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SUMMARY

The sting glands of Camponotus rufipes are well developed and formed by an acid
and a basic gland. The acid gland has three different regions as follows: two free
filaments, a convoluted gland constituted by the twistings of the tubule resulting from
the fusion of the free filaments and a reservoir. There are two types of cells present in
this gland. The first type has ectodermal origin and forms the reservoir and intima,
the second type is probably alsu ectodermic but forms the secretory epithelium around
the free and convoluted filaments. In the free filaments the Golgi are well developed
and the secretion, stored in vacuoles, has low density. The secretion is collected from
the secretory cell canalicules, originated from the intima, which percolate cavities on the
secretory cells, In the convoluted gland the secretion results from mitochondrial
transformation,

The basic gland is originated entirely from ectoderm. In the ants observed were
apparently in a degenerative phase.

RESUMO

As glandulas anexas ao ferrdo de Camponotus rufipes sdo bem desenvolvidas
e compostas de uma glandula acida com trés regides distintas: dois filamentos
livres, uma regido convoluta formada por um tubo resultante da unido dos dois
filamentos, extremamente dobrado e um reservatorio, e além desta uma glindula
basica em forma de saco bifido. A ultra-estrutura dessas glindulas mostrou que
a glandula acida apresenta células de origem ectodérmica que formam o reserva-
torio e uma intima que coleta a secrecio das células secretoras que formam um
epitélio em torno dos filamentos livres e tiibulo convoluto. As células secretoras,
provavelmente também de origem ectodérmica, tém maior atividade na regido livre

dos filamentos, onde o Golgi é muito desenvolvido e secre¢io de baixa densidade

eletronica se acumula em vacuolos. A secrecio é coletada por canaliculos que se
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originam na intima e percorrem cavidades resultantes da invaginacio de sua
membrana plasmica, providas de microvilosidades. Na porcio convoluta, a “secre-
¢do” presente, parece se originar de modificacGes dos mitocondrios.

A glandula basica é também de origem ectodérmica. Nas formigas estudadas
acha-se provavelmente em degeneracio.

INTRODUCAO

As glandulas anexas ao ferrdo dos himenopteros tém sido muito estudadas;
no caso particular das formigas numerosos trabalhos tém sido publicados ulti-
mamente, dos quais interessa-nos o de Hermann e Blum (1968) que trata da
morfologia do aparelho de veneno de Camponotus pennsylvanicus e o de Hermann
(1969) que traca as tendéncias evolutivas em trés sub-familias estreitamente
relacionadas.

A morfologia do ferrdo e suas glandulas foi estudada na espécie objeto da
presente investigacdo, por Gama e cols. (1975) tendo-se verificado a presenca de
uma glandula &acida constituida de dois filamentos livres, que se reunem num
filamento 1inico, que logo apds a origem se enrola sobre a superficie dorsal do
reservatério onde acaba por desembocar. A glindula basica tem a forma de um
saco bifido e desemboca proximo ao duto do reservatério da glandula 4cida.

A ultra-estrutura das glandulas do ferrdo, a julgar pela literatura que nos
chegou as mdios, ndo tem sido muito investigada. Publicacio de Cruz-Landim
e Kitajima (1966) relata a ultra-estrutura da por¢do secretora da gliandula acida
de Apis, mas o assunto foi melhor explorado por Ratcliffe e King (1967, 1969a,
b e 1970) em Nasonia vitripennis.

As glindulas anexas ao ferrdo dos himendpteros sdo de origem tegumental e
como tal encontram muitas similares em outros insetos, embora com outras locali-
zacOes e funcdes diferentes. No que concerne a glindula &cida, encontramos
semelhancas ao nivel de organizacdo ultra-estrutural descritas em trabalhos de
Happ e cols. (1966), Stein (1966 e 1967); Berry (1968); Forsyth (1970) e
Suzzomi (1972), sem falar em semelhancas com algumas gliandulas pertencentes
ao sistema salivar dos préprios himenopteros e outros insetos, como as mandibu-
lares e hipofaringeas (Cruz-Landim, 1967). A semelhanca consiste no fato de
essas glandulas terem a porgdo secretora constituida de dois tipos de células das
quais uma tem revestimento cuticular (célula quitinogénica de Ratcliffe e King) e
envia canaliculos para o interior da célula secretora.

A ultra-estrutura da gladndula basica tem sido menos estudada, sendo contudo
bem conhecida ao nivel da microscopia optica (Lello, 1968).

O presente trabalho descreve a ultra-estrutura das glandulas anexas ao ferrdo
com a finalidade de complementar o estudo anterior, citado acima.

MATERIAL E METODOS

Operarias de Camponotus rufipes foram capturadas fora do formigueiro e as
glandulas anexas ao ferrdo dissecadas em glutaraldeido a 2,5% em tampio fosfa-
to. As glandulas foram posteriormente fixadas por imersdo na mesma mistura
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durante 2 hs. A pos-fixagdo foi feita em désmio a 1% também em tampao fosfato,
contendo 5% de sacarose, por 1 h. A contrastacdo com uralina foi feita logo a
seguir usando-se solucio de acetato de uranila a 0,5% em &dgua distilada contendo
também 5% de sacarose. Apos lavagem dos especimens em tampdo a desidratacao
foi levada a efeito em série crescente de etandis. Para a embebicdo e inclusao
usou-se Epon 812,

Os cortes (finos e semi-finos) foram obtidos em ultramicrétomo Porter Blum
MT 2 com navalhas de vidro. Os cortes semi-finos foram utilizados para ras-
treamento e corados com azul de metileno-azur 11, enquanto os finos foram cons-
trastados com citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e examinados em microscépio
eletronico Zeiss EM 9-S 2,

RESULTADOS

A morfologia das glindulas anexas ao ferrdo de C. rufipes acha-se ilustrada
na Figura 1 a. A parte livre da glandula &cida é um tubo formado por um
epitélio constituido de duas camadas de células: as internas achatadas e com
revestimento cuticular, e as secretoras, que envolvem as primeiras (Fig. 1 b). A
glindula basica é formada por um epitélio constituido de uma dnica camada de
células de altura irregular, apresentando cuticula revestindo a luz (Fig. 1 o).

Glandula Acida

Na glandula 4cida pelo menos trés regidoes morfologicamente diferentes podem
ser distinguidas; Os filamentos livres (Fig. 1 a, b, e Fig. 2) apresentam ao
microscépio eletrénico um aspecto que concorda com a descricdo dos autores
anteriores. Ao longo do limen h4i uma intima cuticular constituida de células
baixas, com contatos celulares muito sinuosos e providos de desmossomos septa-
dos. Essa intima dd origem a canais que penetram no interior das cavidades
das células secretoras (Fig. 2; 3 a) para as quais estas enviam microvilosidades.
As células da intima apresentam em seu citoplasma numerosas microvesiculas
e vacuolos pequenos contendo material denso, sob a forma de filamentos irregu-
lares no interior (Fig. 3 b).

A célula secretora apresenta um reticulo endoplasmético granular relati-
vamente bem desenvolvido, numerosas zonas de Golgi, razoivel nimero de mito-
condrios pequenos geralmente alongados, alguns granulos densos, tomados por
lisossomos e grandes vacuolos, aparentemente resultantes da coalescéncia de
gotas de material de natureza provavelmente lipida (Figs. 4, 5 e 6). O Golgi
apresenta-se nesta c€lula como estruturas curvadas em ferradura, apresentando
na face convexa material denso no interior da cisterna e na face concava
acumulo de pequenas vesiculas com material menos denso. Notam-se na proxi-
midade do Golgi alguns granulos contendo material de densidade eletronica média,
tomados como secregdo imatura, mas nenhuma relagiio pode ser estabelecida
entre estes e as vesiculas da face cdéncava ou os vaciiolos (Fig. b).

Na figura 6a vé-se um aspecto da porcio basal da célula secretora mostrando
numerosas dobras da membrana plasmica basal, que indicam possivelmente absor-
cao de material de hemolinfa. Ainda nesta porcio basal notam-se as gotas de
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material de densidade eletronica extremamente baixa de cuja fusio provavelmente
se originam os grandes vaciiolos da porcdo apical. Nota-se que nesta zona o
material aparentemente acha-se rodeado por cisternas do reticulo rugoso. As
vesiculas pequenas estdo ai presentes também.

Depois da unido dos filamentos livres em um tnico filamento, este se dobra
numerosas vezes sobre a parede do reservatorio onde acaba por desembocar,
formando a chamada glandula convoluta (Fig. 1a). Ao microscépio eletrdnico
verifica-se que a célula intimal sofre grandes transformacdes nesta porcdo. Em
primeiro lugar a cuticula que reveste o limen se espessa grandemente, depois a
altura da célula aumenta e caracteristicamente passa a apresentar na sua porgdo
apical numerosos canaliculos e vesiculas indicativas da atividade absorvente
(Figs. T e 8). Na cuticula distingue-se agora nitidamente a epicuticula e a
endocuticula. Entre os canais e vesiculas de absorcio notam-se numerosos micro-
tubulos (Fig. 8b). Além destes elementos a célula intimal é pobre em orginulos,
apresentando um niicleo com cromatina difusa, alguns ribossomos e derivados
lisossomicos (Fig. 8 a e b).

A célula secretora também se modifica. Na sua porcdo basal encontramos
agora numerosas dobras da membrana associadas a mitocoéndrios, bem como
reticulo dilatado contendo material de baixa densidade (Fig. 9 a). Em seu cito-
plasma aparecem mitocéndrios grandes com matriz muito densa (Fig. 9 b) que
aparentemente se transformam em secrecio.

A fixacdo desta regido da glandula, bem como a infiltracdo é muito dificil,
o que prejudicou a obtencdo de bons cortes nesta parte da glindula acida. Con-
tudo, pode-se observar que os mitocondrios podem perder suas cristas passando
a constituir granulos homogéneos de densidade relativamente alta (Fig. 8 a) e
que no interior do contetiddo destes granulos pode surgir material cristalino (Figs.
10 a e b). A célula secretora ainda apresenta cavidades para as quais microvi-
losidades se projetam, contudo, apesar de material eletrondenso ser observado
na base de microvilosidade (Fig. 10 a) e no interior da cavidade, a presenca de

canaliculo coletor nao foi vista, o que alids é coerente com o aspecto da intima
nesta regiao.

O reservatério apresenta-se como um saco de paredes muito finas, constituido
a0 que parece apenas por células correspondentes 2 intima (Fig. 10 c), nas quais
a cuticula mostra-se ainda mais espessa. Algumas fibras musculares formam
uma trama frouxa na superficie do reservatério.

Glandula Basica

A glandula bésica apresenta-se como um epitélio de uma unica camada de
células limitando um limen bastante grande, para onde sido eliminados e arma-
zenados os produtos de sua atividade secretora. Este epitélio secreta uma cuti-
cula que reveste a luz. Externamente ao epitélio a glandula apresenta muscula-

tura que forma uma capa descontinua (Fig. 11 a e b). A musculatura é estriada
como se observa na Figura 11b.

Caracteristicamente a glandula béasica das formigas examinadas apresentou
suas células com sinais tipicos de degeneracdo. Apesar do ntcleo apresentar-se
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com a cromatina pouce condensada (caracteristica de atividade) o citoplasma
ndo mostrou Golgi evidente, nem reticulo endoplasmético diferenciado. Por outro
lado mostrou grande riqueza em ribossomos livres, alguns poliribossomos e muitos
mitocondrios alongados (Fig. 12). Os mitocondrios aparecem distribuidos por
toda célula, mas os apicais se colocam logo abaixo da cuticula (Figs. 1lla, 12,
13 e 14a) tomando as vezes posicdes perpendiculares a ela e associando-se com
invaginacdes dilatadas da membrana plasmica (Figs. 12 e 14a). Essas invagi-
nagdes aprofundam-se bastante na célula, aparecendo no citoplasma como tubulos
contendo material de baixa densidade (Fig. 12) ainda associados a mitocondrios.
A matriz dos mitocondrios tem alta densidade. Os mitocondrios desta célula
apresentam-se muito plasticos, havendo varias evidéncias morfolégicas de que se
curvam para envolver porgdes de citoplasma (Figs. 12 e 13c). HA4 também evi-
déncia de que alguns sofram alteracbes passando a constituir outras estruturas
como se pode observar na Figura 13a e c.

As células da glandula basica mostram-se muito ricas em granulos densos
de tamanhos variados (Figs. 11, 12, 13 e 14). Parece certc que se trata de
lisossomos em varias fases de atividade (lisossomos primarios, secundarios e
corpos residuais). Os corpos residuais aperecem enormes, contendo lamelas con-
céntricas no interior, além de material cristalino (Fig. 14 b). Parecem ser resul-
tantes da fusdo de varios lisossomos secundirios, mas ndo esti afastada a
possibilidade de os mitocondrios tomarem parte em sua formagdo como parece
indicar a figura 13a e b.

As membranas divisérias deste epitélio sdo muito sinuosas (Fig. 13 a) apre-
sentando desmossomos septados ao longo de sua extensdo e uma zona de adeséo
na parte apical (Fig. 13 b).

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

A morfologia das glandulas anexas ao ferrdo pode ser bem estudada no
material examinado, ficando claro que a glindula acida apresenta-se constituida de
dois tipos de células, provavelmente da mesma origem embriolégica. A célula
intimal seguramente é de origem ectodérmica e constitui-se em toda extensdo da
glandula num canal responsavel pela coleta, transporte e armazenamento da
secrecdo, sendo o reservatorio apenas um alargamento deste canal e os canaliculos
coletores que vdo a intimidade da célula secretora, suas ramificagdes.

Esse tipo de constituicdo € comum nas glandulas epidérmicas dos insetos e,
conforme discutido por Beams e Anderson (1961), embora o canal coletor pareca
intracelular, ele estd na realidade, colocado no espaco extracelular, formado por
invaginacbes profundas da membrana plasmica da célula secretora que a percorrem
como verdadeiros canais, para os quais se projetam microvilosidades. Ao iniciar
sua penetracdo através desses canais, o canaliculo coletor apresenta ainda uma
cuticula espessa e citoplasma em sua constituicio, mas suas extremidades apre-
sentam cuticula porosa. Embora nio tenha sido observada relacdo entre os eventuais
produtos de secrecdo e os canaliculos coletores, parece evidente que a via de
eliminacdo de secrecdo € da célula secretora para o espaco pericanalicular. A
fungdo da intima nesta regido seria entdo a de coletar a secrecdo e conduzi-la
providenciando ao mesmo tempo, uma protecio da célula secretora contra seus’
possiveis efeitos danosos. N&o esta afastada a hipotese de que a célula intimal
tenha de per si alguma funcdo secretora, na porcio inicial da glandula.
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Nas formigas examinadas, as células secretoras em toda a extensio da glandula
acida ndo parecem especialmente ativas apesar do Golgi desenvolvido. A natureza
da secrecdo nesta regido ndo parece ser protéica, nem tampouco polissacaridica.
A baixa densidade dos vactiolos que provavelmente a contém, e a falta de granulos
outros, indicam material muito fluido e neste caso, as microvilosidades pericana-
liculares teriam eventualmente o papel de reabsorver certos componentes eliminados.

A julgar pelo aspecto morfolégico a atividade da célula é diferente na porcdo
convoluta, onde fica evidente a evolugdo dos mitocondrios para formar uma eventual
secrecdo. Blum e Hermann (1969) estudando Pogonomyrmex badius chegaram a
conclusdo que a porcido verdadeiramente secretora da glandula acida é a convoluta,
servindo os filamentos livres para obtencdo dos precursores a partir da hemolinfa.
Provavelmente ainda, a julgar pelo aspecto morfolégico das células, as glandulas
das operarias estudadas ndo se achavam em fase muito ativa, talvez tratando-se
de formigas ja velhas; de qualquer maneira as evidéncias morfoldgicas parecem
nao sustentar os achados de Blum e Hermann. Os filamentos livres mostram dobras
da membrana plasmica basal (Fig. 6 b), que poderiam ser responsabilizadas por
retirada de material da hemolinfa, mas estas sdo ainda mais desenvolvidas na
porcdo convoluta, onde se acham associadas a mitocondrios. Por outro lado,
embora a glandula convoluta tenha aparentemente mais secrecdo nas células secre-
toras que o filamento terminal, a via de eliminacdo desta secrecdo ndo ficou clara
nas micrografias examinadas, uma vez que ndo se detectou canaliculo coletor ou
qualquer outra comunicacdo com o lumen do tubulo.

A funcdo da intima também parece ser diferente na regido convoluta, como
evidenciado pela presenca de ativa absorgio.

Com base na aparéncia morfologica da glandula acida parece licito propor
para os filamentos livres uma funcdo secretora, com obtengio da matéria prima a
partir da hemolinfa e, para a porcéo convoluta, além desta fun¢do um papel acen-
tuado na modificagdo do conteiido da luz do duto através de reabsorcdo ativa
de material como indicam os canais e vesiculas subcuticulares. A funcdo “secretora”
da regido convoluta é de natureza muito diferente da usual em células secretoras,
resultando a “secrecao” aparentemente de transformacdo dos mitocdndrios.

No que tange a glandula bdsica a origem é inteiramente ectodérmica. Nesta
glandula as evidéncias a favor da idade avancada das formigas utilizadas sio
maiores, ou o numero de lisossomos é maior e as evidéncias de secrecio ativa
por parte da célula, menores.

Nesta fase da glandula bésica os organulos celulares que chamam mais atengio
sdo justamente os mitocondrios e os lisossomos. A localizacio dos mitocéndrios
logo abaixo da cuticula e associados a canais formados por invaginacées da mem-
brana apical, indicam transporte tivo de substincis por estas células, provavelmente
de retorno do lumen para seu interior.

Os lisossomos indicam varias fases de autofagia celular, existindo alguns
indicios de que os mitocondrios tém participacdo no processo ou por fornecerem
a energia necessaria i digestdo ou por estarem eles préprios sendo digeridos.

As células da glandula acida apresentam alturas varidveis ¢ membranas contac-
tantes sinuosas. A sinuosidade da membrana bem como das estruturas funcionais
ai presentes indicam que as células podem ser sujeitas a distencGes com aumento
do conteido do lamen.
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A organizacdo ultra-estrutural das glandulas anexas ao ferrdo esclarece sua
origem e em parte sua fungdo, podendo-se concluir: 1) que a glindula acida é
constituida de dois tipos de células. A camada mais interna (intima) forma o
reservatorio e reveste a luz da por¢do glandular sendo de origem ectodérmica, e
a mais externa (células secretoras) provavelmente é também de origem ectodérmica
e estende-se até a regido convoluta sobre o reservatorio. Neste sentido parece
dbvio que a glandula convoluta é externa ao reservatorio, estando apenas dobrada
sobre ele. O crescimento desta porcdo da glandula, que parece ter um papel
secretor menor, durante a filogenese das formigas pode estar ligada ao “amadure-
cimento” da secrecdo eliminada para a luz através de um processo semelhante
ao que ocorre ao longo do néfron. 2) a glandula bdsica tem origem ectodérmica,
e sua morfologia indica fungdo completamente diversa da da glandula acida, inclu-
sive com degeneracdo precoce.
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LEGENDA DAS FIGURAS

¢ — cuticula
ca — canaliculo

cr — cristal

cro — cromatina

ds — desmossomo septado
du — duto excretor

en — envelope nuclear

eps — epitélio secretor

er — reticulo rugoso

esp ex — espago extracelular
tt — filamento livre

G — Golgi

glb — glandula basica

glec — glandula convoluta
go — gota de secrecdo

he — hemo6cito

imp — invaginagio da membrana plismica
int — intima

1 — lumen

li — lisossomos

m — mitocondrios

mb — membrana basal

mp — membrana plasmica
mt — microtibulos

mu — mausculo

mv — microvilosidades

n — nicleo

nu — nucléolo

po — poros nucleares

r — reservatério

rb — ribossomos

rl — reticulo liso

3 — secregéo

tr — taqueiolas

tu — ttbulos citoplasméaticos
v — vacuolos

va — vesiculas de absargédo
ve — vesiculas

za — zona de adeséo
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Fig. la — Sting glands of Camponotus rufipes.
Fig. 1b — Section of free filament.
Fig. 1c — Section of acid gland.




__ Electron micrograph of the free filament. Can be seen intima (int) coating
the lumen(l) and the canalicules (ca) going towards the secretory cells,. The
vacuoles (v) contain probably secretion (s).

Fig. 2




Fig. 33 — Intima (int) arising canalicule (ca), coming from an internal cavity (esp ex)
of the secretory cell where sections of microvilli (mv) can be seen.

Fig. 3b — Intima cell showing numerous vesicules (ve) and electron dense material
(arrows) inside the vacuoles (v).




Fig. 4 — Aspect of the free filament secretory cell showing the richness in Golgi (Q).
The arrows indicate remaining the rest of the membranes from the drops
which formed the secretory vacuole (v).
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Fig. 5 — Aspect of the Golgi (G) with dense material in the convex face (single
arrow) and small vesicles (ve) in the concave face (double arrows).




Fig. 6a — Basal portion of the free filament secretory cell, showing drops of secretion
(go) and numerous folds in the plasmic basal membrane (imp).
Fig. 6b — Secondary (li) lysosomes with remainings undigested material in the interior.




Fig. 7 — Convoluted gland where can be seen the modifications undergone by the
secretory cell and the intimal cell. The arrows indicate absorption vesicles
under the intimal cuticule.
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Fig. 8a — Relationship between the secretory and intimal cells in the convoluted gland.
Fig. 8b — Detail of vesicles and tubes (tu) present under the intimal cuticle.




Fig. 92 — Basal portion of the convoluted gland secretbry cell. Note the signs of
material absorption of the haemolymph with dilatations of the reticulum
(arrows).

Fig. 9p — Matrix dense mitochondria (m) in the secretory cell.




Fig. 10a — Convoluted gland secretory cell with cavity showing microvilli and containing
dense material (s) and the mitochondria transformation into crystalline material
(er).

Fig. 10b — Detail of accumulated material in the mitochondrial matrix.

Fig. 10c — Reservoir wall,




Fig. 11a — Basic gland epithelim (eps).

Fig. 11b — Aspect of the wrapping muscle (mu).




plasticity (arrows) and their
plasmic

__ Basic gland cell showing great mitochondrial

Fig. 12
ted in the invaginations of the apical

association to ducts (tu) original
membrane.
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Fig. 13a — Detail of the cellular contacts and mitochondrial transformation (arrows).
Fig. 13b — Mitochondrial transformations with the appearance of membranous wholrs in
their interior.




Fig. 14a — Mitochondria perpendicular to the cuticle and associated to invaginations of
the plasmic membrane,

Fig. 14b — Residual bodies resultant of the cellular autophagy. The double arrows
show a probable fusion and the single crystalline material.







