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RESUMO

As abelhas sdo importantes agentes polinizadores que auxiliam na manutencdo da
biodiversidade de plantas silvestres e cultivadas. Contudo, o uso exacerbado e indevido
de agrotéxicos tem causado um desequilibrio na populacdo destes insetos que ao
visitarem as flores para coleta de pdlen e néctar, sdo expostos a diferentes substancias
quimicas. Sendo assim, o presente estudo buscou padronizar um metodo de cultivo in
vitro de tecido nervoso de abelha Apis mellifera africanizada. Para isso testaram-se 0s
meios de cultura Grace, Schneider e Leibovitz’s e suas suplementacdes com 10% de
Soro Fetal Bovino, 40% de Hank’s Balance Salt Solution ¢ 10% de Insect Medium
Supplement individualmente ou em conjunto. Os resultados obtidos mostraram que o
meio Leibovitz’s suplementado com 40% de Hank’s Balance Salt Solution ¢ 0 meio
Leibovitz’s suplementado com 40% de Hank’s Balance Salt Solution ¢ 10% de soro
fetal bovino sdo potenciais meios para o cultivo de tecido nervoso uma vez que
apresentaram um menor desarranjo tecidual, contudo tais meios apresentaram uma alta
taxa de células fortemente coradas, indicando picnose e, portanto, morte celular. Sendo
assim, posteriores suplementacGes sdo necessarias para a obtencdo de um meio ideal

para o cultivo de tecido nervoso de A. mellifera africanizada.

Palavras-chave: corpo pedunculado, células de Kenyon, meio de cultura Grace,

meio de cultura Schneider, meio de cultura Leibovitz’s L-15.



ABSTRACT

Bees are important pollinators that help to maintain the biodiversity of wild and
cultivated plants. However, the exacerbated and undue use of agrochemicals has caused
an imbalance in the population of these insects that when visiting flowers for the
collection of pollen and nectar, are exposed to different chemical substances. In
addition, the toxicity tests used for the release and certificate of pesticides have been
widely questioned by the scientific community due to the use of a large number of
individuals (bees) for its accomplishment. Thus, the present study sought to standardize
a method of in vitro culture of nervous tissue of Apis mellifera. For this the Grace,
Schneider and Leibovitz's culture media and their supplements with 10% of fetal bovine
serum, 40 % of Hank's Balance Salt Solution and 10 % of Insect Medium Supplement
were tested individually or in combination. The results obtained showed that Leibovitz's
media supplemented with 40 % of Hank's Balance Salt Solution and Leibovitz's
medium supplemented with 40% of Hank's Balance Salt Solution and 10% of fetal
bovine serum are potential media for the cultivation of nervous tissue since they
presented a smaller tissue disarrangement, however such means presented a high rate of
heavily stained cells, indicating pyknosis and thus cell death. Therefore, subsequent
supplements are necessary to obtain an ideal medium for the cultivation of Africanized

A. mellifera nerve tissue.

Keywords: mushroom bodies, Kenyon cells, Grace culture medium, Schneider

culture medium, Leibovitz’s culture medium.
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1. INTRODUCAO

Os servigos realizados pelos polinizadores fazem-se essenciais a manutengdo dos
ecossistemas terrestres e sdo de crucial importéncia para a sociedade, uma vez que eles
atuam na producdo e manutencao de culturas agricolas e na conservacdo da diversidade
bioldgica. Os insetos sdo responsaveis pela polinizacdo da grande maioria das espécies
de plantas com flores do mundo, sendo as abelhas os principais representantes,
somando aproximadamente 40% de todos os polinizadores existentes (IBAMA, 2012).

O fato de as abelhas somarem um elevado nimero de representantes dentre 0s
polinizadores pode ser atribuido a sua elevada dependéncia das flores. Dentre 0s
recursos florais utilizados pelas abelhas pode-se citar o néctar e o pdlen diretamente
relacionados a alimentacdo, resinas, ceras e lipidios florais para construcdo do ninho,
sendo o ultimo utilizado também como alimento, e as fragrancias florais, utilizadas
como atrativo para a cOpula e para a demarcacdo de territorio. Vale ressaltar que o
polen é a principal fonte de proteinas das abelhas tornando-se imprescindivel para o seu
desenvolvimento e para a manutengdo de suas colmeias (SOUZA; EVANGELISTA-
RODRIGUES, 2007).

A riqueza e variedade de abelhas sdo notaveis, chegando a somar 20.000
espécies em todo o mundo. Destas, aproximadamente 2.500 espécies sdo encontradas
no Brasil, onde estdo distribuidas em cinco familias, sendo que dentro de cada uma
muitos géneros e espécies sdo representados com caracteristicas proprias e papéis na
natureza de crucial importancia (SILVA et al., 2014).

Um desses papeis € a manutencdo da variabilidade genética dos vegetais por
meio da reproducdo sexuada. Este processo chamado de servico ecossistémico de
polinizacdo vem sendo muito valorizado atualmente, principalmente os prestados pelas

abelhas no que diz respeito a plantas silvestres e cultivadas (CASTRO et al., 2006).
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Um exemplo desse servigo € evidenciado pelo agronegécio, que atualmente €
responsavel por 21,3% de todo rendimento gerado pela economia brasileira, onde a
contribuicdo econdmica dos polinizadores nas principais culturas comercializadas, tanto
para exportacdo, como para 0 mercado interno é substancialmente elevada (CEPEA,
2014). De acordo com Giannini (2015) de 141 culturas avaliadas no pais, 85 delas
dependem de polinizadores. Além disso, o valor atribuido a esse servigo ecossistémico,
prestado de forma gratuita é de U$$ 12 bilhdes ao ano.

Devido a sua relevancia como polinizadoras, as abelhas tém sido destaque nos
estudos que avaliam o impacto causado pela intensificacdo agricola e pelo uso de
agrotoxicos. Tais praticas, somadas a ocupacdo intensiva de terras, acentuam a redu¢édo
das fontes de alimentos e locais de nidificacdo desses polinizadores (EMBRAPA,
2015).

O uso exacerbado de agrotoxicos nos agroecossistemas pode ocasionar 0
desequilibrio das populacbes de abelhas que visitam estes locais, ingerem néctar ou
pélen contaminados ou absorvem esses compostos quimicos através da cuticula ou
espiraculos, prejudicando a manutencdo da biodiversidade das proprias abelhas, além
das plantas e todos 0s servicos essenciais prestados pelas mesmas. Tal desequilibrio é
potencializado quando o uso destes agrotéxicos é realizado de maneira inadequada.
Dentre os agrotdxicos, merecem especial atencdo os inseticidas, uma vez que as abelhas
sdo insetos e, portanto, altamente vulneraveis. O Brasil € 0 maior consumidor mundial
de inseticidas, sendo que os mesmos somaram 39,8% (US$ 4,55 bilhdes) das receitas
totais de vendas no pais em 2013 (FERREIRA, 2014).

A maioria dos inseticidas utilizados atualmente tem como principal alvo de agéo
o Sistema Nervoso Central e Periferico (SNC e SNP), sendo considerados neurotoxicos.

Eles apresentam diferentes mecanismos de agdo, mas o resultado final basicamente é o

12



mesmo: hiperexcitagdo, paralisia e consequente morte do inseto. Para doses ou
concentracdes subletais, as quais ndo causam a morte imediata, mas sim alteragcdes na
morfofisiologia dos insetos, os efeitos também se mostram danosos para a populacao de
abelhas, assim como para a manutencdo de suas coldnias, uma vez que causam
alteracbes comportamentais, de aprendizagem e de orientagdo que podem ter efeito a
longo prazo para tais individuos (LEWIS et al., 2007). Tais alteraces morfofisioldgicas
ocorrem principalmente no SNC das abelhas, mais especificamente no cérebro, uma vez
que o cérebro é o principal centro de associagdo do corpo, j& que recebe estimulos
sensoriais dos 6rgdos dos sentidos e, por meio de neurdnios ascendentes, recebe
estimulos a partir dos ganglios posteriores localizados ao longo do sistema nervoso
(CHAPMAN, 1998).

Nas abelhas o cérebro é bilobado e composto de um protocérebro com o qual se
relaciona a estrutura dos olhos e onde se localizam os corpos pedunculados, um
deutocérebro que esta relacionado ao processamento das informagdes colhidas pelas
antenas e um tritocérebro que conecta 0 SNC ao Sistema Nervoso Visceral pelo ganglio
frontal (RUPPERT et al.,, 1996; KLOWDEN, 2007). Os corpos pedunculados
localizados no protocérebro merecem especial atencdo, uma vez que recebem
informacgdes de diferentes areas do cérebro, como do lobo antenal e do lobo dptico, e
sdo estruturas essenciais para a associacdo e integracdo das informacdes recebidas
(HAMMER; MENZEL, 1995). Os elementos basicos dos corpos pedunculados sdo as
células de Kenyon, os calices e os pedunculos, sendo que destes as células de Kenyon
sdo elementos centrais na estrutura e fisiologia do corpo pedunculado (HEISEMBERG,
1998). Ha evidéncias de que os corpos pedunculados do cérebro dos insetos sejam
equivalentes ao hipocampo dos vertebrados em relagdo a aprendizagem temporal

(CAPALDI et al., 1999).

13



Sendo assim, é imprescindivel desenvolver novos métodos de estudo que
possam permitir o entendimento dos mecanismos de acgdo dos agrotdxicos, seus
impactos sobre as abelhas e seu metabolismo, visando a criacdo de moléculas mais
seletivas ao inseto alvo, evitando assim a morte desses polinizadores e permitindo
producgdes agricolas mais sustentaveis.

A alta mortalidade das abelhas, associada aos efeitos neurotoxicos dos
inseticidas, sugere estudos mais aprofundados em nivel celular. Alguns estudos recentes
tém avaliado alteracdes morfoldgicas que acontecem no cérebro de abelhas em funcéo
da intoxicacdo por agrotdxicos. Uma alteracdo que merece destaque é a presenca de
celulas condensadas ou celulas contendo um ndcleo com cromatina condensada, uma
vez que tal caracteristica pode ocorrer nos estagios finais de morte celular sugerindo a
presenca de células autofagicas ou apoptoticas (ALMEIDA ROSSI et al., 2013).

Tais alteracdes foram confirmadas nos estudos de Almeida Rossi et al. (2013), o
qual avaliou o efeito do inseticida imidacloprido no cérebro de Apis mellifera, de
Oliveira et al. (2014), o qual avaliou o efeito de diferentes doses de tiametoxam também
sobre o cérebro de A. mellifera e de Jacob et al. (2015), que avaliou o efeito do fipronil
no cérebro de abelhas Scaptotrigona postica. Essas alteracbes morfoldgicas tém sido
relacionadas as perdas na capacidade de orientacdo, memdria, aprendizagem e
comunicacdo das abelhas, uma vez que as células nervosas presentes no cérebro destes
insetos sdo responsaveis pela integracdo de informagbes (DECORTYE et al., 2005;
DECORTYE et al., 2009).

Um método que se mostra bastante promissor no que diz respeito a
especificidade nas analises em nivel celular € o cultivo in vitro de células ou tecidos, o
qual propde ampliar a compreensao da biologia e fisiologia do inseto sem que haja a

necessidade da realizacdo de estudos em campo. Linhagens de células de insetos
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isoladas e cultivadas in vitro tém sido amplamente utilizadas para diversos fins como
producdo de proteinas recombinantes (SMITH et al.,, 1985; HINK et al., 1991;
OGONAH et al., 1996; IKONOMOU et al., 2001; IKONOMOU et al., 2003) e em
estudos fisioldgicos (PATEL et al., 2003; YUAN et al., 2007).

O comportamento social e a capacidade de aprendizagem e memdria fizeram das
abelhas insetos de grande interesse para estudos neurobioldgicos (ROAT, 2011).
Abelhas forrageiras, por exemplo, aprendem cores, odores, a posic¢ao de flores ricas em
néctar e usam essas informacfes para aperfeicoar sua colheita (GALIZIA, 2007).
Contudo, embora existam mais de 500 linhagens de células de insetos pré-estabelecidas
(LYNN, 2001) ndo ha nenhum relato de cultura de células de abelhas imortalizadas.

Entretanto, véarios sdo os relatos sobre a manutencao de culturas de células do
sistema nervoso de abelhas in vitro em curto prazo. Um dos primeiros estudos
disponiveis na literatura foi com células do lobo antenal de A. mellifera, onde as
mesmas foram mantidas em cultura por até 4 semanas (GASCUEL et al., 1991). Em
1992, Kreissl e Bicker conseguiram isolar e cultivar as células de Kenyon, células
provenientes dos corpos pedunculados. Em 1999 foi a vez das células motoras antenais
serem isoladas e cultivadas (KLOPPENBURG et al., 1999).

Tais protocolos de cultivo celular permitiram uma nova gama de estudos como,
por exemplo, estudos com neurotransmissores (GOLDBERG et al., 1999;
WUSTENBERG; GRUNEWALD, 2004), com receptores olfativos (LAURENT et al.,
2002; GISSELMANN et al., 2003; BARBARA et al., 2005; BARBARA et al., 2008),
com a neurogénese em celulas de Kenyon (MALUN et al., 2003) e até mesmo o
isolamento de novas células como fez Griinewald (2003) com as projecdes celulares dos

lobos antenais.
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No entanto, essas culturas permaneceram vidveis durante um curto periodo de
tempo e apenas experimentos limitados puderam ser feitos. O primeiro trabalho que
descreve a manutencdo em longo prazo de células embrionérias de abelhas foi publicado
por Bergem et al. (2006) onde um protocolo de cultivo celular foi estabelecido
utilizando o meio de cultura Grace enriquecido com L-aminoécidos e suplementado
com 15% de soro fetal bovino, o qual manteve a cultura estavel por mais de trés meses.
Além disso, em outro trabalho realizado com células epiteliais do intestino médio de
Apis cerana as mesmas mantiveram-se viaveis em cultivo in vitro por mais de 20
semanas em meio Grace enriquecido com 20% de soro fetal bovino (ZHANG et al.,
2009).

Recentemente, uma linhagem de células proveniente de larvas de A. mellifera
transfectadas com o proto-oncogene c-myc sobreviveu por cerca de 8 meses até a
publicacdo do referido trabalho, sugerindo o possivel estabelecimento de uma linhagem
celular de abelhas imortal. Os proto-oncogenes da familia c-myc séo caracterizados por
terem a atividade celular imortal (KITAGISHI et al., 2011).

Embora os trabalhos com cultura de células de abelhas sejam numerosos e
promissores, ndo existem relatos sobre o cultivo de tecido nervoso de abelhas que se
fazem eficientes e vidveis para posteriores utilidades. Sendo assim, este trabalho buscou
padronizar métodos confidveis de cultura de tecidos em condic¢Oes controladas através

dos modelos de estudo in vitro, utilizando-se o hibrido africanizado existente no Brasil.
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6. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos concluiu-se que:

1- O meio Leibovitz’s+HBSS e o meio Leibovitz’s+HBSS suplementado com SFB,
dentre todos os meios testados obtiveram melhores resultados no que diz respeito a
desorganizacdo do tecido nervoso de A. mellifera africanizada e, portanto, foram

selecionados como os melhores meios.

2- Embora o meio Leibovitz’s+HBSS ¢ o meio Leibovitz’s+HBSS suplementado com
SFB tenham apresentado estatisticamente 0s menores espacamentos dentre 0s
parametros analisados, posteriores experimentos de suplementacéo desses meios devem

ser realizados a fim de diminuir o nimero de células picnéticas no tecido nervoso.

3- Estudos mais aprofundados sobre os diferentes tipos de morte celular bem como o
funcionamento da barreira hematoencefélica em abelhas sdo necessarios para que se
obtenha uma compreensdo mais ampla dos processos que envolvem o cultivo de tecidos

in vitro.

4- Testes mais especificos de viabilidade celular podem ser realizados a fim de

confirmar os resultados obtidos.
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