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RESUMO 

 

DOURADO, Lídia Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2023. 
Caracterização dos hemócitos de subcastas de operárias da formiga-cortadeira Atta 

sexdens rubropilosa  (Hymenoptera: formicidae). Orientador: José Eduardo Serrão. 
Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira e Jamile Fernanda Silva Cossolin. 
 
 
 
As formigas são insetos sociais que possuem sistema imune inato eficiente como mecanismo 

de defesa, sendo constituído por componentes humorais e celulares da hemolinfa, 

denominados hemócitos. Diferentes hemócitos foram identificados nos insetos, no entanto, na 

formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera: Formicidae), 

inexiste a caracterização celular dessa natureza para a espécie em estudo. Essa formiga de 

importância ambiental e econômica, possui colônia organizada e a divisão de trabalho é 

realizada por castas, sendo as operárias divididas nas subcastas jardineiras, lixeiras, 

forrageiras e soldados. As jardineiras desempenham o cultivo do fungo simbionte e cuidados 

da prole; as lixeiras gerenciam o lixo e higienizam o ninho; as forrageiras auxiliam na 

construção do ninho, executando o corte e transporte de folhas para o interior do ninho; e os 

soldados realizam a proteção da colônia e auxiliam as forrageiras. Nesse sentido, o presente 

estudo tem como objetivo caracterizar morfológica e funcionalmente os hemócitos circulantes 

na hemolinfa das subcastas de operárias da formiga Atta sexdens rubropilosa de diferentes 

subcastas. Foram realizadas as técnicas de medição da cápsula cefálica, microscopia de luz, 

fluorescência, confocal a laser, eletrônica de varredura, contagem diferencial e contagem total 

de hemócitos, assim como citometria de fluxo. O comportamento das formigas dentro do 

ninho, assim como o tamanho da cápsula cefálica confirmou as subcastas de operárias. Na 

hemolinfa da formiga foram identificados cinco tipos morfológicos de hemócitos, 

denominados como pró-hemócitos, oenocitóides, esferulócitos, plasmatócitos e granulócitos, 

comum em todas subcastas. Os granulócitos e os pró-hemócitos são os tipos mais abundantes 

circulando na hemolinfa. As maiores quantidades de hemócitos foram obtidas nas subcastas 

forrageiras e soldados. Os soldados e jardineiras apresentam maiores quantidades de células 

fagocíticas. Granulócitos e plasmatócitos fagocitaram bactérias E. coli em maior quantidade. 

Cinco subpopulações foram encontradas na hemolinfa das formigas, mas duas foram 

predominantes, que provavelmente sejam os granulócitos e plasmatócitos. Os soldados 

apresentaram células e intensidade de fluorescência maior em relação às subcastas jardineira, 

lixeira e forrageira, por outro lado, com complexidade interna/granulosidade estatisticamente 



 

 

diferente apenas em relação às células da subcasta jardineira. Dessa maneira, esses resultados 

indicam que os soldados apresentam sistema imunológico mais desenvolvido. A 

caracterização e descrição celular dos hemócitos dessa espécie, fornece dados para estudos 

futuros com finalidade de melhor compreender a fisiologia deste importante inseto. 

 
 
 
Palavras-chave: Formiga. Hemócitos. Morfologia. Microscopia. Citometria. 



 

 

ABSTRACT 
 

DOURADO, Lídia Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2023. 
Characterization of hemocytes of worker subcastes of the leaf-cutting ant Atta sexdens 
rubropilosa (Hymenoptera: formicidae). Advisor: José Eduardo Serrão. Co-advisors: 
Leandro Licursi de Oliveira and Jamile Fernanda Silva Cossolin. 
 
 
 
Ants are social insects with an efficient innate immune system as a defense mechanism, 

consisting of humoral and cellular components of the hemolymph, called hemocytes. 

Different hemocytes were identified in the insects; however, in the leaf-cutting ant Atta 

sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera: Formicidae), there is no cellular 

characterization of this nature for the species under study. This ant of environmental and 

economic importance has an organized colony. The division of labor is carried out by castes, 

with the workers divided into the subcastes gardeners, garbage collectors, foragers, and 

soldiers. The planters carry out the cultivation of the symbiotic fungus and care of the 

offspring; the bins manage the garbage and sanitize the nest; the foragers help in the 

construction of the nest, performing the cutting and transport of leaves to the interior of the 

nest; and the soldiers carry out the protection of the colony and help the foragers. Thus, the 

study aims to characterize morphologically and functionally the circulating hemocytes in the 

hemolymph of worker ants of Atta sexdens rubropilosa of different sub-castes. Techniques 

for measuring the head capsule, light microscopy, fluorescence, laser confocal, scanning 

electronics, differential and total hemocyte counts, and flow cytometry were performed. The 

behavior of ants inside the nest and the size of the cephalic capsule confirmed the subcastes of 

workers. In the ant hemolymph, five morphological types of hemocytes were identified, 

named prohemocytes, oenocytoids, spherulocytes, plasmatocytes, and granulocytes, standard 

in all subcastes. Granulocytes and prohemocytes are the most abundant types circulating in 

the hemolymph. The highest amounts of hemocytes were obtained in the forager's and 

soldiers' subcastes. Soldiers and planters have higher amounts of phagocytic cells. 

Granulocytes and plasmatocytes phagocytosed E. coli bacteria in greater quantity. Five 

subpopulations were found in the ant hemolymph, but two were predominant, which are 

probably granulocytes and plasmatocytes. The soldiers showed higher cells and fluorescence 

intensity about the gardener, garbage, and forage subcastes. On the other hand, with 

statistically different internal complexity/granularity only about to the cells of the gardener 

subcaste. Thus, these results indicate that soldiers have a more developed immune system. 



 

 

The characterization and cellular description of the hemocytes of this species provide new 

insight for future studies with the aim of better understanding the physiology of this important 

insect. 

 
 
 
Keywords: Ants. Hemocytes. Microscopy. Morphology. Cytometry. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

Os insetos não possuem um sistema imunológico complexo como dos vertebrados, no 

entanto, a maioria apresentam importantes barreiras de proteção estruturais, como o 

exoesqueleto e a matriz peritrófica, bem como um mecanismo de defesa inato eficiente 

(AMARAL et al., 2010; CERENIUS, SÖDERHÄLL, 2011; HILLYER, 2016) que 

desencadeia uma série de respostas contra patógenos invasores no momento em que entram 

em contato com a hemolinfa, onde circulam células de defesa denominadas hemócitos 

(ARAÚJO, 2011; CHAPMAN, 1998; HILLYER, 2016; WU et al., 2016).  

Diferentes tipos de hemócitos foram identificados em muitos Hymenopteras (COSTA 

LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; GIANNOTTI, CAETANO, 1985; RICHARDSON et 

al., 2018; VALENCIA-GIRALDO et al., 2021); entretanto, a maioria dos dados descrevendo 

a morfologia e as características funcionais dos hemócitos estão em alguns representantes de 

Lepidoptera e Diptera (ARAÚJO et al., 2008; ARTEAGA BLANCO et al., 2017; BRAYNER 

et al., 2007; BRYANT, MICHEL, 2016; VON BREDOW et al., 2021; WU et al., 2016). Na 

formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae), conhecida 

popularmente no Brasil como saúva-limão, não existem trabalhos na literatura caracterizando 

os hemócitos quanto aos aspectos morfológico e funcional.  

A formiga Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) é um inseto social que vive em  

colônia altamente organizada, constituída por conjuntos de indivíduos morfologicamente 

distintos, que desempenham trabalhos agrupados, especializados em determinada função, 

denominados de castas. Cada colônia é formada por uma rainha (casta reprodutora) e várias 

operárias (casta não reprodutora), sendo esta última subdividida nas subcastas jardineira, 

lixeira, forrageira e soldado, em função do tamanho de sua cápsula cefálica e das tarefas 

exercidas na colônia em um período de tempo.  

O cultivo do fungo simbionte e cuidado da prole dentro do ninho está vinculada as 

atividades das jardineiras; já as lixeiras, desempenham atividades de higienização do ninho 

em câmaras específicas e gerenciamento do lixo; as forrageiras, por sua vez, executam o corte 

de material vegetal em ambiente externo e os transportam para o interior da colônia; e os 

soldados executam atividades de proteção da colônia e auxiliam as forrageiras fora do ninho 

(DELLA LUCIA, 1993; WILSON, 1980). 

Caracterizar a população de hemócitos circulantes de um inseto é uma ferramenta 

essencial para melhor compreender as respostas específicas desencadeadas por esses tipos 

celulares, principalmente nas interações com entomopatógenos (GÁBOR et al., 2020) bem 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib7
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como conhecer melhor as possibilidades de respostas imunológicas em condições adversas 

(VILCINSKAS, 2021). Neste contexto, o presente estudo torna-se importante no processo de 

caracterização dos hemócitos das subcastas operárias da formiga-cortadeira A. sexdens 

rubropilosa, assim como para esclarecer alguns aspectos da imunidade celular sob o ponto de 

vista funcional, sendo relevante na obtenção de informações para os estudos de controle 

desses insetos. 
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2. OBJETIVO 
 

O presente estudo tem como objetivo caracterizar morfológica e funcionalmente os 

hemócitos circulantes na hemolinfa de diferentes subcastas de operárias da formiga A. sexdens 

rubropilosa.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

3.1. Formigas-cortadeiras 
 

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) estão situadas em um dos grupos mais 

abundantes de insetos e importantes em diversos ambientes, pois além de consideradas 

indicadoras de qualidade ambiental para vários ecossistemas, desempenham função relevante 

atuando como consumidores primários uma vez que exercem um papel essencial no fluxo de 

energia, cumprindo assim, uma variedade de funções ecológicas (ROCHA et al., 2015; 

TRAVAGLINI, 2014). 

Myrmicinae é a maior e mais diversificada subfamília de formigas devido ao grande 

número, variabilidade de espécies e por possuir as espécies com maior grau de complexidade 

social (CUNHA et al., 2015; CHAVES; CORRÊA NETO; GOMES, 2018; DIEHL; DIEHL-

FLEIG; ALBUQUERQUE, 2017; ENDRINGER, 2011; JAIME, 2010). Nessa subfamília, 

encontram-se as formigas do gênero Atta (Attini), conhecidas popularmente como cortadeiras, 

pois cortam e carregam partes de vegetais frescos de várias espécies para o interior dos 

ninhos, servindo de substrato e como fonte energética para o desenvolvimento do fungo 

simbionte que é utilizado como alimento pela colônia (CHAVES; CORRÊA NETO; GOMES, 

2018; DIEHL; DIEHL-FLEIG; ALBUQUERQUE, 2017; JAIME, 2010). 

O fungo simbionte além de constituir o principal alimento das larvas de formigas 

Attini, apresenta elevado potencial enzimático (RICHARD et al., 2005), resultado da 

degradação dos polissacarídeos vegetais do substrato, a exemplo dos açúcares simples 

advindos dessa hidrólise que podem ser utilizados pelas operárias como alimento (SILVA et 

al., 2003), revelando que a simbiose desses insetos também envolve uma integração 

metabólica (RODRIGUES, 2009). Apesar de outros insetos sociais tais como cupins e 

besouros também cultivarem e se alimentarem de fungos, as formigas Attini apresentam uma 

simbiose relativamente complexa, que inclui o desenvolvimento de defesas especializadas, 

uso de secreção de glândulas exócrinas e higiene geral do ninho, bem como o combate a 

fungos antagonistas através de ação mutualística com bactérias actinomicetos Pseudonocardia 

que produzem metabólitos secundários e inibem especificamente o crescimento do fungo 

patogênico Escovopsis (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999; CURRIE, STUART, 

2001; FERNÁNDEZ-MARÍN et al., 2009; MUELLER, GERARDO, 2002; MUELLER et al., 

2005). 
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As formigas-cortadeiras do gênero Atta, são nativas do continente americano e estão 

distribuídas desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina, incluindo várias ilhas 

do Caribe (SILVA, ROSA, 2017). No Brasil, essas formigas podem ser encontradas em 

diferentes constituições ambientais, como florestas úmidas ou secas, cerrado, pampa, restinga 

e caatinga (BRANSTETTER et al., 2017; DELLA LUCIA, 1993; ZANETTI et al., 2002). 

Diversas espécies e subespécies taxonômicas dentro do gênero Atta são encontradas 

no Brasil, como Atta bisphaerica (Forel, 1908); Atta capiguara (Gonçalves, 1944); Atta 

cephalotes (Linnaeus, 1758); Atta goiana (Gonçalves, 1942); Atta laevigata (Smith, 1858); 

Atta opaciceps (Borgmeier, 1939); Atta robusta (Borgmeier, 1939); Atta sexdens rubropilosa 

(Forel, 1908); Atta sexdens piriventris (Santschi, 1919); Atta sexdens sexdens (Linnaeus, 

1758); Atta silvai (Gonçalves, 1982) e Atta vollenweideri (Forel, 1939) (LOECK; 

GRÜTZMACHER; STORCH, 2001; MARICONI, 1979; ZANETTI et al., 2002).  

A formiga-cortadeira A. sexdens rubropilosa representa um dos insetos mais 

importantes sob o ponto de vista econômico, pois além de apresentar ampla ocorrência no 

Brasil, está entre os herbívoros mais vorazes e de maior variedade alimentar (DELLA 

LUCIA, 1993; SIMÕES, 2014; VASCONCELOS et al., 2006). 

A identificação dos ninhos das formigas-cortadeiras é relativamente fácil uma vez que 

é possível observar um amontoado de terra solta sobre o solo, que foi descartada durante a 

construção, assim como pela presença de aberturas denominadas olheiros que são utilizados 

para movimentação das formigas operárias que saem para forragear (HÖLLDOBLER, 

WILSON, 2011; ZANETTI, 2007), predominantemente no período noturno (TONHASCA, 

LIMA BRAGANÇA, 2000). A partir dos olheiros, partem as trilhas de forrageamento, 

marcadas pelas formigas com feromônios de trilha para guiar ao longo de toda sua extensão 

até área de interesse, onde elas removem material vegetal e para posterior localização do 

ninho em meio à vegetação (HÖLLDOBLER, WILSON, 1990). 

Os ninhos das formigas-cortadeiras são encontrados no solo, podendo atingir oito 

metros de profundidade, sendo a maior parte da estrutura localizada abaixo da superfície, 

tendo a possibilidade de apresentar uma densidade de 1.5 formigueiro/há para Atta sexdens 

rubropilosa (ZANUNCIO et al., 2002), abrigando milhares de indivíduos (AMARAL et al., 

2019). Além disso, são classificados em hipogéicos, apresentando diversas câmaras (também 

chamadas panelas) interligadas por túneis (AUTUORI, 1947; MOREIRA et al., 2004). São 

por esses túneis e câmaras que as formigas circulam e cultivam seus fungos, que servem de 

alimento para colônia, passando pelas fases de fundação com vôo nupcial ou revoada, 
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crescimento onde surgem operárias e ocorre a reprodução de novas fêmeas rainhas e machos, 

até completar seu ciclo de vida (PAGNOCCA et al., 1990; MOREIRA et al., 2004). 

 
 
3.2. Ciclo de vida das formigas-cortadeiras 
 

A formiga-cortadeira A. sexdens rubropilosa é considerada um inseto eussocial, uma 

vez que apresenta as características de constituir colônias de indivíduos que além de 

apresentarem cuidado com a prole de maneira cooperativa e sobreposição de gerações no 

mesmo ninho, apresentam divisão de trabalho entre as castas (WIRTH et al., 2003). Enquanto 

a fêmea e o macho alados constituem as castas temporárias, a rainha e as operárias estéreis 

formam as castas permanentes denominadas ápteras. De acordo com as funções que exercem 

na colônia, as operárias são classificadas em distintas subcastas, denominadas jardineiras, 

responsáveis pelo cuidado do jardim de fungo e da prole dentro do ninho; lixeiras que 

gerenciam o lixo e realizam a limpeza do ninho em câmaras específicas; forrageiras que 

exploram o ambiente externo, cortam e transportam pedaços de folhas para interior do 

formigueiro; e auxiliam na construção do ninho e soldados, que defendem a colônia e 

auxiliam as forrageiras fora do ninho (AUTUORI, 1941; DELLA LUCIA, 1993; 

HÖLLDOBLER, WILSON, 2011; WILSON, 1980).  

A divisão de trabalho ocorre de acordo com o tamanho do corpo dos indivíduos que 

apresentam alto grau de polimorfismo, assim como pelas funções específicas que exercem 

dentro da colônia e também com a idade (poliestismo etário) ou seja, enquanto as operárias 

jovens executam as tarefas dentro do ninho, como cuidado com prole e manutenção do ninho; 

as mais velhas progridem para tarefas externas e saem para forragear (DELLA LUCIA, 1993; 

ENDRINGER, 2015; JAIME, 2010; TRAVAGLINI, 2014; WILSON, 1980; ZANETTI et al., 

2002). 

As formigas-cortadeiras são insetos mastigadores se desenvolvem por holometabolia, 

passando pela fase de ovo, larva, pupa e adultos em um período de aproximadamente 55 dias. 

Os ovos são elípticos, brancos, medindo aproximadamente 0,5 mm, sendo possível classificá-

los como reprodutivos, que são menores e os de alimentação, sendo os maiores. A duração do 

estágio de ovo não é bem definida, mas pode variar em torno de 22 a 25 dias, sendo que os 

ovos fertilizados originam formigas fêmeas rainhas e operárias, e os não fertilizados, machos 

(ZANETTI et al., 2002). 

Segundo Jaime (2010) e Zanetti et al., (2002), o ciclo larval inicia-se após a eclosão 

dos ovos e dura em torno de 20 dias. A larva ápoda e sem olhos como nas formigas em geral, 
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possui coloração branca, tegumento mole alongado e curvo, apresentando três segmentos 

torácicos e dez abdominais. Antes da larva se tornar pupa, existe ainda uma fase de pré-pupa, 

com características semelhantes da larva, no entanto o corpo apresenta-se contraído e rígido, 

sendo possível observar as pernas e a cabeça aderidas ao corpo quando visualizadas sob o 

exoesqueleto. 

A pupa inicialmente de coloração branca, apresenta cabeça fortemente esculturada, 

principalmente na região frontal, onde existem várias protuberâncias com muitos espinhos 

occipitais. Sua coloração vai se tornando escura com passar dos dias, começando pelos olhos 

e mandíbulas, posteriormente para o resto do corpo, tornando-se adulta 10 dias após a sua 

formação (JAIME, 2010; ZANETTI et al., 2002). Os indivíduos adultos são identificados 

morfologicamente pela presença de três pares de espinhos no dorso do tórax (DELLA 

LUCIA, 1993; ENDRINGER, 2015; JAIME, 2010; TRAVAGLINI, 2014). 

Depois da revoada, a fêmea fecundada, em média por seis a oito machos, pousa no 

solo, remove suas asas e inicia a escavação de um túnel para fundar a nova colônia 

(MARICONI, 1979). Antes da revoada, a rainha retira uma amostra do fungo da colônia mãe, 

que é regurgitado no segundo dia depois da escavação. Após colocar os primeiros ovos 

chamados de tróficos em seu novo ninho, a rainha utiliza parte de suas reservas energéticas 

para cuidar dos ovos (MARICONI, 1979). A longevidade de uma rainha de saúva pode 

chegar até 22 anos, em condições de laboratório (PERES FILHO; DORVAL; BERTI FILHO, 

2006). 

 
 
3.3. Hemócitos 
 

Os insetos são encontrados amplamente distribuídos em diversos ecossistemas. Um 

dos fatores essenciais para explicar o sucesso de sobrevivência da maioria dos insetos em 

distintos ambientes e até mesmo nos mais impróprios é a presença de barreiras de proteção 

estruturais como o exoesqueleto, que reveste todo exterior do inseto; a matriz peritrófica, 

caracterizada por uma membrana semipermeável e constituída por uma mistura de quitina, 

proteínas, glicoproteínas e proteoglicanos, que geralmente recobre o epitélio intestinal médio, 

assim como de um complexo sistema imunológico inato, responsável pela defesa imune dos 

insetos (CHAPMAN, 1998; HILLYER, 2016; GULLAN, CRANSTON, 2017; LEHANE, 

BILLINGSLEY, 1996; LEHANE, 1997; TRIPLEHORN, JOHNSON, 2015).  

O sistema imunológico inato dos insetos abrange desde a resposta imune humoral, que 

envolve os processos de coagulação e melanização, resultantes da ação de proteínas presentes 



21 

 

na hemolinfa; assim como a resposta imune celular, que está relacionada diretamente com as 

células de defesa denominadas hemócitos, que desempenham o reconhecimento e eliminação 

de uma grande variedade de corpos estranhos, através dos processos fundamentais como a 

fagocitose, nodulação e encapsulação (CHAPMAN, 1998; GARCIA-LARA et al., 2005; 

LAVINE, STRAND, 2002; SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND, 2001; TRIPLEHORN, 

JOHNSON, 2015). 

Os hemócitos são células nucleadas que surgem durante a embriogênese a partir da 

mesoderme, porém, nos estágios posteriores ao período embrionário, os hemócitos derivam de 

órgãos hematopoiéticos ou divisões celulares, havendo diferenciação destas células na 

hemolinfa, onde a maioria circula livremente, sendo denominados hemócitos circulantes. Um 

número significativo também está associado aos tecidos, como parede torácica e abdominal, 

superfícies de órgãos internos como o corpo gorduroso, intestino, sistema digestivo ou vaso 

dorsal, sendo classificados como hemócitos sésseis (CRUZ-LANDIM, 2009; HILLYER, 

2015, 2016; KING, HILLYER, 2013; STRAND, 2008a). 

Os hemócitos com maior frequência nos insetos são os pró-hemócitos, os quais 

sugerem dar origem a outros hemócitos, como plasmatócitos e granulócitos que, 

possivelmente, são as células responsáveis pela defesa celular (STRAND, 2008b). Em alguns 

grupos de insetos, como abelhas, larva de coleópteras, mosquitos dípteras, pupas e larvas de 

lepidópteras, foram observadas populações menores de outros hemócitos, incluindo 

oenocitóides, esferulócitos, adipohemócitos e coagulócitos, com funções pouco conhecidas 

(ARAÚJO et al., 2008; ARAÚJO, 2011; BRYANT, MICHEL, 2016; CASTILLO et al., 

2017; HWANG et al., 2015; PERVEEN, AHMAD, 2017; SEZER, OZALP, 2015; WU et al., 

2016). Em larvas de Lepidoptera foi encontrado adicionalmente o tipo de hemócito 

vermiforme (NUNES, 2001; SEZER, OZALP, 2015; WU et al., 2016). 

Diferentes insetos estudados apresentam comportamentos de defesa, a exemplo dos 

adultos de formigas Atta cephalotes, que em respostas de encapsulamento e atividade 

antimicrobiana da hemolinfa na presença ou ausência de microbiota bacteriana (VALENCIA-

GIRALDO et al., 2021); abelhas Apis mellifera que contêm uma alta concentração de 

hemócitos nas pupas ao longo do seu desenvolvimento (GÄTSCHENBERGER et al., 2013); 

larvas de Galleria mellonella Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae) que produzem hemócitos 

capazes de liberar conteúdo de cromatina e grânulos tóxicos que, juntamente com a 

coagulação da hemolinfa e a melanização, provavelmente contribuem para a imobilização e 

morte das bactérias (CHEN, KEDDIE, 2021). 
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A função de cada hemócito ainda não está totalmente esclarecida, mas de maneira 

geral, são responsáveis pelos processos fundamentais de defesa imunológica, como a 

fagocitose, nodulação e encapsulação (DUDZIC et al., 2015; HONTI et al., 2014) no 

momento em que alguns patógenos como bactérias, vírus e protozoários conseguem invadir a 

hemocele (cavidade do corpo) dos insetos (LAVINE, STRAND, 2002). Essa perspectiva se 

torna mais importante a ser avaliada se considerado a possibilidade dos impactos da alta 

variação térmica global em decorrência das mudanças climáticas com variações significativas 

de temperatura, sobre o número de hemócitos circulantes em diferentes espécies (BUTOLO et 

al., 2021; HANSEN et al., 2006). 

A fagocitose é um processo de resposta celular primária na defesa, que ocorre quando 

os hemócitos livres na hemolinfa migram para o local da infecção (MEYER-FERNANDES et 

al., 2000), reconhecem os invasores por receptores presentes nesses agentes e formam 

pseudópodos, seguidos pela ingestão dessas partículas estranhas para dentro de um fagossomo 

ligado a membrana, que posteriormente se funde com o lisossomo para degradação enzimática 

(KLOWDEN, PALLI, 2022). Quando a concentração de patógenos é elevada, não sendo 

possível o processo de fagocitose, muitos hemócitos se agrupam e formam nódulos com 

finalidade de imobilizar e remover os invasores da circulação (FERNANDES, 2010; 

KLOWDEN, PALLI, 2022; LAVINE, STRAND, 2002). Em casos específicos, pode ocorrer 

o encapsulamento de grandes patógenos não susceptíveis a ação fagocítica e nem serem 

isolados em nódulos, a exemplo de ovos e larvas de endoparasitóides, que são depositados na 

hemocele, podendo formar cápsulas ao redor do invasor, constituídas por múltiplas camadas 

de hemócitos, que previnem contato desses agentes com outras células do inseto e inibem o 

acesso a fontes de oxigênio assim como de nutrição (ARAÚJO, 2011; HILLYER, 2016). 

Nesse contexto, a nodulação e a encapsulação caracterizam-se como dois mecanismos 

de defesa muito semelhantes e, nestas concepções, muitas vezes são difíceis de serem 

distinguidos, pois enquanto na encapsulação celular ocorre sobreposição de diversas camadas 

de hemócitos circundando o agente invasor e originando uma cápsula multicelular hemocítica; 

nos nódulos observa-se apenas um agrupamento de hemócitos ao redor do agente invasor, 

podendo evoluir naturalmente na encapsulação (ARAÚJO, 2011; DE NEGREIRO; DE 

ANDRADE; FALLEIROS, 2004; DUBOVSKIY et al., 2016; FARALDO, LELLO, 2003; 

NUNES, 2001).  

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib18
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CAPÍTULO I - MORFOLOGIA DOS HEMÓCITOS DAS SUBCASTAS DE 
OPERÁRIAS DA FORMIGA-CORTADEIRA Atta sexdens rubropilosa 

(HYMENOPTERA: FORMICIDAE) 
 
 

RESUMO 

 
Os hemócitos são células presentes na hemolinfa das formigas Atta sexdens rubropilosa 

(Hymenoptera: Formicidae), que atuam no combate de patógenos invasores, garantindo a 

defesa do sistema imune desses insetos sociais. As formigas do gênero Atta apresentam 

importância ambiental e econômica, formando colônias altamente organizadas, constituídas 

pelas castas rainha e operárias, sendo esta última subdividida nas subcastas jardineira, que 

desempenham o cultivo do fungo simbionte e cuidados da prole; as lixeiras que gerenciam o 

lixo e higienizam o ninho; as forrageiras que auxiliam na construção do ninho e executam o 

corte e transporte de folhas para o interior do ninho; e os soldados que realizam a proteção da 

colônia e auxiliam as forrageiras. O presente trabalho tem como objetivo, caracterizar a 

morfologia dos hemócitos das subcastas de operárias da formiga saúva-limão. Foram 

realizadas medição da cápsula cefálica, microscopia de luz e fluorescência, confocal de 

varredura a laser e microscopia eletrônica de varredura.  De acordo com o comportamento 

observado no ninho e o tamanho da cápsula cefálica, as quatro subcastas da formiga foram 

confirmadas. Dois tipos de cromatina foram evidenciadas, a eucromatina e heterocromatina, 

sendo a primeira predominante na amostra. Cincos tipos morfológicos de hemócitos foram 

identificados na hemolinfa de cada subcasta da formiga, incluindo pró-hemócitos, 

oenocitóides, esferulócitos, plasmatócitos e predominantemente os granulócitos. 

Provavelmente esse fator pode estar envolvido com a renovação tecidual, transporte de 

diversas substâncias como hormônios ou principalmente com a imunidade, através da função 

de defesa, que essas células exercem contra patógenos.  

 
 
 
Palavras-chave:  Formiga. Soldado. Hemolinfa. Granulócito. Microscopia. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os hemócitos são as principais células de defesa dos insetos, sendo os pró- hemócitos, 

granulócitos, plasmatócitos, oenocitóides e esferulócitos os tipos celulares encontrados com 

maior frequência na hemolinfa desses invertebrados (CASTILLO; ROBERTSON; STRAND, 

2006; LAVINE, STRAND, 2002; RIBEIRO, BREHÉLIN, 2006; STRAND, 2008). Essas 

células de defesa podem apresentar variações em relação ao tipo, a função e densidade entre 

as diferentes classes de insetos (LAVINE, STRAND, 2002; STRAND, 2008), assim como 

dentro da mesma espécie, onde a densidade pode variar em razão do estágio de 

desenvolvimento, sexo, casta (insetos sociais) ou em resposta a estresse, lesão ou infecção 

(BRAYNER et al., 2007; SHARMA; SAXENA, SHARMA, 2008). 

Na literatura existe diversidade de informações sobre os hemócitos de insetos, como 

Blattaria, Coleoptera e Hemiptera (ARTEAGA BLANCO et al., 2017; BRAYNER et al., 

2005; BRAYNER et al., 2007; BRYANT, MICHEL, 2016; CASTILLO; ROBERTSON; 

STRAND, 2006; GIGLIO et al., 2008; SEZER, OZALP, 2015; WU et al., 2016), destacando 

alguns importantes, como o mosquito Aedes aegypti (ARAÚJO et al., 2008) e a mosca da 

fruta Drosophila melanogaster (Diptera) (EVANS; HARTENSTEIN; BANERJEE, 2003; 

LANOT et al., 2001) e o bicho da seda Bombyx mori (Lepidoptera) (LING et al., 2003; LIU 

et al., 2013; TAN et al., 2013), considerados modelos de estudo. No entanto, ainda são 

limitados os dados disponíveis sobre hemócitos de Hymenoptera, principalmente dos sociais, 

a exemplo das formigas Atta cephalotes (VALENCIA-GIRALDO et al., 2021); das abelhas 

(CRUZ-LANDIM, 2001; GÁBOR et al., 2020) e vespas (MANFREDINI; DALLAI; 

OTTAVIANI, 2008). 

A formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) é um 

inseto social que apresenta duas castas permanentes: a casta reprodutiva (a rainha) e a casta 

estéril (operárias). As operárias apresentam subcastas de acordo com o tamanho e a tarefa que 

exercem na colônia, sendo denominadas como jardineira, lixeira, forrageira e soldado. As 

jardineiras cultivam o fungo e cuidam da prole dentro do ninho; lixeiras gerenciam o lixo e 

realizam a limpeza do ninho em câmaras específicas; forrageiras exploram o ambiente 

externo, cortam e transportam pedaços de folhas para interior do formigueiro, assim como 

constroem o ninho; soldados defendem a colônia e auxiliam as forrageiras fora do ninho 

(DELLA LUCIA, 1993; WILSON, 1980). 

Embora exista estudo recente sobre hemócitos da formiga Atta cephalotes 

(VALENCIA-GIRALDO et al., 2021), no caso da formiga A. sexdens rubropilosa são ainda 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib39
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib51
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mais escassas as informações de trabalhos que caracterizam os hemócitos sob aspectos 

morfológico e funcional, dificultando o entendimento sobre a concepção de defesa e de 

atuação desses organismos, uma vez que estão envolvidos em processos ecológicos 

significativos, como regeneração de florestas e também associados aos danos que causam à 

agricultura e silvicultura, apresentando, assim, elevada importância ecológica e econômica 

(COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; ENDRINGER, 2011; GIANNOTTI, 

CAETANO, 1985; JAIME, 2010; RODRIGUES et al., 2008; TRAVAGLINI, 2014). 

A morfologia e função dos hemócitos em formigas podem apresentar diferenciação de 

acordo com a subcasta, condição que foi observada no interior dos ovaríolos das rainhas e 

operárias de abelhas, onde os hemócitos são morfologicamente diferentes em ambas as castas, 

sugerindo uma ação na produção da túnica própria nos ovários das rainhas, enquanto nas 

operárias desempenham atividade fagocítica. No entanto, em ambas as castas, os hemócitos 

presentes no tecido intersticial das gônodas possuem atividade fagocítica e podem ser 

responsáveis pela formação do ovário durante a metamorfose (CRUZ-LANDIM, 2001). 

O objetivo do presente estudo foi realizar a caracterização da morfologia dos 

hemócitos circulantes na hemolinfa das diferentes subcastas de operárias da formiga A. 

sexdens rubropilosa, com a finalidade de esclarecer aspectos da imunidade celular desta 

espécie. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1. Insetos 
 

Operárias da formiga A. sexdens rubropilosa, como as jardineiras, lixeiras e 

forrageiras, foram obtidas em ninhos mantidos em laboratório no Insetário/Departamento de 

Entomologia da Universidade Federal de Viçosa (UFV) e os soldados foram coletados sobre 

as trilhas de ninhos situados no campus da UFV, Viçosa – MG. As formigas foram 

transferidas para recipientes plásticos apropriados, esterilizados e identificados por subcasta, 

sendo encaminhados para o Laboratório de Ultraestrutura Celular do Departamento da 

Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa (UFV), onde foram realizados os 

experimentos. 

 
 
2.2. Medição da cápsula cefálica das formigas 
 

As informações morfológicas para identificar e confirmar às subcastas, foram 

realizadas por meio das medidas de cápsulas cefálicas (n = 10 de cada subcasta), caracterizada 

pela maior largura da cabeça em face ventral e em ângulo reto com o eixo longitudinal da 

cabeça, conforme destacado por Wilson (1980). A medida foi realizada através de uma ocular 

micrométrica acoplada ao microscópio estereoscópico STEMI 2000 C722 ZEISS, no 

Laboratório de Ultraestrutura Celular do Departamento da Biologia Geral da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV). 

De acordo com a medida da largura da cápsula cefálica, as jardineiras, que cultivavam 

o fungo e cuidavam da prole, possuem cápsula cefálica no intervalo de 3,6 a 4,5mm; lixeiras, 

que gerenciavam o lixo e realizavam a limpeza do ninho, medem 4,7 a  5,8mm; forrageiras, 

que exploravam, cortavam e transportavam folhas para o interior do ninho, de 5,9 a 6,5 mm; e 

os soldados que defendiam a colônia e auxiliavam as forrageiras fora do ninho, entre 6,6 a 

6,85 nm. 

 
 
2.3. Coleta da hemolinfa 
 

As formigas operárias (n = 10 de cada subcasta) foram anestesiadas com Clorofórmio 

- PA (98%, CAS 67-66-3, Dinâmica, São Paulo) até cessarem seus movimentos (IBRAHIM, 

2020), sendo a hemolinfa extravasada de ambas as partes, da cabeça, assim como do corpo, 

coletadas com auxílio de microcapilar de vidro Drumond Microcaps® (Merck, São Paulo). 
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2.4. Microscopia de luz 
 

Em lâminas de vidro, previamente identificadas, contendo uma gota de anticoagulante 

tampão citrato de sódio 98mM NaOH; 186 mM NaCl; 17 mM EDTA e 41 mM ácido cítrico, 

pH 4,5 (SÖDERHÄLL, SMITH,1983), foi adicionada a hemolinfa das formigas operárias de 

cada subcasta, sendo posteriormente mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos para 

aderência das células e secagem das lâminas. 

O processo de coloração do material coletado foi realizado pelo método de Giemsa 

(KIERNAN, 2008) por 10 minutos, sendo depois rapidamente lavadas com água destilada. 

Além da coloração por Giemsa, algumas amostras foram coradas com azul de toluidina 1% 

em tampão borato de sódio durante 1 minuto e, posteriormente, lavadas com água corrente 

com fluxo suave para remoção do resíduo (AMARAL et al., 2010). Posteriormente, o material 

foi seco à temperatura ambiente por 30 minutos, montadas sob uma lamínula com sacarose 

50%, sendo analisadas em microscópio de luz de campo claro (Olympus BX-60) e 

fotografadas usando uma câmera Olympus QColor3. 

Para cada subcasta de formigas, foram analisadas cinco lâminas com um pool de 

hemolinfa de 10 indivíduos. 

 
 
2.5. Microscopia de fluorescência 
 

A solução tampão citrato anticoagulante junto com a hemolinfa das formigas operárias 

de cada subcasta foi adicionada em lâminas de vidro, previamente identificadas e, 

posteriormente, mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos para secagem. As 

amostras foram coradas com 10 µg/mL de 4′-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), protegidas da 

luz e, após 20 minutos, foram lavadas rapidamente em água corrente e dispostas em um 

recipiente protegido da luz para secagem. Em seguida, foram montadas com sacarose 50% e 

analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX60, equipado com câmera colorida 

e monocromática) com filtro para DAPI. 

 
 
2.6. Microscopia confocal de varredura a laser 
 

As lâminas de vidro, previamente identificadas de acordo com a subcasta, contendo 

uma gota de fixador paraformaldeído 4%, receberam a hemolinfa das formigas operárias de 

cada subcasta e, posteriormente, procedeu-se a secagem em temperatura ambiente. As lâminas 

foram lavadas duas vezes com tampão fosfato de sódio (PBS) 0,1 M, pH 7,4 e, na sequência, 
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foram incubadas em Faloidina-FITC (Sigma Aldrich, Brasil) 1:500 por 30 minutos, ao abrigo 

da luz, sendo lavadas por três vezes em PBS, por cinco minutos cada. O material foi montado 

entre lâmina e lamínula com Mowiol e as imagens foram obtidas em Microscópio Confocal 

de Varredura a Laser Zeiss LSM510 META, no Núcleo de Microscopia e Microanálise da 

UFV. 

 
 
2.7. Microscopia eletrônica de varredura 
 

A hemolinfa das formigas operárias de cada subcasta foi  depositada diretamente em 

lamínulas de vidro redondas com tampão citrato anticoagulante. Posteriormente, as amostras 

foram fixadas com glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2 por 30 

minutos, sendo lavadas em seguida no mesmo tampão duas vezes por 10 minutos cada, pós-

fixados com tetróxido de ósmio 1% em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,2, à temperatura 

ambiente e protegidos da luminosidade por 1 hora, lavadas novamente no tampão por três 

vezes durante 10 minutos cada. As amostras foram desidratadas em série crescente de etanol 

(70, 80, 90 e 99%) e levadas ao secador de ponto crítico, sendo posteriormente as lamínulas 

montadas sobre suporte de alumínio, metalizadas com ouro (20 nm) e analisadas em 

microscópio eletrônico de varredura LEO VP1430 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), no Núcleo 

de Microscopia e Microanálise da Universidade Federal de Viçosa. 
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3. RESULTADOS 
 
 
3.1. Microscopia de luz 
 

Não foram observadas diferenças dos tipos de hemócitos entre as subcastas. Cincos 

tipos morfológicos de hemócitos foram evidenciados na hemolinfa de cada subcasta de 

operárias da formiga A. sexdens rubropilosa, identificados como pró-hemócitos (Figura 1A), 

oenocitóides (Figura 1B), esferulócitos (Figura 1C), granulócitos (Figura 1D) e plasmatócitos 

(Figura 1E), sendo encontrados em todas as amostras analisadas., com predomínio dos 

granulócitos. 

Os pró-hemócitos foram as células que apresentaram menor tamanho na hemolinfa da 

formiga, medindo de 6 a 7 µm de diâmetro, apresentando geralmente perfil esférico, com 

núcleo grande, localizado centralmente, ocupando praticamente maior parte da célula, cuja 

superfície é lisa e homogênea, não exibindo granulações ou projeções. Após coloração com 

Giemsa, o citoplasma evidenciou coloração levemente basofílica, que foi mais intensa no 

núcleo (Figura 1A). 

Os oenocitóides encontrados na hemolinfa de todas as subcastas da formiga A. sexdens  

rubropilosa apresentaram formato oval, com tamanhos médios a grandes, de 14 a 16µm de 

diâmetro, com núcleo pequeno, geralmente excêntrico (Figura 1B). 

Os esferulócitos são células grandes com 13 a 17 µm de diâmetro, ovais, sem ou com 

presença de alguns vacúolos e esférulas, que podem apresentar diferentes colorações e até 

mesmo encobrir o núcleo que se mostra arredondado, deslocado do centro (excêntrico) e 

pequeno em relação ao tamanho celular (Figura 1C). 

Os granulócitos apresentaram-se redondos, medindo em torno de 12 a 14 µm de 

diâmetro, assim como seu núcleo, geralmente excêntrico. Muitos granulócitos apresentaram o 

citoplasma repleto de grânulos densos de tamanhos variados, muitas vezes mascarando o 

núcleo e a superfície celular irregular, devido a presença de pseudópodes (Figura 1D). 

Os plasmatócitos mediram cerca de 6 a 10 µm de comprimento, sendo bastante 

polimórficos, observados geralmente no formato fusiforme (lua crescente) (Figura 1E); alguns 

apresentando a superfície irregular em função da presença de filopódios (Figuras 1F). O 

núcleo geralmente acompanha o formato da célula, localizado centralmente e seu citoplasma 

pode apresentar poucos grânulos, sendo pouco basófilo. 
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3.2. Microscopia de fluorescência 
 

Todas as subcastas apresentaram núcleos interfásicos, com distintos tamanhos e 

aspectos da cromatina, apresentando regiões predominantemente eucromáticas (Figura 2A), 

assim como heterocromáticas (Figura 2B). 

A microscopia de fluorescência revelou hemócitos com características morfológicas 

de apoptose. Estas células exibiram condensação e retração do citoplasma (Figura 2 C). 

 
 
3.3. Microscopia confocal de varredura a laser 
 

Os pró-hemócitos são células  esféricas (Figura 3A); os oenocitóides são de tamanho 

entre médio, geralmente de formatos ovais (Figura 3B); os esferulócitos são células 

médias/grandes,  ovais (Figura 3C); os plasmatócitos apresentaram morfologia característica, 

sendo de formato fusiforme (Figura 3D) e os granulócitos são células grandes e arredondadas 

(Figura 3E). 

 
 
3.4.  Microscopia eletrônica de varredura 
 

Os pró-hemócitos são células esféricas que podem ser identificadas pelo pequeno 

tamanho, com superfície uniforme (Figura 4A); os oenocitóides são células de tamanho 

médio/grande, ovais e com superfície lisa (Figura 4B); os esferulócitos são geralmente células 

médias/grandes, ovais e apresentam superfície irregular devido à presença de esférulas 

(Figura 4C); os plasmatócitos possuem características típicas, em formato fusiforme, 

apresentam pequenos grânulos aderidos na superfície (Figura 4D); e os granulócitos de 

formato arredondado, evidenciaram superfície repleta de protuberâncias semelhantes a 

grânulos (Figura 4E). 
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Figura 1 - Micrografia de luz de hemócitos circulantes na hemolinfa das operárias de Atta sexdens 
rubropilosa corados com Giemsa (A, D e F) e azul de toluidina (B, C e E). (A) pró-hemócito;          
(B) oenocitóide; (C) esferulócito; (D) granulócito; (E) plasmatócito; (F) filopódios dos plasmatócitos 
(seta). 

 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 2 - Micrografia de fluorescência de hemócitos de operárias de Atta sexdens rubropilosa, 
evidenciando núcleos com diferentes aspectos de condensação da cromatina. A) Eucromatina;           
B) Heterocromatina; C) Apoptose de hemócito. Coloração com DAPI. 

 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 3 - Microscopia confocal de varredura a laser de hemócitos de operárias de Atta sexdens 
rubropilosa. Marcação com Faloidina-FITC para visualização do citoesqueleto de actina. (A) Pró-
hemócito; (B) Oenocitóide; (C) Esferulócito; (D) Plasmatócito; (E) Granulócito. 
 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 4 - Microscopia eletrônica de varredura de hemócitos de operárias de Atta sexdens 
rubropilosa. (A) Pró-hemócito; (B) Oenocitóide; (C) Esferulócito; (D) Plasmatócito e           
(E) Granulócito. 
 

 
Fonte: A autora. 
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4. DISCUSSÃO 
 

Morfologicamente, as quatro subcastas de A. sexdens rubropilosa denominadas como 

jardineiras, lixeiras, forrageiras e soldados, foram classificadas pelo comportamento no ninho 

no momento da coleta e tamanho da cápsula cefálica, que variou entre 3,60 mm a 6,85 mm, 

apresentando alto padrão de polietismo, condição também observada nas colônias adultas de 

Atta cephalotes (ROCES, HÖLLDOBLER, 1994). Além disso, as colônias do gênero Atta 

têm menor número de indivíduos grandes forrageando, sendo a maioria das operárias de 

tamanho médio (WILSON, 1985). Esse dado também foi observado em Acromyrmex landolti  

onde as forrageiras apresentaram essa distribuição em relação as subcastas, onde ficou 

demonstrado pela grande quantidade de operárias forrageiras nas trilhas ao longo de um ano 

de amostragem (SILVA JUNIOR, 2012). 

A identificação e classificação dos hemócitos foram realizadas de acordo com as 

características estruturais e morfológicas, observando-se semelhanças e as diferenças entre as 

células da hemolinfa das subcastas, com base na literatura de trabalhos realizados com outras 

formigas e insetos, principalmente de Hymenoptera (AMARAL et al., 2009; COSTA 

LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; GIANNOTTI, CAETANO, 1985; RAVAIANO et al., 

2018). 

Os pró-hemócitos encontrados na hemolinfa das subcastas de operárias da formiga A. 

sexdens rubropilosa são células com características morfológicas semelhantes com as 

encontradas na formiga A. laevigata (GIANNOTTI, CAETANO, 1985); nas abelhas 

Melipona quadrifasciata (RAVAIANO et al., 2018); Melipona scutellaris (AMARAL et al., 

2009); nos mosquitos Aedes aegypti (ARAÚJO et al., 2008) e Culex quinquefasciatus 

(BRAYNER et al., 2005); no lepdoptera Papilio demoleus (JALALI, SALEHI, 2008); no 

besouro Allomyrina dichotoma (HWANG et al., 2015) e na mosca rosa Arge ochropus 

(KHOSRAVI et al., 2016). Os pró-hemócitos são reconhecidos como células precursoras de 

outros tipos de hemócitos, pois se diferenciam em plasmatócitos, granulócitos e esferulócitos, 

sendo consideradas pluripotentes, com características de células-tronco (GUPTA, 1991; 

YAMASHITA, IWABUCHI, 2001). Nesse sentindo, os pró-hemócitos de todas as subcastas 

de operárias da formiga A. sexdens rubropilosa apresentam características morfológicas 

semelhantes àqueles de outros insetos, a exemplo da formiga A. laevigata (GIANNOTTI, 

CAETANO, 1985). Dessa maneira, pode-se sugerir que também teriam função de originar os 

demais tipos de hemócitos encontrados na hemolinfa desta formiga e, consequentemente, 

https://link-springer-com.ez35.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s13744-015-0339-9#auth-R-Khosravi
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096843280900153X#bib25
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096843280900153X#bib53
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atuar como mecanismo de defesa no sistema imunológico dos insetos (RIBEIRO, 

BREHÉLIN, 2006; WOOD, JACINTO, 2007). 

Os oenocitóides observados nas subcastas das operárias de A. sexdens rubropilosa 

apresentam características semelhantes as descritas na formiga A. laevigata (GIANNOTTI, 

CAETANO, 1985) e outros insetos como nos mosquitos A. aegypti (HILLYER, 

CHRISTENSEN, 2002) e Culex pipiens (WANG et al., 2011), os oenocitóides tem atividade 

de fenoloxidase, sugerindo que este tipo celular esteja envolvido no processo de melanização 

de patógenos (HILLYER, CHRISTENSEN, 2002). Por apresentarem características 

semelhantes aos oenocitóides encontrados no mosquito A. aegypti, essas células presentes em 

A. sexdens rubropilosa  também podem estar envolvidas no processo de melanização. 

Os esferulócitos encontrados nas subcastas de operárias da A. sexdens rubropilosa em 

pequena quantidade, são células grandes, arredondadas ou ovais e apresentam inclusões em 

forma de esférulas, por vezes chegando a mascarar o núcleo, caracterizado como pequeno e 

excêntrico, sendo semelhantes aos encontrados nas formigas de A. laevigata (GIANNOTTI, 

CAETANO, 1985) e C. rufipes (COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978) e em 

abelhas A. mellifera (CRUZ-LANDIM, 2009). Os esferulócitos são caracterizados pela 

presença de esférulas e muitas vezes podem ser confundidos com granulócitos devido aos 

grânulos, resultando em variações de nomenclatura (CRUZ-LANDIM, 2009). Essas células 

estariam envolvidas na renovação tecidual, transporte de substâncias como hormônios, 

produção de algumas proteínas da hemolinfa, participação na defesa contra bactérias, na 

nutrição e transporte de componentes cuticulares (SASS; KISS; LOCKE, 1994). 

A aparente menor abundância observada dos esferulócitos e oenocitóides na hemolinfa 

de operárias de A. sexdens rubropilosa, pode estar associada ao fato de que essas células não 

possuem função específica na defesa celular e, por consequência, são susceptíveis e 

vulneráveis as ações de patógenos (LANOT et al., 2001; LAVINE, STRAND, 2002). 

Os plasmatócitos das subcastas de operárias de A. sexdens rubropilosa foram as 

células que apresentaram maior variação morfológica, semelhante ao encontrado nas formigas 

A. laevigata (GIANNOTTI, CAETANO, 1985) e C. rufipes (COSTA LEONARDO, CRUZ-

LANDIM, 1978); nas abelhas A. mellifera (RICHARDSON et al., 2018); M. quadrifasciata 

(RAVAIANO et al., 2018); M. scutellaris (AMARAL et al., 2010) e no mosquito A. aegypti 

(ARAÚJO et al., 2008). Essa variação morfológica observada nos plasmatócitos das formigas 

operárias e em outros insetos, se deve pela presença de pseudópodes e/ou filopódios 

(ARAÚJO, 2011; GUPTA, 2009). Em Panstrongylus megistus (Hemiptera), Barraco e Loch 

(1989) destacam que os plasmatócitos possuem o citoplasma rico em lisossomos, confirmado 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0014489410002493#!
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174802000929#BIB125
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pela presença da fosfatase ácida. Em abelhas, os plasmatócitos são as principais células 

envolvidas no processo de fagocitose (AMARAL et al., 2010; EL MOHANDES; NAFEA; 

FAWZY, 2010), desempenhando funções que podem ser comparadas com os macrófagos de 

vertebrados, onde são reconhecidas como células fagocitárias envolvidas no processo de 

ingestão ou encapsulamento de patógenos, assim como na remoção de células apoptóticas 

durante o desenvolvimento (EVANS; HARTENSTEIN; BANERJEE, 2003; 

HARTENSTEIN, 2006). A variação morfológica observada pelos plasmatócitos e à formação 

de filopódios que pode ser resultado da função que esses hemócitos exercem na imunidade 

dessas formigas, principalmente pelo envolvimento no processo de fagocitose como 

evidenciado por diversos estudos com outros insetos. 

Os granulócitos das subcastas de A. sexdens rubropilosa são células arredondadas, 

encontradas em grande quantidade na hemolinfa e apresentam morfologia semelhante aos 

encontrados nas formigas A. laevigata (GIANNOTTI, CAETANO, 1985) e C. rufipes 

(COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978) e na mariposa A. gemmatalis (DE 

NEGREIRO et al., 2009). Em Aedes albopictus foi observada a presença de diversos 

lisossomos nos granulócitos através da utilização de anticorpos específicos e verificaram que 

essas células apresentam atividade fagocítica contra as partículas de látex (ARAÚJO, 2011). 

Na abelha A. mellifera (RICHARDSON et al., 2018); no bicho da seda B. mori (LING et al., 

2003; WAGO, 1983; WU et al., 2016; YAMASHITA, IWABUCHI, 2001) e nos mosquitos 

A. gambiae e A. aegypti (CASTILLO; ROBERTSON; STRAND, 2006; HILLYER, 

CHRISTENSEN, 2002), os granulócitos desempenham atividade fagocítica de patógenos, 

enquanto no grilo Gryllus bimaculatus, além da fagocitose, também promovem a nodulação e 

encapsulamento de patógenos (CHO, CHO, 2019). 

Em complemento, nos estudos com larvas do besouro Protaetia brevitarsis seulensis, 

a fagocitose por granulócitos está associada com a ativação da autofagia, estabelecendo um 

sistema eficiente para eliminar patógenos (KWON; BANG; CHO, 2014). Em larvas de M. 

scutellaris, os granulócitos, juntamente com os plasmatócitos, são responsáveis pela resposta 

fagocitária de partículas estranhas nesses insetos (AMARAL et al., 2010). Além disso, ao 

entrar em contato com as partículas estranhas, essas células produzem ou secretam proteínas 

antimicrobianas para matar esses invasores (STEINER et al., 1981), podendo a membrana 

plasmática sofrer alterações visíveis pela presença de filopódios e/ou pseudópodes (HWANG 

et al., 2015; KWON; BANG; CHO, 2014; LAVINE, STRAND, 2002). Contudo, em abelhas 

operárias A. mellifera, a imunidade fornecida por essas células diminui com a idade 

(RICHARDSON et al., 2018). Na formiga A. sexdens rubropilosa, os granulócitos foram as 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096843280900153X#bib53
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células encontradas em maiores quantidades na hemolinfa desses insetos. Devido a presença 

de características semelhantes observadas nos granulócitos de outros insetos assim como na 

função que exercem no sistema imune, os granulócitos dessa formiga também podem estar 

envolvidos no processo fagocítico de agentes invasores. 

Esses resultados diferem em relação aqueles para a formiga Atta laevigata, onde os 

pró-hemócitos, plasmatócitos e células esférulas estavam presentes nas subcastas de soldados, 

operárias médias e mínimas, no entanto, nos soldados também foram encontradas 

oenocitóides, células vermiformes, células granulares e adipohemócitos; nas formigas 

operárias médias foram encontrados com exclusividade os tipos oenocitóides e células 

vermiformes (GIANNOTTI, CAETANO, 1985).  

Alguns fatores podem influenciar na distribuição e ocorrência morfológica dos 

hemócitos, como o método de coleta de hemolinfa empregado (ARAÚJO, 2011), assim como 

as reações de defesa celular, fatores genéticos e fisiológicos do hospedeiro e do patógeno 

(RUSSO; BREHÉLIN; CARTON, 2001). De acordo com os autores Costa Leonardo e Cruz-

Landim (1978), ao remover as células da hemolinfa, essas sofrem rápidas transformações, 

sendo assim, não teria como determinar se os diversos tipos morfológicos representam 

diferentes tipos de hemócitos ou se seriam um único tipo em estado fisiológico diferente. 

Além disso, fatores bióticos como ácaros, bactérias e fungos, também podem causar 

alterações no número de hemócitos, na atividade humoral, promover suscetibilidade a outras 

doenças, alterar a expressão de genes da imunidade e reduzir a concentração de proteínas 

relacionadas ao sistema imune (BURRITT et al., 2016; KOLEOGLU et al., 2018; LÓPEZ et 

al., 2017; TAVARES et al., 2017). 

Diversos tamanhos e morfologias dos núcleos foram evidenciados pela técnica de 

microscopia de fluorescência, sugerindo a existência de variabilidade da população dos 

hemócitos como identificadas pela microscopia de luz (Thermo Scientific, 2009). Os dois 

tipos de cromatina, distinguidas no interior dos núcleos, são separadas por regiões altamente 

condensadas, chamadas de heterocromatina, onde contêm poucos genes, sendo inativa 

transcricionalmente e, por regiões descondensadas, denominadas eucromatina, rica em genes, 

correspondendo a área ativa do genoma, sendo, portanto, mais acessível aos meios necessários 

para a expressão gênica. Os mecanismos que estabelecem essa distribuição ainda são pouco 

compreendidos, mas praticamente, todos os tipos de células eucarióticas seguem esse padrão 

de organização do genoma (FALK et al., 2019). Como os núcleos dos hemócitos de A. 

sexdens rubropilosa  apresentaram predomínio de regiões eucromáticas, pode-se sugerir que 
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existam regiões mais ativas transcricionalmente do que inativas no interior do núcleo dessas 

células, orientando a síntese de RNA e de proteínas. 

A morte programada das células por apoptose desempenha papel importante na 

homeostase e no sistema imunitário, realizando a defesa contra corpos estranhos e eliminando 

células criticamente danificadas (LOWE, LIN, 2000; SOKOLOVA; EVANS; HUGHES, 

2004). Fatores como radiação, temperatura, hipóxia, xenobióticos e entre outros, podem 

induzir a apoptose (ELMORE, 2007; SOKOLOVA; EVANS; HUGHES, 2004). No entanto, 

em algumas situações, o processo de apoptose pode ser considerado um processo natural para 

contribuir com a reposição celular, uma vez que essas células programam a sua morte para 

que ocorra uma renovação tecidual, como observado nos hemócitos circulantes do molusco 

Pomacea canaliculata, que apresentam altas taxas de apoptose (OLIVEIRA, 2017; 

SOKOLOVA; EVANS; HUGHES, 2004).  

O citoesqueleto de actina nos hemócitos de todas subcastas foram encontrados na cor 

verde, evidenciando diferentes morfologias, como encontrados na microscopia confocal de 

varredura a laser com Faloidina-FITC e descritos nas técnicas anteriores. A actina celular, 

constituinte mais abundante do citoesqueleto é importante porque fornece suporte mecânico 

interno, força e direção para os movimentos celulares (ALBERTS et al., 2017; DRAMSI, 

COSSART, 1998), principalmente quando o organismo é invadido por patógenos, 

influenciando nos rearranjos da actina que resultam na formação de filopódios (SWANSON, 

BAER, 1995). 
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5. CONCLUSÃO 
 

Nas operárias da formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa foram encontradas 

quatro subcastas, denominadas jardineira, lixeira, forrageira e soldado. Na hemolinfa de cada 

subcasta ocorrem cinco tipos morfológicos de hemócitos, denominados pró-hemócitos, 

oenocitóides, esferulócitos, plasmatócitos e granulócitos. 

Os hemócitos predominantes na hemolinfa das operárias da formiga foram os 

granulócitos, provavelmente por desempenharem a principal atividade de defesa no sistema 

imune inato da formiga. 
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CAPÍTULO II - PERFIL POPULACIONAL DOS HEMÓCITOS DAS SUBCASTAS 
DE OPERÁRIAS DE Atta sexdens rubropilosa (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) 

 
 

RESUMO 

 
A formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa  apresenta grande importância ecológica e 

econômica, pois além de proporcionar aumento da permeabilidade do solo e acumulo da  

matéria orgânica, causa enorme prejuízo à agricultura por desfolhar várias culturas agrícolas e 

florestais para manter o cultivo do fungo, alimento para esses insetos. Assim como em outros 

insetos, essa formiga apresenta hemócitos na composição celular de sua hemolinfa, 

responsáveis pela defesa do sistema imunológico inato. O presente estudo teve como objetivo 

analisar o perfil populacional dos hemócitos da hemolinfa de subcastas de operárias da 

formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa através da medição da cápsula cefálica, 

contagem diferencial e total de hemócitos, ensaios de fagocitose por microscopia confocal, 

assim como pela citometria de fluxo. A casta de operárias é altamente polimórfica e, de 

acordo com as diferentes funções que exercem dentro do ninho e ao tamanho da cápsula 

cefálica, são classificadas nas subcastas jardineiras, responsáveis pelo cuidado do fungo e 

com as formas imaturas no interior do ninho; lixeiras que atuam na manutenção e no descarte 

do lixo; forrageiras, exploram ambientes externos para coletar e transportar a vegetação para 

dentro do ninho, auxiliando na construção do mesmo, os soldados que defendem a colônia e 

auxiliam as forrageiras. Na hemolinfa da formiga foram identificados cinco tipos 

morfológicos de hemócitos, representando pró-hemócitos, oenocitóides, esferulócitos, 

plasmatócitos e granulócitos, comum em todas subcastas. Os granulócitos e os pró-hemócitos 

são os tipos mais abundantes circulando na hemolinfa. As maiores quantidades de hemócitos 

foram observadas nas subcastas forrageiras seguidas dos soldados. O antissoro policlonal de 

Atta sexdens rubropilosa foi eficiente, uma vez que separou a população de hemócitos dos 

fragmentos celulares. Os granulócitos e plasmatócitos realizaram a fagocitose das bactérias E. 

coli. As subcastas soldados, assim como as lixeiras, possuem predominantemente maiores 

quantidades de células fagocíticas. Uma única população de hemócitos na hemolinfa das 

formigas, comum para cada subcasta foram encontradas. No entanto, análise de dispersão 3D 

evidenciou cinco subpopulações distintas de hemócitos, onde duas apresentaram valores 

superiores as demais subcastas. A subcasta de soldados apresentou células e intensidade de 

fluorescência por FITC maiores que as subcastas jardineira, lixeira e forrageira, assim como 

granulosidade/complexidade externa maior, em relação à subcasta jardineira. Essas células 
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podem corresponder aos granulócitos e plasmatócitos, responsáveis pela defesa imune em 

diversos insetos. 

 
 
 
Palavras-chave: Granulócitos. Soldados. Morfologia. Anticorpo. Citometria. 



57 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

Diferente dos vertebrados, os insetos não possuem um mecanismo imunológico 

adaptativo e de defesa mediada por anticorpos que conferem respostas específicas para cada 

patógeno. Nessa concepção, esses invertebrados apresentam uma resposta imune inata, 

composta por elementos humorais, que é mediada por várias moléculas efetoras, incluindo 

peptídeos antimicrobianos, e por elementos celulares imunes responsáveis pelo 

desenvolvimento de mecanismos no combate de patógenos invasores (DOUBLET et al., 

2017; HONTI et al., 2014; LAVINE, STRAND, 2002; VIVIER, MALISSEN, 2005). 

Enquanto uma ampla variedade de peptídeos antimicrobianos são produzidos em 

decorrência da resposta imune humoral (HULTMARK, 2003; LOWENBERGER, 2001; 

MEISTER; HETRU; HOFFMANN, 2000), processos como fagocitose, nodulação e 

encapsulamento são realizados pelos hemócitos, caracterizados como as principais células 

presentes na hemolinfa e responsáveis pela resposta imune celular (DUDZIC et al., 2015; 

HONTI et al., 2014; LAVINE, STRAND, 2002).  

Diante da variabilidade morfológica e quantitativa de hemócitos circulantes observada 

na hemolinfa dos insetos, além da microscopia de luz, torna-se necessária a combinação de 

diferentes técnicas, como a citometria de fluxo utilizada para caracterizar adequadamente 

estas células, evitando assim denominações divergentes na literatura (LAVINE, STRAND, 

2002; NUNES, 2001).  

O uso da técnica de citometria de fluxo vem sendo utilizada por vários autores como 

uma importante estratégia para caracterização dos hemócitos de invertebrados (DU et al., 

2012; FONSECA et al., 2022; HONG; DONAGHY; CHOI, 2019; KLADCHENKO et al., 

2020; OLIVER et al., 2011; PARRINO et al., 2019; VIEIRA et al., 2017), principalmente 

insetos (ARTEAGA BLANCO et al., 2017; BALOG et al., 2021; DE GRAAF et al., 2002; 

GÁBOR et al., 2020; HYSTAD et al., 2017; MARRINGA et al., 2014; NAKAHARA et al., 

2009), uma vez que possibilita a identificação de populações de células funcional e 

morfologicamente distintas em uma determinada amostra, através do tamanho e 

granulosidade/complexidade interna (BRYANT, MICHEL, 2016; CÁRDENAS; DANKERT; 

JENKINS, 2004; SEQUEIRA et al., 1995).  

Essa técnica consiste num método automático e rápido que permite a contagem 

individual de um número expressivo de células em curto período de tempo (CÁRDENAS; 

DANKERT; JENKINS, 2004; SEQUEIRA et al., 1995), resultando na obtenção de dados 

estatísticos mais precisos, confiáveis e menos trabalhosos do que a microscopia convencional 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib18
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib39
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib19
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174802000929#BIB84
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174802000929#BIB89
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib18
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib39
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib39
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib39
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1050464819311040#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balog%20J%26%23x000c1%3B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33713850
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201117301039#b0025
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201117301039#b0190
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201117301039#b0025
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(DOSOGNE et al., 2003; KOESS, HAMMAN, 2008; PIEPERS et al., 2009; RIVAS et al., 

2001). Atualmente muitos trabalhos realizados para caracterizar populações de hemócitos de 

insetos através da citometria de fluxo, também envolvem produção de anticorpos e 

marcadores específicos (BRYANT, MICHEL, 2016; GÁBOR et al., 2020; MARRINGA et 

al., 2014; SIMONET et al., 2016). 

A formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa  (Hymenoptera: Formicidae), 

conhecida popularmente no Brasil como saúva-limão, é inseto social que vive em colônias 

altamente organizadas, com as operárias divididas em quatro subcastas, conhecidas por 

jardineira, lixeira, forrageira e soldado. As jardineiras cultivam o fungo e cuidam da prole 

dentro do ninho; lixeiras que gerenciam o lixo e realizam a limpeza do ninho em câmaras 

específicas; forrageiras que exploram o ambiente externo, cortam e transportam pedaços de 

folhas para interior do formigueiro, assim como constroem o ninho e soldados que defendem 

a colônia e auxiliam as forrageiras fora do ninho (DELLA LUCIA, 1993; GALLO et al., 

2002; WILSON, 1980).  

De acordo com aspecto ecológico e econômico, o inseto é considerado importante, 

pois além de auxiliar na regeneração de florestas e apresentar ampla ocorrência no Brasil, 

estão situados entre herbívoros mais vorazes e de maior variedade alimentar, sendo dessa 

maneira, considerados pragas potenciais para as atividades agrícolas e florestais (DELLA 

LUCIA, 1993; JACCOUD, 2000; FRANCO et al., 2013). 

A formiga saúva-limão apresenta ausência de evidências sobre o perfil populacional 

dos hemócitos e mais restritivo ainda quando comparado entre as formigas operárias, que são 

classificadas de acordo com função que exercem no ninho. Dessa maneira, o objetivo do 

presente estudo foi caracterizar o perfil populacional dos hemócitos circulantes na hemolinfa 

de diferentes subcastas de operárias da formiga-cortadeira A. sexdens rubropilosa, através da 

citometria de fluxo, contribuindo para a compreensão de aspectos da imunidade celular desta 

formiga. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1. Insetos 
 

Operárias de A. sexdens rubropilosa atuando como jardineiras, lixeiras e forrageiras 

foram obtidas em ninhos mantidos em laboratório no Insetário do Departamento de 

Entomologia da Universidade Federal de Viçosa (UFV) e soldados sobre as trilhas de ninhos 

situados no campus da UFV, Viçosa – MG. Cada subcasta foi transferida para recipientes 

plásticos apropriados, esterilizados e identificados, sendo encaminhados para o Laboratório de 

Ultraestrutura Celular do Departamento da Biologia Geral da UFV, onde foram realizados os 

experimentos. 

 
 
2.2. Medição da cápsula cefálica das formigas 
 

A medida da cápsula cefálica foi realizada através de uma ocular micrométrica 

acoplada ao microscópio estereoscópico STEMI 2000 C ZEISS, no Laboratório de 

Ultraestrutura Celular do Departamento da Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV). De acordo com o tamanho das cápsulas cefálicas (n = 10 de cada subcasta), 

caracterizadas pela maior largura da cabeça em face ventral,  as operárias de A. sexdens 

rubropilosa foram identificadas morfológicamente por subcastas (WILSON, 1980). 

As jardineiras, que cultivavam o fungo e cuidavam da prole, possuem cápsula cefálica 

no intervalo de 3,6 a 4,5 mm; lixeiras, que gerenciavam o lixo e realizavam a limpeza do 

ninho, medem 4,7 a  5,8 mm; forrageiras, que exploravam, cortavam e transportavam folhas 

para o interior do ninho, de 5,9 a 6,5 mm; e os soldados que defendiam a colônia e auxiliavam 

as forrageiras fora do ninho, entre 6,6 a 6,85 nm. 

 
 
2.3. Coleta da hemolinfa 
 

As formigas operárias de cada subcasta (n = 10) foram anestesiadas com 

Clorofórmio - PA (98%, CAS 67-66-3, Dinâmica, São Paulo) até cessarem seus movimentos 

(IBRAHIM, 2020), sendo a  hemolinfa extravasada da cabeça e do restante do corpo, 

coletadas com auxílio de microcapilar de vidro Drumond Microcaps® (Merck, São Paulo). 

 
 
 



60 

 

2.4. Contagem diferencial de hemócitos 
 

As lâminas de vidro que receberam a hemolinfa das diferentes subcastas da formiga, 

permaneceram  em repouso por no mínimo 20 minutos à temperatura ambiente para secagem 

e aderência das células. As lâminas foram coradas pelo método de Giemsa (KIERNAN, 2008) 

por 10 minutos, sendo depois rapidamente lavadas com água destilada, para remoção do 

resíduo (AMARAL et al., 2010). O material foi seco à temperatura ambiente por 30 minutos, 

montadas sob uma lamínula com sacarose 50%, sendo, posteriormente, analisadas. Cinco 

lâminas contendo hemolinfa foram analisadas para cada subcasta, considerando 200 células 

em cada lâmina para se identificar os valores médios dos tipos de hemócitos por indivíduo de 

cada subcasta. As células foram identificadas em microscópio de luz (Olympus BX-60), com 

aumento de 40x e fotografadas com câmera digital acoplada Olympus QColor3. 

 
 
2.5. Contagem total de hemócitos 
 

A hemolinfa foi dispensada diretamente nos quatro quadrantes da câmara de Neubauer 

melhorada, sem diluição. A contagem foi realizada em microscópio óptico (trinocular Primo 

Star, Zeiss), com aumento de 400x, sendo consideradas cinco repetições por cada subcasta. 

 
 
2.6. Produção de antissoro policlonal contra hemócitos de Atta sexdens rubropilosa 
 

As formigas operárias de A. sexdens rubropilosa foram anestesiadas com clorofórmio 

e com auxílio de microcapilar de vidro de 1µL, as amostras de hemolinfa foram coletadas sob 

a forma de pool, padronizando o número de formigas (total de 100 formigas, sendo 25 de cada 

subcasta) e depositadas posteriormente em microtubo de 1,5 mL, contendo 100 µL de tampão 

fosfato de sódio (PBS) pH 7,4 10 mM. As amostras foram centrifugadas a 1500 g por 10 

minutos à 4ºC para obtenção de sedimento de hemócitos. 

Para produção do soro anti-hemócitos, foram realizadas três imunizações em um 

camundongo adulto macho, sendo uma imunização inicial e dois reforços (boost), em 

intervalos de 15 dias. Na primeira imunização foram realizadas injeções subcutâneas num 

total de 1 mg do antígeno com adjuvante de Freund completo (v/v) e após 15 e 30 dias, a 

segunda e terceira imunizações foram realizadas, utilizando um total de 0,25 mg do antígeno 

cada em adjuvante de Freund incompleto (v/v) (AZEVEDO, 2011). Finalmente, 45 dias após 

a primeira imunização, o animal foi eutanasiado e o sangue coletado em um tubo Falcon, 

mantido por 30 minutos em temperatura ambiente para coagulação e então centrifugado 
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1500g por 15 minutos a 4ºC para obtenção do soro. Posteriormente, o soro foi aquecido em 

banho-maria a 60ºC por 30 minutos para diminuir a concentração dos componentes que 

possam causar reações inespecíficas (REIS et al., 1997). Por fim, foi acrescentada solução 

saturada de sulfato de amônio 45% sob agitação por 20 minutos para purificação do soro 

(BÁLICO, 2014). 

A conjugação dos anticorpos com isotiocianato de fluoresceína (FITC) foi realizada de 

acordo com as instruções do fabricante (Sigma-Aldrich, Brasil), com adição de FITC ao 

antissoro na diluição de 1:50 por 1 hora, protegido no escuro, seguido de centrifugação a 

1500g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 

tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,2 (PBS). O antissoro foi aliquotado em frascos de 1,5mL 

ao abrigo da luz e armazenados a -20ºC. 

 
 
2.7. Ensaio de fagocitose e microscopia confocal de varredura a laser 
 

A solução de Eschericia coli foi centrifugada a 3000g para concentrar as bactérias e 

descartar o sobrenadante. Esse procedimento foi realizado três vezes, sendo adicionado PBS 

em cada etapa, por 5 minutos cada. 

A hemolinfa foi incubada com a solução de E. coli, em tubos de 1 mL, seguido de 

vórtex. Após 30 minutos, 10 µL das amostras de hemolinfa de cada subcasta misturadas em 

solução de E. coli foram transferidas para lâminas histológicas, secadas ao ar, coradas com 

Faloidina-FITC (Sigma Aldrich, Sigma-Aldrich Brasil) na proporção 1:500 por uma hora na 

ausência de luz e lavadas três vezes em PBS, por cinco minutos cada. Posteriormente, foram 

incubadas em iodeto de propídeo em proporção 1:900 por 30 minutos na ausência de luz, 

sendo lavadas por três vezes em PBS, durante 10 minutos cada lâmina. Após as incubações, 

as amostras foram montadas em lâminas histológicas, sendo posteriormente, analisadas em 

microscópio confocal de varredura a laser Zeiss, LSM510 META, em objetiva de 10x, 

diferenciando as bactérias fagocitadas das bactérias somente ligadas a moléculas de superfície 

dos hemócitos. O teste foi realizado a fim de se verificar quais células de cada casta 

apresentavam atividades fagocíticas sobre as bactérias gram-negativa E. coli. 

 
 
2.8. Ensaio de fagocitose e citometria de fluxo 
 

No presente estudo foram utilizadas bactérias E. coli fixadas com paraformaldeído e incubadas 

com 50 µL de iodeto de propídeo (PI) por uma hora. Posteriormente, as bactérias foram lavadas três 
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vezes com PBS a fim de remover o excesso de PI para serem utilizadas no experimento. A solução 

contendo E. coli foi adicionada em microtubos de 1,5 mL e centrifugada a 3000g para 

concentrar as bactérias e descartar o sobrenadante. O experimento foi conduzido em triplicata, 

sendo adicionado PBS, por 5 minutos cada. 

O anticorpo anti-hemócitos conjugado com FITC foi adicionada à solução de E. coli 

com a hemolinfa de cada subcasta, preparada anteriormente, com iodeto de propídeo, 

mantidas em repouso por uma hora e enviados para o citômetro de fluxo. Os ensaios de 

fagocitose foram realizados para investigar se os hemócitos de A. sexdens rubropilosa 

possuíam a capacidade de reconhecer e fagocitar as bactérias E. coli. 

O teste de fagocitose foi determinado usando um citômetro BD FACS Verse (BD 

Bioscience, Calif., EUA) no Núcleo de Microscopia e Microanálise da UFV e os resultados 

foram obtidos a partir de 5000 eventos por amostra, com o software FACSuite (BD 

Bioscience) e FlowJo versão 10. 

A aquisição dos dados referentes à fagocitose foi realizada em gráficos (density plot) 

considerando os parâmetros: LF1, que mede a fluorescência do anticorpo anti-hemócito 

marcado com FITC, versus FL3, que mede a fluorescência das bactérias marcadas com PI, 

sendo utilizado a escala exponencial para aquisição das populações. A fluorescência das 

células emitida pelo fluorocromo FITC foi obtida pelo canal FL1 (527/532 nm) e analisada 

em gráficos dot plot, assim como em dispersão em 3D, avaliando a sua intensidade. 

 
 
2.9. Citometria de fluxo da hemolinfa conjugada com FITC 
 

A quantidade máxima de hemolinfa de três  formigas operárias  de cada subcasta 

(lixeira, forrageira e soldado) e seis jardineiras de A. sexdens rubropilosa foram utilizadas. 

A hemolinfa foi depositada em microtubos de 1,5 mL, embalados em papel alumínio, 

contendo 100 µL de PBS, conduzindo o experimento em triplicata, com amostras biológicas 

independentes e considerando 5000 eventos (células) para cada formiga. As amostras foram 

centrifugadas a 1500g por 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante descartado e adicionado 100 µL 

do antissoro conjugado com FITC em cada microtubo, sendo incubados por 30 minutos a 

28ºC, no escuro. 

Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 1500g por 10 minutos a 4ºC, o 

sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 100 µL em PBS. Este 

procedimento foi repetido três vezes para remover os anticorpos conjugados com FITC que 
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não se ligaram e posteriormente foi acrescentado PBS até completar 300 µL para volume 

suficiente de leitura no citômetro de fluxo. 

A aquisição dos dados referentes à população de hemócitos foi realizada em gráficos 

(dot plot) considerando os parâmetros: dispersão frontal que mede o tamanho celular (forward 

scatter - FSC) versus a dispersão lateral que mede a granulosidade/complexidade interna (side 

scatter - SSC), sendo utilizado Log10 para aquisição das populações.  

A fluorescência das células emitida pelo fluorocromo FITC foi obtida pelo canal FL1 

(527/532 nm) e analisada em gráficos dot plot, assim como em dispersão em 3D, avaliando a 

sua intensidade. As populações de hemócitos foram determinadas usando um citômetro BD 

FACS Verse (BD Bioscience, Calif., EUA) no Núcleo de Microscopia e Microanálise da UFV 

e os resultados foram obtidos a partir de 5000 eventos por amostra, com o software FACSuite 

(BD Bioscience) e FlowJo versão 10. 

 
 
2.10. Análise Estatística 
 

Os resultados foram analisados por estatística univariada (Análise de variância - 

ANOVA), sendo os dados significativos avaliados com comparações de médias pelo teste de 

Tukey em nível de significância de 0,05 no programador estatístico Sisvar® (FERREIRA, 

2011). Os resultados são apresentados como médias e desvio padrão. 
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3. RESULTADOS 
 
 
3.1. Contagem diferencial dos hemócitos 
 

Cinco tipos de hemócitos foram encontrados na hemolinfa das formigas operárias, 

através da contagem diferencial de cada subcasta jardineira, lixeira, forrageira e soldado, 

sendo denominados como pró-hemócitos, oenocitóides, esferulócitos, plasmatócitos e 

granulócitos. As maiores abundâncias de granulócitos foram observadas em quase todas as 

subcastas das formigas, sendo predominantes nas jardineiras, forrageiras e lixeiras, com     

616 ± 9,1; 611 ± 8,2 e 571 ± 6,9 células, respectivamente. Por outro lado, a menor quantidade 

deste hemócito está associada à subcasta soldado, com 245 ± 11,1 células. Os plasmatócitos 

estavam presentes em número variado de células, sendo constatados valores de 538 ± 9,1 

células nos soldados; 136 ± 7,6 células nas lixeiras; 101 ± 4,6 células nas jardineiras e          

34 ± 4,6 células nas forrageiras. Os pró-hemócitos se apresentaram em maior quantidade nas 

forrageiras (329 ± 10,1), menor nos soldados (144 ± 4,1); com valores intermediários nas 

jardineiras (241 ± 7,6) e lixeiras (231 ± 2,9). As células oenocitóides apresentaram 

quantitativos de 54 ± 2,3 e 31 ± 2,7 células para as subcastas soldado e lixeira, 

respectivamente. Por outro lado, as subcastas jardineira e forrageira apresentaram, 

quantitativo de 21 ± 1,6 e 21 ± 1,9 células na hemolinfa, respectivamente. Diferentemente das 

células de granulócitos, plasmatócitos, prohemócitos e oenocitóides, foi constado que os 

esferulócitos apresentaram células em menor quantidade na hemolinfa de todas as subcastas 

analisadas, com valores observados de 31 ± 1,6; 21 ± 1,3; 19± 2,2 e 5 ± 0,7 células nas 

subcastas lixeira, jardineira, soldados e forrageira, respectivamente. Assim, em todas 

subcastas das formigas operárias de A. sexdens rubropilosa, os granulócitos e pró-hemócitos 

são os tipos mais abundantes circulando na hemolinfa, seguido pelos plasmatócitos e em 

menor número pelos oenocitóides, assim como pelos esferulócitos. 

 
 
3.2. Contagem total de hemócitos 
 

As maiores quantidades de hemócitos foram obtidas nas subcastas forrageira            

(74 ± 7,0) seguidas dos soldados (62 ± 5,7). Por outro lado, as menores quantidades de 

hemócitos ocorreram nas jardineiras e lixeiras, com 21 ± 4,2 e 40 ± 8,3 hemócitos, 

respectivamente. 
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3.3. Produção de antissoro policlonal contra hemócitos de Atta sexdens rubropilosa 
 

O antissoro desenvolvido contra hemócitos de subcastas de A. sexdens rubropilosa 

conjugado com FITC, considerando os parâmetros de granulosidade/complexidade interna 

(SSC-A), tamanho celular (FSC-A) e a intensidade de fluorescência por FITC permitiu a 

separação das células de interesse dos fragmentos celulares contidos nas amostras (Figura 1A) 

com 65,45% negativas para FITC, representando fragmentos celulares (Figura 1B), e 34,6% 

positiva para FITC, representando a população de hemócitos (Figura 1C). A figura 1D 

representa as duas populações, sem a eliminação dos fragmentos celulares negativos para 

FITC.  

Assim, o antissoro policlonal foi eficiente para separar somente a população de 

hemócitos da formiga. 

 
 
3.4. Ensaio de fagocitose por microscopia confocal de varredura a laser 
 

Estudos evidenciaram que hemócitos semelhantes aos granulócitos e plasmatócitos 

realizaram fagocitose das bactérias E. coli (Figuras 2A, 2B). Por outro lado os pró-hemócitos 

(Figura 2C), oenocitóides (Figura 2D) e esferulócitos, não fagocitaram as bactérias. 

 
 
3.5. Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo 
 

As subcastas soldados possuem maiores quantidades de células fagocíticas (74,2%), 

seguidas pelas lixeiras (73,0%). No entanto, foi possível observar também que as forrageiras 

possuem 64,4% e as jardineiras 69,4% de células fagocíticas (Figura 3). 

 
 
3.6. Citometria de fluxo dos hemócitos conjugados com FITC 
 

Após exclusão de grande parte dos fragmentos celulares, uma única população de 

hemócitos na hemolinfa de cada subcasta de operárias da formiga  Atta sexdens rubropilosa 

foram analisadas (Figura 4). No entanto, a análise gráfica de dispersão 3D evidenciou cinco 

subpopulações distintas de hemócitos em cada operária da formiga. Duas subpopulações de 

hemócitos tiveram os parâmetros de granulosidade/complexidade interna (SSC), tamanho 

celular (FSC) e intensidade de fluorescência por FITC maiores em relação às outras 

subpopulações, que se apresentaram sobrepostas, com padrões semelhantes, evidenciando 

FSC e SSC inferiores (Figura 5). 
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A partir da intensidade média de fluorescência (MFI), foi possível observar que a 

subcasta soldado apresentou células com tamanho (1673,3 - Figura 6A) e intensidade de 

fluorescência por FITC (5149,3 - Figura 6C) maiores e estatisticamente significativas em 

relação subcastas jardineira, lixeira e forrageira, por outro lado, embora o máximo valor de 

granulosidade/complexidade interna tenha sido observada para a subcasta soldado (1558,0 - 

Figura 6B), a diferença estatística só ocorreu em relação a jardineira. Não foram observadas 

diferenças em relação a quantidade de hemócitos entre as subcastas (Figura 6 D). 
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Figura 1 - Citometria de fluxo representativa de hemócitos de operárias da subcasta forrageira de Atta 
sexdens rubropilosa, utilizando antissoro conjugado com FITC. (A) Histograma evidenciando 
população de fragmentos celulares, negativos para FITC (65,4%) e população de hemócitos positivos 
para FITC (34,6%). (B) Gráfico dot plot da população de fragmentos celulares. (C) Gráfico dot plot da 
população de hemócitos. (D) Perfil populacional dos hemócitos, sem eliminação dos fragmentos 
celulares. (FSC – tamanho das células e SSC - granulosidade/complexidade interna das células). 
 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 2 - Ensaio de fagocitose por microscopia confocal de varredura a laser dos hemócitos da 
subcasta soldado de Atta sexdens rubropilosa. Hemócitos e antissoro conjugado com FITC (verde) e 
bactérias E. coli. com iodeto de propídeo (vermelho). (A) Plasmatócito fagocitando bactérias;          
(B) Granulócito fagocitando bactérias; (C) Ausência em pró-hemócito e (D) Ausência em oenocitóide. 

Fonte: A autora. 
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Figura 3 - Intensidade Média de Fluorescência do ensaio de fagocitose por citometria de fluxo dos 
hemócitos das subcastas de operárias de Atta sexdens rubropilosa, utilizando antissoro conjugado com 
FITC e bactérias Escherichia coli com iodeto de propídeo. (A) Soldados (74,2% de células 
fagocíticas); (B) Forrageira (64,4% de células fagocíticas); (C) Jardineira (69,4% de células 
fagocíticas) e (D) Lixeira. (73,0% de células fagocíticas). 
 

  

  

Fonte: A autora 
. 

A B 
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Figura 4 - Análise do perfil da população de hemócitos circulantes na hemolinfa de operárias de Atta 
sexdens rubropilosa  por citometria de fluxo, obtidas pelos gráficos dot plot, mostrando os parâmetros 
de tamanho  (FSC-A) vs complexidade celular (SSC-A), utilizando antissoro conjugado com FITC.    
 (A) Jardineira; (B) lixeira; (C) Forrageira e (D) Soldado. 

 

 
Fonte: A autora. 
 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hemocyte
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hemocyte
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Figura 5 - Gráfico de dispersão em 3D de citometria de fluxo dos hemócitos da subcasta forrageira de 
Atta sexdens rubropilosa, apresentando os parâmetros de tamanho relativo (FSC-A) x complexidade 
celular (SSC-A) x fluorescência dos anticorpos conjugados com FITC, mostrando distintas 
subpopulações de hemócitos, representadas por cores diferentes. 
 

 
Fonte: A autora. 
 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hemocyte
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hemocyte
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Figura 6 - Intensidade Média de Fluorescência (MFI) e quantidade de hemócitos por subcasta de Atta 
sexdens rubropilosa. (A) Tamanho celular (FSC-A); (B) Complexidade interna/granulosidade (SSC-
A); (C) Intensidade de flurescência dos hemócitos conjugados à FITC; (D) Quantidade de hemócitos 
por microlítro de acordo com cada subcasta. A linha em vermelho representa o desvio padrão. As 
médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 
significância. 

 

  

  
Fonte: A autora. 
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4. DISCUSSÃO 
 

Morfologicamente, as quatro subcastas de A. sexdens rubropilosa, denominadas como 

jardineiras, lixeiras, forrageiras e soldados foram classificadas pelo comportamento no ninho 

e tamanho da cápsula cefálica, que variou entre 3,6 mm a 6,85 mm, apresentando alto padrão 

de polietismo como encontrado no capitulo 1. 

Em todas as subcastas A. sexdens rubropilosa analisadas, os granulócitos e pró-

hemócitos são os tipos mais abundantes circulando na hemolinfa, seguido pelos plasmatócitos 

e em menor número pelos oenocitóides e esferulócitos. Distribuição semelhante dos tipos de 

hemócitos tem sido observado em outros Hymenopteras como abelhas (AMARAL et al., 

2010; RICHARDSON et al., 2018) e vespas (MANFREDINI; DALLAI; OTTAVIANI, 

2008); Dipteras (HILLYER, CHRISTENSEN, 2002) e em Lepidopteras (DE ANDRADE et 

al., 2003; VOGELWEITH et al., 2016). 

A imunocompetência dos insetos, principalmente no estágio larval do inseto, onde a 

quantidade de hemolinfa se apresenta de forma mais abundante, têm sido avaliada na 

contagem total de hemócitos (AMARAL et al., 2010; ANDRADE et al., 2010; HWANG et 

al., 2015; STOEPLER et al., 2013). Para isso, torna-se necessário se conhecer o sistema 

imune inato desses insetos ao longo do seu desenvolvimento, principalmente nos insetos 

sociais, onde o polimorfismo etário geralmente ocorre (RAVAIANO, 2017). Ao contrário das 

formigas forrageiras e soldados, as jardineiras, assim como as lixeiras, que embora estejam 

mais expostas à agentes patogênicos, apresentaram as menores quantidades de hemócitos 

totais circulando na hemolinfa, o que pode indicar que estas subcastas estão representadas por 

operárias mais velhas. Geralmente, quando alguns insetos envelhecem, ocorre uma redução da 

imunocompetência celular, relacionados ao envelhecimento do indivíduo e não a tarefa que 

realizam (RAVAIANO, 2017). Esse envelhecimento geralmente causa impactos em outros 

grupos de insetos, como nos mosquitos A. aegypti (HILLYER et al., 2005) e Anopheles 

gambiae (KING, HILLYER, 2013).  

A produção do antissoro policlonal contra hemócitos da formiga saúva-limão foi útil 

para eliminar a presença de uma grande quantidade de fragmentos celulares pelas análises 

prévias (Apêndice A). Nesse estudo, o antissoro policlonal produzido a partir dos hemócitos 

de A. sexdens rubropilosa permitiu diferenciar a população de interesse, que são os hemócitos 

totais presentes na hemolinfa da formiga, separando dos fragmentos celulares, constituindo-se 

dessa forma, em uma importante ferramenta para análises de citometria de fluxo. Os 

antissoros policlonais são caracterizados por um conjunto de grande variedade de moléculas 
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de imunoglobulinas originadas de diferentes linhagens de células B que reagem contra um 

antígeno específico, no entanto, cada uma identificando um epítopo diferente em um antígeno 

(LENZ, 2004; RUPPRECHT, NAGARAJAN, 2015). Além de eficiente na detecção de 

hemócitos, a produção do antissoro policlonal foi relativamente rápida e de baixo custo, 

apresentando maior facilidade técnica que seria necessária para produzir o antissoro 

monoclonal (ASCOLI, AGGELER, 2018; RUPPRECHT, NAGARAJAN, 2015), sendo mais 

eficaz devido à sua capacidade de se ligar a múltiplos epítopos em um antígeno (MARIAM et 

al., 2015).  

Os granulócitos e plasmatócitos de Atta sexdens rubropilosa apresentaram atividade 

na resposta imune celular em maior quantidade (~70%) na maioria das subcastas uma vez que 

realizam a fagocitose, assim como observado em outros insetos (LANOT et al., 2001; 

LAVINE, STRAND, 2002), incluindo abelhas (AMARAL et al., 2010; RAVAIANO, 2017).  

Uma única população de hemócitos na hemolinfa de cada subcasta da operária da 

formiga foi identificada inicialmente.  Esses resultados foram semelhantes aqueles em abelha 

Apis mellifera, sem populações distintas de hemócitos, utilizando mesmos parâmetros FSC 

versus SSC (DE GRAFF et al., 2002). No entanto, utilizando outras técnicas, como 

microscopia de contraste de interferência e fluorescência, foi possível identificar diferentes 

subpopulações de hemócitos na abelha, o que pode ser explicado parcialmente pela pequena 

diferença de tamanho entre os hemócitos dentro de um único subconjunto dessas células 

(VAN STEENKISTE, 1988). 

Distintas subpopulações nas subcastas de A. sexdens rubropilosa foram encontradas na 

análise gráfica de dispersão, representadas pelas diferentes cores, confirmando os resultados 

encontrados na microscopia de luz, confocal de varredura a laser e microscopia eletrônica de 

varredura (Capítulo 1), onde cada subcasta apresentou cinco tipos morfológicos de hemócitos, 

identificados como pró-hemócitos, oenocitóides, esferulócitos, plasmatócitos e granulócitos.  

Duas subpopulações apresentaram tamanho celular, granulosidade/complexidade 

interna e intensidade de fluorescência maiores, indicando que provavelmente sejam as células 

mais complexas, como os plasmatócitos e granulócitos, que desempenham atividades na 

defesa imune dos insetos, encontradas com maior frequência na hemolinfa desta e de outras 

formigas (COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; GIANNOTTI, CAETANO, 1985). 

Algumas subpopulações estão sobrepostas, com padrões semelhantes, evidenciando FSC e 

SSC inferiores em relação às duas citadas anteriormente, não sendo possível inferir os 

distintos tipos celulares. 
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A presença de mais de uma população de hemócitos em outros insetos se apresentam 

de forma mais significativa, como em B. mori onde quatro subpopulações de hemócitos foram 

encontradas através das análises de citometria de fluxo associadas com vários marcadores 

moleculares, como iodeto de propídeo, proteína de fluorescência verde, anticorpos 

monoclonais e lectinas fluorescentes (NAKAHARA et al., 2009). Estudos recentes para 

determinar o perfil dos hemócitos de A. mellifera através da citometria de fluxo revelaram 

quatro populações distintas, utilizando os marcadores fluorescentes como a lectina WGA 

(Aglutinina de germem de trigo-FITC), iodeto de propídeo e anexina V (MARRINGA et al., 

2014). Assim, o uso de mais marcadores fluorescentes além do anticorpo conjugado com 

FITC, pode distinguir os hemócitos de A. sexdens rubropilosa em mais subpopulações além 

das detectadas até presente momento. 

Alguns fatores celulares específicos como a granulosidade/complexidade interna 

(SSC-A) pode modificar a função da quantidade de organelas, rugosidade do citoplasma e 

membranas intracelulares ou inclusões de material extracelular. Assim, tais características 

contribuem para a compreensão de que a classificação do tipo de célula em função do 

parâmetro SSC-A da citometria de fluxo pode, por vezes, não corresponder totalmente às 

observações de vacúolo ou grânulos na célula, caracterizados como um dos principais 

critérios de classificação visual (DONAGHY et al., 2017). Células com características de 

SSC-A semelhantes como foram observadas na formiga A. sexdens rubropilosa podem 

possivelmente, pertencer a diferentes subpopulações, sendo, dessa forma, necessário uma 

avaliação das atividades celulares e os metabolismos intracelulares para caracterizar e 

discriminar de forma mais efetiva as populações celulares. 

A subcasta de soldados possuem células maiores e com maior intensidade de 

fluorescência que jardineira, lixeira e forrageira. Por outro lado, os soldados apresentaram 

maior complexidade interna/granulosidade, com diferença significativa somente em relação à 

subcasta jardineira. Essas células presentes nos soldados, provavelmente correspondem aos 

plasmatócitos e granulócitos, que atuam na defesa imune, resultando em um sistema 

imunológico inato mais desenvolvido, que não está associada com o polietismo etário. 

Apesar da maioria dos estudos com invertebrados, principalmente insetos, 

evidenciarem que a imunidade inata se torna menos eficiente com o avanço da idade 

(AMDAM et al., 2005), estudos estão demonstrando que essa correlação pode não existir 

(ARMITAGE, BOOSMSMA, 2010; DE SOUZA et al., 2013). À medida que as formigas 

envelhecem, elas progridem para realizarem tarefas externas, como forrageio, estando em 

constante contato com patógenos (DE SOUZA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2011; WILSON, 

https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0889159119307123?via%3Dihub#b0010
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0889159119307123?via%3Dihub#b0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159112005004#b0255
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1971). Na formiga-cortadeira Acromyrmex subterraneus, operárias direcionadas para 

exercerem atividades dentro do ninho necessitam de um investimento menor da defesa imune 

em relação as operárias que exercem atividades externas, economizando energia do sistema 

imunológico (DE SOUZA et al., 2013). Em operárias mais velhas de Acromyrmex 

octospinosus há aumento significativo da atividade de fenoloxidade, enzima envolvida na 

melanização, gerada pela resposta imune (ARMITAGE, BOOSMSMA, 2010). 

Estudos realizados com operárias A. sexdens rubropilosa, evidenciaram que as 

formigas que trabalham dentro dos ninhos, apresentaram maior taxa de encapsulamento do 

que aquelas que trabalham fora da colônia (RIBEIRO et al., 2011). Nossos resultados 

corroboram o observado para operárias cortadeiras A. octospinosus, onde apresentam um 

sistema imunológico mais desenvolvido à medida que as operárias envelhecem (ARMITAGE, 

BOOMSMA, 2010; DE SOUZA et al., 2013), embora essa não seja uma condição padrão, 

uma vez que o polietismo etário caracteriza-se como complexo e variável entre espécies. 

De acordo com os estudos realizados recentemente, a quantidade de hemócitos não 

está relacionada com idade do inseto, como verificado em abelhas operárias, rainhas e 

zangões, que apresentaram uma redução considerável no número de hemócitos, regulada por 

fatores endócrinos (SCHMID et al., 2008). Em abelhas operárias, Amdam et al., (2004) e 

Amdam et al., (2005) verificaram que a redução de hemócitos pode ser resultado da divisão 

do trabalho regulada pela vitelogenina e hormônio juvenil. Na libélula Lestes viridis 

sexualmente madura, a maior quantidade de hemócitos observadas em relação as recém-

emergidas, pode ser regulada por condições específicas e não de acordo com a idade (ROLFF, 

2001). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159112005004#b0255
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5. CONCLUSÃO 
 

As formigas operárias de cada subcasta de Atta sexdens rubropilosa possuem cinco 

tipos morfológicos de hemócitos, que provavelmente correspondem aos pró-hemócitos, 

oenocitóides, esferulócitos, plasmatócitos e granulócitos. 

Cinco hemócitos em cada subcasta de operárias da formiga foram encontrados, mas 

somente dois tipos de hemócitos correspondentes aos granulócitos e plasmatócitos podem 

estar presentes predominantemente na subcasta de soldados, conferindo como em outros 

insetos, um sistema imunológico inato mais ativo. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O presente estudo é a primeira caracterização dos hemócitos circulantes na hemolinfa 

das formigas operárias de Atta sexdens rubropilosa, realizada através de diferentes técnicas de 

microscopia e principalmente por citometria de fluxo. 

Como perspectivas, estudos complementares sobre ativação, diferenças fisiológicas 

provocadas por hormônios e diferenças de expressões gênicas, assim como o 

desenvolvimento de marcadores específicos, produção de anticorpos monoclonais associados 

com imunofenotipagem pela citometria de fluxo são necessários para otimizar a classificação 

dos hemócitos da espécie. Além disso, é necessário avaliar os tipos de hemócitos das fêmeas 

nas condições pré e pós-cópula, bem como dos indivíduos imaturos em diferentes subcastas. 
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APÊNDICE 
 

A - Gráfico dot plot da população de hemócitos de Atta sexdens rubropilosa, com grande quantidade 
de fragmentos celulares. 

Fonte: A autora. 
 

 

 


