Acta Bial. Par,, Curitiba, 12 {1,2,3,4):11-22, 1983.

MODIFICACOES HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS DO
CORPO GORDURQOSO DE RAINHAS DE Atta sexdens
rubropilosa FOREL (HYMENOPTERA, FORMICIDAE)

DURANTE O PRIMEIRO CICLO REPRODUTIVO™ .

HISTOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL MODIFICATIONS
OF THE FAT BODY OF Atta sexdens rubropilosa FOREL
{(HYMENOPTERA, FORMICIDAE) DURING THE
FIRST REPRODUCTIVE CYCLE* .

*®

Marina A. Staurengo da Cunha
Carminda da Cruz Landim ***

RECEBIDQ EM: 18/08/81
APROVADO EM: 25/03/81

INTRODUGAOQ

O corpo gorduroso dos insetos é um tecido difuso e irregular, que tem
como uma de suas funcdes a de armazenar reservas alimentares. Segundo
CHAPMARN (1) este tecido consiste de uma massa frouxa de células arranja-
das em corddes ou Iiminas, Essa massa contém essencialmente um danico ti-
po de célula, funcionalmente diversificada e capaz de armazenar glicogénio,
lipideos e protefnas {9). Estas células de reserva também chamadas troféci-
t0s ou adipocitos podem estar associadas a tipos celulares especializados,
tais como: células de urato, oendcitos e micetdcitos (6).

A gquantidade e a natureza das reservas alimentares dentro do corpo
gorduroso varia sob condigdes internas ou ambientais diversas. Assim o ciclo
de muda, o estado nutricional e o estdgio de desenvolvimento do inseto, en-
tre outras coisas, podem influenciar sua histofisiologia.

Muitos estudos ac nivel de microscopia 6ptica mostraram as transfor-
magdes gue ocorrem no corpo gorduroso durante o crescimento € a meta-
morfose, durante a alimentagdo e jejum em larvas de Drosophila {4}, em lar-
vas de Calpodes ethlius {12) em larvas de Philosamia cynthia (5). Na larva,
o corpo gorduroso desempenha importante papel no metabolismo interme-
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didrio, mas poucos estudos estdo disponiveis em insetos adultos apesar de
sua importancia na producio de ovos, diapausa e voo.

Estudos da morfologia e fungdo do corpo gorduroso e células associa-
das em Atta estjo sendo iniciados, com ¢ objetivo de determinar guais pro-
dutos sdo mobilizados pelo inseto durante a vida adulta e, qual a relagfo
com o desenvolvimento do sistema reprodutor em desenvolvimento. No caso
especifico tratase justamente cdp inicio da fase de postura por parte da
rainha,

MATERIAL E METODOS

l¢ds de Atta sexdens rubropilosa foram coletadas a intervalos: durante
a revoada {(considerado 1 dia), 5, 18, 35, 60 e 130 dias apds a revoada e nidi-
ficagio em condigdes naturais.

Em seguida foram dissecadas em solugdo fisioldgica para insetos. Por-
¢fes do corpo gorduroso foram retiradas e fixadas separadamente em Car-
noy, Bouin e formol-cdlcio de Baker. A desidratacdo, diafanizagdo e inclusio
em parafina foram efetuadas segundo a técnica rotineira. SecgBes de 7um
foram submetidas a uma variedade de técnicas de coloragdo. A técnica estan-
dar de hematoxilina Delafield-eosina foi usada para exame histoldgico. Tes -
tes histoquimicos foram realizados de acordo com o apresentade por PEAR-
SE (11}, por LISON (8) e por LANGERON (7).

Para demonstracdo de proteinas foi utilizada a reagdo de ninhidrina-
Schiff sequndo Yazuma e Ichikawa. A reagdo do 4cido peribddico-Schiff se-
gundo McMannus foi usada para demonstrar a existéncia de carbohidratcs.
Prevengdo da reagdo de PAS acima, por meio da acetilagio, foi feita afim de
verificar a natureza carbohidritica dos grupos reagentes. SecgGes controles
submetidas separadamente, & digestdo pela amilase salivar e coloragfo pelo
Carmin de Best foram usadas para demonstracio do glicogénio. Liprdeos fo-
ram demonstrados pelo método do Sudan Black B e a coloragdo com verde
metila-pironina com e sem ribonuciease para RNA.

RESULTADOS

O presente estudo refere-se essencialmente ao corpo gorduroso locali-
zado no abdome, onde se apresenta sob a forma de uma massa de células
prendendo-se firmemente aos ovérios e demais 6rgdos. As células intumesci-
das devido ao acimulo de reservas mantém-se unidas devido & grande guanti-
dade de ramos traqueais entre elas. Este corpo gorduroso é formado por um
tipo anico de célula — o trofécito.

A idade de 1 dia o corpo gorduroso apresenta-se muito compactado e
por isso as células exibem forma poliédrica {Fig. 1A). Como se trata de um
tecido de reserva, as células apresentam-se cheias de gréos, gotas e vaclolos
de vdrios tamanhos. Pela figura 1 nota-se que estas células aumentam de vo-
lume até aos 35 dias (Figs. 1A e 1D), dai diminuindo {Figs. 1E & 1F) sendo
que aos 60 dias exibem um aspecto de degeneragio. Aos 130 dias, as células
grandes praticamente desapareceram restando apenas traquéias que.se asse-



melham a fios de sustentagdo e, algumas celulas pequenas com aspecto fl4-
cido.

) O teste do PAS e os testes controles revelaram a existéncia de material
PAS+ assim distribuido: em insetos de 1 dia o material apresenta-se sob a
forma de pequenas gotas, principalmente na periferia da célula, mas aos &
dias a célula cresce e este material aparece com aspecto amorfo ocupando
todo o interior da célula, com excegdo da periferia onde aparece um cortex
preenchido por peguenas gotas PAS— (provavelmente lipideos}, Os contro-
les (digestdo pela amilase salivar e prevengdo da rea¢fo por acetilag8o) indi-
cam que o material PAS+ provavelmente é constituido por carbohidratos as-
sociados a glicoproteinas. O teste do Carmin de Best confirmou que o glico-
génic em insetos de 1 dia, localiza-se na periferia e aos 18 dias evidenciou
que existem dois tipos de células; as que possuem grandes gotas que ndo se
coram e pouco glicogénio nNo centro, € as que possuem pequenas gotas, ndo
coradas, espalhadas e glicogénio entre elas.

Aos 18 dias todas essas reagdes sdo fracamente positivas mas entre 5
e 18 dias, a célula continua o crescimento, coincidindo este com um acd-
mulo de lipideos e decréscimo de material proteico. .

Aos 35 dias a reagdo do PAS apos acetilagdo € negativa na periferia.
da célula (Fig. 2B) evidenciando agora, sem divida, que os carbohidratos
estdo novamente localizados nesta regio. O controle pela amilase {Fig. 2D}
e o teste pelo Carmin de Best revelaram que grande parte deste material é
glicogénio. Aos 60 dias hd um decréscimo deste material sendo que aos 130
dias, localiza-se na periferia ermn pequena quantidade.

Supomos serem de lipideos as gotas nfo coradas apresentadas pelas
céiulas em todas as idades examinadas, uma vez que eles devem ter sido ex-
traidos devido aos procedimentos histoquimicos empregados. Este material
aparece em todas as fases de desenvolvimento do corpo gorduroso, Em igés
de 5 dias, {Fig. 3A) os granulos de lipfdeos estdo concentrados mais na peri-
feria da célula, Aos 18 (Fig. 3C) e 3b dias sdo encontrados numa distribui-
¢80 mais homogenea pelo interior da célula. Pequena quantidade de grnulos
de lipidecs com distribuigdo homogénea caracterizam o corpo gorduroso de
icas de 60 a 130 dias. :

O teste da ninhidrina-Schiff revelou que em igds de 1 a 5 dias o mate-
rial positive acumula-se no bordo externo da céiula (Fig. 3B). Aos 18 dias
esta reacdo é fracamente positiva exibindo-se pequena quantidade de grdos
positivos mais para ¢ interior da célula (Fig. 3D), Novamente aos 35 dias h&
um acimulo de material positivo no bordo da célula, e aos 60 e 130 dias
toda célula contém este material, em quantidade média, espalhada pelo inte-
rior. Este teste indica a presenca de agrupamentos amina, e portanto proter-
nas em geral.

A coloraglo pelo verde metila-pironina revelou aos 5 dias a presenga
de um ndcleo alongado e comprimido pelas reservas, tomando, no corte, a
forma de um fio irregular, ramificado nas extremidades. Esta forma tam-
bém foi confirmada através do exame ultraestrutural destas céfulas (13).
Pequena guantidade de granulagBo fina corada pela pircnina aparece es-
palhada pelo citoplasma entre os vacGolos abundantes {(Fig. 4A}. Aos
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FIG. 1 — Células do corpo gorduroso de Atta sexdens rubropilosa, coradas com HE,
tendo respectivamente 1, 5, 18, 35. 60 e 130 dias apds a revoada. Notar em A, o nicleo
(n) na forma de filamento longo. Lipfdeos (1), vactolos {v) e traguefas (t). Escala:1 um.




FIG. 2 — Células do corpo gorduroso acs 35 dias, submetidas aos seguintes tratamen-
tos. A — PAS; B — PAS + acetilagdo; C — PAS+aoetiIa:;50+sapomfica¢50 D — PAS +
amilase salivar. As setas indicam reaq:é‘o positiva em A e C, e reagdo negativa em B. Em
D pequena quantidade de glicogénio na periferia. Escala: 1 tm,
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- FIG. 3 — Células do corpo gorduroso, sendo: A e C, com 5 e 18 dias, coradas por Su-

dan Balck B. A seta em A indica reagdo positiva intensa na periferia. Figuras B e D com
5 e 18 dias: coradas pela Ninhidrina-Schiff. A seta indica em B, reagdo + mais intensa
no bordo da célula enquanto em D ela aparece mais centralmente. Vacuolos (v). Escala:
1 um.




18 dias o ndcles aparece localizade mais perifericamente, e as células apre-
semtarn um halo de material homogéneo pironindfilo rodeando grande quan-
tidade de vacGolos na parte central. Aos 3b dias desaparece o va_cﬂolo maior
central e o halo periférico restando apenas vacdolos pequenos, E aos 60 dias
gue aparece no citoplasma uma grande quantidade de yranulagdes coradas
pela pironina (Fig. 4B).

Hemdcitos associados aos trofécitos (Figs. 4A, 4C e 4D) apareceram
em todas as idades, mas a partir dos 60 dias é que se tornam mais abundan-
tes.

A tabela | resume as informacSes sobre a intensidade das rea¢des apre-
sentadas pelos trofacitos, face aos diversos testes histoqu fmicos empregados.

DISCUSSAC E CONCLUSOES

Os troféeitos de 1 dia de idade contém material PASH {polissacarideos
e glicoproteinas} na forma de gotas, materiat ninhidrina-Schiff e glicogénio
principalmente na periferia da célula. Concomitantemente ao crescimento
da célula nota-se, aos 5 dias, um aclmulo deste material mais centralmente
e grande guantidade de gotas de lipideos espalhados pelo citoplasma.

Aos 18 dias estas células atingem seu tamanho méxime ceincidindo
com o aumento do actmulo de lipideos, Entre 18 e 35 dias as células come-
gam a diminuir de volume, levando a uma diminui¢do de material proteico
e lipfdeos, e ao aparecimento de um novo estoque de material PAS+ (gli-
cogénio).

As rainhas de Atta sexdens rubropilosa eclodem com o corpo gorduro-
s0 muito desenvolvido. As reservas que este contém ainda provém da alimen-
tagdo larval e sdo sobras do que ndo foi consumido durante a metamorfose,
O crescimento das células do corpo gorduroso até 18 dias pode ser devido 2
alimentagdo obtida antes da revoada ou remanejamento de reservas acumu-
ladas nos ovocitos que nfo sdo postos durante a metamorfose, € da degene-
ragdo da musculatura do voo,

As reservas do corpo gorduroso, s§o quase totalmente consumidas até
60 dias apds a nidificacdo e a julgar pelo desenvolvimento do ovério nesse
perfodo parecem ser utilizadas na vitelogénese, uma vez que a rainha aparen-
temente ngo se alimenta neste periodo.

Aos 60 e 130 dias hd um decréscimo de todo o material PAS+ restan-
do certa quantidade de proteinas, bem coemo a preserga de grios coroados
pela pironina {provavelmente RNA) principalmente aos 60 dias. Assim, o
corpo gorduroso, num perfodo de 130 dias reserva por ordem, polissacari-
deos e ylicoproteinas, lipideos, glicogénio e RNA, Aparentementg, acimuio
e descarga das reservas ocorrem ciclicamente. Pelo menos no periodo exami-
nado, foi possivel observar armazenamento e descarga de carbohidratos, se-
guido de nova fase de armazenamento. Para os lipideos, fei cbservado arma-
zenamento e descarga, enguanto os niveis proteicos se mantiveram mais ou
menos constantes durante o periodo estudado. Altos niveis proteicos e de
jcidos ribonucleicos também aparecem em rainhas de termitas (3).

Segunde MARICONIL (10) a igd, durante cerca de mais ou menos 90
dias apds a fundagdo do novo ninho pde dois tipos de ovos, os ovos alimen-
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m . C A
D, hernécm:s ‘(.h) assoc.lados aos trofécitos. Traquefas (t). Escala: 1 m.




Tabela | — Intensidade das reagSes histoquimicas apresentadas pelas células do corpo
gordurose de Atta sexdens rubropilosa em relagdo 3 idade do adulto.

Testes

PAS/ Carmin
PAS/ PAS PAS/ acetilaggo/ de Ninhidrina Sudan RNA
Idade (dias) amilase acetilagio KOH Best Schiff Black B

+ ++ ++ ++ + ++ +4++ +

5 + +++ +++ 4+ ++ +++ +++ +

18 + + + + + +++ +++ +

35 - ++ — ++ +++4 + ++ +
60 - + - + + ++ + ++

130 - + - + + ++ + -

{—) reacfo negativa, {+) (+ +} {+ + +) reacfo positiva: fraca, mé&dia e forte, respectivamente
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tares e ovos funcionais. Alimenta-se a si prépria e d prole com os ovos de
“alimentagdo’” que diferem bastante dos ovos normais. Apds esse perfodo
p0e apenas ovos funcionais.

© maior crescimento dos ovédrios como demonstrado por STAUREN-
GO DA CUNHA et alif (14) ocorre, nas igds, entre 35 a 60 dias, apos a funda-
¢do do ninho, enquanto as células do corpo gorduroso crescem entre 18 e 35
dias, principalmente por acimulo de lipideos, CRUZ-LANDIM (2) também
encontrou que os lipideos constituem a reserva mais importante do corpo
gorduroso de operarias adultas de Apis mellifera adansonii.

Portanto, pode-se supor, que de inicio, até 18 dias ambos crescem por
absorgdo de material da hemolinfa {conseguido gragas 4 digestdo dos ovos de
alimentagdo) e apds isso, os ovirios crescem as custas do corpe gorduroso.
Isto é confirmado pelo fato de encontrarmos aos 60 dias as células do corpo -
gordurosc completamente degeneradas enquanto os ovérios estdo no méxi-
mo de desenvolvimento.

RESUMO

Igés coletadas a 1, 8, 18, 35, 60 e 130 dias apés a revoada e inicio de nidi-
ficacdo tiveram os corpos gordurosos examinados histoldgica e histogquimi-
camente. Estes sdo formados por um dnico tipo de célula — o trofpeito, que
reserva por ordem: polissacarideos e glicoproteinas, lipidecs, glicogénio,
proteinas e RNA. Para carbohidratos foi possivel verificar armazenamento,
descarga ¢ nova fase de armazenamento, enquanto para lipideos foi obser-
vado armazenamento e descarga.

PALAVRAS-CHAVE: ica, corpo gorduroso, trofdcito, histologia, his
toquimica.

SUMMARY

Histological and histochemical observations were made up on the fat
body of the ant Attasexdens rubropilosa, 1, 5, 18, 35, 60 and 130 days after
the nuptial flight and foundation of a new nest. The fat body is formed by
a single type of cell-the trophocyte, which reserves in order: polysaccharides
and carbohydrates containing proteins, lipids, glycogen, proteins and RNA.
For carbohydrate it was possible to verify storage, discharge and new phase
of storage, while for lipds only storage and discharge were observed.

KEY WQRDS: ant queen, fat body, trophocyte, histology, histoche-
mistry.

RESUME

Reines de Atta sexdens rubropilosa ont été recoltées aprés 1, 5, 18,
35, 60 et 130 jours du vol nuptial, et du début de la nidification. Des ana-
lyses histologiques et histoquimigues ont été effectuées sur le tissu adipeux.
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Les résuiltats ont mis en évidence un type celiulaire unique, le trophocyte.
Cette celiule fait le stockage des polysacharides et glycoproteines, lipides,
glycogéne, protéines et RNA. En ce qui concerne les polysacharides nous
avous pu montrer une décharge cellulaire placée entre deux phases de stocka-
ge. Cependant, pour le lipides nous avons observé une phase de stockage
suivie d'une déchargement de ces produits cellufaires.

(1)

{2)
(3}
{4)
{5)
(6}
{7)

(8)

(9)

(10)
{t1)
{12)

{13)

(14)

MOTS CLES: fourmi, Atta, tissu adipeux, histologie, histoquimie.
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