malpighi possivelmente estariam aumentando a atividade metabolica para excretar
e eliminar residuos metabolicos provaveis do ingrediente ativo, vindos da hemolinfa.
Contudo, as vacuolizagdes citoplasmaticas podem representar um indicativo de degeneragao
celular.

Nesta pesquisa, foi possivel perceber através dos resultados morfologicos do presente
estudo que a estrutura mais afetada pelo ingrediente ativo foi o ventriculo. Estudos de Décio
(2010) mostraram que para o ingrediente ativo hidrametilnona, tanto as glandulas pos-
faringeas, quanto os tubulos de Malpighi e ventriculos apresentaram alteragdes morfologicas
drasticas pela agao do ingrediente ativo. Esses resultados confirmam estudos anteriores de
Sumida (2007), para hidrametilnona, também testou acido Bérico e sulfluramida.

Ainda em relagdo ao ventriculo, os controles (dieta pura e acetona + 6leo) nao
apresentaram alteragdes morfoldgicas no epitélio ventricular. Assim, podemos inferir que a
presenca de somente acetona + 6leo na dieta ndo influenciou na degradagdo do epitélio do
ventriculo. No entanto, quando solubilizamos o ingrediente ativo Thiamethoxam em soluc¢do
de acetona + o6leo pudemos verificar que o composto causou alteracdes morfologicas,
apresentando vacuolizacdo citoplasmatica, além da picnose nuclear e diminui¢do sigficante da
quantidade de vesiculas de secre¢do no epitélio ventricular. Assim, os vacuolos e nucleos
picnoéticos presentes podem ser indicativos de morte celular programada (SUMIDA, 2007).

As vesiculas de secre¢do ou goblet cells, presentes no ventriculo, estdo unidas por seu
apice rico em microvilosidades (CAETANO et al, 1994). Estudos de Décio (2010)
mostraram que quando analisadas a nivel celular, as vesiculas de secre¢do apresentam uma
diminui¢do da quantidade de microvilosidades, podendo indicar morte celular. Alguns estudos

evidenciaram essa caracteristica em glandulas de seda de Melipona quadrifasciata devido a
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perda de microvilosidades na apoptose (SILVA DE MORAES; CRUZ-LADIM, 1979). No
entanto, em formigas foi observado que apesar da perda das microvilosidades, o fato de
apresentar vesiculas de secre¢do, mesmo que poucas, seria um indicativo de que a célula nao
perdeu sua atividade secretora, podendo inferir que essa redugdo da quantidade de
microvilosidades poderia também estar associada a um mecanismo de compensacdo celular
em resposta ao estresse causado para a célula, como uma alternativa em diminuir a
capacidade de absor¢do do alimento ingerido o qual apresentava-se contaminado.

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, o thiamethoxam causou maiores
danos ao intestino médio (ventriculo), diferentemente de outros resultados obtidos
anteriormente em trabalhos realizados com outros compostos, sendo estes também
solubilizados em acetona + 6leo. Este fato pode ser explicado em relagdo as diferentes
variacoes da atividade enzimadtica responsaveis pela desintoxicagdao nesses insetos. Enzimas
presentes no intestino médio como epoxidase e hidrolase sdo conhecidas por desempenhar um
importante papel na desintoxicacdo de inseticidas (NOMINATO, 2012). No entanto, a
capacidade de desintoxica¢do pode diminuir de acordo com a perda de proteinas do intestino
médio. Esse fato ocorreu em abelhas forrageiras de A. melifera contaminadas com
thiamethoxam, onde foi notada uma diminui¢do na quantidade de proteinas, impedindo o sua
funcao de desintoxicagdo. Contudo, a acao do ingrediente ativo foi mais especifica, causando
alteragdes morfologicas no ventriculo, ao contrario do estudo de Décio (2010) e Sumida
(2007), as quais verificaram alteragdes significativas em todos os tecidos observados

(glandula pos-faringea, tibulos de Malpighi e ventriculo).
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6 CONCLUSOES

- Os resultados obtidos nos testes toxicologicos com thiamethoxam mostraram que o
ingrediente ativo apresenta atividade significante para operarias médias de Atta sexdens

rubropilosa em todas as concentragdes testadas no presente estudo.

- Por apresentar atividade retardada em diferentes concentragdes utilizadas no presente
estudo (0,001%, 0,0001%, 0,00005% e 0,00001%), o thiamethoxam mostra-se como um

eficiente ingrediente ativo para o controle de formigas cortadeiras.

- Os dados morfologicos obtidos através da andlise histologica da glandula po-
faringea, tubulo de Malpighi e ventriculo mostraram que o thiamethoxam atua eficientemente
no ventriculo, mas ndo de maneira significativa nas glandulas pos-faringeas e nos tibulos de
Malpighi, diferentemente de outros ingredientes ativos, com sulfluramida, hidrametilnona e

acido borico.

- Os resultados apresentados nas analises morfoldgicas do ventriculo mostraram que
esse € o orgao mais afetado, podendo ser observados a formagao de vactiolos citoplasmaticos
e nacleos picnoticos que podem ser indicativos de morte celular. Portanto, podemos inferir
que para a concentragdo de thiamethoxam 0,00005%, sua a¢do inicial ¢ no ventriculo e

posteriormente em outros tecidos, como glandulas pds-faringeas e tibulos de Malpighi.
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