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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).
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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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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar qual o melhor método para a manutengdo do tecido nervoso de abelhas
A. mellifera em cultura e padroniza-lo para posteriores estudos de toxicidade.
2.2 Objetivos especificos
- Comparar os meios Grace, Schneider e Leibovitz’s L-15 para cultura de tecidos de
abelhas quanto a sua executabilidade, tempo de manutencdo do tecido e viabilidade
celular;
- Avaliar as suplementagdes com Soro Fetal Bovino (SFB) 10%, Insect Medium
Supplement (IMS) 10% e Hank’s Balance Salt Solution (HBSS) 40% testadas nos

diferentes meios de cultura, empregadas individualmente e em conjunto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Bioldgico

Abelhas recém-emergidas da espécie A. mellifera africanizada de trés coldnias
diferentes foram coletadas diretamente dos favos no apidrio do Departamento de
Biologia - Instituto de Biociéncias - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP - campus de Rio Claro.

As mesmas foram marcadas com tinta atoxica no torax, sendo que as colonias
foram diferenciadas por cores no momento da marcagdo. Posteriormente, as abelhas
foram devolvidas as suas respectivas colonias e, passados 21 dias, idade esta que

corresponde a idade de forrageamento, foram coletadas diretamente da colmeia.

3.2 Dissecgao e cultivo in vitro de tecido nervoso

Para a obtencdo dos 6rgdos, as abelhas coletadas foram anestesiadas (1 minuto
no freezer) e seus cérebros foram dissecados com auxilio de um estéreomicroscdpio
com luz fria, a temperatura ambiente e, posteriormente, foram transferidos para os
diferentes meios de cultura de células de insetos, puros e suplementados, visando
selecionar 0 meio em que o tecido nervoso permanecesse Vidvel por mais tempo.
Utilizaram-se duas abelhas de cada uma das trés colbnias para cada horario nos
diferentes tratamentos do cultivo in vitro, totalizando seis abelhas por horario. Os
tecidos nervosos foram coletados nos horérios de 1, 6, 12 e 24 horas apés a incubacgéo
em estufa de CO, umidificada a 32°C.

Como controle negativo, abelhas com 21 dias foram coletadas diretamente da
colmeia e acondicionadas em potes plasticos descartaveis (250 mL), previamente
furados nas laterais, contendo suprimento de agua e alimento. Tais potes foram

dispostos em BOD a 32°C. Posteriormente as mesmas foram retiradas da BOD e
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dissecadas nos tempos de 1, 6, 12 e 24h. Tais tempos foram calculados apos a coleta das
mesmas no apiario. Como controle positivo o tecido nervoso foi transferido para placa
de cultura contendo 1 mL/poco de solucdo salina para insetos (0,1M NaCl; 0,003M
KCI; 0,002M CaCly; 0,002M NaHCOs3). Apo6s a transferéncia as placas foram
acondicionadas em estufa de CO, umidificada a 32°C. Os tecidos foram coletados com
1,6, 12 e 24h.

Para avaliar a compatibilidade do tecido nervoso de A. mellifera com o meio de
cultura mais satisfatério para a padronizacdo do cultivo in vitro utilizaram-se os
seguintes meios:

Grupo 1 - Grace (G) (SAFC Biosciences®);

Grupo 2 - Schneider (Sch) (Sigma-Aldrich®);

Grupo 3 - Leibovitz’s (L-15) (Sigma-Aldrich®).

A composicao de cada meio testado encontra-se no Quadro 1.

Além disso, uma suplementacdo inicial com 10% de SFB foi feita a fim de
comparar a viabilidade e manutengdo do tecido entre os meios de cultura com e sem
soro, compondo 0s seguintes grupos:

Grupo 4 - Grace + 10% de SFB (G+9S);

Grupo 5 - Schneider + 10% de SFB (Sch+S);

Grupo 6 - Leibovitz’s + 10% de SFB (L-15+S).

Ainda, testaram-se as suplementacdes com Insect Medium Supplement (IMS)
10% e Hank’s Balance Salt Solution (HBSS) 40% nos meios de cultura que se
destacaram na avaliacdo inicial entre os trés diferentes meios testados e 0s mesmos
meios com SFB. Tais suplementacGes foram empregadas individualmente e em
conjunto compondo 0s seguintes grupos:

Grupo 7 - Leibovitz’s + HBSS (L15+H);
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Grupo 8 - Leibovitz’s + IMS (L15+1);

Grupo 9 - Leibovitz’s + HBSS + IMS (L15+H+]);

Grupo 10 - Leibovitz’s + HBSS + SFB (L15+H+S);

Grupo 11 - Leibovitz’s + IMS + SFB (L15+I+S);

Grupo 12 - Leibovitz’s + HBSS + IMS + SFB (L15+H+I+S).

Em todos os experimentos utilizaram-se placas de cultura celular de 12 pocos

contendo 1 mL do meio de cultura em cada poco. As mesmas foram acondicionadas em

estufa de CO, umidificada a temperatura de 32°C e 5% de CO,,

Todo material utilizado durante os experimentos foi devidamente esterilizado e

0s procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.

Quadro 1. Comparacdo entre a composicdo e a quantidade dos meios Schneider (g/L),

Grace (g/L) e Leibovitz’s L-15 (g/L).

Componentes Meio Meio Meio
Schneider | Grace L-15
(g/L) (g/L) (g/L)
Hidrogenofosfato dissodico 700 - -
Sulfato de magnésio heptahidratado 3700 - -
Cloreto de potassio 1600 2240 0.4
Dihidrrogenofosfato de potassio 450 - -
Cloreto de sédio 2100 - 8.0
Cloreto de magnésio anidro - 1067,86 | 0.09366
Sulfato de magnésio anidro - 1357,67 | 0.09767
Cloreto de célcio anidro - - 0.1396
Fosfato de potassio monobasico anidro - - 0.06
Fosfato de sodio dibasico anidro - - 0.19
Fosfato de sodio monobasico monohidratado - 1013 -
Glicina 250 650 0.2
Hidrocloreto de L-arginina 483,81 700 0.5
Acido L- aspartico 400 350 -
Hidrocloreto de L-cisteina 78 - 0.12
Dicloridrato de L-cistina 100 28,68 -
Acido L-glutdmico 800 600 -
L-glutamina 1800 600 0.3
Hidrocloreto de L-histidina monohidratado 540 2500 0.25
L-isoleucina 150 50 0.125
L-Leucina 150 75 0.125
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Hidrocloreto de L-lisina 1650 - -
Monohidrocloreto de L-Lisina - 625 0.0937
L-metionina 800 50 0,075
L-fenilananina 150 150 0,125
L-prolina 1700 350 -
L-serina 250 1100 0.2
L-treonina 350 175 0.3
L-triptofano 100 100 0.02
L-tirosina sal dissodico 620 72,63 0.3
L-valina 300 100 0.1
R-alanina 500 200 -
L-alanina - 225 0.225
L-asparagina monohidratada - 397,73 0.25
Biotina - 0,010 -
D- pantotenato de calcio - 0,020 -
Acido félico - 0,020 0,001
Mio-inositol - 0,020 0,002
Niacina - 0,020 -
PABA (acido paraminobenzoico) - 0,020 -
Cloreto de colina - 0,200 0,001
Piridoxina HCI - 0,020 0,001
Riboflavina - 0,020 -
Tiamina HCI - 0,020 0,001
Mononucleotideo de Flavina *Na - - 0.0001
Niacinamida - - 0,001
DL- &cido pantoténico (hemicélcio) - - 0.001
Acido alfa cetoglutarico 200 - -
D(+) Glicose 2000 - -
D(+)-Trealose 2000 - -
D-Galactose - - 0,9
Acido fumarico 100 - -
Acido L-malatico 100 - -
Acido succinico 100 - -
Extrato de levedura 2000 - -
Fenol red Na - - 0,011
Acido pirdvico Na - - 0,55

3.3 Testes para evitar contaminacao

As abelhas forrageiras, alvos do estudo, possuem alta carga microbiana por

visitarem diversos locais que oferecem recursos, além daquela presente nas coldnias.

Devido a contaminacdes observadas nos experimentos iniciais, buscou-se testar alguns

métodos de descontaminacdo das mesmas para evitar a proliferacdo de fungos e

bactérias no meio de cultura, o que inviabilizaria o cultivo do tecido nervoso. Ademais,
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a utilizacdo de diferentes concentra¢fes de antibidtico no meio de cultura também foi

testada.

3.3.1 Assepsia da abelha
Teste 1:

Antes da disseccdo as abelhas foram mergulhadas rapidamente em alcool 70%,
em seguida em hipoclorito de s6dio 0,115%, posteriormente em agua estéril, novamente
em alcool 70% e, por ultimo, em agua estéril (MANDRIOLI et al., 2015). S6 entdo o
cerebro foi dissecado e colocado no meio de cultura.

Teste 2:

No segundo teste antes da disseccdo as abelhas foram mergulhadas rapidamente
em alcool 70% e posteriormente em agua estéril. SO entdo o cérebro foi dissecado e
colocado no meio de cultura.

Para ambos os teste utilizou-se como controle o meio de cultura, o qual foi
colocado em alguns pocos da placa de cultura celular, sem nenhum tecido imerso. Além
disso, algumas varia¢Ges foram feitas como a dissec¢do com a lupa dentro e fora do
fluxo laminar e a esterilizacdo das pincas utilizadas na disseccdo em lamparina. Vale
ressaltar que para os testes de assepsia da abelha utilizou-se somente 0 meio Grace,
devido a sua disponibilidade.

A avaliagdo foi feita visualmente, selecionando como vidveis os tratamentos
que ndo apresentaram contaminacdo e inviaveis 0s tratamentos que apresentaram

contaminacéo por fungos e/ou bactérias.

3.3.2 Padronizacao do antibidtico
Apo0s a obtencdo dos resultados dos testes de assepsia da abelha optou-se por

utilizar o antibidtico gentamicina (SILVA-ZACARIN, 2016, comunicacdo pessoal) nos
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meios de cultura. Foram feitos testes em diferentes concentracbes do antibidtico
buscando a utilizagdo da menor quantidade possivel de antibidtico na cultura. As
concentragdes foram: 0,1, 0,25, 0,5, 1 e 1,5%.

Sendo assim, as concentracdes de antibidtico mencionadas acima foram
adicionadas ao meio de cultura separadamente e os mesmos foram distribuidos
individualmente em pocos na placa de cultura celular. Cérebros de abelhas forrageiras
A. mellifera africanizadas foram dissecados conforme descrito no item 3.2 e imergidos
no meio de cultura contendo as diferentes concentra¢fes de antibi6ticos. Vale ressaltar
que para os testes de padronizacdo do antibiético utilizou-se somente o meio Grace,
devido a sua disponibilidade.

A avaliacdo foi feita visualmente, selecionando como viéveis os tratamentos que
ndo apresentaram contaminagdo e inviaveis o0s tratamentos que apresentaram

contaminacgdo por fungos e/ou bactérias.

3.4 Preparo dos meios de cultura
3.4.1 Preparo do meio de cultura para insetos Grace

Para o preparo de 1L de meio de cultura adicionou-se 44g do meio em p0 seco
em 900mL de agua destilada a temperatura ambiente agitando-se vagarosamente até
completa homogeneizagdo. Posteriormente, adicionou-se 350mg de bicarbonato de
sodio e 1% de gentamicina. O pH da solucdo foi ajustado para 6.2 + 0.2, conforme
indicacdo do fabricante, e 0 meio completado com agua destilada para o volume final.
Para a esterilizacdo realizou-se a filtragdo do meio com filtro de membrana de poro
0,22um. No caso dos meios suplementados, a filtracdo ocorreu apos a suplementacéo
dos mesmos. O armazenamento dos meios prontos foi ao abrigo de luz e sob

refrigeracdo (entre 2 e 8°C).
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3.4.2 Preparo do meio de cultura para insetos Schneider

Para o preparo de 1L de meio de cultura adicionou-se 26,2g do meio em pé seco
em 900mL de &gua destilada a temperatura ambiente agitando-se lentamente até
completa homogeneizacao. Posteriormente, adicionou-se 0,49 de bicarbonato de sodio.

Inicialmente o pH foi ajustado para 9.2 + 0.2 com hidroxido de sddio e
aguardou-se 10 minutos. Em seguida, o pH foi ajustado novamente para 6.7 + 0.2 com
acido cloridrico. Posteriormente, uma solugdo de cloreto de célcio (0,6g de cloreto de
calcio anidro em 50 mL de agua) foi adicionada ao meio de cultura lentamente, para
evitar precipitagdo. Finalmente, adicionou-se 1% de gentamicina. O pH foi ajustado
novamente para 6.7 + 0.2, conforme o pH da hemolinfa de uma abelha adulta
(HOSKINS; HARRISON, 1934), e o meio completado com agua destilada para o
volume final. Para a esterilizagdo realizou-se a filtragdo do meio com filtro de
membrana de poro 0,22um. No caso dos meios suplementados, a filtracdo ocorreu apds
a suplementacdo dos mesmos. O armazenamento dos meios prontos foi ao abrigo de luz

sob refrigeracéo (entre 2 e 8°C).

3.4.3 Preparo do meio de cultura para insetos Leibovitz’s L-15

Para o preparo de 1L de meio de cultura adicionou-se 13,8g do meio em pé seco
em 900mL de agua destilada a temperatura ambiente agitando-se vagarosamente até
completa homogeneizacao. Posteriormente adicionou-se 1% de gentamicina.

O pH da solucédo foi ajustado para 6.7 = 0.2, conforme o pH da hemolinfa de
uma abelha adulta (HOSKINS; HARRISON, 1934), e o meio completado com agua
destilada para o volume final. Para a esterilizagéo realizou-se a filtracdo do meio com

filtro de membrana de poro 0,22um. No caso dos meios suplementados, a filtracéo
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ocorreu apds a suplementacdo dos mesmos. O armazenamento dos meios prontos foi ao

abrigo de luz sob refrigeragdo (entre 2 e 8°C).

3.5 Avaliacéo dos testes de assepsia da abelha e padronizacdo do antibidtico para
verificacdo de contaminacao

A contaminagdo por agentes biolégicos como fungos e bactérias nos meios de
cultura celular é identificada, na maioria das vezes, visualmente, uma vez que tais
contaminagfes causam efeitos visiveis sobre os meios de cultura.

Uma das caracteristicas a serem avaliadas é a alteracdo na coloracdo do meio de
cultura, ja& que a contaminacdo bioldgica tende a alterar o pH do meio modificando a
coloragéo do mesmo.

Além disso, meios de cultura contaminados com bactérias comumente
apresentam turbidez, opacidade e, nos casos em que a contaminacdo ja esta muito
avancada, 0 meio apresenta uma pelicula esbranquicada ou amarelada no pogo/garrafa
contendo 0 meio de cultura. De acordo com LANNETTE et al. (1985) quanto maior o
namero de bactérias, maior serd a opacidade ou turbidez do meio de cultura.

J& na contaminacdo por fungos, o micélio e/ou hifas do mesmo sdo facilmente
identificados na superficie do meio de cultura podendo estes variar em cores e

tamanhos.

3.6 Avaliacédo da morfologia e viabilidade celular
Para avaliar a viabilidade dos tecidos, os mesmos foram coletados dos meios de
cultura nos tempos de 1 hora, 6 horas, 12 horas e 24 horas e processados para analises

morfologicas.
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3.6.1 Analises Morfoldgicas
3.6.1.1 Inclusdo em historresina e microtomia para coloracdo de Hematoxilina-

Eosina (HE)

Ap0s cada tempo de coleta os cérebros foram fixados em paraformaldeido 4% e,
apos 24 horas foram transferidos para tampédo fosfato de sodio 0,1M e pH 7.,4.
Posteriormente, o material passou por desidratacdo lenta em um gradiente de solugcfes
alcodlicas a 4°C com intervalo de 2 horas cada. No primeiro dia o material foi embebido
em concentracdes de 15, 50, 60 e 70%, na qual ficou overnight, para que no segundo dia
fosse embebido nas concentragbes de 85, 90 e 95%. Para finalizar, o material foi
transferido para resina de embebicdo, onde ficou 7 dias (SILVA-ZACARIN, 2012).

Apb6s a embebicdo, o material foi incluido em moldes plasticos contendo
historresina Leica® Os blocos foram mantidos em estufa a 37°C e, apds a
polimerizagéo, foram colocados em suportes de madeira para microtomia com 6um de
espessura em microtomo com navalha de tungsténio. As sec¢des foram recolhidas em

laminas de vidro, previamente limpas, e submetidas a técnica descrita a seguir.

3.6.1.2 Avaliacdo da morfologia e viabilidade celular - Técnica Hematoxilina e

Eosina (HE)

As laminas contendo as sec¢des do tecido nervoso foram submetidas a coloracdo
de Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA; 1983) para analise
histologica do cérebro de A. mellifera africanizada. Vale ressaltar que dois individuos de
cada tempo e de cada tratamento foram submetidos a avaliacdo de morfologia e
viabilidade celular.

Inicialmente as laminas contendo as sec¢des do tecido nervoso foram hidratadas

em agua destilada durante 1 minuto e coradas com hematoxilina durante 15 minutos.
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Feito isso, as ldminas foram deixadas em &gua parada durante 5 minutos para a reagdo
do corante e, em seguida foram lavadas trés vezes em agua destilada para retirada de
excesso do mesmo. Posteriormente as laminas foram coradas com eosina durante 5
minutos e, logo apds lavadas trés vezes em &gua para retirada do excesso de corante.
Apos secas, as laminas foram montadas com DPX (Distrene Plasticiser Xylene),
analisadas e fotodocumentadas sob microscopio de luz.

As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camara digital adaptada
ao microscopio e a um computador. Para a aquisicdo das imagens foi utilizado o
software DP Controller®. Foram analisados 8 cortes ndo sequenciais (DOMINGUES et
al., 2017) de cada um dos individuos (2 individuos) de cada tempo e tratamento ja
descritos anteriormente no item 3.2 (totalizando 12 tratamentos com 4 tempos cada mais
2 controles com 4 tempos cada) e, em cada corte, analisou-se 3 corpos pedunculados.
Para uma analise mais representativa, em cada corpo pedunculado foram avaliados
quatro pardmetros (Figura 1): distancia entre células de Kenyon no interior do célice do
corpo pedunculado, distancia entre células de Kenyon e os prolongamentos do célice do
corpo pedunculado, distancia entre os prolongamentos do célice do corpo pedunculado e
a area de células fortemente coradas. Vale ressaltar que tais parametros foram
selecionados para avaliacdo ja que sdo caracteristicas relacionadas a processos de morte
celular no tecido nervoso, sendo que as células fortemente coradas indicam uma
condensagdo cromatinica e, consequentemente a baixa atividade transcricional e os
espacamentos indicam o desarranjo tecidual ocasionado pela perda dos prolongamentos
celulares.

Ainda, para cada parametro descrito acima fez-se duas medidas, sendo que para
as distancias procurou-se tomar como medida as maiores distancias encontradas visando

uma melhor representacdo do tecido analisado. Para a area de células fortemente
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coradas, tomou-se como medida uma &rea no interior do corpo pedunculado de
20x20um que incluisse células de Kenyon compactas externas e internas e uma area no
exterior do corpo pedunculado (células de Kenyon compactas externas). Vale ressaltar
que a &rea de células de Kenyon fortemente coradas é dada pela relacdo entre a area
ocupada por elas e a &rea total ocupada pelas células de Kenyon. As estimativas, tanto
das disténcias, quanto da area de células mais coradas foram realizadas com auxilio do
software ImageJ (RASBAND, 1997-2006).

A comparacdo entre todas as medidas dos diferentes grupos experimentais e
diferentes horarios foram feitas utilizando o programa SigmaPlot 13 (Systat Software),
Kruskall-Wallis, Tukey. Além disso, uma matriz de correlagdo entre os diferentes
parametros analisados foi feita para determinar o quédo correlacionados estavam o0s
dados. Para isso utilizou-se o programa Assistat 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2006).
Ainda, uma tabela comparativa entre todos os tratamentos nos diferentes horarios foi

gerada, a fim de se obter uma melhor compreenséo dos dados.
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Figura 1. Corpo pedunculado de abelha A. mellifera africanizada corado com hematoxilina e
eosina exemplificando os parametros avaliados para cada meio de cultura. (a) distancia entre os
prolongamentos do célice do corpo pedunculado, (b) distancia entre células de Kenyon e (c)
distancia entre células de Kenyon e os prolongamentos do célice do corpo pedunculado. CP-
Corpo Pedunculado; CK- Células de Kenyon; CKe- Células de Kenyon Externas. O quadrado
representa a area utilizada para contabilizar as células fortemente coradas. A seta indica uma
celula fortemente corada.
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4. RESULTADOS

4.1 Testes de contaminacédo e padronizacdo do antibidtico

Com base nos testes de contaminacgdo realizados padronizou-se a utilizagéo do
estéreomicroscopio para dissec¢ao no interior da cAmara de fluxo Iaminar, devidamente
higienizado com &lcool 70% e submetido & luz ultravioleta por, no minimo, 40 minutos,
assim como os demais materiais utilizados na disseccdo. Além disso, estipulou-se a
utilizacdo da concentracdo de 1% de antibiotico nos meios de cultura, uma vez que o
meio de cultura com essa concentracdo de gentamicina se mostrou livre de
contaminacéo durante duas semanas de incubacdo em estufa de CO,. Todos os testes de
assepsia das abelhas se mostraram inviaveis quando o meio de cultura sem o antibi6tico

foi utilizado, uma vez que todos apresentaram contaminagéo (Figura 2).
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Figura 2. Testes de assepsia e padronizacdo do antibidtico. Placa de cultura de 24 pogos com
experimento de padronizagdo do antibiotico na primeira linha e Gltima coluna da placa com
indicacdes das porcentagens do antibidtico utilizada em cada meio de cultura/pogo. ST-Abelhas
Sem Tratamento de assepsia para 0 experimento de padronizacdo do antibidtico. Experimento
de assepsia nas segunda e terceira linhas, sendo que na segunda a assepsia foi feita com alcool
70% e agua deionizada e na terceira com alcool 70%, hipoclorito 0,115% e agua deionizada. A
Gltima linha da placa contém os controles (meio de cultura sem imersdo de tecido) (a). Meio de
cultura ndo contaminado (b). Meio de cultura contaminado (c). As setas indicam a
contaminacdo do meio de cultura.
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4.2 Avaliagéo da morfologia e viabilidade celular

A partir da técnica de coloracdo com hematoxilina e eosina foi possivel avaliar
as distancias entre as células de Kenyon localizadas no interior do célice do corpo
pedunculado, entre as células de Kenyon e os prolongamentos que constituem o célice
do corpo pedunculado e entre os prolongamentos que constituem o célice do corpo
pedunculado, como indicativos da viabilidade celular. Além disso, células fortemente

coradas e que caracterizavam picnose foram observadas nos corpos pedunculados.

4.2.1 Tempo: 1 hora

As analises estatisticas para 0s grupos experimentais contendo 0s meios puros e
para 0s grupos experimentais contendo os meios suplementados com SFB mostraram
que, para o tempo de 1 hora, os meios Leibovitz’s, Leibovitz’s+SFB e Schneider
apresentaram menores areas de células picnéticas. Ja para as medidas da distancia entre
as células de Kenyon e os prolongamentos que constituem o célice dos corpos
pedunculado, o meio Schneider apresentou as menores distancias dentre os demais
grupos analisados. No que diz respeito a distancia entre as células de Kenyon internas
pode-se destacar o meio Grace e 0 meio Scheneider como 0s que apresentaram as
menores distancias. Para as medidas das distancias entre os prolongamentos do calice
do corpo pedunculado, o meio Leibovitz’s diferiu estatisticamente do controle negativo
por apresentar menores distancias sendo, portanto, o melhor meio.

Ja as analises estatisticas dos meios Leibovitz’s ¢ Leibovitz’s+SFB, 0s quais se
mostraram os melhores meios em uma andlise prévia, em compara¢do com 0S grupos
contendo as suplementacdes com HBSS e IMS empregadas individualmente ou em
conjunto mostraram que, para 0 tempo de 1 hora, 0s meios Leibovitz’s,

Leibovitz’stSFB e Leibovitz’stHBSS+SFB foram 0s que apresentaram as menores
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areas de células picndticas. Ja para as medidas da distancia entre as células de Kenyon e
os prolongamentos que constituem o célice dos corpos pedunculado, os meios
Leibovitz’stHBSS+SFB e Leibovitz’s+IMS+SFB apresentaram as menores distancias
dentre os demais grupos analisados. No que diz respeito a distancia entre as células de
Kenyon internas pode-se destacar o meio Leibovitz’stHBSS+SFB como o0 que
apresentou as menores distancias. Finalmente, para as medidas das distancias entre os
prolongamentos que constituem o calice do corpo pedunculado, o meio
Leibovitz’stHBSS+SFB apresentou as menores distancias sendo, portanto, o melhor
meio.

As comparacOes estatisticas feitas para o tempo de 1 hora estdo representadas
nas Figuras 3 e 4. Fotomicrografias dos corpos pedunculados das abelhas A. mellifera
africanizada coradas com HE para o tempo de 1 hora estdo representadas da seguinte
maneira: Controle Negativo (Figura 11 A), Controle Positivo (Figura 11 B), Meio Grace
(Figura 13 A), Meio Grace+SFB (Figura 13 B), Meio Schneider (Figura 14 A), Meio
Schneider+SFB (Figura 14 B), Meio Leibovitz’s (Figura 16 A), Meio Leibovitz’s+SFB
(Figura 16 B), Meio Leibovitz’s+tHBSS (Figura 17 A), Meio Leibovitz’s+tHBSS+SFB
(Figura 17 B), Meio Leibovitz’s+IMS (Figura 18 A), Meio Leibovitz’s+tIMS+SFB
(Figura 18 B), Meio Leibovitz’stHBSS+IMS (Figura 19 A) e Meio

Leibovitz’stHBSS+IMS+SFB (Figura 19 B).
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Figura 3. Boxplots dos grupos contendo os meios de cultura puros e suplementados com SFB
mostrando as avaliagfes dos corpos pedunculados no tempo de 1 hora para 0s seguintes
parametros: area de células picnoticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células
de Kenyon e os prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre 0s
prolongamentos do célice do corpo pedunculado. CN-Controle Negativo; CP-Controle Positivo;
G-Meio Grace; G+S-Meio Grace+SFB; L15-Meio Leibovitz’s; L15+S-Meio Leibovitz’s+SFB;
Sch-Meio Schneider; Sch+S-Meio Schneider+SFB. Boxplots seguidos por asterisco ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey e apresentam os melhores resultados para o
parametro avaliado.
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Figura 4. Boxplots dos grupos contendo 0s meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB
suplementados com HBSS e IMS individualmente ou em conjunto mostrando as avaliacGes dos
corpos pedunculados no tempo de 1 hora para 0s seguintes parametros: area de células
picndticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células de Kenyon e 0s
prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre os prolongamentos do célice
do corpo pedunculado. CN-Controle Negativo; CP-Controle Positivo; L15-Meio Leibovitz’s;
L15+S-Meio Leibovitz’s+SFB; L15+H-Meio  Leibovitz’s+tHBSS;  L15+H+S-Meio
Leibovitz’stHBSS+SFB; L15+I-Meio Leibovitz’s+IMS; L15+I+S-Meio
Leibovitz’s+IMS+SFB; L15+H+I-Meio Leibovitz’s+HBSS+IMS; L15+H+I+S-Meio
Leibovitz’s+tHBSS+IMS+SFB. Boxplots seguidos por asterisco ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey e apresentam os melhores resultados para o pardmetro avaliado.
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4.2.2 Tempo: 6 horas

As analises estatisticas para 0s grupos experimentais contendo 0s meios puros e
para 0S grupos experimentais contendo os meios suplementados com SFB mostraram
que, para o tempo de 6 horas, os meios Grace e Grace+SFB apresentaram as menores
areas com células picnoticas dentre todos os meios analisados. J& para as medidas da
distancia entre as células de Kenyon e os prolongamentos que constituem o calice do
corpo pedunculado podem-se destacar os meios Schneider e Leibovitz’s como tendo as
menores distancias. No que diz respeito a distancias entre as células de Kenyon
localizadas no interior do calice do corpo pedunculado pode-se destacar o meio
Leibovitz’s, 0 qual apresentou menores distancias. Finalmente, para as medidas das
distancias entre os prolongamentos que constituem o célice do corpo pedunculado o
meio Leibovitz’s se mostrou melhor neste parametro, apresentando menores
espagamentos.

Jé& as andlises estatisticas dos meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB, 0s quais se
mostraram 0s melhores meios em uma analise prévia, em compara¢cdo com 0S grupos
contendo as suplementacdes com HBSS e IMS empregadas individualmente ou em
conjunto mostraram que, para o tempo de 6 horas, os meios Leibovitz’stHBSS e
Leibovitz’stHBSS+IMS foram os que apresentaram as menores areas de células
picnoticas. J& para as medidas da distdncia entre as células de Kenyon e o0s
prolongamentos que constituem o célice dos corpos pedunculado, os meios Leibovitz’s,
Leibovitz’s+tHBSS, Leibovitz’stHBSS+SFB e Leibovitz’s+IMS apresentaram 0S
menores distancias dentre os demais grupos analisados. No que diz respeito a distancia
entre as celulas de Kenyon internas pode-se destacar o meio Leibovitz’s+HBSS como o

que apresentou as menores distancias. Para as medidas das distancias entre o0s
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prolongamentos do célice do corpo pedunculado, o meio Leibovitz’s apresentou as
menores distancias sendo, portanto, o melhor meio.

Todas as comparacOes estatisticas feitas para o tempo de 6 horas estdo
representadas nas Figuras 5 e 6. Fotomicrografias dos corpos pedunculados das abelhas
A. mellifera africanizada coradas com HE para o tempo de 6 horas estdo representadas
da seguinte maneira: Controle Negativo (Figura 11 C), Controle Positivo (Figura 11 D),
Meio Grace (Figura 13 C), Meio Grace+SFB (Figura 13 D), Meio Schneider (Figura 14
C), Meio Schneider+SFB (Figura 14 D), Meio Leibovitz’s (Figura 16 C), Meio
Leibovitz’stSFB (Figura 16 D), Meio Leibovitz’stHBSS (Figura 17 C), Meio
Leibovitz’stHBSS+SFB (Figura 17 D), Meio Leibovitz’s+IMS (Figura 18 C), Meio
Leibovitz’stIMS+SFB (Figura 18 D), Meio Leibovitz’stHBSS+IMS (Figura 19 C) e

Meio Leibovitz’stHBSS+IMS+SFB (Figura 19 D).
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Figura 5. Boxplots dos grupos contendo os meios de cultura puros e suplementados com SFB
mostrando as avaliacBes dos corpos pedunculados no tempo de 6 horas para os seguintes
parametros: area de células picnoticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células
de Kenyon e os prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre 0s
prolongamentos do célice do corpo pedunculado. CP-Controle Positivo; CN-Controle Negativo;
G-Meio Grace; G+S-Meio Grace+SFB; L15-Meio Leibovitz’s; L15+S-Meio Leibovitz’s+SFB;
Sch-Meio Schneider; Sch+S- Meio Schneider+SFB. Boxplots seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Boxplots dos grupos contendo os meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+soro
suplementados com HBSS e IMS individualmente ou em conjunto mostrando as avaliagdes dos
corpos pedunculados no tempo de 6 horas para 0s seguintes parametros: area de células
picnoticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células de Kenyon e o0s
prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre os prolongamentos do célice
do corpo pedunculado. CN-Controle Negativo; CP-Controle Positivo; L15-Meio Leibovitz’s;
L15+S-Meio  Leibovitz’s+SFB; L15+H-Meio  Leibovitz’s+HBSS; L15+H+S-Meio
Leibovitz’s+tHBSS+SFB; L15+I-Meio Leibovitz’s+IMS; L15+I+S-Meio
Leibovitz’s+IMS+SFB; L15+H+I-Meio Leibovitz’stHBSS+IMS; L15+H+I+S-Meio
Leibovitz’s+tHBSS+IMS+SFB. Boxplots seguidos por asterisco ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey e apresentam os melhores resultados para o parametro avaliado.
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4.2.3 Tempo: 12 horas

As andlises estatisticas para o tempo de 12 horas evidenciaram expressivo
aumento de células picnéticas tanto nos grupos com meios de cultura puros, quanto nos
grupos com meios de cultura suplementados com SFB. Entretanto, dentre todos os
meios analisados, os meios Grace e Leibovitz’s foram 0s que apresentaram menores
areas de células picndticas. Ja para as medidas da distancia entre as células de Kenyon e
os prolongamentos que constituem o corpo pedunculado constatou-se que 0S meios
Grace+SFB, Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB foram 0s que apresentaram as menores
distancias. No que diz respeito ao espacamento entre as células de Kenyon localizadas
no interior do calice do corpo pedunculado pode-se destacar 0 meio Leibovitz’s+SFB
como sendo o que apresentou as menores distancias. Finalmente, para as medidas das
distdncias entre os prolongamentos do céalice do corpo pedunculado o meio
Leibovitz’st+SFB foi 0 que apresentou as menores distancias dentre 0s demais meios
analisados.

Jé& as andlises estatisticas dos meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB, 0s quais se
mostraram 0s melhores meios em uma analise prévia, em compara¢cdo com 0S grupos
contendo as suplementacdes com HBSS e IMS empregadas individualmente ou em
conjunto mostraram que, para o tempo de 12 horas, 0 meio Leibovitz’s+SFB foi 0 que
apresentou melhores resultados para as areas de células picnéticas, ndo diferindo
estatisticamente dos demais grupos testados mas destacando-se pela menor quantidade
de outliers. J& para as medidas da distancia entre as células de Kenyon e os
prolongamentos que constituem o calice dos corpos pedunculado, 0 meio
Leibovitz’stHBSS apresentou as menores distancias dentre os demais grupos
analisados. No que diz respeito ao espacamento entre as células de Kenyon internas

destacaram-se  0s  meios  Leibovitz’stHBSS,  Leibovitz’stHBSS+SFB e
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Leibovitz’s+IMS, os quais apresentaram as menores distancias. Para as medidas das
distancias entre os prolongamentos do calice do corpo pedunculado, os meios
Leibovitz’s+HBSS, Leibovitz’s+tHBSS+IMS, Leibovitz’stHBSS+SFB e
Leibovitz’stHBSS+IMS+SFB apresentaram as menores distancias sendo, portanto, os
melhores meios.

Todas as comparacOes estatisticas feitas para o tempo de 12 horas estdo
representadas nas Figuras 7 e 8. Fotomicrografias dos corpos pedunculados das abelhas
A. mellifera africanizada coradas com HE para o tempo de 12 horas estéo representadas
da seguinte maneira: Controle Negativo (Figura 11 E), Controle Positivo (Figura 11 F),
Meio Grace (Figura 13 E), Meio Grace+SFB (Figura 13 F), Meio Schneider (Figura 14
E), Meio Schneider+SFB (Figura 14 F), Meio Leibovitz’s (Figura 16 E), Meio
Leibovitz’stSFB (Figura 16 F), Meio Leibovitz’stHBSS (Figura 17 E), Meio
Leibovitz’stHBSS+SFB (Figura 17 F), Meio Leibovitz’s+IMS (Figura 18 E), Meio
Leibovitz’stIMS+SFB (Figura 18 F), Meio Leibovitz’stHBSS+IMS (Figura 19 E) e

Meio Leibovitz’stHBSS+IMS+SFB (Figura 19 F).
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Figura 7. Boxplots dos grupos contendo os meios de cultura puros e suplementados com SFB
mostrando as avaliagcdes dos corpos pedunculados no tempo de 12 horas para 0s seguintes
parametros: area de células picnoticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células
de Kenyon e os prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre 0s
prolongamentos do calice do corpo pedunculado. CP-Controle Positivo; CN-Controle Negativo;
G-Meio Grace; G+S-Meio Grace+SFB; L15-Meio Leibovitz’s; L15+S-Meio Leibovitz’s+SFB;
Sch-Meio Schneider; Sch+S-Meio Schneider+SFB. Boxplots seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.
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Figura 8. Boxplots dos grupos contendo 0s meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB
suplementados com HBSS e IMS individualmente ou em conjunto mostrando as avaliagdes dos
corpos pedunculados no tempo de 12 horas para os seguintes parametros: area de células
picndticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células de Kenyon e 0s
prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre os prolongamentos do célice
do corpo pedunculado. CN-Controle Negativo; CP-Controle Positivo; L15-Meio Leibovitz’s;
L15+S-Meio  Leibovitz’s+SFB; L15+H-Meio  Leibovitz’s+HBSS; L15+H+S-Meio
Leibovitz’s+tHBSS+SFB; L15+I-Meio Leibovitz’s+IMS; L15+I+S-Meio
Leibovitz’s+IMS+SFB; L15+H+I-Meio Leibovitz’s+HBSS+IMS; L15+H+I+S-Meio
Leibovitz’s+tHBSS+IMS+SFB. Boxplots seguidos por asterisco ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey e apresentam os melhores resultados para o parametro avaliado.
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4.2.4 Tempo: 24 horas

As analises estatisticas para 0s grupos experimentais contendo 0s meios puros e
para 0s grupos experimentais contendo os meios suplementados com SFB mostraram
que, para o tempo de 24 horas, 0os meios Schneider+SFB e Grace foram o0s que
apresentaram menores areas com células picnoticas. Vale ressaltar que o controle
negativo e 0 meio Schneider+SFB apresentaram estatisticamente uma menor area de
células picndticas do que a maioria dos tratamentos. Tal resultado reflete a diminuicéo
do nimero de células de Kenyon tanto no corpo pedunculado como em todo o tecido
nervoso (Fig 12d; Fig 13 ; Fig 17d e Fig 18). Ja para as medidas da distancia entre as
células de Kenyon e os prolongamentos que constituem o calice do corpo pedunculado
0 meio Leibovitz’s+SFB foi 0 que apresentou as menores distancias. No que diz
respeito distancias entre as células de Kenyon localizadas no interior do calice do corpo
pedunculado o meio Leibovitz’s+SFB foi 0 que apresentou as menores distancias.
Finalmente, para as medidas das distancias entre os prolongamentos do célice do corpo
pedunculado o meio Leibovitz’s+SFB apresentou as menores distancias.

Jé& as andlises estatisticas dos meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB, 0s quais se
mostraram os melhores meios em uma analise prévia, em compara¢cdo com 0S grupos
contendo as suplementacdes com HBSS e IMS empregadas individualmente ou em
conjunto mostraram que, para o tempo de 24 horas, os meios Leibovitz’s+tHBSS e
Leibovitz’s+IMS+SFB apresentaram as menores areas com celulas picndticas. Ja para
as medidas da distancia entre as células de Kenyon e os prolongamentos que constituem
o calice dos corpos pedunculado, os meios Leibovitz’stHBSS e Leibovitz’s+IMS
apresentaram as menores distancias dentre os demais grupos analisados. No que diz
respeito a distancia entre as células de Kenyon internas destacaram-se 0S meios

Leibovitz’s+tHBSS, Leibovitz’stHBSS+SFB e Leibovitz’s+IMS, os quais apresentaram
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as menores distancias. Para as medidas das distancias entre os prolongamentos do célice
do corpo pedunculado, os meios Leibovitz’stHBSS, Leibovitz’s+IMS.
Leibovitz’stHBSS+IMS e Leibovitz’s+tHBSS+IMS+SFB apresentaram as menores
distancias sendo, portanto, os melhores meios.

Todas as comparacOes estatisticas feitas para o tempo de 24 horas estdo
representadas nas Figuras 9 e 10. Fotomicrografias dos corpos pedunculados das
abelhas A. mellifera africanizada coradas com HE para o tempo de 24 horas estdo
representadas da seguinte maneira: Controle Negativo (Figura 11 G), Controle Positivo
(Figura 11 H), Meio Grace (Figura 13 G), Meio Grace+SFB (Figura 13 H), Meio
Schneider (Figura 14 G), Meio Schneider+SFB (Figura 14 H), Meio Leibovitz’s (Figura
16 G), Meio Leibovitz’s+SFB (Figura 16 H), Meio Leibovitz’s+tHBSS (Figura 17 G),
Meio Leibovitz’stHBSS+SFB (Figura 17 H), Meio Leibovitz’s+IMS (Figura 18 G),
Meio Leibovitz’s+IMS+SFB (Figura 18 H), Meio Leibovitz’stHBSS+IMS (Figura 19

G) e Meio Leibovitz’stHBSS+IMS+SFB (Figura 19 H).
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Figura 9. Boxplots dos grupos contendo os meios de cultura puros e suplementados com SFB
mostrando as avaliagcdes dos corpos pedunculados no tempo de 24 horas para 0s seguintes
parametros: area de células picnoticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células
de Kenyon e os prolongamentos do calice do corpo pedunculado e distancia entre 0s
prolongamentos do calice do corpo pedunculado. CP-Controle Positivo; CN-Controle Negativo;
G-Meio Grace; G+S-Meio Grace+SFB; L15-Meio Leibovitz’s; L15+S-Meio Leibovitz’s+SFB;
Sch-Meio Schneider; Sch+S- Meio Schneider+SFB. Boxplots seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.
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Figura 10. Boxplots dos grupos contendo o0s meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB
suplementados com HBSS e IMS individualmente ou em conjunto mostrando as avaliacGes dos
corpos pedunculados no tempo de 24 horas para o0s seguintes parametros: area de células
picndticas, distancia entre células de Kenyon, distancia entre células de Kenyon e 0s
prolongamentos do célice do corpo pedunculado e distancia entre os prolongamentos do caélice
do corpo pedunculado. CN-Controle Negativo; CP-Controle Positivo; L15-Meio Leibovitz’s;
L15+S-Meio  Leibovitz’s+SFB; L15+H-Meio  Leibovitz’s+tHBSS;  L15+H+S-Meio
Leibovitz’s+HBSS+SFB; L15+I-Meio Leibovitz’s+IMS; L15+I+S-Meio
Leibovitz’s+IMS+SFB; L15+H+I-Meio Leibovitz’s+HBSS+IMS; L15+H+I+S-Meio
Leibovitz’s+tHBSS+IMS+SFB. Boxplots seguidos por asterisco ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey e apresentam os melhores resultados para o pardmetro avaliado.
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Figura 11. Fotomicrografia de corpos pdunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Controle Negativo 1 hora, (B) Controle Positivo 1 hora,
(C) Controle Negativo 6 horas, (D) Controle Positivo 6 horas, (E) Controle Negativo 12 horas,
(F) Controle Positivo 12 horas, (G) Controle Negativo 24 horas e (H) Controle Positivo 24
horas. As siglas indicam: CP-Corpo Pedunculado, CK-Células de Kenyon e cKe-Células de
Kenyon Externas.
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Figura 12. Fotomicrografia do cérebro de A. mellifera africanizada corada com hematoxilina e

eosina. Controle positivo no tempo de cultivo in vitro de 24 horas evidenciando a diminuicdo
das Células de Kenyon (coradas fortemente em roxo) e o desarranjo tecidual.
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Figura 13. Fotomicrografia de corpos pedunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Meio Grace 1 hora, (B) Meio Grace + SFB 1 hora, (C)
Meio Grace 6 horas, (D) Meio Grace + SFB 6 horas, (E) Meio Grace 12 horas, (F) Meio Grace
+ SFB 12 horas, (G) Meio Grace 24 horas e (H) Meio Grace + SFB 24 horas. As siglas indicam:
CP-Corpo Pedunculado, CK-Células de Kenyon e cKe-Células de Kenyon Externas.
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Figura 14. Fotomicrografia de corpos pdunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Meio Schneider 1 hora, (B) Meio Schneider + SFB 1
hora, (C) Meio Schneider 6 horas, (D) Meio Schneider + SFB 6 horas, (E) Meio Schneider 12
horas, (F) Meio Schneider + SFB 12 horas, (G) Meio Schneider 24 horas e (H) Meio Schneider
+ SFB 24 horas. As siglas indicam: CP-Corpo Pedunculado, CK-Células de Kenyon e cKe-
Células de Kenyon Externas.
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Figura 15. Fotomicrografia do cérebro de A. mellifera africanizada corada com hematoxilina e
eosina. Meio Schneider + SFB no tempo de cultivo in vitro de 24 horas evidenciando a
diminuicdo das Células de Kenyon (coradas fortemente em roxo) e o desarranjo tecidual.
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Figura 16. Fotomicrografia de corpos pedunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Meio Leibovitz’s 1 hora, (B) Meio Leibovitz’s + SFB 1
hora, (C) Meio Leibovitz’s 6 horas, (D) Meio Leibovitz’s + SFB 6 horas, (E) Meio Leibovitz’s
12 horas, (F) Meio Leibovitz’s + SFB 12 horas, (G) Meio Leibovitz’s 24 horas e (H) Meio
Leibovitz’s + SFB 24 horas. As siglas indicam: CP-Corpo Pedunculado, CK-Células de Kenyon
e cKe-Células de Kenyon Externas.
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Figura 17. Fotomicrografia de éorpos pedunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Meio Leibovitz’s + HBSS 1 hora, (B) Meio Leibovitz’s
+ HBSS + SFB 1 hora, (C) Meio Leibovitz’s + HBSS 6 horas, (D) Meio Leibovitz’s + HBSS +
SFB 6 horas, (E) Meio Leibovitz’s + HBSS 12 horas, (F) Meio Leibovitz’s + HBSS + SFB 12
horas, (G) Meio Leibovitz’s + HBSS 24 horas e (H) Meio Leibovitz’s + HBSS + SFB 24 horas.
As siglas indicam: CP-Corpo Pedunculado, CK-Células de Kenyon e cKe-Células de Kenyon
Externas.
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Figura 18. Fotomicrografia de corpos pedunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Meio Leibovitz’s + IMS 1 hora, (B) Meio Leibovitz’s +
IMS + SFB 1 hora, (C) Meio Leibovitz’s + IMS 6 horas, (D) Meio Leibovitz’s + IMS + SFB 6
horas, (E) Meio Leibovitz’s + IMS 12 horas, (F) Meio Leibovitz’s + IMS + SFB 12 horas, (G)
Meio Leibovitz’s + IMS 24 horas e (H) Meio Leibovitz’s + IMS + SFB 24 horas. As siglas
indicam: CP-Corpo Pedunculado, CK-Células de Kenyon e cKe-Células de Kenyon Externas.
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Figura 19. Fotoicrografia de corpos pedunculados de abelhas A. mellifera africanizadas
coradas com hematoxilina e eosina. (A) Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS 1 hora, (B) Meio
Leibovitz’s + HBSS + IMS + SFB 1 hora, (C) Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS 6 horas, (D)
Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS + SFB 6 horas, (E) Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS 12 horas,
(F) Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS + SFB 12 horas, (G) Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS 24
horas e (H) Meio Leibovitz’s + HBSS + IMS + SFB 24 horas. As siglas indicam: CP-Corpo
Pedunculado, CK-Células de Kenyon e cKe-Células de Kenyon Externas.
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4.3 Andlises de correlacdo e comparacao entre os resultados obtidos

Foi gerada uma matriz de correlagéo visando compreender o qudo correlatos
estavam os dados analisados (Tabela 1). Valores proximos a 1 indicam que as variaveis
sdo diretamente correlacionadas, isto é, quando uma aumenta a outra aumenta
proporcionalmente. Valores proximos a -1 indicam que as variaveis sdo inversamente

correlacionadas, ou seja, quando uma aumenta a outra diminui.

Tabela 1. Matriz de correlacdo de parametros morfofisioldgicos de tecido nervoso de A.

mellifera africanizada cultivado in vitro em diferentes meios de cultura.

PIC CEL/CEL CEL/PROL PROL/PROL
PIC 1 0,9230 0,8990 0,0672
CEL/CEL - 1 0,9955 0,4403
CEL/PROL - - 1 0,4974
PROL/PROL - - - 1

PIC — Células picnéticas; CEL/CEL — Espagcamento entre células de Kenyon; CEL/PROL — Espagamento
entre as células de Kenyon e os prolongamentos do corpo pedunculado; PROL/PROL — Espacamento
entre os prolongamentos do corpo pedunculado.

De acordo com essa andlise foi possivel encontrar forte correlacdo entre células
picndticas e espacamento entre células de Kenyon, bem como entre células picnéticas e
espacamentos entre células de Kenyon e prolongamentos do corpo pedunculado. Ainda,
0s espacamentos entre células de Kenyon e os espacamentos entre células de Kenyon e
prolongamentos do corpo pedunculado também se mostraram fortemente
correlacionadas. Os espagamentos entre os prolongamentos do corpo pedunculado néo
estdo correlacionados com nenhuma das outras variaveis.

A fim de facilitar a interpretacdo dos dados fizeram-se dois quadros de
comparagOes (Quadro 2 e Quadro 3) entre todos os parametros obtidos em todos o0s
tempos e tratamentos. Para tal obteve-se a raz&o entre as medias dos tratamentos (para
cada tempo e parametro) e a média do grupo controle positivo, resultando na taxa de

aumento ou reducdo da variavel estudada. Quando a média do grupo controle foi zero
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ndo se dividiu os valores, ou seja, utilizaram-se as médias dos tratamentos e quando a
média a grupo controle foi inferior a média dos tratamentos a raz&o foi invertida, isto é,
dividiu-se a média do controle positivo pela média do tratamento, obtendo assim,
quantas vezes o tratamento foi superior ao grupo controle. Para determinar se houve
aumento ou reducdo em comparagéo ao controle positivo utilizaram-se setas, sendo que
para cima as médias foram superiores e para baixo inferiores ao controle positivo. As
setas vermelhas indicam os melhores tratamentos obtidos para cada tratamento e
parametro.

Nesses quadros (2 e 3) pode-se observar a quantidade de vezes que a média do
parametro analisado em determinado tempo foi maior ou menor (de acordo com as
setas) em relacdo ao controle positivo. Sendo assim, foi possivel determinar que os
meios Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB foram 0s meios que mais apresentaram setas
vermelhas ao longo do tempo, para as analises prévias com meios puros e 0S mesmos
meios suplementados com SFB, indicando serem promissores para a continuidade nos
testes. Ainda, dentre os testes com o0s meios Leibovitz’s e Leibovitz’+SFB
suplementados com HBSS e IMS 0s meios que apresentaram mais setas vermelhas ao
longo do tempo e, portanto, se mostraram melhores foram os meios Leibovitz’+HBSS e

Leibovitz’s+HBSS+SFB.
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Quadro 2. Comparacfes entre a taxa de aumento das médias dos tratamentos em relacdo a média do controle negativo (em nimero de vezes)
obtidas para cada parametro analisado nos diferentes tempos.

Tempo 1 hora 6 horas 12 horas 24 horas
Parametro CEL CEL/ CEL/ | PROL/ | CEL CEL/ CEL/ PROL/ CEL CEL/ CEL/ | PROL/ | CEL CEL/ CEL/ | PROL/
analisado PIC CEL PROL | PROL PIC CEL PROL PROL PIC CEL PROL | PROL PIC CEL PROL | PROL
Meédia do
Controle 0,81 0 341 2,88 0,3 0 1,60 1,82 0,37 0 1,78 1,76 0 0 1,61 1,74
Negativo
Controle Positivo | 3,06 x I 1,55 x I 3,56 x " 3,17 x " 10,64x" 4,89 x " 12,19 x' 5,17 x I 16.56 x" 6,69 x 10,33xI 5,48 X I 15,77x" 20,4 x I 15,43 x " 4,26 x I
ns *%k *%k *% *x *% *% *x *%k *% *%k *%k *%k *%k *%k *%k
Meio Grace 1,89 x I 1,21 x I 1,74 x I 1,13 x 6,5 X I 5,5 x I 5,84 x I 3,01 x I 11,61XI 6,35 X 5,95 x 3,51 x 10,81x' 6,78 x " 10,43 x m 4,13 x I
ns *%k * ns *%k *%k *k *k *k *% *k *k 3 *k *xk *x
Meio Grace+soro | 1,44 x I 3,48 x I 2,30 x I 1,46 x I lQ,GlxI 541 x I 6,17 x I 3,62 x I 63,56x' 5,55 X I 4,05 x I 3,15 x I 18,63><I 10,08x' 7,14 x m 4,89 x I
ns *%x *%x *% ** *% ** ** *% *% *% *%k *% *%k *% *%*
Meio Schneider | 1,28 x l 1,20 x I 1,39 x 1 1,17 x l 50,01x" 3,18 x I 2,36 x I 2,07 I 65,63x' 8,31XI 4,72x' 5,64)(' 21,1 x I 10,19x' 5,34 x " 5,57 X I
*%x *%k * ns *x *%k * *%k *xk *% *x *%k *%k *%k *%k *%k
Meio 218x B 7.29x 4] 1.37x B} 1.84x B 46.60x 4| 1003x B 7.33x 4 6,14 x 29,04 x I 9,45 X I 490 x I 5,14 X I 10,28 x I 17,60 x " 8,95 x ‘I 7,96 X
Schnelder+soro NS **k * **% **% **% *% *%k *xk *% *x *%k *%k *%k *%k *%k
Meio Leibovitz’s | 238x l 2,55 x I 1,09 x I 1,07 x l 84,39x' 3,98 x I 230 x I 1,39 x I 57,65x' 5,95x' 3,78x' 3,23 x I 17,20x" 6,17 x ' 3,97 x I 3,46 x I
Meio
o 14.33x || 2.24x 1,05 x 1,04 x 50,01 x 4] 4,98 x 5,23 x 3,18 x 13,85x f| 510x I 3,68 x I 2,64 x I 22,42 x " 4,38 x 2,35 x 2,02 %
LelbOVltZ’ S+S0ro *% *k ns *% *% *% *k *% *k *% *% *% *% * Kok

ns

** _ Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade de erro (P < 0,001). * significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro (0,001 <p< 0,05). ns
- Indicam reducéo em relagdo a media do controle

— Nao significativo pelo teste de Tukey.

Indicam aumento em relacdo a média do controle;
EEIESNEERBIRES indicam agueles tratamentos que foram melhores ou que mais se aproximaram do grupo controle.
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Quadro 3. ComparacOes entre a taxa de aumento das médias dos tratamentos em
obtidas para cada parametro analisado nos diferentes tempos.

relacdo a media do controle negativo (em numero de vezes)

1 hora 6 horas 12 horas 24 horas
Parametro CEL CEL/ CEL/ | PROL/ | CEL CEL/ CEL/ CEL CEL/ CEL/ | PROL/ | CEL CEL/ CEL/ | PROL/
analisado PIC CEL PROL | PROL PIC CEL PROL PIC CEL PROL | PROL PIC CEL PROL | PROL
Médi ntrol
édia do (’?0 trole 0,81 0 34 2,88 0,3 0 1,60 0,37 0 1,78 1,76 0 0 1,61 1,74
Negativo
Controle Positivo 3,06 x 1,55 x I 3,56 x 3,17 x 10, 64 X 15,77 x 4,26 x I
**x **x

*%

*k

4,89 m1219x 517x'

16.56 x m 6,69 X I
*k *%

10,33 x m
*k

5,48 x I
*k

*%

204x I 15,43 x

*%x

11,61 x ﬂ 6,35 X I
*k *%

Leibovitz’s 189x § 1.21x "174x 113x m 65x f 55x 584 x 5,95x' 3,51 x I 1081xi678x 11043X1L413X I
*%k *k *k .

Leibovitz’stsoro | 144x i 348x " 2,30 X 146x "1961x 541x § 617x 63,56x" 5,55x" 4,05 x I 3,15x I 1863xilOO8xlt7l4x t489x ‘I
*%x *%k *% *%k *%k *%k

Leibovitz’s+H 307x §| 333x § 1a0x J r25x f sasxf 2t6x f 24x 10,65 xI 2,84 X I 0,00 I 1,79 x I 331x fasox f 127« ﬁ 1,94 I

Leibovitz’s+I 205« § 310x g o 02 x g 1asx 07 g 292x § 17 18,84 x I 312x I 3,14 x I 2,41 I 526x P 20x § 228 x 1,95 x '
ns *% *% *% *%k *%

Leibovitz’s+H+I 3,23 x 2, 93 X 0, 01 X 1, Ol X j 12, 30 X 3, 17 X 3, 19 X 11,13 XI 3,44 x I 2,50 XI 2,03 x I 5,30 x 2,50 x Ir 2,58 x m 2,07 x I
ns *x *% *% *%k *%k *%k *%k *xk

Leibovitz’s+H+S 0,52 x 1,54 x 1,43 x 1,53x l 16 93 XAl 2, 75 x 1, 93 x 11,43 x 2,89x I 1,69 x I 1,73 x I 4,53 x 3,61 x I 2,50 x I 2,27 x ‘[

Leibovitz’st1+S 030X 221x § 148x | 027 l 15.00xf 429 § 252 11.04x 566 x‘[ 3,15x' 3,18 x ‘I 3,18 x 6,91x‘[ 422 x I 3,65 x ‘I
*%k *%k *xk *xk *xk E

Leibovitz’stH+I+S | 399x lt 244x " 0,02 X I\ 0,16x 17,60 " 517 x " 4,31 x 11,67 x Ir 367x | 2.38x I 1,92 x I 3,39 x i 1,95 x
*xk *%k *xk *xk

3,74x‘[ 2,60 I
*xk *xk

il |

** _ Significativo ao nivel de 1 % de probabllldade de erro (P < 0,001). * significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro (0,001 <p< 0,05). ns
— Nao significativo pelo teste de Tukey.
EETESNERREIRGS indicam aqueles tratamentos que foram melhores ou que mais se aproximaram do grupo controle.

Indicam aumento em relagcdo a média do controle;

- Indicam reducéo em relagdo a media do controle
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5. DISCUSSAO

De maneira geral, foi possivel observar diferentes respostas morfofisioldgicas dos
tecidos nervosos de A. mellifera africanizada submetidos ao cultivo in vitro nos tempos
de 1, 6, 12 e 24h. Uma dessas respostas foram células fortemente coradas pela técnica
de HE decorrentes de uma diminuicdo em seu volume e indicando condensagéo
cromatinica. Tal resposta pode ser observada tanto nos controles negativos e positivos
quanto em todos os tratamentos com os diferentes meios de cultura e suas
suplementac6es com SFB, HBSS e IMS em todos 0s tempos, com maior ou menor
intensidade (Quadro 2 e 3). Contudo, a compactacdo cromatinica foi estatisticamente
maior para 0os meios Grace, Grace+SFB e Schneiner no tempo de 1 hora, Grace e
Grace+SFB no tempo de 6 horas, Grace+SFB, Leibovitz’s e Schneider no tempo de 12
horas ¢ Leibovitz’+SFB e Schneider no tempo de 24 horas dentre 0s grupos testados
inicialmente com 0s meios puros e suplementados com SFB. Ja para os testes realizados
entre 0s meios previamente selecionados e suplementados individualmente ou
conjuntamente com HBSS e IMS a compactagdo cromatinica foi estatisticamente maior
para 0s meios Leibovitz’s+HBSS, Leibovitz’s+tHBSS+IMS e
Leibovitz’stHBSS+IMS+SFB no tempo de 1 hora, Leibovitz’s+SFB no tempo de 6
horas, Leibovitz’s no tempo de 12 horas e Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB no tempo de
24 horas.

A presenca de células cujos nucleos apresentaram a cromatina condensada pode
indicar uma baixa atividade transcricional e, portanto, indicios de processo de morte
celular como, por exemplo, a apoptose (HACKER, 2000; SILVA-ZACARIN et al.,
2008). A compactacéo celular, tanto do ndcleo com a cromatina condensada quanto do
citoplasma, sdo caracteristicas desse tipo de morte celular. De acordo com Kroemer et

al. (2009), o termo “apoptose” deve ser aplicado quando constatados pelo menos dois
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eventos que caracterizam tal morte, dentre eles células normalmente mais arredondadas,
reducdo do volume celular, condensacéo da cromatina, fragmentacdo nuclear seguida de
fragmentacdo celular em corpos apoptéticos delimitados por membrana, 0s quais sao
fagocitados ou digeridos por fagocitos, ndo havendo extravasamento do conteldo
celular.

Outra caracteristica morfofisioldgica observada foi a diminuicdo do numero de
células dos individuos do controle negativo e do tratamento com meio Schneider+SFB
nos tempos de 24h, tanto nos corpos pedunculados como no restante do tecido. Ainda, a
medida da &rea de células picnéticas pra o controle negativo no tempo de 24 horas foi
estatisticamente menor que o0s meios Grace+SFB, Schneider, Schneider+SFB,
Leibovitz’s e Leibovitz’s+SFB, uma vez que o célculo do numero de células fortemente
coradas por area refletiu a diminuicdo do numero de células no tecido. Tal diminuicéo
associada a morfologia do corpo pedunculado sugere morte celular por autofagia ou por
necrose. De acordo com estudos na morte por autofagia h4 o engolfamento da célula
morta por autofagossomas que, normalmente, se acumulam no citoplasma enquanto
que, na morte celular necrética ha um aumento no volume celular, o inchago de
organelas, ruptura da membrana plasmatica e consequentemente perda do conteudo
celular, ou seja, em ambos o0s casos sugere-se diminui¢do do namero de células (KERR,
1972, DEBNATH et al., 2005, KROEMER et al., 2009).

Alguns trabalhos sobre o impacto de inseticidas em cérebros de abelhas sugerem
a morte celular tanto por apoptose quanto por autofagia, cujas principais caracteristicas
identificadas sdo a presenca de células condensadas, células contendo nucleo com a
cromatina condensada e perfil picnético (ALMEIDA ROSSI et al., 2013; OLIVEIRA et

al., 2014; JACOB et al., 2015)
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Outra resposta morfofisioldgica observada no tecido nervoso de A. mellifera
africanizada foi o aumento de espacamentos entre células de Kenyon localizadas no
interior do célice do corpo pedunculado, entre as células de Kenyon e o0s
prolongamentos que constituem o corpo pedunculado ou entre prolongamentos. Tais
perdas de contato celular podem indicar uma caracteristica da morte celular por
apoptose. Segundo Hacker (2000) a morte por apoptose leva as células a reorganizarem
seu limite externo mudando sua forma e rompendo o contato com células vizinhas do
tecido. Além disso, algum mecanismo de contato que mantém a estrutura do tecido pode
ter sido perturbado (GUMBINER, 1996). Ainda, a matriz de correlagdo entre as
diferentes medidas realizadas nos corpos pedunculados, submetidos aos diferentes
tratamentos, mostrou uma forte correlacdo das células picnéticas com os espagcamentos
entre células de Kenyon e com os espacamentos entre células de Kenyon e os
prolongamentos do corpo pedunculado, isso confirma a evidéncia de que tais
espacamentos sdo caracteristicas de morte celular e, consequentemente, desorganizacao
tecidual.

Dentre as hipdteses que provocaram as diferentes alteracdes morfofisioldgicas
nos tecidos nervosos, cultivados nos diferentes meios de cultura e nos diferentes
tempos, pode-se destacar a fase lag que consiste no periodo de adaptacéo das células ao
meio de cultura. Tal fase tem como caracteristica uma intensa atividade metabdlica,
com aumento na sintese de DNA, producdo de proteinas estruturais e enzimas. Além
disso, a duracdo da fase lag pode se estender de horas a alguns dias e apresentar uma
diminuicdo na concentracdo celular (MOLINARO et al., 2010). Maiorella et al. (1988)
observaram uma duracdo de 48 horas da fase lag em experimento de padronizagdo de
cultura celular de insetos em larga escala para a producéo de proteina recombinante. Del

Padre (2016), em estudo da cinética de crescimento de células de inseto Sf21, tambem
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observou uma duracdo de 48 horas da fase lag e, ainda, uma diminuicdo da
concentracdo celular. Tais dados de duracdo da fase lag corroboram com a hip6tese de
adaptacao e até possivel morte das células submetidas aos diferentes meios de cultura.

Outra hipdtese acerca das alteracdes celulares sdo as diferengas na composicao
dos meios de cultura utilizados (Quadro 1) bem como a suplementacdo de tais meios
com SFB. O meio Leibovitz’s puro ou suplementado com SFB, e HBSS apresentou,
dentre todos os outros meios e suas suplementagfes, um menor espagamento entre
células de Kenyon, entre células de Kenyon e os prolongamentos do corpo pedunculado
e entre os prolongamentos do corpo pedunculado evidenciando uma menor
desorganizagao tecidual. Atrelado a isso, o meio Leibovitz’s t€m a menor concentragio
de componentes (sais inorganicos, aminoacidos, vitaminas e outros) em sua
composic¢do, suportando a hipétese de que as diferengas na composicdo dos meios de
cultura podem auxiliar ou perturbar o metabolismo celular. De acordo com Batista,
2007 os meios de cultura devem oferecer nutrientes essenciais para a realizacdo do
metabolismo celular além de suportar funcdes fisioldgicas, cataliticas ou que atuem
como cofatores. Contudo, diversos sdo os meios de cultura para insetos com
substancias e concentragdes diferentes entre si.

Lynn (2002) propde que a maneira mais fécil de selecionar um meio de cultura é
fazendo um teste de todos os meios de cultura disponiveis comercialmente. Entretanto,
alguns metabolitos produzidos pelas células podem ter um efeito toxico, como é o caso
do lactato e o amonio (IKNOMOU el al., 2003; BATISTA, 2007). Além disso, o
excesso ou a falta de nutrientes também podem levar a uma perturbagéo das condicdes
ideais para a manutencdo das células. De acordo com Debnath et al. (2005) a morte
celular por autofagia pode ser um mecanismo de protecdo da viabilidade celular, uma

vez que tal morte pode impedir consequentes perturbagcdes em um tecido, em casos, por
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exemplo de limitagdo de nutrientes e energia. Corroborando tal suposi¢cdo Lockshin e
Zakeri (2004) discorrem sobre a degeneragdo celular por macroautofagia ou
desencadeamento da apoptose quando submetidas a situacdo de estresse permanente.
Contudo, tais suposi¢des s6 poderiam ser comprovadas com analises mais aprofundadas
como, por exemplo, a microscopia eletronica de transmissao, visto que na morte por
autofagia h& o aparecimento de autofagossomas no citoplasma que fazem a digestao de
organelas e das proprias células (DEBNATH et al., 2005).

Ainda, cogita-se a hip6tese de a barreira hematoencefélica presente nos tecidos
nervosos cultivados in vitro dificultar ou até mesmo impedir a chegada de nutrientes as
células do tecido, uma vez que essa barreira consiste em uma interface entre o sistema
nervoso central e o sistema circulatério que regula o microambiente das células
neuronais (CARLSON et al., 2000; BENERJEE; BATH, 2007). De acordo com alguns
autores (ABBOTT et al., 2006; BENERJEE; BATH, 2007) esse ambiente mantém as
concentragfes de ions de sddio, potassio e calcio em niveis 6timos para o correto
funcionamento das células além de restringir o trafico de nutrientes e de outras
moléculas.

De maneira geral, as analises estatisticas e a analise de correlagdo entre as
diferentes avaliacGes permitiram que 0 meio mais promissor no que diz respeito ao
cultivo de tecido nervo de A. mellifera africanizada fosse selecionado. O meio
Leibovitz’s+HBSS ¢ o meio Leibovitz’s+tHBSS+SFB foram 0s que estatisticamente
apresentaram 0s menores espacamentos entre as células de Kenyon, entre células de
Kenyon e o corpo pedunculado e entre prolongamentos do corpo pedunculado. Além
disso, apesar de os meio Leibovitz’stHBSS e Leibovitz’stHBSS+SFB ndo serem 0S
melhores meios em todos os tempos para a medida de area de células picnoticas, a

matriz de correlacdo p6de indicar que tanto o espacamento entre células de Kenyon
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quanto o espacamento entre as células de Kenyon e o corpo pedunculado estdo
fortemente correlacionadas com as células picnéticas sugerindo que tais espagamentos
podem ser analisados como sendo caracteristica de morte celular. Sendo assim, tais
meios obtiveram os menores espagamentos analisados dentre todos os meios e, portanto,
menor desorganizagdo tecidual. Contudo, outros experimentos com suplementacGes
desses meios precisam ser realizados para que haja uma diminuicdo de células

picndticas no tecido.
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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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