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Resumo 

 

A concentração de dióxido de carbono (CO2) global eleva-se a cada ano, 

isso deve-se a um desequilíbrio entre as taxas de emissão deste gás por 

atividades antropogênicas e fontes naturais e a taxa que a biosfera e oceanos 

o removem da atmosfera. O CO2 é um importante constituinte químico do 

ambiente, pois este é um gás que aprisiona radiação infravermelha emitida 

pela superfície da Terra, contribuindo, assim, para a manutenção da 

temperatura global necessária a vida. As alterações na concentração de CO2 

na atmosfera afetam inúmeros animais que dependem que estas estejam 

altamente controladas para poderem sobreviver. Em abelhas Apis mellifera 

valores elevados de temperatura ou níveis de CO2 dentro da colméia podem ter 

efeitos deletérios. Estes insetos são considerados bioindicadores naturais, pois 

apresentam diferenças fisiológicas conforme as condições do ambiente, sendo 

utilizadas na avaliação de efeitos a várias substâncias presentes no meio. 

Atualmente uma das técnicas utilizadas para a avaliação do efeito de estímulos 

externos é a utilização da marcação da proteína c-Fos através da expressão do 

gene c-fos, que indicam tanto a existência de atividade celular como também 

possibilita a identificação de áreas cerebrais determinadas. Esta proteína foi 

utilizada com o intuído de verificar se concentrações elevadas de gás carbônico 

são capazes de alterar as funções cerebrais da abelha Apis mellifera, 

comprometendo sua atividade de orientação e, conseqüentemente seu 

forrageamento. Marcações positivas à proteína Fos foram observadas nas 

regiões dos lobos ópticos e ocelos tanto do grupo controle quanto dos grupos 
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expostos ao gás dióxido de carbono para todas as idades coletadas, estes 

resultados estão relacionados com a variação da intensidade luminosa, que 

neste caso constitui um fator estressante para estes insetos. Nos corpos 

pedunculados e lobos antenais as marcações foram observadas principalmente 

em indivíduos a partir de 21 dias de idade, tal fato está, possivelmente, 

relacionado com a função destas estruturas como centros de integração de 

informações multimodais e de integração primários do sistema olfativo 

respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram que a aplicação do 

dióxido de carbono não altera a morfologia do cérebro de Apis mellifera, assim 

como não foram observadas um padrão significativo de expressão da proteína 

Fos em relação a exposição ao gás nos diferentes tempos, bem como 

mudanças quanto a aprendizagem e orientação destes insetos, sendo 

necessário a associação de outras metodologias de avaliação de atividade 

neural à marcação da proteína Fos. 

 
Palavras-chave: Apis mellifera, dióxido de carbono, proteína c-Fos. 
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Introdução 
 

O estado da atmosfera e biosfera terrestre tem passado por diversas 

alterações, desde a Revolução Industrial a média da concentração de dióxido de 

carbono (CO2) global aumentou aproximadamente de 280 ppm para 368 ppm 

(BALDOCCHI et al, 2001; GUERENSTEIN; HILDEBRAND, 2008), com uma 

elevação de cerca de 2 ppm por ano (GUERENSTEIN; HILDEBRAND, 2008). Essas 

mudanças na concentração de CO2 atmosférico ocorrem devido a um desequilíbrio 

entre as taxas de emissão deste gás por atividades antropogênicas e fontes naturais 

e a taxa que a biosfera e oceanos o removem da atmosfera (BALDOCCHI et al, 

2001). 

O CO2 é um importante constituinte químico do ambiente, sua importância 

deve-se por este ser um gás que aprisiona radiação infravermelha emitida pela 

superfície da Terra, contribuindo, assim, para a manutenção da temperatura global 

necessária a vida (CARVALHO; LACAVA, 2003). 

O aumento do nível de CO2 e outros gases do efeito estufa preocupam 

cientistas e políticos, uma vez que são responsáveis por alterações climáticas, 

derretimento das calotas polares, elevação do nível do mar, além de alterações 

fisiológicas de plantas e ecossistemas, permanecendo como foco de debates 

(BALDOCCHI et al, 2001). Essas alterações afetam inúmeros animais que 

dependem de concentrações de CO2 altamente controladas para sobreviver. 

Naturalmente ocorre a liberação natural de dióxido de carbono pelas abelhas 

(respiração) e o aumento de sua concentração no interior da colméia  

(resultante do aumento do metabolismo) desencadeia como resposta a ventilação, 

ou abanamento (FREE, 1980), este comportamento, entre os insetos sociais, está 

envolvido com o controle na variação ambiental no interior do ninho. Essa resposta 

ocorre, pois valores elevados de temperatura ou níveis de CO2 dentro da colméia 

podem ter efeitos deletérios, assim, a regulação depende da ventilação coletiva 

entre as operárias próximas à entrada da colméia, promovendo a circulação do ar e 

a diminuição da concentração de CO2 (SEELEY, 1974 e GUERENSTEIN, 

HILDEBRAND, 2008). Variações nas concentrações desse gás resultam em 
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modificações fisiológicas nas abelhas, a partir desse princípio é que se utiliza o CO2 

como agente anestésico para insetos. 

É comum a pratica de anestesia de insetos com a exposição a elevadas 

concentrações de CO2 ou baixas temperaturas. Tanto adultos como larvas 

respondem rapidamente a essa exposição, tornando-se paralisado e não responsivo 

a estímulos sensoriais (BADRE et al, 2005). Sillans e Biston (1979, apud BADRE et 

al, 2005) propuseram que em insetos o CO2 poderia ter relação direta com a função 

neural o que conseqüentemente alteraria a função corporal.  

Após anos de estudos e pesquisas envolvendo CO2 e sua possível ação nos 

insetos, o mecanismo de transdução de seu estímulo e o processamento de sinais 

cerebrais foi avaliado (GUERENSTEIN; HILDEBRAND, 2008). Recentemente 

receptores sensíveis ao CO2 foram localizados na superfície de insetos adultos e 

tem sido anatomicamente e fisiologicamente caracterizados (STANGE; STOWE, 

1999; BUSTAMI et al, 2002). 

Diversos estudos enfatizam a função e a influência do CO2 ambiental no 

comportamento biológico de insetos, incluindo abelhas, formigas e mosquitos 

vetores de doenças. Existem evidências que sugerem múltiplos papéis nessa 

interação (STANGE, 1996; GUERENSTEIN et al, 2004; GUERENSTEIN; 

HILDEBRAND, 2008). 

Trabalhos como o de Stange et al (1995) (apud GUERENSTEIN; 

HILDEBRAND, 2008) sugerem que uma das funções do CO2 está relacionada com o 

comportamento de ovoposição de mariposas e insetos herbívoros parasitas de frutas 

que seriam capazes de perceber a magnitude de CO2 associado à planta ou fruto. 

Além deste, observou-se que larvas de coleóptero usam esse gás como sinalização 

para encontrar fonte de alimento, tendo, assim, um importante papel no 

forrageamento desses insetos. Respostas ao CO2 durante o forrageamento também 

são encontrados em abelhas, mosquitos hematófagos e outros insetos (BADRE et 

al, 2005). 

Pesquisas sugerem que o dióxido de carbono é um importante fator exógeno 

e que participa na modulação de variados aspectos da vida social dos insetos. 

Partindo dessa hipótese evidências foram obtidas quanto a alterações no 

mecanismo de ativação do ovário de operárias e rainhas através de intermediários 

moleculares do CO2 (KOYWIWATTRAKUL et al, 2005), aumento no nível desse gás 
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no interior do ninho provoca respostas para sua diminuição, como o comportamento 

de ventilação (SEELEY, 1974), tem efeitos no forrageamento precoce (EBADI, 1980) 

e no polietismo etário (RIBBANDS, 1950) através da alteração do nível de hormônio 

juvenil presente na hemolinfa do inseto (KOYWIWATTRAKUL et al, 2005). 

Combinados, esses estudos sugerem que o CO2 é um fator na modulação de 

especialização de tarefas. 

 Por apresentarem células especializadas na detecção de CO2 no ambiente, 

diferenças fisiológicas conforme as condições do ambiente e um sistema nervoso 

bastante complexo, as abelhas Apis mellifera são consideradas bioindicadores 

naturais, sendo utilizadas como classificadores e na avaliação de efeitos a várias 

substâncias presentes no ambiente.  

As abelhas são insetos holometábolos, ou seja, realizam metamorfose 

completa, onde cada indivíduo passa pelo estágio de ovo, larva, pupa e adulto 

(MICHENER,1974). 

 Sua organização social faz com que existam em cada colméia três tipos de 

indivíduos ou castas: as operárias, os zangões ou machos e uma rainha 

(CAMARGO; STORT,1973) onde são notadas diferenças morfológicas, fisiológicas e 

comportamentais, resultando numa divisão nítida de trabalho entre elas 

(FREE,1980).  

A rainha é a casta mais longeva e tem a função exclusiva de pôr ovos e 

durante vários anos ela desempenha esse papel. A longevidade dos zangões é 

menor e possuem a função de fecundar a rainha (CAMARGO; STORT, 1973). As 

operárias não se especializam em tarefas particulares, mas a cada idade realizam 

uma variedade de tarefas diferentes, sendo que nas primeiras duas ou três semanas 

ocupam-se com a construção de favos, depois com a alimentação da cria e 

posteriormente com forrageamento e transporte de alimento. Sua longevidade está 

relacionada com a estação do ano e a disponibilidade de alimento (FREE, 1980). 

Devido a sua grande capacidade de adaptação a diferentes climas, a Apis 

mellifera africanizada é a variedade mais amplamente distribuída (FREE,1980) e 

uma das mais estudadas devido a sua importância econômica (CAMARGO; 

STORT,1973). Esse híbrido passou a dominar a apicultura nacional a partir dos anos 

70 e responde pela maior parte da produção de mel brasileiro (PIRANI; 

CORTOPASSI,1993). Além deste, outros produtos e subprodutos como o própolis, 
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cera, geléia real e o veneno de abelhas são utilizados pela indústria de cosméticos e 

fármacos, todos visando suas propriedades terapêuticas (CRANE,1996). No entanto, 

seu grande papel econômico é como agente polinizador, onde estima-se que seja 

responsável por 70% da produção mundial de alimentos. 

Para desempenhar diferentes tarefas ao longo de sua vida e manter uma 

organização social altamente complexa, existe a necessidade de um sistema de 

controle da colméia refinado, assim como um sistema de orientação para o 

forrageamento elaborado, as abelhas apresentam um sistema nervoso bastante 

complexo. 

O sistema nervoso de insetos é organizado em Sistema Nervoso Central e 

Periférico, assim como em vertebrados (CRUZ-LANDIM, 2009), constituído 

basicamente por dois tipos celulares, sendo os neurônios a unidade fundamental, 

apresentando morfologia e função especializada na percepção e condução de 

estímulos e as células glia ou neuroglias que ocupam os espaços entre os neurônios 

e têm a função de sustentação, isolamento entre outras (KRETZSCHMAR; 

PFLUGFELDER, 2002). 

O padrão geral de organização do sistema nervoso de abelhas adultas é 

basicamente o mesmo existente no larval, embora ocorra uma reestruturação 

durante a metamorfose (CRUZ-LANDIM, 2009). Além do cérebro, situado 

dorsalmente na cabeça, o sistema nervoso central é constituído pela cadeia nervosa 

ventral e pelo sistema estomogástrico (CHAPMAN, 1998). 

 O cérebro de operárias ocupa um volume de 1 mm3 e apresenta cerca de 1 

mg, sendo o número de neurônios estimado em 850-950.000  (RIBI et al, 2008). Ele 

é constituído por regiões contendo os corpos celulares de neurônios, denominada de 

somata, e as regiões que contêm os prolongamentos celulares chamados de 

neurólipas (CHAPMAN, 1998; MACHADO, 2006). Em abelhas adultas, é formado 

pela fusão de três gânglios e apresentam três regiões distintas: o protocérebro, o 

deutocérebro e o tritocérebro. 

A região do protocérebro apresenta projeções laterais que correspondem aos 

lobos ópticos, estes possuem estrutura complexa e contêm elementos nervosos que 

formam os olhos compostos, responsáveis pela captação de estímulos visuais. A 

região do deutocérebro apresenta os lobos antenais, estas são estruturas esféricas 

que recebem estímulos olfatórios captados por neurônios sensitivos presentes nas 
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antenas e nas estruturas da boca (RIBI et al, 2008). O tritocérebro é uma pequena 

região composta por um par de lobos localizados ventralmente aos lobos antenais e 

paralelamente ao esôfago, esta porção do sistema nervos fica localizada fora do 

corpo do cérebro e apresenta elementos motores e sensoriais que o ligam ao 

sistema estomogástrico (CRUZ-LANDIM, 2009). 

Na região relacionada à fotorrecepção os insetos apresentam duas estruturas: 

os olhos compostos e os ocelos. Os olhos compostos são formados por um 

complexo arranjo celular e estão localizados dorsolateralmente no crânio. Os lobos 

ópticos (LO) constituem uma massa de fibras e células nervosas que formam três 

camadas internas conhecidas como lâmina, medula e lóbulo, onde existem 

receptores específicos para os estímulos enviados pelos fotorreceptores da camada 

externa, a retina. A retina é formada por lentes ópticas, células pigmentadas e 

fotorreceptores arranjados em unidades oculares, chamadas de omatídeos. (CRUZ-

LANDIM et al, 1979 apud ROAT, 2008). 

Nas abelhas os olhos compostos são formados por um número variável de 

omatídeos, variando entre as espécies e no caso de Apis mellifera entre o sexo e as 

castas. A acuidade visual está relacionada ao número dessas unidades básicas, ou 

seja, quanto maior o seu número, melhor a imagem formada, assim, o maior número 

de omatídeos em operárias está relacionado à utilização da informação visual em 

suas atividades (CRUZ-LANDIM, 2009). 

Muitos insetos apresentam ocelos em adição aos seus olhos compostos, 

geralmente três situados anteriormente no topo da cabeça (observado nas operárias 

e rainha de Apis mellifera) formando um triângulo (GULLAN; CRANSTON, 2005). 

Eles apresentam uma lente convexa colocada sobre uma camada de células vítreas 

e abaixo destas encontra-se a camada retinular, que em Apis mellifera é formada 

por cerca de 80 retínulas, constituída por dendritos modificados dos neurônios 

fotorreceptores (CRUZ-LANDIM, 2009). Segundo Wilson (1978) e Laughlin (1981) 

(apud MOBBS, 1985) suas pesquisas demonstraram que essas estruturas 

apresentam ótima sensibilidade para mudanças na iluminação com diferentes 

intensidades, além de combinar com uma resolução espacial possibilitando um 

monitoramento das posições horizontais durante o vôo. Estes são moduladores de 

sensibilidade dos olhos compostos, receptores que participam do ciclo circadiano, 

detectores de alta sensibilidade para locais de baixa intensidade luminosa (níveis 
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abaixo da taxa funcional dos olhos compostos) e detectores de polarização de 

elevados níveis de luz (MOBBS, 1985). Em insetos voadores, o ocelo, situado no 

topo da cabeça, pode monitorar a posição no horizonte e funcionar através de 

conecções com centros motores para manter a orientação durante o vôo (DALY et 

al, 1998).  

Outra estrutura que atualmente tem despertado interesse são os corpos 

pedunculados (CP), que consistem em três divisões principais: uma região em forma 

de copo, chamada de cálice, uma haste ou pedúnculo e os lobos. Em abelhas 

existem dois pares de cálices, sendo um em cada lado do protocérebro, em outras 

espécies os cálices podem ser únicos (MOBBS, 1985; FAHRBACH, 2006). No 

interior dos cálices existem as células Kenyon ou interneurônios consistem em 

milhões de pequenas células nervosas intrínsecas (ZARS, 2000). Em abelhas essa 

região do protocérebro é formado por três tipos de interneurônios facilmente 

identificadas pelo tamanho e localização de seus corpos celulares, uma sub 

população com pequenos corpos celulares (compactos) presentes no centro do 

cálice e o restante do cálice é preenchido por células com grandes corpos celulares 

(não-compactos). Outra sub população de células Kenyon com pequenos corpos 

celulares ficam no exterior do cálice (FARRIS; SINAKEVITCH, 2003; KIYA, 2007). 

O tamanho relativo do CP está relacionado com a complexidade do 

comportamento dos insetos como a organização social. (FARRIS, 2008; CRUZ-

LANDIM, 2009). Em abelhas e vespas os cálices do CP são grandes representando 

cerca de 40% dos neurônios cerebrais de operárias. Ao comparar o tamanho relativo 

desta estrutura entre operárias, rainhas e zangões de Apis mellifera verifica-se que 

estas são maiores em operárias, as quais apresentam comportamentos mais 

diversificados dentro da colméia (CRUZ-LANDIM, 2009). 

Os lobos antenais (LA) são regiões também de importância no papel de 

interação entre insetos e o ambiente.  Os LA formam centros de integração primários 

para o sistema olfativo, esta região apresenta semelhanças não apenas quanto à 

organização morfológica como também no número de propriedades fisiológicas 

básicas presentes em vertebrados (bulbo olfativo) e outros artrópodes (LA), 

(GALIZIA et al, 1999; MICHAELIS et al, 2005) tendo os glomérulos como locais de 

integração sinaptica entre os terminais olfativos (LAISSUE et al, 1999).  
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A função dessas regiões, particularmente no processo de olfação, 

aprendizagem e memória tem sido explorada e uma variedade de modelos de 

estudos está fornecendo detalhes sobre sua estrutura e conecções com o cérebro 

(FARRIS, 2008). 

As abelhas são modelos importantes na neurobiologia, isto se deve ao seu 

sistema nervoso relativamente simples, em termos de estrutura e número de células 

nervosas, quando comparado ao cérebro humano, apresentando surpreendentes 

aprendizados, memória e habilidades conigtivas como comunicação, navegação e 

outras. Estes fatores influenciaram desde o século XVII, e principalmente no XIX a 

realização de diversos trabalhos sobre a anatomia do cérebro desses insetos 

através de dissecações, investigações histológicas e reconstruções cerebrais (RIBI 

et al, 2008).  

Atualmente uma das técnicas utilizadas para a avaliação do efeito de 

estímulos externos, mapeamento de atividade celular, identificação de áreas 

cerebrais determinadas e no mapeamento de funções anatômicas do cérebro é a 

utilização da marcação da proteína c-Fos através da expressão do gene c-fos 

(HOFFMAN et al, 1993). A descoberta de que os neurônios expressam esse gene 

quando estimulado adicionou uma nova dimensão ao conceito da neuroanatomia 

funcional (HOFFMAN; LYO, 2002).  

O gene c-fos foi identificado originalmente em vertebrados, como um 

oncogene celular homólogo ao v-fos (ORDWAY et al, 2005), este foi isolado em  

1982 do vírus causador do sarcoma osteogênico murino (CURRAN,1982; 

HEDERGEN; LEAH, 1998), e que codifica fosfoproteínas causadoras de tumores 

(CURRAN et al, 1982). O c-fos produz a proteína Fos (380 aminoácidos) que atua 

como regulador transcricional através de sua interação com outros fatores nucleares 

(SETOYAMA et al, 1986).  

Esse gene é transitório e rapidamente expresso em muitos tecidos em 

resposta a variados estímulos, como proliferação celular (MÜLLER et al, 1984), 

diferenciação, apoptose (ORDWAY et al, 2005), estresse, despolarização neural 

(KOVÁCS, 1998) e outros. É considerado um IEG, ou seja, um gene de expressão 

imediata que é ativado rapidamente, cerca de 15 minutos, (BASBOUS et al, 2008) e 

por períodos breves de estimulação, codificando proteínas denominadas fatores de 
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transcrição induzível que são capazes de controlar a expressão de outros genes que 

se expressam tardiamente (SHENG; GREENBERG,1990). 

Fatores de transcrição induzível, como a proteína Fos, necessitam se 

associar a fatores de mesma ordem antes de se unir ao DNA e iniciar a expressão 

de determinado gene (HERDEGEN; LEAH,1998). A proteína Fos liga-se, através de 

um zíper de leucina, com a proteína c-Jun codificada pelo gene c-jun, formando 

assim um heterodímero (PRADO; DEL BEL,1998). 

O heterodímero resultante, denominado de Ativador da Proteína-1 ou AP-1 

(SAGAR et al, 1988), liga-se com afinidade e especificidade a determinada 

seqüência do DNA sendo responsável pela transcrição de muitas proteínas e pela 

regulação da expressão do gene em resposta a sinais extracelulares (RAUSCHER 

et al, 1988; HERDEGEN; LEAH, 1998). 

A partir de estudos realizados com vertebrados e a verificação da associação 

da expressão do gene fos em variados processos celulares, estudiosos como 

Perkins et al (1988) passaram a mostrar a presença de fatores transcricionais 

análogos ao Fos e Jun em embriões de drosófila e posteriormente outros estudos 

como o de Fonta et al (1995), Bidmon et al (1991); Cymborowski e King (1996) tem 

sido desenvolvidos com o intuito de entender semelhanças entre o gene fos de 

insetos e mamíferos, e sua função nesses organismos. 

A expressão basal do RNAm c-fos e da proteína Fos é relativamente baixa na 

maior parte do sistema nervoso (KOVÁCS, 1998), sendo que a maioria dos 

neurônios pouco expressam essa proteína em condições normais (MORGAN et al, 

1987), porém quando ocorrem estimulações diversas, a expressão de Fos é 

rapidamente induzida (ORDWAY et al, 2005), assim cientistas podem examinar a 

atividade de neurônios dentro de múltiplos locais do sistema nervoso e identificar 

especificamente os neurônios que estão ativados pelo estímulo, avaliando 

informações de como, quando e onde o estimulo do sistema neuroendócrino foi 

processado (HOFFMAN; LYO, 2002). Esses são alguns dos motivos pelo qual a 

proteína Fos é utilizada como marcador de atividade celular, identificação de áreas 

cerebrais determinadas e no mapeamento de funções anatômicas do cérebro 

(HOFFMAN et al, 1993). 

 Outra importância do gene fos é sua participação no armazenamento de 

informações, na percepção de mudanças externas, no processo adaptativo, no 
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aprendizado e influência em atividades neurais que podem resultar em mudanças 

duradouras no sistema nervoso (HERRERA; ROBERTSON,1996). 
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Objetivos 

 

Verificar se concentrações elevadas de gás carbônico são capazes de 

alterar as funções cerebrais da abelha Apis mellifera, comprometendo sua 

atividade de orientação e, conseqüentemente seu forrageamento. Para 

identificar se as áreas cerebrais responsáveis por estas atividades foram 

afetadas, utilizou-se uma metodologia para detecção do gene fos. 
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Justificativa 

 

Como a espécie Apis mellifera é considerada um eficiente marcador da 

qualidade ambiental e atualmente cresce a preocupação quanto à poluição 

atmosférica, e sendo o gene c-fos expresso em condições de estresse, é 

interessante a determinação de sua expressão no sistema nervoso central 

desses insetos que foram submetidos a tratamentos com diferentes tempos de 

exposição ao dióxido de carbono, já que este é um dos compostos mais 

abundantes e apresenta importante participação na poluição atmosférica 

terrestre e no processo de aquecimento global. 
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Materiais e Métodos 

 

Material Biológico 

 

Foram utilizados exemplares de operárias de Apis mellifera coletadas no 

apiário do Departamento de Biologia – Instituto de Biociências - Universidade 

Estadual Paulista – UNESP - Campus de Rio Claro. Para mapeamento da 

expressão do gene fos foram coletados exemplares nas fases de recém-

emergida e forrageira submetidas a diferentes tempos de exposição ao gás 

carbônico na fase de recém-emergida. 

 

Obtenção dos animais 

 

Favos limpos foram introduzidos em colméias em plena atividade para 

que suas rainhas realizassem a postura e transferidos 24 horas depois, para as 

áreas de recria, onde foram monitorados para obtenção de operárias com 

idades controladas. 

A exposição ao dióxido de carbono foi realizada da seguinte maneira:  

- Um primeiro grupo composto de abelhas em fase de recém-emergidas foi 

exposto ao gás carbônico pelos tempos de 30 segundos, 1 minuto, 1 minuto e 

meio e 2 minutos e os exemplares foram coletados na fase de recém-emergida, 

aos 21, 28 e 35 dias de idade. 

- Um segundo grupo foi mantido, manipulado e coletado nos mesmos períodos, 

mas não foi exposto ao gás carbônico, funcionando como grupo controle. 

 

Microtomia 

 

Após coleta dos animais nas idades mencionadas, os cérebros foram 

dissecados e colocados em fixador paraformoldeído 4% (Sigma) durante 

aproximadamente 48 horas e transferido para solução tampão, sendo 

posteriormente submetidos a desidratação com concentrações crescentes de 

álcool e dois banhos de xilol, com duração de 20 minutos cada etapa e inclusão 
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em paraplast (Merck). Os cortes foram realizados em micrótomo Leica com 

espessura de aproximadamente 6µm e colocados sobre lâmina histológica. As 

lâminas permaneceram na estufa com temperatura aproximada de 37ºC por 

uma noite para secagem completa da polilisina utilizada para a melhor fixação 

dos cortes as lâminas. Após essa fase os cortes foram submetidos a 

desparafinização utilizando concentrações decrescente de álcool e xilol com 

tempos aproximados de 20 minutos cada etapa e deixados para secar em 

estufa. 

 

Imunohistoquímica 

 

Os cortes foram incubados em solução de água oxigenada 0,3% durante 10 

minutos, sendo posteriormente transferidos para uma solução bloqueadora 

contendo soro normal de cabra anti-coelho (Laboratório Vector) onde 

permaneceu por 40 minutos. Transcorrido este tempo o material foi lavado e 

transferido para o anticorpo primário policlonal anti c-Fos (Ab-5) (Calbiochem) 

por 24 horas sob refrigeração. Após esse tempo ficou por 60 minutos no 

anticorpo secundário biotinilado anti- coelho IgG ( Laboratório Vector) e 

posteriormente exposto ao kit imunoperoxidase (Kit A + B) (Laboratório Vector) 

também por 60 minutos. Para melhor resultado foi colocado rapidamente numa 

solução contendo DAB (tetrahidroclorato de diaminobenzidina) (concentração 

final 0,05%). Durante todo o processo foram realizadas lavagens com KPBS 

0,02M (tampão potássio de fosfato pH 7,4) durante 10 minutos cada. 

 Algumas lâminas foram submetidas a técnica de coloração com 

hematoxilina, que permaneceu durante 10 minutos nesta solução e 

posteriormente realizada a técnica de coloração com eosina, durante 5 

minutos.  

 

Aquisição de imagens 

 

As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma câmara digital, 

Olympus DP-71, adaptada a um microscópio, Olympus BX51, e a um 

computador Dell. Para a aquisição foi utilizado o software DP Controller. As 
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imagens foram trabalhadas utilizando-se o programa Corel Draw 11 apenas 

para ajustes finos, como brilho, contraste e balanço de cores.  

Para análise quantitativa de células imunorreativas a fos foram 

escolhidas fotomicrografias, aumento de 40X, de cada região de interesse. Em 

cada uma das imagens, o número de células com marcação positiva foram 

contadas pelo programa Image - Pro 6.3 numa área tecidual de 1001 μm X 

1001 μm, zoom de 25%.  
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Resultados e Discussão 

 

Foram realizadas aplicações de dióxido de carbono no grupo de recém-

emergida nos tempos de 30 segundos, 1 minuto, 1 minuto e meio e 2 minutos. 

Posteriormente realizou-se a marcação dos indivíduos e a coleta de seis deles, 

os indivíduos marcados foram devolvidos às suas respectivas colônias e 

posteriormente, coletados com idades de 21, 28 e 35 dias, seus cérebros 

dissecados e fixados de acordo com os procedimentos descritos acima, para 

os quatro diferentes períodos de exposição. Realizou-se o mesmo 

procedimento de marcação, coleta e preservação com o grupo controle. A 

desidratação, inclusão, cortes e a montagem de lâminas histológicas destes 

materiais foram realizadas de acordo com a metodologia citada, assim como as 

reações de imunohistoquímica e a obtenção de fotomicrografias das lâminas 

que apresentavam os cortes mais representativos. 

Algumas lâminas foram coradas com hematoxilia e eosina para 

observação de alterações morfológicas que não foram verificadas no presente 

trabalho (Figura: 01). 

 Indivíduos do grupo controle, assim como os grupos submetidos à 

exposição de diferentes tempos de dióxido de carbono, demonstraram a 

expressão positiva para a proteína Fos (Tabela: 01) nas idades de recém-

emergida, 21, 28 e 35 dias com a região lobos ópticos (Figura: 03) e dos 

ocelos (Figura: 04) fortemente marcados. Nos lobos ópticos, a marcação foi 

observada na região de conexão da lâmina com os omatídeos e nas células 

que o compõem, já na região dos ocelos marcação pode ser observada no 

local constituído pelos corpos celulares e não na região onde predomina os 

prolongamentos dessa estrutura.  

A verificação de marcação positiva à proteína Fos nas regiões dos lobos 

ópticos e ocelos do grupo controle e dos grupos expostos ao gás dióxido de 

carbono foram semelhantes aos observados na região dos LO por Fonta et al 

(1995) que analisou a expressão da proteína c-Fos em Apis mellifera, 

Cymborowski (1996) em Calliphora vicina, Bidmon (1991) em Manduca sexta, 

Nocelli et al (2009) com a expressão basal deste gene em abelhas Apis 

mellifera forrageiras e Soares (2008) que avaliou a presença de Fos após 
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ingestão de imidaclopride por abelhas Apis mellifera recém-emergidas e 

forrageiras em diferentes concentrações. Segundo essas pesquisas estes 

resultados estão relacionados com a variação da intensidade luminosa no 

momento da manipulação dos insetos. As operárias de A. mellifera passam a 

primeira parte de suas vidas realizando tarefas no interior do ninho e a retirada 

de indivíduos recém-emergidos do interior da colméia, onde a luminosidade é 

baixa, constitui um fator estressante.  

A marcação da proteína Fos nas regiões dos corpos pedunculados 

(Tabela 01, Figura: 05) foram observadas para indivíduos expostos ao dióxido 

de carbono nos seguintes tempos e idades: 30 segundos- 21, 35 dias; 1 

minuto- RE, 21, 35 dias; 1 minuto e meio- RE, 21, 35 dias; 2 minutos- 28, 35 

dias e grupo controle- 21,28 e 35 dias. Para os lobos antenais (Tabela 01, 

Figura: 06) as marcações foram observadas em: 1 minuto- RE, 21, 35 dias; 1 

minuto e meio- RE, 21 dias e grupo controle- 21 e 35 dias. Nos CP a marcação 

foi observada nas células de Kenyon do interior e borda do cálice. Segundo 

Farris e Sinakevitch (2003) os CP são constituídos por subpopulações de 

células Kenyon, com pequenos corpos celulares, residentes no interior do 

cálice, e o restante preenchido por células com largos corpos celulares, além 

de uma outra subpopulação com células Kenyon de corpo celular pequeno 

presente no exterior dos cálices (Figura 02). Tais estruturas são associadas às 

tarefas que requerem certo nível de plasticidade comportamental, como a 

capacidade de operárias em responder à alterações conforme as necessidades 

da colônia.  Em abelhas, Apis mellifera, acredita-se que estas estruturas são 

centros de integração multimodal por receberem informações olfativas, visuais, 

gustatórias e provavelmente mecanosensoriais (KOMISCHKE et al, 2005; 

KIYA, 2007).  

Pesquisas com alterações das estruturas neurais ou com o meio de 

processamento em uma área particular do cérebro podem ajudar a entender as 

funções desta região. Diversas técnicas de intervenções genéticas com 

Drosophila são desenvolvidas para que ocorram alterações estruturais dos CP, 

insetos com ausência ou malformação desta estrutura são completamente 

normais em muitos casos, porém, em poucas situações podem apresentar 

efeitos prejudiciais no comportamento como o papel da aprendizagem, 
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memória, distinção olfativa, condição de côrte, aprendizado visual e espacial 

(ZARS, 2000). 

Os lobos antenais, assim como os lobos ópticos, desempenham 

importante papel na interação entre os insetos e o ambiente.  Os LA formam 

centros de integração primários para o sistema olfativo, esta região apresenta 

semelhanças não apenas quanto à organização morfológica como também no 

número de propriedades fisiológicas básicas presentes em vertebrados (bulbo 

olfativo) e outros artrópodes (lobos antenais) (GALIZIA, et al, 1999; 

MICHAELIS et al, 2005). Tal fato explica o porquê da presença de marcações 

positivas para c-Fos no somata destas regiões. 

A análise dos locais de expressão nos cortes de 28 dias – 1 minuto e 

meio; RE, 21 dias – 2 minutos, foram prejudicadas por problemas durante a 

coleta e na preservação do material (Figura: 07). A obtenção de exemplares, 

para realização de uma nova coleta, foi prejudicada pela oscilação da 

temperatura ambiental.  Em períodos de baixa temperatura o número de 

indivíduos no interior da colméia diminui e operárias se mostram mais sensíveis 

as mudanças da colônia. A falta de indivíduos nas idades de 28 e 35 dias pode 

ser explicada também pela interferência do gás no desenvolvimento etário dos 

indivíduos, levando-os a um forrageamento precoce. Indivíduos que iniciam o 

forrageamento precocemente também apresentam um ciclo de vida mais curto.  

Fotos evidenciando detalhes da marcação da proteína c-Fos (com 

aumento de 100 vezes) não foram anexadas ao trabalho, pois faltou um 

contraste para melhorar a visualização, porém a contra coloração de lâminas 

para esta técnica é inviável, já que seu resultado mascara a observação da 

proteína Fos nas células do sistema nervoso. 

A contagem das células imunorreativas à c-fos restringiu-se apenas para 

os CP (Tabela: 02) e LA (Tabela: 03) uma vez que ficou comprovado que a 

expressão deste gene nos LO e OC é decorrente do estresse luminoso. Devido 

a dificuldade de preservação dos cortes histológicos, algumas contagens se 

mostraram inviáveis. Não foram observados padrões na expressão do c-Fos, já 

que os valores oscilaram consideravelmente. Esta variação na presença de c-

Fos também foi verificada no trabalho de Soares (2008) onde esperava-se um 

aumento na expressão desta proteína em decorrência da exposição ao 

inseticida imidaclopride, cuja ação no sistema nervoso central é relacionada 
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com alterações de memória nos insetos. Como no trabalho de Soares (2008), a 

conclusão deste estudo é que tal proteína não é um bom indicativo das 

condições ambientais. Apenas com o uso desta técnica não foi possível 

identificar o quanto da expressão de fos foi decorrente do CO2 e o quanto foi 

decorrente de outros fatores ambientais. No entanto, estes resultados não 

descartam a abelha Apis mellifera como um potencial sentinela das variações 

do CO2 ambiental, sendo necessária a realização de experimentos com 

intervalos mais curtos entre a exposição ao gás e a coleta dos indivíduos. Além 

disso, os resultados apontam para a necessidade de uma análise 

comportamental para se verificar se, logo após a exposição, estes indivíduos 

são capazes de desempenhar normalmente suas atividades de acordo com o 

polietismo etário existente. 

Outro fato a ser verificado é de que o CO2 pode afetar as abelhas 

momentaneamente. Após cessar a aplicação deste gás o cérebro pode se 

recuperar não refletindo uma atividade diferencial dos neurônios nas abelhas 

forrageiras. É comum a pratica de anestesia de insetos com a exposição a 

elevadas concentrações de CO2. Os insetos tornam-se paralisados e não 

responsivos a estímulos sensoriais (BADRE et al, 2005) apenas por alguns 

minutos. 
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Regiões de marcação positiva para a proteína c-Fos 
Controle 

Idade Lobo Óptico Lobo Antenal Ocelo Corpo 
Pedunculado 

RE X - X - 
21 dias X X X X 
28 dias X X X X 
35 dias X - X X 

30 segundos 
RE X - X - 

21 dias X - X X 
28 dias X - X - 
35 dias X - X X 

1 minuto 
RE X X X X 

21 dias X X X X 
28 dias X - X - 
35 dias X X X X 

1 minuto e meio 
RE X X X X 

21 dias X X X X 
28 dias X - X - 
35 dias X - X X 

2 minutos 
RE X - X - 

21 dias X - X - 
28 dias X - X X 
35 dias X - X X 

 
TABELA 01: Regiões do cérebro de abelhas dos grupos controle e expostas ao CO2 na fase 
de recém-emergida onde observou-se a marcação positiva para a proteína c-Fos. Marcação 
positiva (X) e ausência de marcação (-). 
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Expressão do c-Fos nos Corpos Pedunculados 

Idade Controle 30 segundos 1 minuto 1 minuto e 
meio 

2 minutos 

RE - - 0 0 47 49 11 28 - - 

21 
dias 

39 93 0 15 0 38 41 73 - - 

28 
dias 

1 146 0 0 - - - - 28 77 

35 
dias 

13 102 0 109 19 57 0 30 31 41 

 
TABELA 02: Contagem da expressão da proteína c-Fos na região dos corpos pedunculados 
de indivíduos dos grupos controle e expostos ao dióxido de carbono na fase de recém-
emergida. (-) indica a ausência de lâminas para a análise. 
 

 

 

Expressão do c-Fos nos Lobos Antenais 

Idade Controle 30 segundos 1 minuto 1 minuto e 
meio 

2 minutos 

RE - - 0 0 0 20 29 106 - - 

21 
dias 

1 4 0 0 0 6 20 47 - - 

28 
dias 

26 59 0 0 - - - - - - 

35 
dias 

0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 

 
TABELA 03: Contagem da expressão da proteína c-Fos na região dos lobos antenais de 
indivíduos dos grupos controle e expostos ao dióxido de carbono na fase de recém-emergida. 
(-) indica a ausência de lâminas para a análise. 
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FIG 01: Modelo tridimensional do sistema nervoso de abelha Apis mellifera (BRANDT, R. et al, 
2005) (A) e fotomicrografia com visão geral, corada com hematoxilina/ eosina (B), mostrando as 
regiões dos Lobos ópticos (LO), Lobos antenais (LA), Corpos pedunculados (CP) e ocelo (OC). 
 
 
 
 
 

                                      
 
FIG 02: Secção frontal do corpo pedunculado de um dos hemisférios do cérebro de abelha Apis 
mellifera no nível do lobo medial (M), Nesta espécie o somata das células de Kenyon (Kc) podem 
ser subdivididos dentro de três subpopulações (oc, nc, ic) baseado no tamanho e localização de 
cada uma no cálice (C). Os dendritos das células de Kenyon penetram nos cálices e seus axônios 
continuam para o interior de pequenos pedúnculos (P), onde eles bifurcam para o lobo medias e 
vertical (FONTE: FARRIS; SINAKEVITCH, 2003). 
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FIG 03: Fotomicrogafia da região do lobo óptico corado com hematoxilina e eosina (A). Marcação 
através de técnica de imunohistoquímica da proteína c-Fos em individuo exposto ao dióxido de 
carbono durante 30 segundos (B), 1 minuto (C), 1 minuto e meio (D) e 2 minutos (E). 
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FIG 04: Fotomicrogafia da região do ocelo corado com hematoxilina e eosina (A). Marcação 
através de técnica de imunohistoquímica a proteína c-Fos em individuo exposto ao dióxido de 
carbono durante 30 segundos (B), 1 minuto (C), 1 minuto e meio (D) e 2 minutos (E). Os círculos 
indicam as células que expressam a proteína. 
 
 
 
 
 

OC 

200 µm A B 

C D 

E F 



Figuras 

 

 
Jacob, C. R. O. 

39 

 
 

 

 

FIG 05: Fotomicrogafia da região do corpo pedunculado de indivíduos expostos ao dióxido de 
carbono durante a fase de recém-emergida corado com hematoxilina e eosina (A) e marcação 
através de técnica de imunohistoquímica da proteína c-Fos  no cérebro de indivíduos de grupo 
controle (B), do grupo exposto a 30 segundos (C), 1 minuto (D) , 1 minuto e meio (E) e 2 minutos 
(F) de abelhas coletas com 35 dias de idade. Região das Células de Kenyon (CK). Região do 
Cálice (Ca). Os círculos indicam as células que expressaram a proteína. 
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FIG 06: Fotomicrogafia da região do lobo antenal de indivíduos expostos ao dióxido de carbono 
durante a fase de recém-emergida corado com hematoxilina e eosina (A) e marcação através de 
técnica de imunohistoquímica da proteína c-Fos  no cérebro de indivíduos do grupo controle (B), o 
grupo exposto durante 30 segundos (C) e 1 minuto e meio (E) de abelhas coletadas aos 21 dias 
de idade e os grupos de 1 minuto (D) e 2 minutos (F) coletadas aos 35 dias de idade. Os círculos 
indicam as células que expressam a proteína. 
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FIG 07: Cortes histológicos corados com HE e após a técnica de imunohistoquímica para a 
marcação da proteína c-Fos, evidenciando a dificuldade de obtenção de cérebros intactos. 
Cérebro exposto ao dióxido de carbono na fase de recém-emergida em indivíduos com 28 dias de 
idade durante 1 minuto e meio (A). 28 dias de idade exposto ao dióxido de carbono durante 2 
minutos (B). 35 dias de idade exposto ao dióxido de carbono durante 1 minuto e meio (C). 35 dias 
de idade exposto ao dióxido de carbono durante 2 minutos (D). 
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Conclusão 
 
 

Os resultados obtidos durante a realização deste trabalho nos permitiram 
concluir que: 
 
 

1- A aplicação do dióxido de carbono na fase de recém-emergida não 
altera a morfologia do cérebro de Apis mellifera, que mostrou células 
íntegras apesar da dificuldade de obtenção dos cortes em determinadas 
idades. 

 
2- Não se pode afirmar que a exposição ao dióxido de carbono foi capaz de 

alterar o padrão de expressão da proteína Fos, pois os resultados 
obtidos não apresentaram um padrão significativo. 

 
 
3- Não se pode afirmar que a exposição a doses elevadas de dióxido de 

carbono seja capaz de alterar a orientação e aprendizagem das abelhas, 
pois apesar de encontrarmos regiões relacionadas a essas atividades 
Fos-positivas, isso não se repetiu em todos os experimentos. 

 
4- A expressão da proteína Fos é sensível à alterações nas concentrações 

de dióxido de carbono, mas para um conhecimento mais aprofundado de 
sua ação faz-se necessária a realização de outros experimentos 
associando a marcação da expressão da proteína Fos a outras 
metodologias de avaliação da atividade neuronal. 
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