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RESUMO

A presenca de microorganismos no trato digestivo de formigas da tribo Cephalotini
(Subfamilia Myrmicinae) e do género Dolichoderus (Subfamilia Dolichoderinae), tem sido
motivo de vérias especulagdes entre os mirmecologistas. Entretanto ndo existem dados
sobre muitas das caracteristicas da relacdo destes microorganismos descobertos a menos de
25 anos, principalmente no que concerne o0s aspectos histoquimicos, enzimologicos e
também ultramorfolégicos.

Assim sendo, foram realizados estudos comparados do proventriculo, ventriculo e do
ileo de trés espécies pertencentes ao género Cephalotes: C. atratus, C. clypeatus e C.
pusillus, e do ventriculo de uma espécie do género Dolichoderus: Dolichoderus (=Monacis)
bispinosus, objetivando buscar relacbes entre as espécies, assim como, diferencas
enzimoldgicas e histoquimicas tanto da parede como do conteddo de destas por¢bes do
trato digestivo, que possam ser utilizadas para a compreensdo da funcéo intestinal, bem
como esclarecer quais e como 0s recursos alimentares sdo aproveitados em cada parte do
trato digestivo. Das especies de Cephalotes foram feitas analises ultramorfoldgicas.

Os resultados tanto de natureza enzimoldgica quanto de natureza histoquimica de

todas as regiGes estudadas, apresentaram 0 mesmo padrdo para todas as espécies. De



mesma maneira, a secrecdo das células digestivas colunares para todas as espécies
estudadas, foi considerada como do tipo apdcrino.

Na tribo Cephalotini (Myrmicinae) e em Dolichoderus (=Monacis) bispinosus
(Dolichoderinae) o pH levemente acido presente tanto no limen do ventriculo, quanto no
limen do ileo, permite a sobrevivéncia dos microorganismos nestas regides do trato
digestivo.

Assim sendo, a estabilizacdo deste pH estd relacionado com a intensa secrecdo de
fons de Ca"" pelas células digestivas do ventriculo da tribo Cephalotini.

A presenga maciga de microorganismos no ileo de Cephalotini, frente as adaptactes
morfologicas que garantem um elevado suprimento de oxigénio e de metabolitos, somadas
a capacidade absortiva e digestiva observadas nas células epiteliais, nos leva a acreditar que
esta regido do trato digestivo seja uma estrutura bastante especializada e adaptada para
abrigar microorganismos, estabelecendo com eles uma legitima simbiose, que leva a

otimizacg&o dos recursos alimentares explorados por estas formigas.



ABSTRACT

The presence of microorganisms in the digestive tract of Cephalotini tribe
(subfamilly Myrmicinae) and Dolichoderus (subfamily Dolichoderinae) ants has been
causing several speculations among the myrmecologists. However, the data concerning the
relationship of these microorganisms (discovered less than 25 years ago) to the ants are
scarce at the histochemical, enzymological and ultramorphological point of view.

Thus, we carried out studies on the proventriculus, midgut and ileum in three
species of Cephalotes (C. atratus, C, clypeatus and C. pusillus) and the midgut of
Dolichoderus (=Monacis) bispinosus. The histochemical and enzymological aspects of the
epithelium of these structures and their contents were compared among these species. We
tried to understand the function of these organs and establish how each of them takes
advantage of the alimentary sources. Some ultramorphological studies were also carried out
in Cephalotini.

The enzymological and histochemical techniques showed that each studied organ

presented the same pattern when compared among species. In the same way, the secretion



of the digestive cells was also similar. Besides, all of these digestive cells were classified as
apocrine.

In Dolichoderus (=Monacis) bispinosus and all species of Cephalotini studied the
slightly acid pH allows the survival of the microorganisms as in the midgut lumen, as in
ileum's lumen. We propose that, in Cephalotini, the stability of the pH is related to the
intensive secretion of Ca™" by the digestive cells in the midgut.

The morphological adaptations of the ileum in Cephalotini tribe provide high supply
of oxygen and metabolites that also explain the strong presence of microorganisms in this
region. Besides it, the absorptive and digestive capacity of this epithelium indicates that it
could be a very specialized region adapted to maintain microorganisms. These relationships
probably establish a true symbiosis, that optimizes the absorption of the alimentary sources

explored by these ants.



INTRODUCAO

Morfologia geral do trato digestivo

No trato digestivo dos insetos ha trés regides principais com esfincteres (valvulas)
controlando o movimento do alimento entre estas regifes. Tais regides sdo o intestino
anterior (estomodeu), intestino médio (meséntero) e o intestino posterior (proctodeu)
(GULLAM; CRANSTON, 2000).

O intestino anterior e posterior, de origem ectodérmica, sdo revestidos por uma
fina camada cuticular denominada intima, entretanto o intestino médio é de origem
endodérmica, ndo sendo revestido pela camada cuticular vista nas demais regides. Ao
invés disso, existe a matriz peritrofica que o reveste e o protege contra injdrias
(mecénicas ou quimicas) que possam vir a ocorrer pela passagem do bolo alimentar
nesta regido do trato digestivo (CHAPMAN, 1975).

O intestino anterior dos insetos adultos é, em geral, composto das seguintes
partes: cavidade bucal, faringe, esdfago, papo e proventriculo; o intestino médio é
composto pelo ventriculo e cecos gastricos e o intestino posterior pelo intestino fino (ou
ileo) e o reto (SNODGRASS, 1935 apud CAETANO 1984; CHAPMAN, 1975).

As variagdes no tamanho do trato digestivo estdo correlacionadas com a dieta do
inseto, assim sendo, os insetos que tém alimentacdo rica em proteinas tém um trato
digestivo curto, por outro lado os que tém dieta rica em carboidratos apresentam trato

digestivo mais longo, embora possam ocorrer exce¢des (CHAPMAN, 1975).



Os estudos realizados com formigas mostram que, de um modo geral, o trato
digestivo apresenta-se muito semelhante ao das abelhas, com faringe revestida com
delicados espinhos voltados para traz, com funcdo de sugar o alimento liquido em
alguns casos, e em outros de apenas ajudar na degluticdo e comunicar a cavidade bucal
com o esdfago. No final do seu trajeto, o es6fago abre-se em um saco periforme, o papo,
com paredes finas nas quais, como no es6fago, encontra-se uma camada de musculatura
circular e longitudinal externamente ao epitélio. Ndo existem glandulas no papo e a
camada cuticular impede qualquer absorcdo de alimento nessa regido deixando-lhe a
funcdo exclusiva de armazenar alimento. O proventriculo é a parte do intestino anterior
que maior grau de diversificacdo apresenta de uma para outra espécie e segundo Emeri
(1888, apud CAETANO, 1984) é possivel delimitar subfamilias, e quem sabe até
géneros, através das caracteristicas do proventriculo. Esta por¢do do trato digestivo em
muitos casos apresenta nitidamente trés regides: o bulbo que fica dentro do papo; o
pescoco ligando este ao ventriculo, formado por um tubo delgado que em alguns casos
se dilata abruptamente e finalmente, a valvula estomodeal ou cardiaca que se situa no
limen da extremidade anterior do ventriculo (CAETANO, 1984).

Segundo Wheeler (1926, apud CAETANO, 1984), o proventriculo detém grande
importancia social ao permitir o represamento de alimento liquido no papo, este, com
finalidade de transporte e alimentacdo de outros individuos da coldnia.

O bulbo do proventriculo pode ser dividido em lobos, que se fecham pela pressdo
do liquido contido no papo (processo passivo) ou por acdo da musculatura circular ai
presente (processo ativo). O lumen do bulbo apresenta-se em forma de cruz de malta,
esclerotizado, e que pode ser obliterado pela contracdo dos musculos circulares
presentes no pescoco do proventiculo (EISNER, 1957). Assim, acredita-se que 0
desempenho adequado da funcdo social do papo esta relacionado com a eficiéncia do
bulbo do proventriculo (EISNER, 1957; WIGGLESWORTH, 1972 e CAETANO, 1984
e 1988). Caetano et al (1998), acredita que o principal responsavel pelo mecanismo de
trofalaxia nas formigas seja o es6fago, o qual apresenta forte musculatura obliqua
externa.

Nas formigas estudadas até o presente momento, o bulbo do proventriculo mostra-
se constituido por quatro labios moveis, fato este que parece indicar que o aspecto

quadripartido é constante para a familia Formicidae (TOMOTAKE, 1996). Entretanto



Eisner (1957) observou a presenca de seis labios mdveis em Amblyopone australis,
unico dentre os Formicidae.

Os representantes das subfamilias Dolichoderinae, Pseudomyrmicinae e
Formicinae apresentam o bulbo do proventriculo altamente elaborado, com a cupula do
bulbo bastante espessa e com projec6es cuticulares com forma de espinhos cuja fungéo
provavel seria a de barrar a passagem de particulas solidas para o ventriculo (EISNER,
1957; CAETANO, 1984).

O pescoco do proventriculo nas formigas apresenta-se como um tubo delgado, que
liga o proventriculo ao ventriculo, geralmente revestido por duas camadas de
musculatura, uma longitudinal e outra circular (CAETANO, 1984 e 1988;
TOMOTAKE, 1996). Entretanto Eisner (1957) observou varias camadas de musculos
longitudinais em representantes de Formicinae.

A valvula cardiaca ¢é a ultima por¢do do proventriculo e situa-se no interior do
ventriculo. E formada por uma projecdo do epitélio do intestino anterior, que dobra
sobre si mesmo e tem como fungdo impedir o retorno do alimento contido no ventriculo
(EISNER, 1957; WIGGESWORTH, 1972; CAETANO, 1984,1988 e 1989).

O ventriculo ou estbmago apresenta-se como um saco relativamente pequeno,
globular cuja parede é glandular e com capacidade de dilatacdo média (CAETANO,
1984). No ventriculo de algumas espécies da subfamilia Dolichoderinae, existem
simbiontes, cuja funcdo ainda é desconhecida (CAETANO et al, 2002).

Sheffield et al, (1989) e Muyzer et al, (1996) demonstraram que com a técnica
DGGE (Eletroforese em Gel de Gradiente Denaturante) pode-se determinar a variedade
de microorganismos existente no interior do trato digestivo de invertebrados, sem que
haja perda da flora intestinal decorrentes de técnicas que se utilizam meios de cultura.

As variagdes anatémicas do ventriculo parecem ser mais de ordem especifica do
que relacionada com a alimentacdo. Assim sendo, as formigas mais primitivas
apresentam ventriculos longos e as mais derivadas 0s possuem arredondados
(CAETANO, 1989 e TOMOTAKE, 1997).

Histolégicamente o intestino médio é bastante uniforme e as variacBes que
ocorrem sdo mais relacionadas ao tamanho das células digestivas, as quais podem
apresentar-se fisiolégicamente como sendo de dois tipos: aquelas com inUmeras

microvilosidades longas, com corpos com lamina¢do concéntrica e corpos mielinicos



geralmente multiplos (absorcdo e excrecdo) e um segundo tipo com poucas e curtas
microvilosidades, granulos de secrecdo e corpos mielinicos simples (CAETANO;
CRUZ LANDIM, 1983). Em Formica, (JEANTET, 1971, apud CAETANO; CRUZ
LANDIM, 1983) descreve também dois tipos de celulas dentre as chamadas células
digestivas.

As células digestivas sdo colunares, com nucleo na posi¢do mediana e apresentam
citoplasma vacuolizado. As células generativas sdo pequenas e distribuem-se aos grupos
na base das células digestivas sobre a membrana basal. Externamente a membrana basal
sdo encontradas fibras musculares circulares e/ou longitudinais (CAETANO, 1984 e
1988).

Segue-se ao ventriculo, o ileo que apresenta aspecto muito semelhante ao
proventriculo quando em corte transversal, e que depende da acdo de musculos para se
contrair (CAETANO, 1984). Em N. villosa o ileo apresenta na sua porcéo inicial células
sem microvilosidades. Essas células possuem invaginacfes da membrana basal bastante
pronunciada e com poucas mitocondrias. Um segundo tipo de célula surge logo ap6s a
primeira regido e apresentam-se com muitas e longas microvilosidades. Essa regido
contém também inimeras mitocondrias alongadas. Estas células sdo mais altas do que
aquelas da primeira regido. Em ambos os tipos celulares observa-se interdigitacdes das
membranas laterais, extremamente elaboradas, mostrando ser esta uma regido com
grande mobilidade, talvez por acdo da forte musculatura circular ai presente. O primeiro
tipo de célula parece estar relacionado com absorcdo de material da hemolinfa e o
segundo tipo com a absor¢do de material do lumen (CAETANO, 1989).

Quanto a histologia, Caetano (1988), descreve o intestino fino sendo composto
por uma cuticula fina que recobre o epitélio formado por células cubicas. Este epitélio
assenta-se sobre a membrana basal bastante delgada, e abaixo desta encontra-se a
musculatura circular e longitudinal mais externa. Em Dinoponera gigantea e
Panaponera clavata (CAETANO et al, 1986/87), descrevem que nesta regido ocorrem
espinhos cuticulares arranjados em fileiras longitudinais que desaparecem no ponto
onde a musculatura circular regride de volume. Tais espinhos parecem ter a funcdo de
puxar e perfurar a membrana peritréfica.

Apbs o ileo segue-se o reto que se apresenta como uma estrutura saculiforme com

uma camada fina de musculatura recobrindo-o. O reto abre-se no exterior por meio do



anus que é dotado de um esfincter muscular. Encontra-se ainda na parede do reto as
papilas retais (WHEELER, 1926 apud CAETANO 1984 e 1988). Estas papilas sdo
responsaveis pela absorcdo de &gua, ions de sais e aminoécidos (WIGGLESWORTH,
1972).

O numero de papilas retais é constante dentro da subfamilia, exceto Pheidole
(Myrmicinae) que tém numero igual ao das formigas de correicdo (Ecitoninae e
Dorylinae). Podemos encontrar, também, formas aberrantes como no caso dos machos
de Atta sexdens rubropilosa, os quais apresentam duas papilas longas e duas redondas,

estas resultantes da divisao incompleta de uma longa (CAETANO et al, 2002).

A Tribo Cephalotini

A tribo Cephalotini (subfamilia Myrmicinae) contém cerca de 110 espécies
divididas em quatro géneros (Zacryptocerus, Cephalotes, Procryptocerus e
Cryptocerus), compreendendo formigas arboOreas detentoras de peculiaridades
bioldgicas complexas de grande importancia na fauna neotropical, que freqlientemente
tem causado especulacfes aos mirmecologistas a respeito de sua anatomia unica que é
associada habitos alimentares incomuns (HOLLDOBLER; WILSON,1990).

ObservagOes de quatro espécies (Zacryptocerus texanus, Z.rohweri, Cephalotes
atratus e Z.maculatus) mostram que suas dietas podem incluir fezes imidas de passaros,
liquidos extraidos de homdpteros, carnica, e mais notadamente, pélen (WEBER, 1957;
CREIGHTON, 1963 e 1967, ADAMS, 1990 apud WHEELER; ROCHE, 1997). P6len é
uma alimentacdo incomum nas formigas, mas em espécies pertencentes a Tribo
Cephalotini que apresentam comportamento trofalaxico intenso, este tipo de alimento é
frequentemente utilizado (WHEELER; ROCHE, 1997).

No final do século XIX, Emeri relatava notaveis plasticidades estruturais
observadas em proventriculos de diferentes espécies de formigas. Descrigdes sobre o
proventriculo de formigas da tribo Cephalotini feitas por Caetano (1988), mostram uma
estrutura altamente complexa, cuja funcdo parece ser a de separar o alimento liquido do
solido a fim de permitir a passagem daquele para o ventriculo.

Em Zacryptocerus rohweri, Wheeler e Roche (1997) descrevem que o

proventriculo possui o formato de um cogumelo, sendo uma estrutura rigida, fortemente
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esclerotizada e recoberta com densas placas de espinhos. Em um corte transversal da
parede anterior do proventriculo de C. atratus, a referida autora também descreve a
qualidade arborescente da superficie espinhosa e demonstra que particulas > 12.5 pm
ndo passam para o ventriculo onde ocorre a digestdo. Tais descri¢cfes sdo idénticas a
aquelas feitas por Caetano (1984), para as espécies Cephalotes atratus e Zacryptocerus
clypeatus.

Caetano (1984), remete a fragil musculatura do bulbo do proventriculo de
Cephalotes atratus e Zacryptocerus pusillus a uma funcéo filtradora, e ndo a de um
separador de alimentos como visto em abelhas, cuja a musculatura apresenta-se bem
desenvolvida.

O referido autor descreve para o pescogo do proventriculo de Z. pusillus,
musculatura bem desenvolvida e com a presenca de inimeras projecOes cuticulares
arborescentes grandes, que podem completar a acdo do bulbo, além da possibilidade
desta regido funcionar como um esfincter.

Anédlises sobre as caracteristicas anatdbmicas da valvula cardiaca de C. atratus e Z.
pusillus realizadas por Caetano (1984), demonstra ser esta, uma estrutura de tamanho
diminuto que projeta-se para o interior do ventriculo.

Geralmente, cada uma das regides do trato digestivo das formigas apresenta uma
porcao globosa: no intestino anterior € o papo, no intestino médio é o prdprio ventriculo
e no intestino posterior é o reto (CAETANO; LAGE FILHO, 1982).

Entretanto nas formigas da tribo Cephalotini hd uma quarta porcao globosa, o ileo,
que apresenta-se dilatado para abrigar microorganismos como bactérias e fungo
filamentoso néo septado (CAETANO, 1989).

Caetano (1989), descreve o ileo de C. atratus como sendo uma estrutura portadora
de profundas dobras na intima em direcdo ao limen. Esta caracteristica, frente a grossas
camadas de musculatura circular e longitudinal, somadas a grande quantidade de
traqueiolas infiltradas nos tecidos, sugere o aumento da superficie de absorcdo e fixacdo
de bactérias.

Nas formigas desta tribo, ha fortes indicios de que a acdo da forte musculatura
circular sirva também para aumentar o contato dos microorganismos com o material
contido no lumen. As demais por¢6es do trato digestivo sdo tubulares: faringe, eséfago,

proventriculo, ileo e ligacdo reto-anus (CAETANO et al 2002).
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A funcéo destas bactérias e fungo € desconhecida, mas Caetano & Cruz Landim
(1982) sugerem que estes exercam alguma forma de mutualismo alimentar com suas
formigas hospedeiras.

A maneira pela qual estes microorganismos se alojam no trato digestivo destas
formigas parece estar relacionada com uma forma de trofalaxia abdominal de ocorréncia
entre operarias adultas e as recém emergidas, no qual a extrusdo de uma gota de liquido
retal pela operéria € consumido pelo individuo recém emergido. Este comportamento é
comum em cupins, nos quais, os individuos jovens adquirem bactérias e protozoarios
necessarios para a digestdo de celulose (CLEVERLAND, 1926 apud WHEELER,;
ROCHE, 1997).

O fenémeno, observado em Zacryptocerus varians, € iniciado apds a emergéncia
das novas operarias (WILSON,1976; COLE,1980 apud WILSON,1990). O
caracteristico comportamento trofalaxico existente entre individuos recém emergidos e
operarias dessa tribo, chamou a atencdo devido a constatacdo do desenvolvimento de
coloracdo apo6s a realizagdo desta trofalaxia. Assim sendo as jovens operarias, que num
primeiro momento apresentavam-se desprovidas de coloracgdo, iniciam um processo de
aquisicdo da mesma, apés a realizacdo da trofalaxia abdominal (WHEELER, 1984;
BANDAO et al 1987). Estes Ultimos autores verificaram que os individuos recém
nascidos apresentam o ileo dilatado porém sem a caracteristica mancha escura presente
nos adultos (CAETANO, 1984), o que quer dizer que estavam livres de
microorganismaos.

No ventriculo de Cephalotini também foram descritos microorganismos na porc¢ao
mediana e posterior (CAETANO, 1988).

Nesta por¢do do trato digestivo os microorganismos estdo distribuidos num
gradiente crescente da regido proximal para a distal. Poucos microorganismos estéo
localizados livremente no limen, enquanto que a maioria estdo localizadas entre as
microvilosidades de células digestivas. Em muitos casos ha uma pequena depressao no
apice de células digestivas, nas quais encontram-se alojados microorganismos
(CAETANO, 1988).

Em Cephalotini, o epitélio do ventriculo é recoberto pela matriz peritrofica que
consiste de fibras de quitina, proteinas e carboidratos que sdo produzidas na regido

anterior do ventriculo. Esta matriz peritrofica possui poros que permite a passagem de



12

pequenas particulas alimentares e bactérias que vé@o de encontro as células desta por¢édo
do intestino (GULLAM; CRANSTON, 2000).

A auséncia de informacdes sobre os aspectos mais refinados do trato digestivo de
formigas desta tribo levou-nos a vérias perguntas, as quais esperamos conseguir
responder com este projeto.

Deste modo realizamos estudo comparado do ventriculo e do ileo de trés espécies
pertencentes a dois géneros de formigas da tribo Cephalotini: Cephalotes atratus, C.
pusillus e Zacryptocerus clypeatus. Também foi realizado estudo do ventriculo de
Dolichoderus bispinosus. Paralelamente estudos da ultramorfologia do proventriculo

serdo realizados com intuito de buscar relacdes entre as trés espécies.
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Estudo Comparativo da Histologia, Histoquimica e Ultramorfologia do
Proventriculo da tribo Cephalotini (Hymenoptera: Formicidae).

RESUMO:

A utilizacdo da microscopia Otica e microscopia eletrénica de varredura propiciou o
exame comparativo da natureza histologica, histoquimica e ultramorfolégica do bulbo
proventriculo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus. Este peculiar érgdo do
trato digestivo possui projecdes cuticulares arborescentes, sendo estas, altamente
esclerotizadas e atuam na selecdo de alimentos. Sobre a projec¢éo cuticular, foi descoberta
uma camada de material amorfo com caracteristicas de muco. Essa camada parece otimizar
a eficiéncia do proventriculo tanto na selecdo de alimentos, quanto nas fungdes sociais
perante a colonia (trofalaxia). Assim sendo, caracteristicas mais refinadas desta estrutura
séo descritas neste estudo.
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ABSTRACT:

The use of the optic microscopy and scanning electron microscopy, propitiated the
comparative exam of the nature histology, histochemistry and ultra morphologic of the
proventriculus bulb of Cephalotes atratus, C. clypeatus and C. pusillus. This portion of the
digestive tract possesses cuticles projections, being these, highly esclerotized and their act
in the selection of victuals. Over the cuticle projections exist a layer of amorphous material
with mucous characteristics. That layer, seems to optimize the efficiency of the so much
proventriculus in the selection of feed, as in the social functions before the colony
(trophallaxis). Like this, more details of the characteristics this structure is described in this

study.

INTRODUCAO

A tribo Cephalotini (subfamilia Myrmicinae) contém cerca de 185 espécies divididas em
quatro géneros (Zacryptocerus, Cephalotes, Procryptocerus e Cryptocerus). Sdo formigas
arboreas com peculiaridades bioldgicas de grande importancia na fauna neotropical, tendo
causado especulacdes entre 0os mirmecologistas a respeito de sua anatomia unica, que esta
associada a habitos alimentares incomuns (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

Os habitos alimentares das espécies Zacryptocerus texanus, Z.rohweri, Z.maculatus e
Cephalotes atratus, mostram que suas dietas podem incluir fezes umidas de péassaros,
liquidos extraidos de homdpteros, carnica, € mais notadamente, polen (WEBER, 1957,
CREIGHTON, 1963 e 1967, ADAMS, 1990, ROCHE; WHEELER, 1997). Pdlen é uma
alimentacdo incomum entre as formigas, mas as espécies pertencentes a Tribo Cephalotini,
este tipo de alimento é frequentemente utilizado (ROCHE; WHEELER, 1997).
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Himenopteros adultos sdo distintos em seus habitos alimentares, subsistindo em sua
maioria de alimentos liquidos (EISNER, 1957). Quando as operéarias da tribo cephalotini
forrageiam para suprir as demandas nutricionais da col6nia, parte dos nutrientes liquidos
obtidos ndo passa diretamente para o ventriculo. Ao invés disso, primeiro é retido
temporariamente no papo; de tempos em tempos, 0 proventriculo permite a passagem de
pequenas quantidades de nutrientes. Estes fluem do papo para o ventriculo, conferindo ao
proventriculo a importante fungdo no controle do fluxo de alimento no trato digestivo
(EISNER 1957, CAETANO, 1988).

De acordo com Caetano (1988), este 6rgdo é a por¢do do intestino anterior que apresenta
maior grau de diversificacdo dentre os Formicidae. Na maioria dos casos mostra
nitidamente trés regides: o bulbo que fica dentro do papo; o pescogo ligando este ao
ventriculo, formado por um tubo delgado e finalmente, a valvula estomodeal que se situa
no limen da porcao anterior do ventriculo.

O bulbo do proventriculo, quando presente, é dividido em labios, que se fecham pela
pressdo do liquido contido no papo (processo passivo), ou pela acdo da musculatura
circular ai presente (processo ativo) (EISNER, 1957). Na maioria das espécies de formigas,
a juncdo dos labios mdveis formando o bulbo, apresentam forma de cruz-de-malta. Estes
bulbos sdo esclerotizados, e podem apresentar projecfes cuticulares filiformes a guisa de
filtro. A contracdo dos musculos circulares presentes no pescoco do proventriculo fecha a
passagem para o ventriculo (EISNER, 1957). Assim, acredita-se que o desempenho
adequado da funcdo social do papo estd relacionado com a eficiéncia do bulbo do
proventriculo (EISNER, 1957; WIGGLESWORTH, 1972 e CAETANO, 1984 e 1988).
Nas formigas estudadas até 0 momento, o bulbo do proventriculo mostra-se constituido por
quatro labios moveis, fato este que parece indicar que o aspecto quadripartido é constante
para a familia Formicidae (TOMOTAKE, 1996). Entretanto EISNER (1957) observou a
presenca de seis labios mdveis em Amblyopone australis, 0 Unico dentre os Formicidae.
Caetano e Overal (1984), mostraram a ocorréncia de cinco labios moveis em machos de
Vespas Myschocyttarus atramentarius.

Os representantes das subfamilias Dolichoderinae, Pseudomyrmicinae e Formicinae

apresentam o bulbo do proventriculo altamente elaborado, com a cupula do bulbo bastante
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espessa e com projecOes cuticulares com formas de espinhos. A funcdo provavel destas
projecdes cuticulares seria a de barrar a passagem de particulas solidas para o ventriculo
(EISNER, 1957; CAETANO, 1984).

O pescoco do proventriculo nas formigas apresenta-se como um tubo delgado, que liga o
proventriculo ao ventriculo, geralmente revestido por duas camadas de musculatura, uma
longitudinal e outra circular (CAETANO, 1984 e 1988; TOMOTAKE, 1996). Eisner
(1957) mostrou a presenca de trés tipos de musculatura em formigas da subfamilia
Formicinae. Caetano (1992) mostrou que Neoponera villosa da subfamilia Ponerinae
possui trés musculaturas longitudinais e duas circulares. A valvula estomodeal é a ultima
porcdo do proventriculo e situa-se no interior do ventriculo. Ela é constituida por uma
projecdo do epitélio do estomodeu, que se dobra sobre si mesmo e tem como fungédo
impedir o retorno de alimento contido no ventriculo (EISNER, 1957; WIGGLESWORTH,
1972; CAETANO, 1984, 1988 e 1989).

Notaveis plasticidades estruturais observadas em proventriculos de diferentes géneros de
formigas foram descritas por diversos pesquisadores. Caetano (1984) descreve o complexo
proventriculo de formigas da Tribo Cephalotini como sendo uma estrutura que apresenta o
formato de um cogumelo. Esta é uma estrutura rigida, fortemente esclerotizada e recoberta
por densas camadas de espinhos. Tais descri¢cbes também foram confirmadas por Roche e
Wheeler (1997), com estudos de ultramorfologia.

A estrutura e forma desta porcdo do trato digestivo demonstram distinta adaptacdo para a
natureza fluida de suas dietas. A atividade proventricular consiste de contracdes e
distensbes ritmicas da musculatura, que torna este 6rgdo um eximio regulador do trato
digestivo, além de funcionar como uma tenaz bomba de suc¢do (EISNER, 1957).

Apesar da constancia da organizacdo do trato digestivo, o proventriculo é o exemplo de
uma estrutura que varia de maneira exacerbada dentre os Formicidae. Darwin, em sua
teoria sobre a origem das espécies, descreve gque ao longo da evolucdo, estruturas que nao
atuam como fator decisivo na selecdo natural, poderiam variar bastante quanto a sua
morfologia. Eisner (1957), acredita que a analise morfoldgica do proventriculo seja um
fator que pode auxiliar na determinacdo de subfamilias e até géneros dentre as formigas,

assim sendo, tem grande importancia para estudos de filogenia.
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A utilizacdo da microscopia Optica com a aplicacdo conjunta de técnicas histoldgicas e
histoquimicas, acrescidas daquelas de Microscopia Eletronica de Varredura, propiciou a
analise do panorama geral do proventriculo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C.
pusillus. Assim sendo, pretende-se contribuir para 0 melhor entendimento desta complexa
estrutura, a qual detém papel importante no comportamento social dos Formicidae.

O presente trabalho apresenta um estudo comparado do proventriculo destas trés espécies

pertencentes a tribo Cephalotini, sob o ponto de vista histoquimico e ultramorfoldgico.

2. MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas operarias de trés espécies de formigas da
tribo Cephalotini, (subfamilia Myrmicinae): Cephalotes atratus (LINNAEUS, 1758),
Cephalotes clypeatus (FABRICIUS, 1804) e Cephalotes pusillus (KLUG, 1824). Os
especimes foram coletados nos municipios de Rio Claro e Brotas, regido central do Estado
de S&o Paulo. O proventriculo foi obtido por meio da disseccdo em solucéo fisioldgica para
insetos (NaCl, 0,9%), sob estereomicroscopio. Apos este procedimento, 0s proventriculos
foram entdo fixados de acordo com o protocolo dos laboratérios de Histologia e
Microscopia Eletrénica do Instituto Biologico UNESP/ Rio Claro, sendo posteriormente

preparados para respectivas analises histoldgicas e morfoldgicas deste peculiar 6rgao.

Microscopia Optica: Histologia e Histoquimica:

Para analise da histologia e deteccdo dos compostos quimicos, o material dissecado foi
fixado em paraformoldeido 4% durante duas horas, sendo entdo tamponados em fosfato de
sodio pH 7,4 por vinte e quatro horas. Apds este periodo, o material foi submetido a uma
seqliéncia de desidratacdo progressiva de alcoois (70 a 95%) por trinta minutos.
Posteriormente o0 material permaneceu em resina de embebicdo por vinte e quatro horas na
geladeira para ser entdo incluso em resina de polimeracao ou incluséo.

Obtiveram-se cortes de sete micrometros de espessura, sendo estes, montados em laminas e

coradas com H.E., P.A.S (carboidratos), Azul de Toluidina (compostos &cidos do
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citoplasma), Picrossirius red (deteccdo de coladgeno), Azul de Bromofenol e Xilidine
Ponceau (para proteinas). Os cortes assim preparados foram examinados e fotografados

com o auxilio do microscépio Optico, tendo a ele acoplado um capturador de imagens.

Microscopia Eletrénica de Varredura (M.E. V):

Os proventriculos foram removidos e fixados em glutaraldeido 4% durante 24h,
desidratado em uma série crescente de alcool (70 a 100%), dois banhos de acetona 100% e
desidratado no ponto critico (Balzers CPD 030). Apds desidratacdo, o material foi
vaporizado com ouro no sputtering Balzers SD 050. Os proventriculos foram examinados
no S.E.M. Jeol P 15.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na descricdo dos resultados do presente trabalho, a histologia e a histoquimica do

proventriculo sdo apresentadas separadamente da morfologia.

Embora os proventriculos destas trés espécies sejam muito semelhantes ao
estereomicroscopio, para o0 estudo da morfologia do proventriculo, utilizou-se a
Microscopia Eletronica de Varredura que resultou em diferengas sutis entre as trés
espécies. A imagen do bulbo do proventriculo mostra uma estrutura de aparéncia delicada,
semelhante a um cogumelo (Fig.1-B). Tal caracteristica concorda com o descrito por
Caetano (1984). Entretanto a homogeneidade da superficie do bulbo desaparece quando o
material amorfo que recobre esta estrutura ndo é preservado ou é removido. A auséncia
deste material revela uma superficie repleta de estriacbes e projecdes com formato de
espinhos (Fig. 1-C a F).

As projecOes cuticulares sdo estruturas ocas, e sdo vistas atravessando a camada de
material amorfo que as recobre (figural-F), fornecendo assim, uma excelente base de
sustentacdo para esta camada. Caetano (1984 e 1988), descreve a provavel funcdo destes

espinhos como sendo a de impedir a passagem de alimentos sélidos para o ventriculo. O
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material amorfo visto recobrindo o bulbo do proventriculo, parece atuar otimizando a
capacidade de filtracdo atribuida as projecdes cuticulares. Tal funcdo parece ser a de
constituir uma barreira que fica entre o alimento contido no lumen e as projecdes
cuticulares. O alimento apds ultrapassar a camada amorfa e as projecfes cuticulares, flui
para uma das diversas estriacfes que sdo vistas por toda a superficie do bulbo (Fig. 1-E),
para entdo ser conduzido ao limen do proventriculo e posteriormente ao ventriculo.

O teste H.E. permitiu a visualizacdo histoldgica do proventriculo, que apresenta o bulbo do
com cuticula de coloragdo laranja, e é sulcado em toda a superficie. Nestes sulcos, a
cuticula apresenta espinhos com aspecto arborescente (Fig. 2-A). Segundo Caetano (1984),
as células epiteliais do bulbo apresentam ligeira basofilia, e 0 mesmo ocorre com as células
epiteliais do pescoco do proventriculo. O referido autor descreve que revestindo o Iumen
do pescoco do proventriculo ha uma cuticula bem desenvolvida, facilmente vista em cortes
transversais.

Fibras musculares sdo vistas aderidas ao epitélio do bulbo do proventriculo, tal
musculatura deve estar relacionada a mobilidade da estrutura (Fig. 2-A).

Na deteccdo de compostos protéicos, as técnicas do Azul de Bromofenol (Pearse, 1996) e
Xilidine Ponceau (Mello & Vidal, 1980) resultaram nas coloracfes azul e vermelho-
alaranjado respectivamente (Fig. 2 B,C). Ambas as reacdes para a deteccdo de proteinas,
evidenciam forte positividade tanto para o tecido epitelial, quanto para o material amorfo
que recobre o bulbo do proventriculo.

Os testes para polissacarideos com a aplicacdo das técnicas de P.A.S. (Junqueira, 1983) e
Azul de Toluidina &cido (Junqueira, 1983) mostraram reacOes positivas para
polissacarideos e glicoconjugados. Esta técnica baseia-se na capacidade do acido periddico
oxidar as ligacdes carbono-carbono das sequéncias 1-2 glicol dos hidratos de carbono,
produzindo aldeidos. Estes, entdo sdo revelados pelo reagente Schiff. A reacdo P.A.S.
evidenciou granulos positivos no citoplasma das células epiteliais e no espago subcuticular,
demonstrando a presenca dos referidos compostos nesta regiao (Fig. 2-D).

A aplicacdo do Azul de toluidina &cido, que € um corante basico e apresenta a propriedade
de formar e ligagdes eletrostaticas com radicais &cidos presentes no tecido, evidenciou a

presenca de polissacarideos acidos. Reacdes de forte positividade para PAS e Azul de
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Toluidina &cido foram vistas no material amorfo que recobre o bulbo, assim como no
citoplasma do epitélio deste orgao (Fig. 2-E).

A técnica Picrossirius red, detectou a presenca de colageno e de fibras reticulares,
delineando toda a regido basal das projecdes cuticulares do bulbo e pescoco do
proventriculo (Fig. 2-F).

O epitélio do bulbo e a musculatura do pescoco do proventriculo reagiram com intensidade
mediana a esta técnica, portanto pouco colageno deve estar associado ao 6rgao.

O proventriculo demonstra ser algo mais que a simples ligacdo do papo para o ventriculo.
Ele é a estrutura responsavel pelo represamento do alimento liquido, que devera
permanecer no estdbmago social ou papo, o qual tem as funcBes de transportar controlar a
alimentacdo dos demais membros da coldnia, assim sendo, o proventriculo tem funcéo
social muito importante (Eisner, 1957 e Wigglesworth, 1974).Outro aspecto atribuido ao
proventriculo, diz respeito a ponto de vista filogenético. Segundo Eisner (1957), a presenca
de um bulbo do proventriculo elaborado, serve como caracteristica adaptativa, ao
demonstrar ser uma estrutura refinada que ¢é especializada para o processo de selecdo de
nutrientes.

A eficiéncia deste filtro parece ser otimizada pela presenca uma cobertura de material
amorfo, que reveste toda a superficie do bulbo do proventriculo. A analise histoquimica
desta estrutura demonstrou, ser ela composta de polissacarideos e proteinas, que sdo
constituintes fundamentais de muco.

Devido a suas caracteristicas quimicas e localizacao, a fungédo provavel desta camada que
recobre o bulbo, deve ser a de auxiliar o proventriculo na filtracdo do alimento liquido que
se dirige ao ventriculo.

O pescogo do proventriculo apresenta proje¢des de seu revestimento cuticular que podem
completar a acdo do bulbo. Além disso, a musculatura mais desenvolvida do que nas
demais regibes do estomodeu, podem significar a acdo de esfincter para esta regido
(Caetano, 1984).

Toda esta regido do trato digestivo apresenta-se intensamente esclerotizada. Segundo
Chapman (1975), quanto mais esclerotizada for & quitina, mais dificil é a coloracéo desta,

razdo pela qual, que a cuticula apresentou sua coloracdo natural amarela ou castanha.
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N&o se detectou diferencas entre as trés espécies estudadas quanto a natureza histoquimica,

porém a ultramorfologia permitiu diferenciar o bulbo das trés espécies.

23



Figural

24



Figura 1. (A) Corte longitudinal do proventriculo de C.atratus (cuticula arborescente - ca;
camada de material amorfo que recobre o bulbo - Cam; epitélio do bulbo - Ep; epitélio do
papo - Epp; lumen - L e musculatura - M do pescogo, musculatura circular - MC;
longitudinal - ML e interna - Mit do bulbo do proventriculo. (B) Micrografia Eletronica de
Varredura (MEV) da superficie anterior do proventriculo de C. pusillus; note que o aspecto
liso do bulbo do proventriculo deve-se a presenca de uma camada de material amorfo -
Cam, que recobre toda esta estrutura. (C,D) MEV da superficie anterior do proventriculo
de C.pusillus; nessas imagens, a camada que o recobre foi parcialmente removida,
evidenciando a superficie coberta por projecdes cuticulares arborescentes - ca. (E) MEV
da superficie anterior do proventriculo de C. clypeatus; mostrando estriacbes que
conduzem ao pescoco do proventriculo. (F) MEV de projecdes cuticulares atravessando a

camada que o recobre; a cuticula parece fornecer sustentacdo a esta camada.
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Figura 2
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Figura 2. Cortes longitudinais do proventriculo de C. atratus, mostrando diversas reacfes
para as técnicas utilizadas. (A) H.E; (B) Xilidine Ponceau; (C) Azul de Bromofenol; (D)
PAS; (E) Azul de Toluidina acido; (F) Picrossirius red.
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Histologia, histoquimica e ultramorfologia do

ventriculo de trés espécies de Cephalotes (Formicidae, Myrmicinae).

RESUMO:

Realizaram-se estudos de natureza histoldgica, histoquimica e ultramorfologica do
ventriculo de trés espécies de formigas do género Cephalotes (atratus, clypeatus e
pusillus). Para a histologia usou-se H-E e para a histoquimica técnicas para deteccao de
carboidratos, proteinas em geral e fibras de colageno e calcio. As espécies sdo idénticas
quanto aos caracteres estudados, exceto no tamanho e formato. As células digestivas
apresentam secrecdo tipica de formigas que é o tipo apdcrino. A histoquimica mostrou
que o calcio presente nas células e no limen do ventriculo pode atuar na manutencéo do
pH, o colageno presente na lamina basal oferece suporte para o epitélio do ventriculo e o
pH do Iumen do ventriculo é mais baixo proximo da regido apical das células digestivas

do que na regido central do lamen do ventriculo.
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ABSTRACT

Studies of histological nature, histochemistry and ultra-morphology of the midgut
of three species of ants belonging to the genus Cephalotes (atratus, clypeatus and
pusillus) were performed. In histology H-E was employed, and in histochemistry
techniques for detection of carbohydrates, proteins in general and collagen fibers and
calcium were used. The species are identical in the characters under study, except in size
(C. atratus have a bigger them C. clypeatus beside its body having similar size) and
shape. The digestive cells exhibited a secretion that is typical of ants, the apocrine type.
The histochemistry showed calcium is present in the cell and in the ventriculus lumen
and may be act in the pH maintenance, the collagen is present only in the basal lamina
given support to the ventriculus epithelium and pH of ventriculus lumen is lower close to

the apical region of the digestive cells than in the central lumen.
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INTRODUCAO

A tribo Cephalotini (subfamilia Myrmicinae) contém cerca de 185 especies,
inicialmente divididas em quatro géneros (Zacryptocerus, Cephalotes, Procryptocerus e
Cryptocerus) Kempf (1951e1973). Atualmente sdo reconhecidos apenas dois géneros,
Cephalotes e Procryptocerus (ANDRADE & BARONI URBANI, 1999) sendo os géneros
Cryptocerus e Zacryptocerus sinonimizados a Cephalotes.

Os héabitos alimentares de especies de Cephalotes (=Zacryptocerus) texanus, C.
(=Z.) rohweri, C. (=Z).maculatus e C. atratus podem incluir fezes Umidas de passaros,
liquidos extraidos de homdpteros, carnica, e mais notadamente, pélen (WEBER, 1957;
CREIGHTON, 1967; ADAMS, 1990; BARONI-URBANI & ANDRADE, 1997 e
ROCHE & WHEELER, 1997). A utilizacdo de podlen é incomum entre as formigas, porém
em Cephalotini, este é freqiientemente utilizado (ROCHE & WHEELER, 1997).

A menos de 25 anos atras, Caetano descreve que formigas da tribo Cephalotini sdo
excepcionais em manter microorganismos em seu trato digestivo que sdo transmitidos
através da trofalaxia abdominal realizada entre individuos adultos e recém emergidos. De
acordo com Jaffé et al. (2001), foram identificados mais de 10 microorganismos no trato
digestivo de C. pusillus com diferentes padrfes de resisténcia a antibidticos. Os autores
formulam a hipdtese de que os microorganismos provéem nutrientes as formigas,
sintetizando aminoé&cidos de carboidratos e nitratos.

O intestino médio é de origem endodérmica, ndo sendo, portanto, revestido por

cuticula. Entretanto, existe a matriz peritréfica que reveste o intestino médio e o protege
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contra injdrias (mecanicas ou quimicas) que possam vir a ocorrer pela passagem do bolo
alimentar (CHAPMAN, 1975; CAETANO, 1984 e 1988; ZARA & CAETANO, 1998,
CAETANO et al, 2002). Além desta funcdo, a matriz peritrofica compartimentaliza o
intestino médio, permitindo a circulacdo eficiente de enzimas nos compartimentos endo e
ectoperitréficos (TERRA, 2001; TERRA & FERREIRA, 1994 e TERRA et al, 1996).

A matriz peritrofica que se constitui de fibras de quitina, proteinas e carboidratos é
produzida na regido anterior do ventriculo. De acordo com a composicao, esta pode ser
classificada como gel ou matriz (TERRA & FERREIRA, 1994; TERRA, 2001). A matriz
peritrofica possui poros que permitem a passagem de pequenas particulas alimentares e
bactérias que vdo de encontro as células desta porcdo do intestino (GULLAM &
CRANSTON, 2000).

Para Caetano et al (1994) as vesiculas de secre¢do produzidas no ventriculo de
Pachycondyla striata atravessam a matriz peritrfica. Assim que atinge 0 espaco
endoperitrofico tais vesiculas comegam a mostrar sinais de desintegracéo.

Caetano et al. (2002), mostrou que nas espécies mais primitivas, como as
predadoras Myrmecia regularis e Dinoponera gigantea o ventriculo apresenta-se alongado.
Por sua vez, nas formigas mais derivadas e com habitos onivoros o formato é arredondado.
Porém, em Cephalotini, como Cephalotes atratus e C. clypeatus, a estrutura do ventriculo
é alongada, indicando ser uma caracteristica intermediaria entre as formigas mais
primitivas e as mais derivadas (CAETANO, 198). Esta caracteristica também é descrita por
Caetano et al. (1990), para Dolichoderus attelaboides e Caetano et al., (2002) para
Dolichoderus (=Monacis) bispinosus.

O ventriculo nas formigas é composto de uma Unica camada de epitélio que repousa
sobre uma continua lamina basal (CAETANO, 1984, 1988; LEHANE & BILLINGSLEY,
1996). Histologicamente as células digestivas sdo colunares e podem se apresentar como
sendo de dois tipos fisiologicos distintos: aquelas com inumeras microvilosidades longas,
com corpos com laminacdo concéntrica (esfereocristais) e corpos mielinicos geralmente
multiplos (absorcédo e excrecdo) e um segundo tipo com poucas e curtas microvilosidades,
granulos de secre¢do e corpos mielinicos simples (CAETANO & CRUZ LANDIM, 1983).

Um outro tipo celular encontrado junto as células digestivas sdo as células generativas.
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Tais células sdo pequenas e distribuem-se aos grupos na base das células digestivas sobre a
membrana basal (CAETANO & CRUZ LANDIM, 1983; CAETANO, 1984, 1988;
CAETANO et al, 2002). Externamente a membrana basal sdo encontradas fibras
musculares circulares e longitudinais (SNODGRASS, 1935; CAETANO, 1984 e 1988).

Caetano (1990), mostra as bactérias presentes entre as microvilosidades das células
digestivas.

O presente trabalho apresenta as caracteristicas ultramorfoldgicas, histologicas e
histoquimicas do ventriculo de Cephalotes atratus, C. (=Zacryptocerus) clypeatus e C.
pusillus quanto a presenca e distribuicdo de proteinas bésicas, carboidratos &cidos e
neutros, RNAs e célcio, tanto no epitélio quanto no alimento. A producdo e composi¢do

quimica da matriz peritrofica também ¢ apresentada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais: As operarias de Cephalotes pusillus e C. clypeatus foram coletadas em
arvores localizadas no campus UNESP/ Rio Claro, enquanto que as operarias maiores de
C. atratus foram coletadas em arvores localizadas as margens do Rio Jacaré-pepira, no
municipio de Brotas, Estado de S&o Paulo/Brasil.
2.2 Ultramorfologia: Os ventriculos foram removidos e fixados em glutaraldeido 4%
durante 24h, desidratado em uma série crescente de alcool (70 a 100%), dois banhos de
acetona 100% e desidratado no ponto critico (Balzers CPD 030). Apos desidratacdo, o
material foi vaporizado com ouro no sputtering Balzers SD 050. Os ventriculos foram
examinados no S.E.M. Jeol P 15.
2.3 Histologia: As formigas foram dissecadas em fixador paraformoldeido 4% em tampéo
Fosfato de Sodio 0,1 M (pH 7,4) durante duas horas, sendo posteriormente lavada pelo
mesmo tampao, desidratado em alcool (70, 80, 95%), embebido e incluido em resina Leica.
Os cortes histoldgicos com 6-8um de espessura foram recolhidos em laminas e
coradas com Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).
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2.4 Histoquimica: Parte das laminas obtidas foram submetidas a técnica de PAS
(JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1993) para carboidratos neutros e polissacarideos
contendo ligagdes 1-2 glicol; o Azul de Toluidina pH 3,5 (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA,
1983) para polissacarideos acidos e DNA; Picrossirius red (=Direct red- 80) (JUNQUEIRA
& JUNQUEIRA, 1983) para fibras colageno; Azul de Bromofenol (PEARSE, 1960) e
Xilidine Ponceau (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1993), para proteinas, principalmente as
basicas; Tricromico de Mallory (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983), para deteccdo de
estruturas basofilas e aciddfilas e a técnica de von Kossa (PEARSE, 1960), para detec¢édo
de célcio. Todas as ldminas foram examinadas no fotomicroscopio Leica. As imagens

foram capturadas e digitalizadas usando-se o programa Image Manager 50.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ventriculo é alongado, muito amplo quanto a largura em C.atratus (Figs. 1A, 1B,
1C) ao passo que ele possui comprimento similar ao de C. clypeatus. As fibras da
musculatura circular estdo localizadas abaixo da musculatura longitudinal, seguindo o
padrdo encontrado para outras especies de formigas (CAETANO, 1984 e 1988).Traquéias
penetram o ventriculo, sendo indicativo de alta demanda de oxigénio e intenso
metabolismo (LEHANE, 1996).

O epitélio do ventriculo das trés espécies é formado por dois tipos celulares: as
células digestivas e as generativas (Figs 2 A, 2C) assim como observado por Caetano &
Cruz-Landim (1983) e Caetano (1984, 1988 e 1989a) para outras espécies de formigas.

Entretanto em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, um terceiro tipo de célula é
observado na regido de transicdo do epitélio do proventriculo para o ventriculo, que forma
um epitélio de transicdo (Fig. 2B). Este tipo celular, junto com a valvula cardiaca, esta
envolvido na producdo da membrana peritrofica, assim como o observado para larvas e

adultos das formigas Ectatoma edentatum e P. (=Neoponera) villosa, respectivamente



37

(CAETANO, 1988; ZARA & CAETANO, 1998 e CAETANO & ZARA, 2001). A matriz
peritréfica em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus pode ser classificada como do tipo I,
isto, devido as caracteristicas como local de producéo e tipo de secrecdo (microapdcrina)
(TERRA, 2001).

As células digestivas se apresentam com dois tipos histologicos distintos ao
microscopio 6ptico, sendo elas as células colunares e as “goblets cells” (Figs 2 A, 2C, 2D,
2E).

O epitélio do ventriculo mostra-se com grande quantidade de células generativas
basofilas e com forma globular, formando pequenos grupos na base das células digestivas
(Figs. 2 A, 2C). Esta caracteristica indica que seu citoplasma apresenta grande atividade do
reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos e RNAs.

As células colunares sdo altas e apresentam ndcleo na por¢do mediana (Fig. 2 A,
2C), assim como numerosas vesiculas que se coram diferentemente pelo H.E., 0 que
caracteriza estas células como secretoras, assim como descrito por Chapman (1975) e
Wiggleswhort (1974). Estas, diferentemente das celulas generativas, sdo estruturas
acidofilas, que freqlientemente apresentam as extremidades apicais dilatadas e com
vesiculas de grande tamanho eliminadas de maneira apdcrina (Figs 2 A., 2C). Este
mecanismo de secrec¢do é igual ao observado em adultos de Pachycondyla striata (Caetano
et al., 1994) e larvas de P.(=Neoponera) villosa (CAEATANO & ZARA, 2001). Para estes
autores tais vesiculas contém enzimas digestivas, as quais sdo descarregadas sobre o
alimento no espaco endoperitrofico, apds fusdo com a membrana peritréfica. Assim,
C.atratus, C. clypeatus e C.pusillus (subfamilia Myrmicinae) apresentam a mesma
caracteristica observadas para larvas e adultos da subfamilia Ponerinae (CAETANO, 1988;
ZARA & CAETANO, 1998 e CAETANO E ZARA, 2001), sendo esta subfamilia
considerada como uma das menos derivadas por Holldobler & Wilson (1990). Desta
maneira, tal padrdo de secrecdo parece ser 0 modelo basico para os Formicidae.

Outro grupo de células digestivas, as “goblet cells,” tem a regido basal alargada e
profunda invaginacdo do apice, formando uma cavidade. Esta cavidade mostra-se revestida
por muitas microvilosidades longas, as quais sdo facilmente observadas na maioria das

técnicas empregadas (Figs 2 A, 2E, 2F).
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O Azul de Toluidina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983), possibilitou observar
fortes reagdes nas vesiculas das células digestivas de C. atratus, C. clypeatus e C.pusillus
(Fig 2D).

Os resultados obtidos com Azul de Bromofenol e Xilidine Ponceau mostraram
reacOes de intensidade mediana no citoplasma de células digestivas. Entretanto, as
vesiculas presentes no citoplasma das células digestivas mostraram rea¢Ges muito fracas,
quase imperceptiveis (Figs 2E, 2G). O resultado apresentado pelas vesiculas indica a
existéncia de pequena concentracdo de proteinas e que na verdade estdo complexadas com
polissacarideos acidos (Fig 2D). Estudos realizados por Jeantet (1971) com Formica e
Caetano (1988) com diversas formigas, tais como Ectatomma quadridens, P.
(=Neoponera) villosa, Camponotus rufipes e Azteca bicolor, observaram o mesmo padrao
qguanto a intensidade fraca das reacfes (CAETANO, 1988). Schumaker et al. (1993)
descreve o conteudo destas vesiculas em himendpteros, como sendo proteases constituidas
apenas por serina (tripsina e chimotripsina). Por outro lado, sdo inimeras as carboidrases
(a-amilase, celulases, hemicelulases, dentre outras).

Com o uso do PAS, foi possivel detectar grandes concentracdes de glicoproteinas
contendo grupamentos 1-2 glicol presentes na periferia das vesiculas, demonstrada por
reacOes fortemente positivas (Fig 2F). Reacdes de baixa intensidade ao PAS foram
encontradas no interior das vesiculas, opondo-se as descrigdes feitas por Caetano (1988)
em E. quadridens, N. villosa, C. rufipes, A. bicolor; por Jeantet (1971) em estagios larvais
até imago de operarias, machos e rainhas de Formica e também por Cruz-Landim & Mello
(1981) em larvas e adultos de Trigona. O citoplasma das células digestivas mostraram
reacOes medianas para o PAS, o que pode significar a presenca de glicogénio. Segundo
Junqueira & Junqueira (1983), esta técnica marca com precisdo glicogénio contendo o
grupamento 1-2 glicol.

A membrana peritrofica apresenta reacfes positivas quando submetida a aplicacdo
das técnicas de deteccdo de proteinas (Xilidine) e polissacarideos neutros (PAS) e acidos
(Azul de toluidina). Além destes compostos protéicos detectados, colageno foi
positivamente corado diante da aplicacdo da técnica de Picrossirius Red. A presenca do

colageno na composicdo da matriz peritréfica € perfeitamente compreendida, pois sua
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propriedade possibilita flexibilidade e resisténcia a esta estrutura. Reid & Lehane (1984)
descrevem um outro composto constituinte da matriz peritréfica que apresenta
propriedades semelhantes as do colageno, a peritrofina. O emprego desta técnica para
deteccdo de colageno resultou em fortes reacdes para a periferia das vesiculas digestivas
(Fig 2H), o que indica a correspondéncia entre a periferia das vesiculas e a matriz
peritrofica, provavelmente a peritrofina.

King & Akai (1982 e 1984), prop6e que na lamina basal dos insetos s foi
identificado colageno 1V, sendo que em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus tem-se a
presenca destes elementos fibrilados do tecido conjuntivo (lamina basal) (Fig. 2H). Todas
as técnicas empregadas demonstraram reac6es positivas na lamina basal.

Em geral, as formigas alimentam-se preferencialmente de fluidos compostos
principalmente de polissacarideos, desta maneira a presenca de microorganismos no
ventriculo seria necessaria para a complementacdo de sua dieta (CAETANO, 1989;
ROCHE & WHEELER, 1997). Jones (1983), descreve que nos casos em que a base do
recurso alimentar fornece baixa qualidade nutricional, hd a possibilidade de organismos
que sofrem estas limitacdes alimentares, adotarem mecanismos que possibilitem otimizar o
uso deste recurso. Assim, o mecanismo adotado por estas formigas, a exemplo de outros
insetos como cupins, baratas e besouros, é a simbiose estabelecida com microorganismos
intestinais.

Esta estratégia descrita por Caetano (1990) para C. atratus e van Borm et al. (2002)
para formigas do género Tetraponera, também esta presente em cupins (POTRIKUS &
BREZNAK, 1981) e em afideos (DOUGLAS, 1998; SASAKI & ISHIKAWA 1995).

O funcionamento das enzimas digestivas esta diretamente relacionado com o pH do
conteudo ventricular (TERRA, 1994). Desta maneira, no ventriculo de C. atratus, C.
clypeatus e C. pusillus assim como nos demais himendpteros, o pH é acido. Esta
caracteristica pdde ser observada por meio da aplicacdo da técnica de Tricromico de
Mallory (Fig 2 I). Terra (2001), Schumaker et al. (1993) e Wigglesworth (1972) descrevem
valores de pH entre 5 e 6 para himenopteros, havendo também um decréscimo do pH em
direcdo a regido posterior do ventriculo. Nossos dados sugerem que este pH levemente

acido, o qual se aproxima do pH neutro, é mais acido perto do apice das células digestivas
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do que na regido central do limen do ventriculo (Fig 2 1). O pH neutro perto da regido
apical das células digestivas pode ser oriundo da secrecao de célcio (Figs 2J, 2K) mostrado
através do teste de von Kossa. A predominancia da secrecdo de calcio provéem de
esferocristais, 0s quais podem estar associados a outros compostos, entretanto, alguns ions
de célcio livre sdo possiveis de se observar no limen e no interior de células digestivas,
entre as vesiculas (Fig 2K). A intensa secrecio de fons Ca™ observada por meio da
aplicacdo da técnica de von Kossa, indica que este composto esta relacionado com a
estabilizacdo do pH levemente acido.

O conteudo das vesiculas presentes tanto no citoplasma das células digestivas,
quanto no limen do ventriculo, demonstrou ser de natureza glicoprotéica. Entretanto, os
compostos polissacaridicos &cidos apresentaram reacGes mais intensas do que as reacdes

de compostos protéicos.
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Figura 1 - Comparacdo do sistema digestivo de trés formigas Cephalotes.

A) Visdo geral do trato digestivo de Cephalotes pusillus, mostrando a bolsa de
microorganismos (bm), o corpo gorduroso (cg),0 ileo (i), o papo (p), o
proventriculo (pv), o reto (re), os tubulos de Malpighi (tm) e o ventriculo (v).

B) Micrografia eletrénica de C. atratus, mostrando a bolsa de microorganismos
(bm), o ileo (i), o papo (p), o proventriculo (pv), as traquéias (tr) e os tbulos
de Malpighi (tm).

C) Visdo geral do trato digestivo de C. clypeatus, mostrando a bolsa de
microorganismos (bm), o ileo (i), o ovéario (ov), o papo (p), 0 proventriculo

(pv), as traquéias (tr) e os tabulos de Malpighi (tm).



Figura 2

43



Figura 2

44



45

Figura 2- Cortes histoldgicos do ventriculo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e

C. pusillus.

A) H.E. em C. clypeatus: O epitélio mostrando as células colunares (cc), as
células generativas (cge) e as "goblet cells" (glc), sobre a lamina basal (Ib). A
musculatura circular interna (mc), a musculatura longitudinal externa (ml),
ndcleo (n), a membrana peritréfica (mp) e o limen (lu).

B) H.E. em C. clypeatus: regido anterior do ventriculo mostrando o epitélio de
transicdo (et) e a valvula estomodeal (vle), esta Gltima produzindo a membrana
peritrofica (mp).

C) H.E. em C. pusillus: Detalhe do epitélio do ventriculo mostrando as células
generativas (cge) com citoplasma fortemente corado com Hematoxilina; as
células colunares (cc), com numerosas vesiculas (ve) coradas diferentemente
pelo H.E. Observe as "goblet cells" (glc).

D) Azul de toluidina em C. atratus: esta figura mostra as células colunares (cc)
com vesiculas (ve) e ldamina basal (Ib) bastante corada.

E) Azul de bromofenol em C. atratus: Células colunares (cc) com nucleo (n) na
regidao mediana, e vesiculas (ve) pouco coradas.

F) PAS em C. clypeatus: baixa intensidade na reagédo de PAS foi observada no
interior das vesiculas (ve).

G) Xilidine Ponceau em C. pusillus: As vesiculas (ve) foram fracamente coradas.

H) Picrossirius red em C. pusillus: A forte reacdo na ldamina basal (Ib), indicando a
presenca de colageno .

1) Tricrdmico de Mallory em C. atratus: As células epiteliais (ce) estdo em
amarelo (pH basico) e o lumen levemente acido-azul-(lu).

J) von Kossa em C. atratus: Observe as reacBes positivas nas vesiculas (ve),
mostrando a secre¢do de calcio pelas células colunares (cc).

K) Detalhe da figura anterior.
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Histologia e Histoquimica do Ventriculo de
Dolichoderus (=Monacis) bispinosus (OLIVIER, 1792) (Hymenoptera: Formicidae.

RESUMO:

Estudou-se o ventriculo de Dolichoderus bispinosus sob o ponto de vista histologico e
histoquimico. O epitélio é constituido por dois tipos celulares basicos, as células
generativas com pronunciada basofilia e as células digestivas. Estas ultimas apresentam
inimeras vesiculas citoplasmaticas, ricas em polissacarideos &cidos, neutros e proteinas
basicas. O padrdo de secrecdo destas ceélulas apresenta-se como sendo apécrino. Na
superficie do epitélio observa-se uma massa de material fibroso. Discute-se a funcdo dos

resultados obtidos.
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ABSTRACT:

In this study we histologically and histochemically describe the ventriculus of
Dolichoderus bispinosus. The epithelium consists of two basic cell types, highly basophilic
generative cells, and digestive cells. The latter present several cytoplasmic vesicles, rich in
acidic and neutral polysaccharides, and basic proteins. Also, these cells exhibit an apocrine
secretion pattern. A mass of fibrous material is observed on the surface of the epithelium.

Finally, we discuss the results obtained.

INTRODUCAO

Dolichoderus (=Monacis) bispinosus (Olivier, 1792), é uma das espécies mais
comuns deste género cosmopolita, habitando tanto areas que sofreram grandes disturbios
(plantacdes de café, cacau, p.ex.) quanto florestas tropicais pouco antropofizadas acima de
2100 metros de altitude (LONGUINO, 2003).

Os hébitos alimentares desta espécie de formiga incluem néctar, exudatos florais de
diversas plantas, liquidos extraidos de homdpteros, além de serem efetivos predadores de
cupins (SWAIM, 1977; FISHER, 1990). Como na maioria dos himendpteros adultos, estas
formigas se alimentam preferencialmente de alimentos liquidos (EISNER, 1957),
apresentando o trato digestivo especializado para ingestdo deste tipo de alimento
(CAETANO, 1984).

O trato digestivo em Formicidae, como em outros insetos, esta dividido em trés
regibes com esfincteres controlando o fluxo do alimento. O intestino anterior e posterior,
de origem ectodérmica, sdo revestidos por uma fina camada cuticular (intima). O intestino
médio é de origem endodérmica, ndo sendo, portanto, revestido por cuticula. Entretanto,
existe a matriz peritrofica que reveste o intestino médio e o protege contra injurias
(mecénicas ou quimicas) que possam vir a ocorrer pela passagem do bolo alimentar
(CHAPMAN, 1975; CAETANO, 1984 e 1988; ZARA & CAETANO, 1998, CAETANO
et al, 2002). Além desta funcdo, a matriz peritréfica compartimentaliza o intestino médio,
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permitindo a circulacdo eficiente de enzimas nos compartimentos endo e ectoperitréficos
(TERRA, 2001; TERRA & FERREIRA, 1994; TERRA et al, 1996).

Apesar da constancia estrutural do trato digestivo, o ventriculo apresenta uma das
mais conspicuas plasticidades estruturais. Segundo Caetano et al. (2002), nas espécies mais
primitivas como as predadoras Myrmecia regularis e Dinoponera gigantea o ventriculo
apresenta-se alongado. Por sua vez, nas formigas mais derivadas e com habitos onivoros o
formato é arredondado. Porém, em Dolichoderinae, como D. bispinosus, a estrutura do
ventriculo é periforme, indicando ser uma caracteristica intermediaria entre as formigas
mais primitivas e as mais derivadas (CAETANO et al, 1990).

Chapman (1975) correlaciona as variacbes no tamanho do trato digestivo com a
dieta do inseto, onde aqueles com alimentagdo rica em proteinas tem o trato digestivo mais
curto, enquanto que os que tém dieta rica em carboidrato apresentam trato digestivo longo.
Entretanto para Caetano (1984, 1988 e 1989) tal fato nao é valido para os Formicidae.

O ventriculo nas formigas é composto de uma Gnica camada de epitélio que repousa
sobre uma continua lamina basal (LEHANE & BILLINGSLEY, 1996). Histologicamente
as células digestivas sdo colunares e podem se apresentar como sendo de dois tipos
fisiolégicos distintos: aquelas com inumeras microvilosidades longas, com corpos com
laminacdo concéntrica (esfereocristais) e corpos mielinicos geralmente maltiplos (absor¢éao
e excregdo) e um segundo tipo com poucas e curtas microvilosidades, granulos de secregéo
e corpos mielinicos simples (CAETANO & CRUZ LANDIM, 1983). Um outro tipo celular
encontrado junto as celulas digestivas sao as células generativas. Tais células sdo pequenas
e distribuem-se aos grupos na base das células digestivas sobre a membrana basal
(CAETANO & CRUZ LANDIM, 1983; CAETANO, 1984, 1988; CAETANO et al, 2002).
Externamente & membrana basal sdo encontradas fibras musculares circulares e
longitudinais (SNODGRASS, 1935; CAETANO, 1984 e 1988).

Por entre as microvilosidades das "goblets cells” existentes no ventriculo de
formigas do género Atta ocorre elementos fibrosos e estruturas paracristalinas na forma de
bastdes (CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1975).

A matriz peritréfica que se constitui de fibras de quitina, proteinas e carboidratos é

produzida na regido anterior do ventriculo. De acordo com a composicao, esta pode ser
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classificada como gel ou matriz (TERRA & FERREIRA, 1994; TERRA, 2001). A matriz
peritrofica possui poros que permitem a passagem de pequenas particulas alimentares e
bactérias que vdo de encontro as células desta porcdo do intestino (GULLAM &
CRANSTON, 2000). Assim, esta matriz delimita dois espagos internos ao ventriculo, o
espaco ectoperitrofico, entre o epitélio e a matriz e o endoperitréfico, no interior da matriz,
geralmente caracterizado pelo bolo alimentar (TERRA & FERREIRA, 1990; TERRA,
2001).

Para Caetano et al (1994) as vesiculas de secrecdo produzidas no ventriculo de
Pachycondyla striata atravessam a membrana peritrofica. Assim que atinge o espaco
endoperitrofico tais vesiculas comegcam a mostrar sinais de desintegracao.

O presente trabalho apresenta as caracteristicas histologicas e a histoquimica do
ventriculo de D. bispinosus quanto a presenca e distribuicdo de proteinas basicas,
carboidratos acidos e neutros, DNA e RNA tanto no epitélio quanto no alimento. A
producdo e composicdo quimica da matriz peritrofica e a presenca de material fibroso

também é apresentada.

2. MATERIAIS E METODOS

Coleta dos espécimes: As operarias de D. bispinosus foram coletadas no tronco de arvores
Caesalpinia peltophoroide (LEGUMINOSAE), localizadas no campus UNESP/ Rio Claro,
(22°24'36"S; 47°33'36"W, 612 metros de altitude).

Histologia: Para analise histolégica e deteccdo dos compostos quimicos, o material
dissecado foi fixado em paraformoldeido 4% durante duas horas, sendo entdo tamponado

em fosfato de s6dio pH 7,4 por vinte e quatro horas.
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Apos a fixacdo, o material foi submetido a seqliéncia de desidratacdo progressiva
de alcoois (70 a 95%) por trinta minutos em cada concentracdo. Posteriormente o material
foi embebido e incluido em resina Leica.

Os cortes histoldgicos com 6-8um de espessura foram recolhidos em Iaminas.

Morfologia: Algumas das laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para as analises morfoldgicas do ventriculo.

Histoquimicas: Parte das laminas obtidas foram submetidas a técnica de PAS
(JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para carboidratos neutros; o Azul de Toluidina pH
3,5 (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para polissacarideos acidos e DNA, Picrossirius
red (JUNQUEIRA, 1983) para colageno; Azul de Bromofenol (PEARSE, 1960), para
deteccdo de compostos protéicos; Tricromico de Mallory (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA,
1983), para deteccdo de estruturas baséfilas e acidéfilas e a Resorcina Fucsina
(JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para fibras elasticas e nucleos. Todas as laminas
foram examinadas no fotomicroscopio Leica. As imagens foram capturadas e digitalizadas

usando-se o programa Leica Qwin.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O epitélio do ventriculo é formado basicamente por dois tipos de celulares: as
células digestivas e as generativas, assim como observado por Caetano & Cruz-Landim
(1983, CAETANO, 1984, 1988 e 1989a).

Para Zara & Caetano (1998) e Caetano & Zara (2001), existe um terceiro tipo
celular que pode ser encontrado na regido de transigdo do proventriculo para o ventriculo
de larvas Ectatomma edentatum e Pachycondyla (=Neoponera) villosa. Tais células
parecem ser especializadas na producdo de matriz peritréfica, que, a julgar pela

caracteristica, é classificada por Terra (2001) como sendo uma matriz peritréfica do tipo 1.
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Este tipo de matriz pode ser formada por células epiteliais de todo o ventriculo ou
por somente uma parte dele, em D. bispinosus, ela é produzida na regido de transicdo do
epitélio do proventriculo para o ventriculo. Tal fato também foi mostrado por Caetano
(1988) para as formigas da subfamilia Ponerinae (Ectatomma e Neoponera). A matriz
peritrofica produzida por estas células envolve o alimento por todo o ventriculo,
compartimentalizando-o em diversas camadas que apresentam fases de digestdo com
diferentes estagios (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1975, TERRA &
FERREIRA, 1994; TERRA, 2001; CAETANO & RODRIGES, 2001; CAETANO et al.,
2002).

Com base na histologia o epitélio do ventriculo mostra-se com grande quantidade
de células generativas basofilas e com forma globular, formando pequenos grupos na base
das células digestivas (Figs. 1A, 1B). Esta caracteristica indica que seu citoplasma
apresenta grande atividade do reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos e RNAs,
estando estes preparados para iniciar as sinteses necessarias quando estas células forem
recrutadas e por estarem em crescimento.

Tais células foram descritas por Caetano (1984) como sendo mais numerosas nas
castas reprodutivas altamente derivadas de Atta sexdens rubropilosa, do que para as
mesmas castas de outras espécies de formigas estudas pelo autor. Em D. bispinosus
considerada como tendo morfologia evolutivamente intermediaria (CAETANO et al.,
2002) o numero de células generativas é grande, entretanto em menor nimero do que o
observado para A. s. rubropilosa.

As células digestivas sdo altas e aparentemente de um so tipo histoldgico. Estas,
assim como as células generativas, sdo estruturas basofilas, que freqlientemente
apresentam as extremidades apicais dilatadas e até mesmo rompidas, portanto, sendo
evidéncias claras de que estas células secretoras sdo apocrinas (Fig. 1B). Este mecanismo
de secrecdo € bastante semelhante ao observado em Pachycondyla striata por Caetano et al
(1994). Entretanto, os referidos autores descrevem que as células digestivas de P. striata
apresentam ligeira acidofilia, diferente do encontrado em D. bispinosus, o que pode indicar
a presenca de compostos distintos entre as duas espécies.
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Pela histologia, observa-se que as células digestivas apresentam nucleo na porcao
mediana (Fig. 1B), assim como numerosas vesiculas que se coram diferentemente pelo
H.E. Isto caracteriza estas células como sendo secretoras, assim como as descritas por
Chapman (1975) e Wigglesworth (1974). Estas vesiculas desprendem-se do apice das
células digestivas e atravessam a membrana peritrofica, em seguida, esvaziam-se junto ao
alimento contido no limen. Essa descricdo é semelhante ao relatado para adultos de P.
striata (CAETANO et al, 1994) e larvas de P. villosa (CAETANO & ZARA, 2001). Para
estes autores tais vesiculas contém enzimas digestivas, as quais sao descarregadas no bolo
alimentar (espaco endoperitréfico) apos fusdo com a membrana peritrofica. Assim, D.
bispinosus apresenta a mesma caracteristica observadas para larvas e adultos da subfamilia
Ponerinae, sendo esta subfamilia considerada uma das menos derivadas por Holldobler &
Wilson (1990). Desta maneira, tal padrdo de secrecdo parece ser o modelo basico para os
Formicidae.

Na aplicacdo do Azul de Toluidina, que é um corante catidnico e forma ligacbes
eletrostaticas com radicais de carga oposta presentes no tecido (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983), foi possivel observar a presenca de fortes reaces de polissacarideos
acidos nas vesiculas, assim como na lamina basal e células generativas. O citoplasma, que
apresenta inumeras vesiculas, reagiu com intensidade mediana para esta técnica (Fig. 1B).

Histoquimicamente, a matriz peritrofica apresenta reagGes positivas quando
submetida a aplicacdo das técnicas de deteccdo de compostos protéicos e de natureza
polissacaridica, sendo estas, o Azul de Bomofenol, PAS e Azul de Toluidina
respectivamente (Figs. 1F, 1G, 1B).

Contudo, dentre os compostos protéicos detectados, o coldgeno foi positivamente
corado diante da aplicacdo das técnicas de Picrossirius red e Resorcina Fucsina tanto na
lamina basal, quanto na matriz peritréfica (Fig. 1C, 1D, 1E). A presenca do coladgeno na
composicdo da matriz peritrofica € perfeitamente compreendida, pois sua propriedade
possibilita flexibilidade e resisténcia a esta estrutura. Reid & Lehane (1984) descrevem um
outro composto constituinte da matriz peritréfica que apresenta propriedades semelhantes
as do colageno, sendo esta, a peritrofina.
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O emprego destas técnicas para deteccdo de colageno resultou em reagdes mais
ténues para a periferia das vesiculas digestivas, o que indica a correspondéncia entre a
periferia das vesiculas e a matriz peritrofica.

De acordo com King & Akai (1982 e 1984), na lamina basal dos insetos so foi
identificado colageno 1V, sendo que em D. bispinosus temos fortes indicativos para a
presenca destes elementos fibrilados do tecido conjuntivo.

Na detec¢do de compostos protéicos, foi aplicada a técnica Azul de Bromofenol. Os
resultados obtidos demostraram reagdes fortemente positivas nas células generativas e
lamina basal. ReacGes de intensidade mediana foram detectadas no citoplasma de células
digestivas e matriz peritrofica. Entretanto, as vesiculas presentes no citoplasma das células
digestivas mostraram reacGes muito fracas, quase imperceptiveis (Fig. 1F). O resultado
apresentado pelas vesiculas indica a existéncia de grande concentracdo de proteina na
constituicdo das enzimas. Estudos realizados por Jeantet (1971) com Formica e Caetano
(1988) com diversas formigas, tais como Ectatomma quadridens, Neoponera villosa,
Camponotus rufipes e Azteca bicolor, observaram o mesmo padrdo quanto a intensidade
fraca das reagdes.

Entretanto, na deteccdo de polissacarideos com o uso do PAS foi possivel visualizar
fortes reacBes na membrana peritrofica, lamina basal e vesiculas. Esta técnica possibilitou
a deteccdo de grandes concentracdes de glicoproteinas contendo grupamentos 1-2 glicol
presentes no interior das vesiculas, as quais mostraram reacfes fortemente positivas (Fig.
1G). Reac0es de igual intensidade ao PAS, foram também observadas por Caetano (1988)
em E. quadridens, N. villosa, C. rufipes, A. bicolor; por Jeantet (1971) em estagios larvais
até imago de operarias, machos e rainhas de Formica e também por Cruz-Landim & Mello
(1981) em larvas e adultos de Trigona.

O citoplasma das células digestivas mostraram reacGes medianas para o PAS,
indicando a presenca de glicogénio. Segundo Junqueira & Junqueira (1983), esta técnica
marca com precisdo glicogénio contendo o grupamento 1-2 glicol. Assim, quantidades
consideraveis de glicogénio estdo presentes no citoplasma destas células, embora em
concentragbes menores do que as encontradas na lamina basal (Fig. 1G). Esta € bastante
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espessa e reage intensamente tanto para deteccdo de compostos protéicos (colageno),
quanto para deteccdo de polissacarideos.

Os resultados obtidos na aplicacdo do PAS foram semelhantes aos resultados
obtidos na aplicacdo do Azul de Toluidina, comprovando a precisdo de ambas as técnicas.

Observou-se no ventriculo presenca de massas de estruturas filamentosas (Figs.
1A, 1D, 1H). Tais massas sdo semelhantes as descrita por Caetano (1984, 1988 e 1989)
para as espécies Cephalotes atratus, Cephalotes (=Zacryptocerus) clypeatus e
Dolichoderus decollatus. O referido autor constatou que esta estrutura era constituida de
aproximadamente 10 tipos diferentes de bactérias e um tipo de fungo, cuja fungédo provavel
seria a de atuar como simbiontes. Caetano et al (1989) e Caetano et al (1990) refere-se a
presenca de fungos e bactérias por entre as microvilosidades das células digestivas do
ventriculo de Dolichoderus attelaboides. Caetano et al (1989), mostrou esta mesma
situacdo, porém somente para bactérias, presentes no ventriculo de C. atratus. Em geral, as
formigas se alimentam preferencialmente de alimentos fluidos compostos principalmente
de polissacarideos, desta maneira a presencga destes microorganismos seria necessaria para
complementar suas dietas (CAETANO, 1989; ROCHE & WHEELER, 1997). Assim em
D. bispinosus sdo fortes evidéncias de que esta espécie tambem apresenta
microorganismos, uma vez que todos os individuos dissecados e processados de diferentes
colGnias apresentaram tais massas.

O pH do conteudo ventricular € uma importante propriedade que afeta diretamente
o funcionamento das enzimas digestivas (TERRA, 1994). Desta maneira, no ventriculo de
D. bispinosus assim como nos demais himendpteros, o pH é acido. Esta caracteristica pode
ser observada por meio da aplicacdo da técnica de Tricromico de Mallory (Fig. 1H). Terra
(2001), Schumaker et al. (1993) e Wigglesworth (1972) descrevem valores de pH entre 5 e
6 para himendpteros, havendo também um decréscimo do pH em direcéo a regido posterior
do ventriculo.

As vesiculas presentes no citoplasma das células digestivas aparecem livres no

limen do ventriculo. Nesta regido as vesiculas, também, reagiram intensamente na

aplicacdo dos testes de polissacarideos, demonstrando a predominancia deste composto na
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constituicdo das enzimas digestivas. A intensidade das reacOes para a deteccdo dos
compostos protéicos foram, mais uma vez, fracamente positivas.

Schumaker et al. (1993) descreve o contetdo protéico destas vesiculas em
himenodpteros, como sendo proteases constituidas apenas por serina (tripsina e
chimotripsina). Por outro lado, os compostos polissacaridicos, sdo as indmeras
carboidrases (a-Amilase, Celulases, Hemicelulases, dentre outras).

Assim este estudo mostrou que o padrdo de secrecdo presente nesta formiga
assemelha-se ao padrdo apocrino descrito para adultos de P. striata (CAETANO et al,
1994) e larvas de P. villosa (CAETANO & ZARA, 2001). Todas as formigas estudadas
anteriormente por estes autores apresentam este mesmo padrdo; desta maneira, este parece
ser 0 modelo basico dentre os Formicidae.

O conteudo das vesiculas presentes tanto no citoplasma das células digestivas,
quanto no limen do ventriculo, demonstrou ser de natureza glicoprotéica. Entretanto, 0s
compostos polissacaridicos apresentaram rea¢cdes muito mais intensas do que as reacdes de
compostos protéicos.

A massa de material fibroso, € semelhantes aos dos microorganismos descritos
por Caetano (1984, 1988, 1989 e 1990) no interior do trato digestivo de C. atratus, C.
clypeatus e D. decollatus.

Os compostos observados na periferia das vesiculas digestivas foram os mesmos
observados na membrana peritréfica, o que indica uma correspondéncia entre a periferia

das vesiculas e a matriz peritrofica, explicando sua permeabilidade a ela.
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Figura 1 - Seccgdes histoldgicas do ventriculo de Dolichoderus bispinosus.

A) Coloracdo H-E. Epitélio (ep) apresentando células digestivas (dc) e células
generativas (gc). Células digestivas com acumulo de massa filamentosa e de vesiculas
(ve) no citoplasma.B) Azul de Toluidina. Células digestivas (dc) com acumulo de
vesiculas (ve). O nucleo (n) ocupa a por¢do mediana da célula. A Iamina basal (bl)
apresenta-se fortemente marcada.(C e D) Técnica do Picrossirius. C) Células epiteliais
(ep) contendo vesiculas (ve) com reacdo positiva na periferia. Lamina basal (bl) e
membrana peritréfica (pm) apresentam reacdo positiva & técnica. D) Células generativas
(gc) na base do epitélio (ep). Lamina basal (bl) apresenta-se fortemente marcadas. Massas
(m) filamentosas estdo presentes nas células epiteliais. E) Resorcina Fucsina. Lamina
basal (bl) com reacdo positiva.F) Azul de Bromofenol. Lamina basal (bl), células
generativas (gc) e membrana peritrofica (pm) apresentam reacdo positiva.G) Acido
Periodico de Schiff (PAS). Lamina basal (bl) e vesiculas (ve) contidas nas células
epiteliais apresentam-se positivamente marcadas.H) Tricrdmico de Mallory. Células
epiteliais (ep) contendo massas fibrosas (m).lu= limen, ece= espaco ectoperitrofico, ep=

epitélio, ee= espaco endoperitrofico, bl= lamina basal.
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Anatomia do ileo de trés espécies de Cephalotes

(Formicidae, Myrmicinae).

RESUMO:

Realizaram-se estudos de natureza histolégica (H. E), histoquimica (carboidratos,
proteinas, colageno e calcio), enzimoldgica (ATPase e Fosfatase-acida) e
ultramorfoldgica do ileo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C.pusillus. O ileo
apresenta sua porcdo proximal com caracteristicas de regido atuante na captura de
material da hemolinfa e sua porcédo distal mostra-se atuante na captura de alimento e seu
transporte para a hemolinfa. Morfologicamente ndo existe diferenca entre o ileo das trés

espécies estudadas.
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ABSTRACT:

We conducted a study describing the histological (H.E), histochemical (carbohydrates,
proteins, collagen, and calcium), enzymatic (ATPase and Acid phosphatase), and ultra
morphological characteristics of the ileum of Cephalotes atratus, C. clypeatus and C.
pusillus. The proximal region of the ileum showed characteristics of basal absorption
and the distal ones presents characteristics of apical absorption. The are no

ultramorphological difference between the tree species.

INTRODUCAO

Cerca de 185 espécies de formigas pertencem a tribo Cephalotini (subfamilia
Myrmicinae). Dos quatro géneros inicialmente constituintes desta tribo (KEMPF, 1951
e 1973), apenas Cephalotes e Procryptocerus sdo reconhecidos nos dias de hoje
(ANDRADE & BARONI URBANI, 1999), sendo o0s géneros Cryptocerus e
Zacryptocerus sinonimizados a Cephalotes.

Apesar da grande variabilidade de habitos alimentares dos formicidae, o trato
digestivo destes insetos mostra pouca variacdo (CAETANO, 1984, 1988 e 1989).
Assim, este padrdo tem motivado diversos estudos que sdo utilizados para a
compreensdo da fungéo intestinal. Por meio destes estudos, torna-se possivel esclarecer
quais e como 0s recursos alimentares séo aproveitados em cada parte do trato digestivo.

Apesar da relativa constancia estrutural do trato digestivo, este pode apresentar
variacdes como descrito para o ileo de C. atratus, C. (=Zacryptocerus) clypeatus; C.
(=Zacryptocerus) pusillus e C. (=Zacryptocerus) rohweri (CAETANO, 1984, 1988,
1989; CAETANO et al., 2002 e ROCHE & WHEELER, 1997).

Em geral, cada uma das regifes do trato digestivo das formigas apresenta uma

porc¢édo globosa: no intestino anterior € o papo, no intestino médio é o proprio ventriculo
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e no intestino posterior é o reto (CAETANO; LAGE FILHO, 1982). Entretanto nas
formigas da tribo Cephalotini ha uma quarta porcdo globosa, o ileo, que se apresenta
dilatado para abrigar microorganismos como bactérias e fungo filamentoso
(CAETANO, 1989).

O ileo em conjunto com o reto, compde o intestino posterior nos insetos. A
funcdo deste, junto com os tdbulos de Malpighi esta relacionada com o processo
excretor e homeostase de ions e &gua (CHAPMAN, 1975; WIGGLESWORTH, 1972).
Segundo Wheeler (1926), os tibulos de Malpighi nada mais sdo do que evaginacfes da
parede do ileo.

No processo excretor dos insetos, a urina primaria, isosmética, é formada nos
tubulos de Malpighi e liberada no ileo, onde o volume e a composicao desta urina vai
sendo ajustada ao longo do intestino posterior, de acordo com as necessidades do inseto.
Assim ocorre reabsorcdo de substancias, tais como agua, ions e residuos metabolicos,
do material contido no Iumen (IRVINE et al., 1988; PHILLIPS, 1981;
LECHELEITNER & PHILLIPS, 1989; WIGGLESWORTH, 1972).

Bactérias endosimbidticas tém sido descritas em diversas espécies de formigas
do género Camponotus (SCHRODER et al, 1996). Entretanto tais bactérias estdo
situadas no interior de células denominadas de “bacteridcitos”, presentes no ventriculo.
Essas bactérias foram observadas por Blochmann (1882), e sdo diferentes dos
microorganismos presentes no trato digestivo de formigas da tribo Cephalotini
estudadas por Caetano (1984), Caetano e Cruz-Landim (1985) e Jaffé et al (2001), as
quais consistem de uma complexa populacéo de bactérias e fungo.

Devido a esta particularidade, a presenca e a funcdo de simbiontes no ileo de
formigas da tribo Cephalotini, descritos pela primeira vez por Caetano (1984), e
adquiridos por meio da trofalaxis abdominal realizados entre individuos adultos e recém
emergidos (BRANDAO et al., 1987) tem sido motivo de especulacdes entre 0s
mirmecologistas. Porém, pouco se sabe sobre as caracteristicas desta relacdo,
principalmente no que concerne ao aspecto histoquimico, enzimoldgicos e também

ultramorfoldgicos.
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Assim, foram realizados estudos do ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus,
com objetivo de mostrar relagdes entre as trés espécies, bem como, diferencas
histoquimicas, enzimoldgicas e ultramorfoldgicas tanto da parede como do contetido
desta porcdo do trato digestivo, no intuito de contribuir para o entendimento das

relacdes entre os simbiontes e seu hospedeiro.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material:

Operérias maiores de Cephalotes pusillus e operarias de C. clypeatus foram coletadas
em arvores localizadas no campus UNESP/ Rio Claro, enquanto que as operarias
maiores de C. atratus foram coletadas em arvores localizadas as margens do Rio Jacaré-

pepira, no municipio de Brotas, Estado de Sdo Paulo/Brasil.

2.2 Métodos

2.2.1 Ultramorfologia (MEV): Os ileos foram removidos e fixados em glutaraldeido
4% durante 24h, desidratado em uma série crescente de alcool (70 a 100%), dois banhos
de acetona 100% e desidratado no ponto critico (Balzers CPD 030). Apos desidratacao,
o material foi vaporizado com ouro no sputtering Balzers SD 050. Os ileos foram

examinados no S.E.M. Jeol P 15.

2.2.2 Histologia: As formigas foram dissecadas em fixador paraformoldeido 4% em
tampdo Fosfato de Sodio 0,1 M (pH 7,4) durante duas horas, sendo posteriormente
lavada pelo mesmo tampéo, desidratado em alcool (70, 80, 95%), embebido e incluido
em resina Leica.

Os cortes histologicos com 6-8um de espessura foram recolhidos em l&minas e
coradas com Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).



69

2.2.3 Histoquimica: Parte das laminas foram coradas com PAS (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1993) para carboidratos neutros e polissacarideos contendo ligagdes 1-2
glicol; o Azul de Toluidina pH 3,5 (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983) para
polissacarideos acidos e DNA,; Picrossirius red (=Direct red- 80) (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983) para fibras colageno; Azul de Bromofenol (PEARSE, 1960) e
Xilidine Ponceau (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1993), para proteinas,
principalmente as basicas; Tricromico de Mallory (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA,
1983), para deteccdo de estruturas basofilas e aciddfilas, e a técnica de von Kossa
(PEARSE, 1960), para deteccdo de calcio. Todas as laminas foram examinadas no
fotomicroscopio Leica. As imagens foram capturadas com o capturador de imagens

Leica DFC 280 e digitalizadas usando-se o programa Leica Image Manager 50.

2.2.4 Testes Enzimologicos: As formigas foram imobilizadas por resfriamento e
imediatamente dissecadas. Os ileos foram removidos e submetidos a solucéo fixadora
(glutaraldeido 0,5% e tampé&o cacodilato de sédio 0,2M, pH 7,2), a 4°C por 1 hora.

Apos fixacdo, o material foi rapidamente lavado no mesmo tampéo cacodilato e
incubado por 45min. a 37 °C, no meio descrito por LEWIS & KNIGHT (1977). Apos
incubacdo, o material foi lavado em tampdo Tris maleato a 4°C, e pos-fixado em
solucdo neutra tamponada de formalina: acetona (9:1), por 20 min. Foi efetuada rapida
lavagem em acetona pura, seguida por desidratacdo em uma série crescente de etanol
(70 a 95%), seguida de inclusdo em resina acrilica (LEICA). Todas as laminas foram
examinadas no fotomicroscopio Leica. Cortes com 6-8um de espessura foram
recolhidos em laminas e lavados por 4 min. com uma solucéo de sulfeto de amonia 1%,
secas e montadas em balsamo do Canada. As imagens foram capturadas e digitalizadas

usando-se 0 programa Leica Qwin.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na maioria dos insetos o ileo consiste de um tubo indiferenciado, com epitélio
coberto por cuticula e se liga ao reto. Esta descricdo faz com que ndo se desperte
interesse por esta por¢do do intestino posterior, porém dados relativamente recentes tem
mostrado que o ileo € muito mais do que um simples tubo com a funcdo de terminar a
digestdo iniciada no ventriculo (CAETANO, 1984,1988, 1989, 1990, 1998). O ileo é
constituido das mesmas camadas que o intestino anterior, mas as células epiteliais sdo
usualmente mais largas e freqiientemente apresentam conspicuas estriacbes da lamina
basal (CHAPMAN, 1975; WIGGLESWORTH, 1972) e microvilosidades da por¢édo
apical (CAETANO, 1989).

A imagem do intestino posterior em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus mostra
que essa estrutura representa a maior porc¢ao do intestino posterior, assim como descrito
por Caetano (1984) (Fig. 1A). O referido autor descreve o ileo de C. atratus como sendo
uma estrutura portadora de profundas dobras na intima em dire¢do ao lumen (1B). Esta
caracteristica, somada a grossas camadas de musculatura circular e longitudinal, além da
grande quantidade de traqueiolas infiltradas nos tecidos, sugere o aumento da superficie
de absorcao e adesdo de bactérias (CAETANO, 1989).

Na regido mediana o ileo apresenta musculatura circular muito desenvolvida,
diminuindo a medida que se dirige para a regido distal. Caetano (1984) acredita que tal
musculatura bem desenvolvida sirva para misturar o alimento com os simbiontes nessa
regido, facilitando o contato destes com o material a ser digerido.

As mesmas caracteristicas como a regido mediana dilatada, forte musculatura
circular e regido distal mais estreita e tubular (Figs 1A, 1C, 1E), também foram
observadas em C. (=Z.) rohweri por Roche and Wheeler (1997), e em Cataulacus sp
(CAETANO et al, 1994).

O ileo para as trés espécies em estudo apresentam aspecto muito semelhante ao
proventriculo quando em corte transversal (FIG. 1B). Ambas as estruturas sdo de origem
ectodérmicas e, portanto, sdo revestidas por de cuticula (WIGGLESWORTH, 1972,
CHAPMAN, 1975). Entretanto, a cuticula vista recobrindo a superficie do Iimen do ileo
é mais delgada do que a cuticula que reveste o proventriculo. Isto explica a sua

permeabilidade, por ser uma das vias de absorcéo e excrecdo conhecidas nesta porcao do
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trato digestivo (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1975; PHILLIPS, 1977 e
PHILLIPS et al., 1986 e 1988;).

As células epiteliais sdo baixas na regido proximal e aumentam a medida que se
dirigem para a regido posterior do ileo. Isto faz supor seu papel na absor¢do do material
digerido na regido precedente. Este epitélio assenta-se sobre a lamina basal bastante
delgada, e abaixo desta encontra-se a musculatura circular e longitudinal mais externa,
assim como descrito por Caetano (1988), para diferentes espécies de formigas. Esta
musculatura é espessa na regido mediana e vai regredindo a medida que se dirige para a
regiao posterior.

Dinoponera gigantea e Panaponera clavata (CAETANO et al, 1986/87),
apresentam, no ileo anterior, espinhos cuticulares arranjados em fileiras longitudinais
que desaparecem no ponto onde a musculatura circular regride de volume. Tais espinhos
parecem ter a funcéo de puxar e perfurar a membrana peritréfica.

A massa de material fibroso presente no ileo de C. atratus, C. clypeatus e C.
pusillus, é constituida de microorganismos e foi descrita por Caetano (1984, 1988, 1989
e 1990) e Caetano & Cruz-Landin (1985) para as espécies C. atratus, C. (=Z.)
clypeatus. Os referidos autores constataram que esta estrutura era constituida de
aproximadamente 10 tipos diferentes de bactérias e um tipo de fungo filamentoso nédo
septado, cuja funcdo provavel seria a de atuar como simbiontes. Jaffe et al., (2001)
identificaram para C. atratus e C. pusillus, bactérias como sendo do tipo
Corynebacterium  sp.,  Brevibacterium sp., Sphingobacterium  spiritivorum,
Sphingobacterium  multivorum,  Ochrobaqgcterium  anthropi,  Myroides  sp.,
Brevundimonas diminuta, Alcaligenes faecalis, Stenoptrophomonas sp., Moraxella sp. e
Pseudomonas alcaligenes, dentre os quais pdde ser observado interagcbes metabolicas
entre 0s microorganismos e seus hospedeiros.

Em geral, as formigas alimentam-se de fluidos ricos em polissacarideos e ou
lipidios, desta maneira a presenca de microorganismos no ileo seria necessaria para a
complementacédo de sua dieta (CAETANO, 1989; ROCHE & WHEELER, 1997). Jones
(1983), propdem que nos casos onde o recurso alimentar tem baixa qualidade

nutricional, existe a possibilidade dos organismos adotarem mecanismos que
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possibilitem otimizar o uso deste recurso. Assim, a exemplo de outros insetos como
cupins, baratas e besouros, 0 mecanismo adotado pelas formigas do género Cephalotes e
Cataulacus é a simbiose estabelecida com microorganismos intestinais (CAETANO &
CRUZ-LANDIM, 1985).

Os hébitos alimentares de especies de C. (=Z.) texanus, C. (=Z.) rohweri, C.
(=2.) maculatus e C. atratus podem incluir fezes imidas de passaros, liquidos extraidos
de homopteros, carnica, e mais notadamente, polen (WEBER, 1957; CREIGHTON,
1967; ADAMS, 1990; BARONI-URBANI & ANDRADE, 1997 e ROCHE &
WHEELER, 1997). A utilizacdo de polen é incomum entre as formigas, porém em
Cephalotini, este é freqiientemente utilizado (ROCHE & WHEELER, 1997).

Para estes autores, fica claro que a procura de fezes de passaros seja destinada ao
suprimento da demanda de compostos nitrogenados, 0s quais sdo primordiais aos
microorganismos presentes no ventriculo (BUTION et al., in press) e ileo. Os
compostos nitrogenados ao serem assimilados pelos microorganismos podem fornecer
como subproduto de seu metabolismo alguns sais e aminoacidos que carecem nas dietas
destas formigas, as quais sdo onivoras.

Estrutura semelhante, formando uma bolsa que contém bactérias envolvidas na
reciclagem oxidativa de compostos nitrogenados ndo aproveitados pelas formigas, foi
descrito entre o ventriculo e o ileo de Tetraponera binghami, T. nitida e T. attenuata
(BILLEN & BUSCHINGER, 2000; van BORM et al., 2002).

Em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, a regido de passagem do ventriculo
para o ileo se apresenta isolada de um lado pela valvula pilérica, e de outro por uma
dobra do epitélio (segunda valvula) (Fig 2A, 2B). Nesta regido entre as duas valvulas
desembocam os tdbulos de Malpighi. Apds a segunda dobra do epitélio, o ileo se
estreita abruptamente e forma uma bolsa na qual, observa-se a presenca de
microorganismos, como ja descrito nos varios trabalhos de Caetano, anteriormente
mencionados. Caetano (1984) a denominou de “bexiga”.

O epitélio da segunda valvula apresenta-se com caracteristica secretora (Fig 2B).

Terra (1990), formula a hipdtese de que a perda dos cecos gastricos na regido

anterior do ventriculo nos insetos Holometabolos permitiu adaptacdes desta regido para
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a absorcdo de agua e, consequentemente, diminuindo o acimulo de substancia nocivas
no limen, o qual apresenta intenso metabolismo. Segundo o autor, sdo estas, as
carateristicas adotadas pelos Hymenoptera em geral. Isso parece indicar que a adaptacao
estrutural presente no ileo de formigas da tribo Cephalotini, a qual abriga uma rica
fauna microbiana, esteja relacionada com a utilizagdo de materiais oriundos do
ventriculo e tdbulos de Malpighi. Isto é semelhante as caracteristicas descritas para 0s
ancestrais dos Isoptera, ainda considerando a hipotese sobre a evolucdo do processo de
digestdo, proposta por Terra (1990). Assim, C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus
apresentam caracteristicas adaptativas que sdo validas tanto para os ancestrais de
Hymenoptera, como também apresentam semelhancas aos dos ancestrais dos Isoptera.

O pH do contetdo do trato digestivo é uma importante propriedade que a
principio poderia afetar os microorganismos ai presentes. O ileo apresenta-se
ligeiramente mais acido que o ventriculo, isto se da particularmente devido as secrecdes
dos tabulos de Malphighi (CHAPMAN, 1975). De acordo com Erthal et al. (2004), o pH
do ileo em Acromyrmex subterraneus varia de 50 - 4, 5, havendo uma gradual
acidificacdo em direcdo ao reto. Segundo o autor, o reto apresenta pH em torno 5,0 - 3,0.

A técnica de Tricrébmico de Mallory mostrou que o ileo possui pH &cido (ao
redor do neutro) (Fig 2C). Este pH levemente acido no lumen do ileo deve estar
relacionado com a liberagdo de célcio no ventriculo e que chega até o ileo, o qual foi
detectado com a técnica de von Kossa (Fig 2D) para este ion. Assim sendo, este pH
levemente acido (corrigido pelo calcio ai presente) pode explicar a permanéncia destes
microorganismos no ileo destas formigas, sem que sejam destruidos por um pH
extremamente &cido.

A maior parte do célcio eliminado via células do ventriculo estdo complexadas
com outros ions formando os esferocristais (CAETANO & CRUZ-LANDIM, 1985;
CAETANO, 1990) e parte parece estar livre (BUTION et al, in press). Assim sendo, a
natureza acida do ileo parece ser lentamente corrigida pela acdo deste composto sobre 0s
esferocristais dissolvendo-os. Tal hipétese deve-se ao fato dos esferocristais serem
comuns no ventriculo (células digestivas e Iimen), nos tabulos de Malpighi (células e

Iimen), mas ndo serem observados no lIimen do ileo.
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Este decréscimo no gradiente do pH ao longo do trato digestivo, tambem é
descrito na maioria dos insetos (WIGGLESWORTH, 1972; CHAPMAN, 1975; TERRA
& FERREIRA, 1994). Desta maneira, acreditamos que C. atratus, C. clypeatus e C.
pusillus apresentam este mesmo padrdo de decréscimo no pH, pois a auséncia de
microorganismos no reto, somada a fortes reacdes para o carater &cido observados
mediante a técnica de tricrbmico de Mallory, evidenciam um provavel decréscimo
gradiente do pH, quando comparado ao ileo ou a qualquer outra regido do trado
digestivo, tornando as condi¢fes nesta regido mais austeras para 0S microorganismos se
abrigarem quando em comparacéo ao ileo.

Dentre os testes histoquimicos aplicados, picrossirius red (colageno) teve reacoes
fortemente positivas ao logo de toda a superficie e lamina basal do epitélio do ileo (Fig
2E), mas em especial, no local onde desembocam os tubulos de Malpighi.

A presenca de colageno nesta regido de conexdo do ileo com os tubulos de
Malpighi é perfeitamente compreendida, pois suas propriedades estruturais conferem
certa resisténcia a esta regido, particularmente sujeita a tragdes (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983; LEHNINGER et al., 1993). A flexibilidade e resisténcia, permite a
livre movimentacdo da extremidade distal dos tibulos de Malpighi na hemolinfa sem
que haja comprometimento, por ruptura na extremidade proximal, junto ao ileo.

Como a maioria das técnicas empregadas, o Picrossirius red também reagiu com
a delgada lamina basal. De acordo com King & Akai (1982 e 1984), na lamina basal dos
insetos ocorre colageno 1V. Desta forma, esta técnica é bastante precisa para a detecgédo
do colageno, em geral, nos tecidos dos insetos.

Xilidine ponceau e azul de bromofenol foram utilizadas na deteccdo de proteinas
totais, ambas mostraram reacGes de intensidade media para o epitélio e o lumen.
Entretanto, tanto a 1dmina basal, quanto & massa de microorganismos contida no limen,
mostraram fortes reacdes a estas técnicas (Figs 2F, 2G).

Polissacarideos acidos e neutros foram detectados mediante a aplicacdo das
técnicas de azul de toluidina e PAS. Reacbes de intensidade mediana para ambas as
técnicas foram vistas no citoplasma das células epiteliais (Figs 2H, 2 ). Entretanto,
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vesiculas presentes neste epitélio foram fortemente coradas apenas para o PAS,
indicando ser estas, compostas basicamente de polissacarideos neutros (Fig 2 1).

Tais vesiculas se apresentam em digestdo, pois a técnica para enzimas de
fosfatase &cida mostraram-nas presentes nas areas correlatas do citoplasma das células
epiteliais. Assim, este teste detectou a presenca deste grupo de enzimas por todo o
epitélio do ileo de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, indicando a abundante presenca
de compostos, 0s quais, propiciam a quebra entre ligacdes fosfato-éster no citoplasma
deste (Fig 2 J). Estes metabdlitos, oriundos tanto do material contido no limen do ileo,
quanto da hemolinfa, podem ser assimilados se necessario ou simplesmente excretados
(PHILLIPS, 1981; PHILLIPS et al. 1988; WIGGLESWORTH, 1972). Entretanto 0s
microorganismos presentes no limen podem estar metabolizando estes excretas, onde 0s
subprodutos deste podem ser reabsorvidos no ileo.

Na regido proximal do ileo, que apresenta células epiteliais baixas, o teste de
ATPase detectou a presenca desta enzima proxima a lamina basal (Fig 2K). Isto parece
indicar que esta regido esta relacionada com a absor¢do de substancias da hemolinfa, as
quais, sdo dirigidas para o lumen, onde sdo liberadas ou reaproveitadas pelos
microorganismos. Esta regido poderia estar atuando na excrecdo. Caetano (1998)
mostrou figuras de excrecdo nas células do ileo de Dinoponera australis. Entretanto, na
regido distal do ileo, as reagcBes ocorreram na parte apical das células epiteliais,
denotando a funcéo de absor¢édo desta porgéo (Fig.2L). Isto mostra que nossa proposi¢ao
no paragrafo acima esta amparada pela resposta aqui obtida.

Esta afirmacédo encontra apoio em (CAETANO, 1989) para o ileo de N. villosa,o
qual apresenta na sua porcdo inicial células sem microvilosidades. Essas células
possuem invaginacdes da membrana basal bastante pronunciada e com poucas
mitocondrias. Um segundo tipo de célula surge logo apds a primeira regido e
apresentam-se com muitas e longas microvilosidades. Essa regido contem também
inimeras mitocondrias alongadas. Estas células sdo mais altas do que aquelas da
primeira regido. Em ambos os tipos celulares observa-se interdigitacdes das membranas
laterais, extremamente elaboradas, mostrando ser esta uma regido com grande

mobilidade, talvez por acdo da forte musculatura circular ai presente. O primeiro tipo de
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célula parece estar relacionado com absorcdo de material da hemolinfa e o0 segundo tipo
com a absorcao de material do lGmen.

Estudos ultra-estruturais de C. (=Z.) rohweri e Formica nigricans realizados por
Roche and Wheeler (1997) e Villaro (1999), respectivamente, mostram caracteristicas
semelhantes as descritas por Caetano (1989), indicando ser este um padrdo ultra-
estrutural comum dentre os Formicidae.

Os simbiontes presentes nos ileos de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus
reagiram intensamente tanto quando submetidos para detec¢do dos compostos protéicos,
como para os polissacarideos, o que ja era esperado devido a composicédo glicoprotéica
da parede bacteriana. ldem para a presenca de fosfatase acida, que indicaria intensa
digestdo por parte das células do epitélio do ileo.

A presenca macica de microorganismos no ileo, frente as adaptacdes morfoldgicas
que garantem um elevado suprimento de oxigénio e de metabdlitos, somadas a
capacidade absortiva e digestiva observadas nas células epiteliais, nos leva a acreditar
que esta regido do trato digestivo seja uma estrutura bastante especializada e adaptada
para abrigar microorganismos, estabelecendo com eles uma legitima simbiose, onde o

processo digestivo é levado a cabo e onde a absor¢do ocorre intensamente.
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Figura 1- Comparacdo do trato digestivo de formigas Cephalotes.

A) Viséo geral do trato digestivo de Cephalotes pusillus, mostrando: o papo (p),
proventriculo (pv), o corpo gorduroso (cg), ventriculo (v), tabulos de Malpighi (tm),
ileo (i), bolsa de microorganismos (bm) e o reto(re).

B) Corte transversal da regido distal do ileo de C. atratus. Observe as profundas dobras
do epitélio em direcdo ao limen. Esta caracteristica mostra 0 aumento da area de
absorcéo e adesdo de microorganismos.

C) Vista da dilatacdo na regido anterior em C. atratus. Esta, denominada de bolsa de
microorganismos.

D) Visao geral do trato digestivo de C. clypeatus, mostrando o papo (p), proventriculo
(pv), ventriculo (v), tubulos de Malpighi (tm), ileo (i), bolsa de microorganismos
(bm) e ovério (ov) e traquéia (tr).

E) Imagem do ileo de C. pusillus mostrando a regido anterior dilatada e regido distal
mais estreita e tubular, a qual se liga ao reto.
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Figura 2- Secgdes histoldgicas do ileo de Cephalotes atratus, C. clypeatus e C. pusillus.

A) H-E em C. clypeatus. Visdo geral do mostrando parte do epitelio do ventriculo
(epv), a bexiga (b), os tubulos de Malpighi (tm) desembocando nesta regiao, ileo (i)
com a presenca de microorganismos (mi) em seu limen (lu).

B) H-E em C. pusillus. Detalhe da bexiga (b), mostrando a valvula pildrica (vp), limen
(lu) com a presenca de microorganismos (mi), e a segunda dobra do epitélio (ep), o
qual tem caracteristica secretora.

C) Tricrdmico de Mallory em C. atratus. Visao geral do ileo (i), mostrando as células
epiteliais (ep) em amarelo e o pH &acido do lumen -azul (lu).

D) von Kossa em C. clypeatus. Note as fortes reac@es no Iimen do ileo (i), mostrando a
presenca de secrecdo de calcio oriundas do ventriculo (v).

E) Picrossirius red em C. atratus: As fortes reacGes na lamina basal (Ib), indicam a
presenca de colageno.

F) Xilidine Ponceau em C. atratus: O citoplasma das células epiteliais apresentam
reacOes medianas, enquanto que a lamina basal e 0os microorganismos apresentam
fortes reagdes para esta técnica.

G) Azul de bromofenol em C. atratus: o epitélio apresenta reacdes medianas, enquanto
que o lumen possui fortes reacdes.

H) Azul de toluidina em C. atratus: Reagdes fortes nos microorganismos (mi) e lumen
(lu), entretanto o epitélio (ep) possui reacdes medianas.

) PASem C. atratus: Os mesmos resultados da figura anterior também s&o vistos aqui,
entretanto, ha a presenca de vesiculas no citoplasma.

J) Fosfatase &cida em C. pusillus: Note a presenga destas enzimas por todo o epitélio
(ep) e tabulos de Malpighi (tm).

K) ATPase em C. pusillus: A presenca destas enzimas na regido proximal do ileo séo
observadas na lamina basal (Ib).

L) ATPase em C. pusillus: A presenca destas enzimas na regido distal do ileo sdo
observadas no apice das células epiteliais. Estas Ultimas sdo mais altas que as células

da regido proximal.
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CONCLUSOES

A camada de muco envolvendo o bulbo do proventriculo de Cephalotes atratus, C.
clypeatus e C. pusillus, tem a propriedade de barrar ou controlar a passagem de
microorganismos para o ventriculo.

N&o héa diferencas de natureza quimica na composi¢do da camada amorfa nas trés
especies de formigas pertencentes a tribo Cephalotini.

A mobilidade dos labios do bulbo do proventriculo deve-se & presencga de fibras
musculares que estdo aderidas ao epitélio do bulbo do proventriculo.

Os proventriculos de C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus mostram diferengas sutis
entre si.

A transicdo do epitélio do proventriculo para o ventriculo, junto com a vélvula
cardiaca é responsavel pela producdo da membrana peritrofica em C. atratus, e C. clypeatus
e C. pusillus. Em Dolichoderus bispinosus, apenas o epitélio de transi¢cdo do proventriculo
para o ventriculo esta envolvido na producdo da membrana peritrofica.

O padrdo de secrecdo de vesiculas digestivas nas quatro espécies estudadas €
apocrino.

O conteldo das vesiculas presentes tanto no citoplasma quanto no lamen do

ventriculo das quatro especies estudadas, demonstrou ser de natureza glicoprotéica.
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A intensa secrecdo de ions de Ca™" pelas células digestivas do ventriculo de C.
atratus, C. clypeatus e C. pusillus, esta relacionado com a estabilizacdo do pH levemente
acido presente no limen tanto do ventriculo quanto do ileo.

A presenca de elevadas concentracfes de coldgeno na regido de conexdo do ileo
com os tabulos de Malpighi confere flexibilidade e resisténcia a esta regiéo.

O ileo em C. atratus, C. clypeatus e C. pusillus, apresenta duas regides

histologicamente distintas.
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