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“Não encontre um defeito, encontre uma solução.”  

Henry Ford 



 

RESUMO: As abelhas Apis mellifera africanizadas são consideradas importantes agentes 

polinizadores que estão freqüentemente expostos à ação tóxica de inseticidas aplicados em 

cultivos. O imidaclopride é um inseticida sistêmico do grupo dos neonicotinóides e atua como 

agonista da acetilcolina nas sinapses do sistema nervoso central. Em abelhas foi verificado, 

através do método de resposta de extensão da probóscide (REP), que doses subletais de 

imidaclopride provocam deficiência no aprendizado olfatório e prejudicam a memória. A 

proteína Fos, expressa em neurônios, tem sua transcrição alterada por diversos estímulos 

como estresse, lesões, exposição a toxinas ou a predadores. Dessa forma, este trabalho teve 

por objetivo avaliar os efeitos neurotóxicos do inseticida imidaclopride, em operárias de Apis 

mellifera africanizadas, através da análise da expressão de Fos. Abelhas recém-emergidas e 

campeiras foram tratadas com 10, 20, 40 e 80 ng/abelha de imidaclopride e seus cérebros 

dissecados 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas após a ingestão do composto. Houve uma 

marcação positiva para Fos nos ocelos e na região dos olhos, principalmente na lâmina e na 

retina. Tal resultado era esperado, uma vez que o as abelhas foram expostas a luminosidade, 

durante a realização dos ensaios. Os lobos antenais são constituídos por prolongamentos de 

células sensoriais das antenas e pelos neurônios motores e os corpos pedunculados são tidos 

como os centros de processamento dos estímulos sensoriais recebidos pelos olhos e pelas 

antenas, assim, esperava-se que houvesse marcação positiva nestas regiões. Porém isto não foi 

observado no presente trabalho. Analisando-se os valores quantitativos da expressão da 

proteína Fos percebeu-se que não houve um padrão de resultados tendo muita variação entre 

os valores de mesmo tratamento, dessa forma, a expressão da proteína Fos não é um bom 

indicador dos efeitos neurotóxicos das doses subletais de imidaclopride sobre o cérebro de 

operárias recém-emergidas e campeiras de Apis mellifera africanizadas.  

 

Palavras-chave: Apis mellifera, imidaclopride, sistema nervoso, proteína Fos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A descoberta das propriedades inseticidas do DDT, por Paul Müller no ano de 1939, 

incentivou muitas pesquisas de compostos organossintéticos no controle de pragas. Antes 

deste fato histórico, a maioria dos praguicidas utilizados na agricultura eram constituídos de 

compostos inorgânicos (arsênico branco, arseniato de cálcio, arseniato de chumbo, entre 

outros) e de extratos vegetais (nicotina, piretro, rotenona, entre outros) (MARICONI, 1983; 

LARINI, 1999). Além dos inseticidas de origem botânica, inorgânica ou sintética, aqueles 

provenientes da atividade microbiana (por exemplo, Bacillus thuringiensis e Baculovirus 

spp.) também têm merecido grande atenção (MARICONI, 1983; GALLO et al., 2002).  

Com base na aplicação, os inseticidas podem ser sistêmicos ou não sistêmicos. Ambos 

os tipos de inseticidas possuem ação de contato, ingestão, fumigação e um certo poder de 

penetração nos tecidos vegetais, porém, apenas os sistêmicos são translocados, pela seiva, de 

uma parte da planta para outra (MARICONI, 1983; GALLO et al., 2002).  

Os inseticidas agem sobre os organismos vivos pela alteração de processos 

fisiológicos e/ou bioquímicos. Existem aqueles que regulam o crescimento dos insetos 

interferindo nos processos de ecdise (por exemplo, as benzoilfeniluréias que atuam como 

inibidoras da síntese de quitina) ou de metamorfose (por exemplo, aqueles que funcionam 

como agonistas ou antagonistas do hormônio juvenil). Outros inseticidas inibem a respiração 

celular alterando o transporte de elétrons ou a síntese de ATP pelo processo de fosforilação 

oxidativa (NOVOS..., 1999; GALLO et al., 2002).  

Embora existam vários mecanismos de ação dos inseticidas, o principal alvo tem sido 

o sistema nervoso, devido à alta eficácia e rápida resposta. Os inseticidas neurotóxicos podem 

atuar na transmissão axônica, nas sinapses periféricas ou nas sinapses centrais.  

Inseticidas como os piretróides e o DDT agem como moduladores dos canais de sódio 

(Na+) das células nervosas do sistema nervoso central e periférico dos insetos. Os canais de 

Na+ abrem-se no momento da transmissão do impulso nervoso e fecham-se imediatamente 

após a despolarização da célula nervosa. Esses inseticidas mantêm os canais de Na+ abertos 

por um período de tempo mais longo, acarretando em um fluxo maior deste íon para o interior 

do axônio e alterando, assim, a transmissão do impulso nervoso levando os insetos a morte 

devido à hiperexcitabilidade. O DDT interfere tanto nos canais de Na+ abertos como nos 

fechados; enquanto, os piretróides atuam apenas nos canais de Na+ abertos (NOVOS..., 1999; 

NARAHASHI, 2000; GALLO et al., 2002). 
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As sinapses periféricas dos nervos motores (junção neuro-muscular) dos insetos não 

são colinérgicas, mas utilizam dois outros neurotransmissores: L-glutamato (excitador) e γ-

aminobutírico ou GABA (inibidor). Tal junção é chamada glutaminérgica. Inseticidas que 

atuam na junção glutaminérgica interferem particularmente no sistema GABA, que se associa 

à presença de íons cloro (Cl-). As milbemicinas, por exemplo, são agonistas do GABA, ou 

seja, elas aumentam a permeabilidade da membrana da célula nervosa para o íon Cl-, 

bloqueando a transmissão do estímulo nervoso e culminando na paralisia e morte do inseto. 

Por outro lado, os ciclodienos e fenil-pirazóis são antagonistas de GABA e levam a 

hiperexcitação do sistema nervoso central do inseto por estimular a transmissão do impulso 

nervoso pela diminuição da permeabilidade das células nervosas aos íons Cl- (COLE et al., 

1993; NOVOS..., 1999; GALLO et al., 2002). 

Os inseticidas neurotóxicos podem, ainda, interferir nas sinapses centrais 

agonisticamente ou antagonisticamente à acetilcolina. Com ação antagonista, o cartap atua 

competindo com a acetilcolina pelos receptores nicotínicos de acetilcolina. A intoxicação leva 

o inseto a uma rápida paralisia por interromper a transmissão do impulso nervoso (LEE, 

2003). Já os neonicotinóides são agonistas da acetilcolina e ligam-se aos receptores 

nicotínicos da acetilcolina localizados nos neurônios pós-sinápticos (SUCHAIL et al., 2003). 

Ao contrário da acetilcolina, que é hidrolisada pela acetilcolinesterase, esses compostos não 

são degradados imediatamente, portanto, os impulsos nervosos são transmitidos de forma 

contínua e levam a hiperexcitação do sistema nervoso do inseto (NOVOS..., 1999; GALLO et 

al., 2002). 

O imidaclopride (conhecido comercialmente como Gaucho) é um inseticida 

pertencente a família dos neonicotinóides com fortes efeitos tóxicos (LAMBIN et al., 2001; 

SUCHAIL et al., 2003). No Brasil, este é utilizado no controle de pragas aéreas e do solo em 

culturas de cana-de-açúcar, Citrus, café, entre outras (BRASIL, 2008). Por ser um inseticida 

sistêmico o imidaclopride é translocado, pela seiva, de uma parte da planta para outra e pode 

ser encontrado até mesmo no pólen e nas sementes (NAUEN et al.,2001; SCHMUCK et al., 

2001). Uma vez no sistema da planta, este composto é degradado em mais de cinco 

metabólitos, dos quais dois deles, olefina e 5-hidroxiimidaclopride, também são tóxicos ao 

sistema nervoso dos insetos. 

Estudos toxicológicos mostram efeitos adversos do imidaclopride sobre o meio 

ambiente e sobre os organismos não-alvo deste inseticida. Jemec et al. (2007) constataram que 

o imidaclopride e uma de suas fórmulas comerciais, o Confidor SL 200, afetam a reprodução 

do microcrustáceo Daphnia magna, porém o Confidor provoca tais efeitos em concentrações 
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mais baixas que o imidaclopride puro. O potencial negativo do imidaclopride não foi apenas 

verificado em ecossistemas aquáticos, Capowiez e Bérard (2006) notaram que a infiltração do 

inseticida no solo alterou o comportamento exploratório de duas espécies de minhocas 

Aporrectodea nocturna e Allolobophora icterica (respectivamente, exógena e endógena).   

 Outra preocupação do uso indiscrimidado de inseticidas é a evolução da resistência 

que culmina na aplicação mais freqüente de pesticidas, no aumento na dosagem do produto, 

no uso de misturas indevidas de tóxicos, na substituição de um praguicida por outro de maior 

toxicidade e na maior contaminação do meio ambiente (MARÇON, 2009). 

Em estudos com o besouro Leptinotarsa decemlineata, Zhao et al. (2000) observaram 

que a exposição constante ao inseticida neonicotinóide imidaclopride culminou em insetos 

100.8 vezes, para adultos, e 13.2 vezes, para larvas, mais resistentes ao inseticida em apenas 

três gerações. Os autores ainda sugerem que esta resistência consiste numa herança 

incompleta, autossômica e recessiva, cujo gene está ligado à atividade de enzimas oxidases 

responsáveis pela desintoxicação do organismo. 

Smirle e Winston (1988) afirmam que o desenvolvimento da resistência a pesticidas 

relacionam-se diretamente com a ação de enzimas de detoxificação, uma vez que os pesticidas 

induzem a atividade dessas. Eles mostraram, através da atividade de enzimas de 

detoxificação, que as abelhas Apis mellifera L. possuem uma adaptação ao forrageamento em 

ecossistemas contaminados. Neste trabalho foram estudados dois grupos enzimáticos: o das 

oxidases ou monooxigenases e o das GHS- transferases. Para ambas houve uma diminuição 

da atividade enzimática em relação à idade das abelhas, porém houve um aumento na 

capacidade de detoxificação das enzimas (aumento da atividade enzimática por miligrama de 

proteína). 

Liu et al. (2005) levantaram a hipótese de que a resistência a organofosforados, 

carbamatos e neonicotinóides poderiam também estar associadas à mutações nos receptores 

nicotínicos de acetilcolina (nAChRs), além de mutações nos genes que codificam a 

acetilcolinesterase, como o mostrado na maioria dos trabalhos (MUTERO et al., 1994; 

BROGDON E MCALLISTER, 1998; FOSTER et al., 2003; FFRENCH- CONSTANT et al., 

2004). Os nAChRs são formados de subunidades, das quais cinco delas (Nl�1–Nl�4 e Nl�1)  

foram clonadas da espécie Nilaparvata lugens (praga do arroz), no trabalho de Liu et al. 

(2005), com o intuito de compreender a base molecular da resistência ao inseticida 

imidaclopride. Uma forte correlação entre a freqüência de mutações pontuais na sequência 

gênica Y151S das subunidades Nl�1 e Nl�3 com o aparecimento de resistência ao 

imidaclopride em insetos praga do arroz foi mostrada. Em 25 gerações, quando a resistência 
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ao imidaclopride foi de 73 vezes, 84% da população de N. lugens era heterozigota para a 

mutação em Y151S e o restante era homozigota. Em 35 gerações, resistência de 250 vezes, 

todos os insetos testados foram homozigotos para a mutação. Esses dados levantam uma 

intrigante questão, não respondida pelo trabalho: a mutação é de caráter recessivo e apenas em 

homozigoze conferem fenótipo de resistência ou o aparecimento de apenas uma mutação 

produz subunidades com um mínimo de proteção contra o imidaclopride? Neste estudo, ainda, 

mostrou-se que as duas subunidades citadas apresentam alta sequência de similariedade com 

nAChRs de Drosophila (Nl�1 apresenta 73% de similariedade com D�1/ALS e Nl�3 

apresenta 56% de similariedade com D�3) que em trabalhos anteriores foram identificadas 

como alvos com alta afinidade pela molécula do inseticida em questão. 

Muitas pesquisas vêm sendo feitas sobre a ação do imidaclopride no sistema nervoso 

de abelhas da espécie Apis mellifera (GUEZ et al., 2001; GUEZ et al., 2003; MEDRZYCKI et 

al., 2003; SUCHAIL et al., 2003; DECOURTYE et al., 2004; DECOURTYE et al., 2005; 

entre outros). Esses insetos são importantes agentes polinizadores que freqüentemente sofrem 

a ação tóxica de produtos químicos aplicados nas áreas de cultivo. Malaspina e Silva-Zacarin 

(2006) afirmaram que houve uma redução no número de espécies de abelhas devido ao 

aumento da atividade de forrageamento em culturas tratadas com pesticidas. 

No Brasil, a maioria dos ninhos naturais encontrados correspondem às formas 

híbridas, as chamadas Apis mellifera africanizadas, provenientes do cruzamento de diversas 

subespécies originárias da Europa e África (IMPERATIZ-FONSECA et al., 1993). 

Em uma colônia de Apis mellifera existem diferenças anatômicas, fisiológicas e 

comportamentais entre os indivíduos que resultam numa divisão de trabalho. Enquanto a 

rainha e o zangão possuem função reprodutiva, as operárias são responsáveis pela realização 

de atividades para a manutenção do ninho. Elas exercem preferencialmente uma determinada 

tarefa, de acordo com a idade, desenvolvimento glandular e necessidade da colônia. A partir 

de 21 dias de idade, as operárias realizam atividades de forrageamento e coleta atuando, 

assim, como importantes agentes polinizadores e bioindicadores das condições ambientais 

(FREE, 1980). 

Nem sempre as abelhas forrageiras entram em contato com doses letais dos 

inseticidas. Em pequenas doses, o imidaclopride não causa a morte das abelhas, porém, induz 

a mudanças no comportamento, além da diminuição na atividade de forrageamento e 

desorientação, o que pode afetar temporariamente toda a colônia. As doses que provocam tais 

efeitos são conhecidas como subletais, ou seja, abaixo da DL50 (MEDRZYCKI et al., 2003).  

Medrzycki et al. (2003) realizaram testes laboratoriais e analisaram que abelhas tratadas com 
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doses subletais de imidaclopride tiveram sua mobilidade reduzida e declínio na capacidade de 

comunicação. Esses sintomas apareceram de 30 a 60 minutos após a administração oral do 

inseticida e duraram por muitas horas.  

Decourtye et al. (2004) verificaram que após trinta minutos de tratamento oral com 

imidaclopride, as abelhas apresentaram uma deficiência no aprendizado olfatório verificada 

através do método de resposta de extensão da probóscide (REP). Esse método visou 

reproduzir a interação entre abelha e a planta. Quando a abelha forrageia e chega ao botão 

floral, ela instintivamente estende sua probóscide como reflexo dos receptores gustativos na 

antena, tarso ou outras partes que são estimuladas pelo néctar.  Esse reflexo induz a abelha a 

coletar o néctar e memorizar o odor floral ali presente. (DECOURTYE et al., 2005).  

Lambin et al. (2001) explicaram que a REP é induzida pela estimulação do néctar na 

antena que ativa os neurônios motores para a movimentação dos músculos do aparato bucal. 

A repetição dessas estimulações naturalmente leva a um decréscimo gradual da REP. Eles 

aplicaram diferentes doses do inseticida imidaclopride no tórax de abelhas para determinar 

alterações na sensibilidade olfatória (proporcional a menor concentração de solução de açúcar 

capaz de provocar REP), na atividade motora e no número de estimulações necessárias para o 

decréscimo da REP. Nas doses de 5, 10 e 20 ng/abelha houve um aumento na sensibilidade 

olfatória, enquanto que nas doses de 1.25 e 2.5 ng/abelha a função olfato/gustativa não foi 

afetada. A atividade motora foi prejudicada nas doses de 2.5, 5, 10 e 20 ng/abelha (efeito 

maximizado 60 minutos após a aplicação) e favorecida pela dose de 1.25 ng/abelha 

(independentemente do tempo). Por não afetar a função olfato/gustativa e a atividade motora, 

a única dose em que foi possível analisar o número de estimulações necessárias para o 

decréscimo da REP foi a de 1.25 ng/abelha. Assim, verificou-se que o imidaclopride reduz o 

número de estimulações necessárias para o decréscimo desta resposta. 

Em estudos com abelhas Apis mellifera L., Ramirez-Romero et al. (2005) avaliaram os 

efeitos dos inseticidas deltametrina e imidaclopride e da proteína Cry1 Ab expressa por 

plantas geneticamente modificadas (produzida naturalmente pela bactéria Bacillus 

thuringiensis) sobre a mortalidade, consumo de xarope, atividade forrageadora, aprendizagem 

olfatória pelo método de extensão da probóscide  e capacidade de vôo desses insetos. Os 

autores concluíram que os inseticidas sintéticos (500mg/ Kg de deltametrina e 48mg/ kg de 

imidaclopride) são mais prejudiciais às abelhas do que a proteína Cry1 Ab (1000mg / Kg), 

uma vez que essa não afetou significativamente a mortalidade, o consumo de xarope e a 

capacidade de aprendizagem. 
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Outro fato interessante é como o imidaclopride é metabolizado no organismo de Apis 

mellifera. Suchail et al. (2003) realizaram o tratamento oral de abelhas com imidaclopride nas 

doses de 20 e 50 μg kg-1por abelha. Vinte minutos após o tratamento, 70% do inseticida foi 

detectado no organismo das abelhas, entretanto, apenas 50% era de fato imidaclopride. Os 

outros 20% correspondiam aos metabólitos 5- hidroxiimidaclopride e olefina 

(respectivamente 9% e 8%).  Os pesquisadores verificaram, ainda, que havia uma 

coincidência entre o aparecimento dos metabólitos no corpo das abelhas e a mortalidade 

dessas. Tais dados mostraram que o imidaclopride é o responsável pela neurotoxidade e 

hiperatividade do inseto, mas a letalidade deste é ocasionada também pelos seus metabólitos.  

Em estudos com neurônios, nAChR, isolados do lobo antenal de operárias de Apis 

mellifera com mais de 14 dias de idade e posteriormente submetidos ao imidaclopride, 

Schmuck et al. (2003) mostraram que este composto age como um agonista completo em 

alguns neurônios, porém em outros a ação é parcial (pouca corrente é transmitida), sugerindo 

diferentes tipos de receptores nicotínicos de acetilcolina. Um resultado semelhante obteve 

Guez et al. (2003) em pesquisa com abelhas Apis mellifera tratadas topicamente com o 

inseticida em questão.  

Guez et al. (2001) fizeram experimentos para avaliar os efeitos do imidaclopride sobre 

a resposta de extensão da probóscide e descobriram que o aprendizado olfatório associativo 

nas abelhas é idade-dependente. Entre as abelhas do grupo controle, notou-se que as mais 

velhas (8-10 dias de idade) precisavam de um número maior de estímulos de solução de 

açúcar nas antenas para que não houvesse mais REP do que as abelhas novas (4-7 dias de 

idade). Este comportamento é uma adaptação das abelhas mais velhas ao forrageamento, uma 

vez que a coleta de néctar se dá em locais monótonos e repetitivos. Nas abelhas que 

receberam aplicação de imidaclopride no tórax, notou-se que o inseticida aumentou o número 

de estimulações necessárias em abelhas novas e diminuiu o número de estimulações 

necessárias em abelhas velhas para que a REP fosse interrompida. Dessa forma, Guez et al. 

(2001) propôs uma hipótese confirmada em 2003 por GUEZ et al.: existem dois subtipos de 

receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) com diferentes afinidades ao imidaclopride e 

seus metabólitos. Abelhas com até 7 dias de idade apresentam o subtipo I de nAChRs, 

enquanto que abelhas a partir de 8 dias possuem o subtipo I e o subtipo II de nAChRs. O 

imidaclopride é agonista dos dois subtipos de nAChRs, a olefina é agonista do subtipo I e o 5-

hidroxiimidaclopride é agonista do subtipo II.  

Thany et al. (2003) afirmam que existem diferentes subtipos de receptores nicotínicos 

de acetilcolina e seus RNAm são expressos em diferentes etapas do desenvolvimento. Eles 
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analisaram o subtipo alpha3 e identificaram que em larvas de Apis mellifera, o RNAm desse 

nAChR estava restrito aos gânglios subesofageanos do sistema nervoso periférico e em 

operárias adultas a expressão deste se dava nos lobos ópticos, lobos antenais e principalmente 

no cálice dos corpos pedunculados. 

Decourtye et al. (2003) mostraram ainda que a ação do imidaclopride sobre as abelhas 

é alterada por diversos outros fatores. Em trabalhos com operárias de Apis mellifera de 

inverno e de verão, percebeu-se que a letalidade do imidaclopride se dava em doses menores 

para as primeiras (48 μg kg-1 e 96 μg kg-1, respectivamente). Por outro lado, em testes de 

aprendizado olfatório as abelhas de verão se mostraram mais sensíveis ao inseticida. Tais 

fatos contraditórios os fizeram concluir que as diferenças comportamentais e fisiológicas entre 

essas operárias e a qualidade do pólen coletado alteram a ação do imidaclopride. Como por 

exemplo, nas abelhas de inverno o tecido adiposo é mais espesso e é nele que acontece a 

bioacumulação dos pesticidas; as abelhas de inverno emergem em câmaras mais internas da 

colônia e a estocagem de pólen na colméia é grande; e as abelhas de verão emergem em 

câmaras mais ventiladas e quase não há estocagem de pólen na colônia nesta estação. Dessa 

forma, a exposição à substâncias tóxicas por períodos longos induz  a maior mortalidade das 

operárias de inverno, mas faz com que elas sejam tolerantes a alguns efeitos dos pesticidas.   

Em experimentos, Zafeiridou e Theophilidis (2006) expuseram quatro espécies de 

insetos, Apis mellifera macedônica, Decticus albifrons, Vespa orientalis e Tenebrio molitor, a 

produtos químicos como acetona, imidaclopride e deltametrina para avaliar a alteração 

metabólica que tais compostos provocam. O metabolismo, neste estudo, foi monitorado 

através do ritmo respiratório destes animais. Como a atividade dos músculos respiratórios é 

controlada pelos neurônios motores, que por sua vez são estimulados pelo sistema nervoso 

central, mostrou-se que a concentração de 50 ng de imidaclopride, aplicada topicamente em 

Apis mellifera macedônica, causou uma gradual inibição respiratória por alterar a atividade 

dos motoneurônios após a primeira hora de exposição. Em contraste, nas doses de 100 e 500 

ng a inibição do trato respiratório foi mais rápida, entre 20 e 40 minutos. 

As abelhas Apis mellifera africanizadas se adaptam fisiologicamente as alterações 

ambientais e, assim, podem atuar como um bioindicador natural para a avaliação dos efeitos 

de inseticidas neurotóxicos. Visto que as mudanças na atividade neuronal refletem a interação 

entre o organismo e o meio (CHEN et al., 2002), este trabalho teve por objetivo avaliar os 

efeitos neurotóxicos do inseticida imidaclopride no sistema nervoso de operárias de Apis 

mellifera africanizadas. Como indicador da atividade neuronal foi utilizada a expressão da 

proteína Fos.  
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O proto-oncogene fos, que codifica a proteína nuclear Fos, é um gene de resposta 

precoce, ou seja, o início de sua transcrição se dá momentos após o organismo sofrer um 

estímulo químico, elétrico ou fisiológico. A maioria dos neurônios expressa pouco ou não 

expressa a proteína Fos em condições normais (MORGAN et al., 1987), mas qualquer tipo de 

estímulo (estresse, lesões, alterações climáticas e luminosas, exposição a predadores ou a 

toxinas e até crescimento e diferenciação celular) induz rapidamente a transcrição de Fos nos 

mesmos.  

A fosfoproteína Fos é denominada de fator de transcrição induzível, pois sua função é 

ativar a codificação de outros genes de reposta tardia (SHENG E GREENBERG, 1990). 

Dessa forma, Fos pode aparecer em diversos tipos celulares regulando a ação de outras 

proteínas.  

Para que Fos se ligue a um determinado DNA, dando início a sua transcrição, é 

necessário que esta forme um complexo heterodimérico com proteínas da família Jun. O 

heterodímero interage com uma seqüência consensus -TGACTCA - (CURRAN E FRANZA, 

1988), denominada de Ativador da Proteína-1 (AP-1), ativando a expressão do gene em 

questão. 

O gene fos foi isolado por Curran et al. (1982) a partir do vírus causador do sarcoma 

osteogênico murino (gene v-fos). O gene c-fos encontrado em vertebrados foi isolado 

utilizando-se o gene v-fos como sonda (CURRAN et al., 1983) e mostra-se bastante 

conservado. Ambos codificam fosfoproteínas com localização nuclear. Em invertebrados, 

fatores de transcrição análogos ao produto do gene fos foram identificados em embriões de 

Drosophila por Perkins et al. (1988) e a estrutura do gene homólogo ao c-fos de mamíferos 

foi determinada por Rousseau e Goldstein (2001) e chamado de d-fos. Em Apis mellifera, 

estudos realizados por Fonta et al. (1995) demonstraram a existência de proteínas semelhantes 

a Fos sendo expressas durante o desenvolvimento e a maturação do sistema nervoso de 

operárias. 

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 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; BRANDT et al., 2005). Em abelhas adultas, o cérebro é 

formado pela fusão de três gânglios: o protocérebro, o deutocérebro e o tritocérebro. 
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A região do protocérebro é constituída pelos corpos pedunculados, ponte 

protocerebral, corpo central, lobos acessórios e duas projeções laterais que correspondem aos 

lobos ópticos. Os corpos pedunculados, também conhecidos como corpos de cogumelo, são 

estruturas volumosas e que contêm neurônios intrínsecos, chamados células de Kenyon, em 

número de aproximadamente 170.000 por hemisfério do cérebro. Estes são formados por dois 

pares de cálices, de onde partem pedúnculos em direção ao lobo alfa (região que processa 

toda a informação proveniente das outras regiões do cérebro) (RYBAK E MENZEL,1993; 

FARRIS et al.,1999; ROAT, 2008). Há evidências de que os corpos pedunculados do cérebro 

dos insetos sejam equivalentes ao hipocampo dos vertebrados em relação à aprendizagem 

temporal (CAPALDI et al.,1999).  Os lobos ópticos possuem complexa estrutura e contém 

elementos nervosos que formam os olhos compostos, responsáveis pela captação de estímulos 

visuais (BRANDT et al.,2005).  

Na região relacionada a fotorrecepção os insetos apresentam duas estruturas: os olhos 

compostos e os ocelos. Os olhos compostos são formados por um complexo arranjo celular, 

onde cada célula possui uma especialização. Geralmente existem três ocelos situados 

anteriormente no topo da cabeça (observado nas operárias e rainha de Apis mellifera) 

formando um triângulo (CRUZ-LANDIM, 2009). Provavelmente estas estruturas respondem 

a diferentes graus de intensidade luminosa e possivelmente permitem, em abelhas, a 

visualização da luz ultravioleta (CHAPMAN, 1998).  

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

formadas de prolongamentos de neurônios sensitivos e que recebem estímulos olfatórios 

captados pelos corpos celulares presentes nas antenas e nas estruturas da boca. Estes 

prolongamentos se organizam em aproximadamente 150 glomérulos envolvidos por corpos 

celulares de neurônios motores que controlam o movimento das antenas (KLOPPENBURG, 

1995). Esta estrutura corresponde ao bulbo olfatório dos vertebrados (LANCET, 1986). 

O tritocérebro é uma pequena região da qual partem conectivos que ligam o cérebro ao 

glânglio subesofageano e ao glânglio frontal (pertencente ao sistema estomogástrico) (CRUZ-

LANDIM, 2009). 

Roat e Cruz-Landim (2005) estudaram as diferenças morfológicas do cérebro de 

operárias, rainhas e zangões de A. mellifera, associadas com as diferenças comportamentais 

de cada indivíduo. Os cérebros foram dissecados, preparados de acordo com rotina histológica 

e cortados em micrótomo. Nos zangões o protocérebro é mais desenvolvido, devido ao maior 

desenvolvimento dos lobos ópticos, uma vez que eles não participam da organização social, 

mas precisam de uma visão exata para o acasalamento e sua própria sobrevivência. Nas 
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rainhas, no entanto, que apresentam papel essencial na reprodução, observou-se apenas maior 

quantidade de células neurosecretoras, que produzem hormônios reguladores do 

comportamento reprodutivo. Nas operárias, entretanto, as partes mais desenvolvidas são os 

corpos pedunculados, onde se verificam um cálice mais profundo com grande número de 

pontos convergentes para o pedúnculo, que indicam a presença de mais sinapses. Essa maior 

quantidade de sinapses é necessária para que as operárias possam desenvolver todas as suas 

funções na colônia, como defesa, forrageamento e cuidado e alimentação das abelhas jovens. 

Essa maior plasticidade do cérebro das operárias faz delas os melhores indivíduos da colônia 

para o estudo do sistema nervoso desses insetos. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Está bem estabelecido que altas doses de inseticidas, entre eles o imidaclopride, levam 

à morte dos mais variados insetos, sem distinção daqueles considerados praga e dos benéficos 

aos seres humanos. No entanto, o efeito de doses subletais destes compostos sobre a 

morfofisiologia destes indivíduos ainda merece atenção, pois pode levar a alterações 

comportamentais que venham a comprometer a atividade dos mesmos no ambiente. Desta 

forma, é de extrema importância entender a ação de doses abaixo da DL50 do inseticida 

imidaclopride sobre o sistema nervoso de operárias de Apis mellifera, inseto de grande 

importância econômica mundial. 
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3. OBJETIVO 

 

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos neurotóxicos do inseticida 

imidaclopride no sistema nervoso de operárias de Apis mellifera africanizadas através da 

análise da expressão da proteína Fos.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Material biológico 

Foram utilizados exemplares de abelhas Apis mellifera coletados no apiário do 

Departamento de Biologia - Instituto de Biociências - Universidade Estadual Paulista – 

UNESP - Campus de Rio Claro.  

Favos limpos foram introduzidos em colméias em plena atividade para que suas 

rainhas realizassem a postura e transferidos, 24 horas depois, para as respectivas áreas de 

recria, onde foram monitorados para obtenção de operárias recém- emergidas. As operárias 

campeiras foram coletadas diretamente das colméias.  

 

4.2 Tratamento de operárias pela ingestão de imidaclopride 

Operárias de Apis mellifera foram acondicionadas em caixas de madeira medindo 11 

cm de comprimento x 11 cm de largura x 7 cm de altura (10 abelhas por caixa), previamente 

forradas com papel-filtro. Os grupos experimentais receberam suprimentos de água, que 

consiste em algodão embebido em água e colocado em tampa plástica. Antes do tratamento, 

estas permaneceram de 2 a 4 horas em jejum em estufa B.O.D., com temperatura a 32 °C +- 

1°C e umidade relativa de 70%. Transcorrido o tempo do jejum, uma gota de 1μL de solução 

de açúcar e imidaclopride (nas doses de 10, 20, 40 e 80 ng/abelha), foi oferecida às abelhas 

individualmente. Ao grupo controle foi oferecido uma gota de 1 μL contendo apenas solução 

de açúcar. Após a ingestão, cada abelha tratada foi acondicionada em um recipiente plástico e 

coletada para dissecção aos 15 minutos, 30 minutos,1 hora e 4 horas após o tratamento. 

  

4.3 Microtomia 

Após a coleta, tratamento e anestesia (5 minutos no freezer) dos insetos nos tempos 

mencionados, os cérebros foram dissecados e rapidamente fixados em formalina neutra 

tamponada. O material após 48 horas de fixação foi desidratado com banhos de 30 minutos de 

soluções de álcool com concentrações crescentes e de xilol 100%. Depois do último banho em 

xilol os cérebros foram imersos em paraplast Merck (60ºC em estufa) por 12 horas e incluídos 

para corte.  

Os cortes do cérebro foram realizados em micrótomo Leica (mod. RM 2145) com 

espessura aproximada de 6 μm, e colocados sobre lâminas histológicas pré- tratadas com 

polilisina. As lâminas permaneceram por uma noite em temperatura ambiente para secagem e, 
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posteriormente, foram desparafinizadas com banhos de 20 minutos em soluções de xilol e 

álcool com concentrações decrescentes e novamente secas à temperatura ambiente.  

 

4.4 Imunohistoquímica 

Os cortes foram tratados com 0,3% de peróxido de hidrogênio em solução tampão de fosfato 

de potássio 0,02M e pH 7,4 (KPBS) + 0,3% de Triton X-100, por cerca de 10 minutos, sendo 

em seguida, incubados em soro normal de cabra para bloqueio. Decorrido o tempo necessário, 

os cortes foram incubados, por 48 horas, com o anticorpo primário policlonal anti-fos (Ab-5, 

Calbiochem) feito em coelho, na concentração 1:20.000 e 3% de soro normal de cabra em 

KPBS + 3% de Triton X-100, em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em KPBS e 

incubados, por 1 hora, em anticorpo secundário biotinilado, feito em cabra contra coelho 

(Vector, 1:1000) e por mais 1 hora em complexo de avidina-biotina (Vector, 1:500). Após 

esses procedimentos os cortes foram revelados com tetrahidroclorato de diaminobenzidina 

(DAB, Sigma) e 0,03% de peróxido de hidrogênio dissolvidos em KPBS. Os cortes 

permaneceram reagindo por cerca de 5 minutos, e para cessar as reações foram realizadas 

lavagens sucessivas com KPBS.  

Existe uma grande similaridade entre a proteína Fos de mamíferos (55 a 72 KDa) e de 

insetos (proteína Fos de abelhas - ~30KDa e ~55KDa), por isso a utilização dos reagentes 

imunohistoquímicos citados acima (TRATNER et al., 1990; FONTA et al., 1995). A eficácia 

desses reagentes para a marcação de Fos no cérebro de Apis mellifera africanizada foi 

comprovada, em nosso laboratório, pelo trabalho de Nocelli et al., 2009. 

 

4.5 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 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 Plus 6.3 

numa área tecidual de 1001 μm X 1001 �m, zoom de 25%.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Abelhas recém-emergidas e campeiras foram tratadas com 10, 20, 40 e 80 ng/abelha 

de imidaclopride e seus cérebros dissecados 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas após a 

ingestão do composto. O tempo de exposição ao inseticida foi de no máximo 4 horas devido à 

grande mortalidade de campeiras tratadas com 80 ng/abelha (Tabelas 1 e 2). Souza (2009) em 

trabalho com operárias de Apis mellifera observou uma elevada taxa de mortalidade de 

abelhas expostas à dose letal de 1,0 ng/abelha do inseticida fipronil, tendo que dissecar os 

cérebros 4 horas após o contato. O fato de operárias campeiras terem apresentado maior taxa 

de mortalidade quando comparadas as recém-emergidas pode ser explicado pela diferente 

interação do imidaclopride e seus metabólitos com os receptores de acetilcolina nas idades 

mencionadas. Suchail et al. (2003) realizaram o tratamento oral de abelhas Apis mellifera com 

imidaclopride e notaram que este é o responsável pela neurotoxidade e hiperatividade do 

inseto, mas a letalidade é ocasionada também pelos seus metabólitos, 5-hidroxiimidaclopride 

e olefina. Guez et al. (2003), em pesquisa com abelhas Apis mellifera tratadas topicamente 

com imidaclopride, sugerem que existem dois subtipos de receptores nAChRs com diferentes 

afinidades à este composto e seus metabólitos. Operárias com até 7 dias de idade apresentam 

o subtipo I de nAChRs , enquanto que abelhas a partir de 8 dias possuem o subtipo I e o 

subtipo II de nAChRs. O imidaclopride é agonista dos dois subtipos de nAChRs, a olefina é 

agonista do subtipo I e o 5-hidroxiimidaclopride é agonista do subtipo II. Por executarem 

tarefas extra-coloniais, as campeiras apresentam maior desgaste físico do que as recém-

emergidas, o que certamente influenciou na menor sobrevivência das primeiras.  

O proto-oncogene fos, que codifica a proteína nuclear Fos, é um gene de resposta 

precoce, ou seja, o início de sua transcrição se dá momentos após o organismo sofrer um 

estímulo químico, elétrico ou fisiológico. A maioria dos neurônios expressa pouco ou não 

expressa a proteína Fos em condições normais (MORGAN et al., 1987), mas qualquer tipo de 

estímulo (estresse, lesões, alterações climáticas e luminosas, exposição a predadores ou a 

toxinas e até crescimento e diferenciação celular) induz rapidamente a transcrição de Fos nos 

mesmos. Como as condições experimentais (luminosidade, acondicionamento, manipulação, 

entre outros) consistem num fator estressante, as abelhas dos grupos tratados e controles 

foram submetidas aos mesmos procedimentos com o propósito de garantir que as oscilações 

de expressão de Fos entre os indivíduos controle e tratados fossem decorrentes da ação do 

inseticida no sistema nervo dos insetos.   
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Os anticorpos citados no item 4.4, se ligam às proteínas Fos produzidas no núcleo dos 

neurônios. O papel do reagente DAB é evidenciar tais proteínas ligadas ao anticorpo, assim, o 

núcleo que apresenta expressão de Fos aparece mais fortemente corado que os demais. Esta 

técnica nos permitiu avaliar a quantidade de núcleos de neurônios que expressaram a proteína 

Fos. 

 Os resultados para a expressão de fos obtidos pelo presente trabalho são semelhantes à 

expressão basal do gene mapeada por Nocelli et al. (2009). Houve uma expressão positiva 

para Fos nos ocelos e na região dos olhos, principalmente na lâmina e na retina (as quais são 

formadas por corpos celulares de neurônios). As demais regiões não apareceram marcadas.   

Expressão semelhante nas estruturas dos olhos e ocelos foi identificada pelo trabalho 

de Jacob (2007) que tem avaliado os efeitos do dióxido de carbono no cérebro de Apis 

mellifera. Bidmon et al. (1991) em estudos com Manduca sexta e Cymborowski e King 

(1996) trabalhando com Calliphora vicina  também observaram expressão de Fos nos lobos 

ópticos destes insetos. A partir do analisado, comprovou-se que a marcação positiva de Fos 

nas regiões do ocelo e dos cálices ópticos é devido ao contato das abelhas com a 

luminosidade, em condições não naturais, uma vez que para que o tratamento com o inseticida 

fosse realizado, as operárias precisaram ser retiradas das colônias e acondicionadas sob certa 

intensidade luminosa. Como a marcação nestas regiões se deu em conseqüência ao estresse 

luminoso e não ao contato com o imidaclopride, os resultados da contagem do número de 

células com expressão positiva para Fos não foram apresentados neste trabalho.  

As doses subletais de imidaclopride comprovadamente provocam alterações de 

memória nos insetos (LAMBIN et al., 2001; MEDRZYCKI et al., 2003; DECOURTYE et al., 

2004), dessa forma, esperava-se um aumento na expressão da proteína Fos em determinadas 

regiões do cérebro envolvidas com a aprendizagem  e a interação do inseto com o meio 

ambiente, como os corpos pedunculados e os lobos antenais, indicando a toxicidade do 

imidaclopride sobre o sistema nervoso central das abelhas Apis mellifera. Nos corpos 

pedunculados são observados a região do cálice, formada por corpos celulares de neurônios 

de associação, e o pedúnculo, formado pelos prolongamentos celulares. Esses são tidos como 

os centros de processamento dos estímulos sensoriais recebidos pelos olhos e pelas antenas. 

Os lobos antenais são constituídos por prolongamentos de células sensoriais das antenas e 

pelos neurônios motores (CRUZ-LANDIM, 2009).   No estudo de Jacob (2007) operárias no 

5º instar de desenvolvimento foram submetidas à 30 segundos, 1 minuto, 1 minuto e meio e 2 

minutos de exposição ao gás dióxido de carbono. Essas abelhas foram coletadas e dissecadas 

21, 28 e 35 dias após o tratamento e demonstraram uma marcação positiva para a proteína Fos 



22 
 

nos corpos pedunculados e nos lobos antenais (Figura 5), embora outros estudos sejam 

necessários para comprovar o quanto destas marcações são decorrentes do gás carbônico e o 

quanto são respostas à outros fatores externos à colônia. Fonta et al.(1995) também 

observaram tais marcações positivas na região dos lobos antenais.  

Souza (2009) avaliou os efeitos tópicos do inseticida fipronil (DL50 de 0,157 

ng/abelha) sobre os corpos pedunculados de Apis mellifera africanizada utilizando 

metodologia semelhante a deste trabalho e obteve como resultado uma super expressão de Fos 

apenas para as doses letais de 1,0 e 0,5 ng/abelha quando comparadas a expressão desta 

proteína no controle e na dose subletal de 0,1 ng/abelha. Embora o fipronil tenha modo de 

ação diferente do imidaclopride, seus resultados não contradizem o obtido neste trabalho, pois 

a dose letal para o imidaclopride, em condições laboratoriais, estabelecida por Rossi (2007), é 

de 80,9 ng/abelha e dessa forma, as doses testadas pelo presente trabalho constituem doses 

subletais e não provocaram super expressão da proteína. Embora não tenha ocorrido a 

expressão positiva para Fos, os sintomas de hiperexcitação foram notados e os cérebros de 

abelhas expostas ao imidaclopride, freqüentemente, se apresentaram gelatinosos e sensíveis. 

Também houve muita perda de material na montagem das lâminas histológicas e dificilmente 

os cortes eram obtidos com as estruturas cerebrais intactas (Figura 6). Tais fatos dificultaram 

as repetições para a amostragem de Fos. 

Analisando-se os valores quantitativos da expressão da proteína Fos (Tabelas 3 e 4) 

percebe-se que não houve um padrão de resultados tendo muita variação entre os valores de 

mesmo tratamento (Figura 4), assim, uma comparação estatística entre diferentes tratamentos 

tornou-se inviável. Conclui-se, então, que a expressão da proteína Fos não é um bom 

indicador dos efeitos neurotóxicos das doses subletais de imidaclopride sobre o cérebro de 

operárias recém-emergidas e campeiras de Apis mellifera africanizadas. 

A transcrição de gene fos é induzida por sinais extracelulares desencadeados por íons, 

fatores de crescimento, neurotransmissores, drogas, entre outros (KOVÁCS, 2008). Acredita-

se, portanto, que a ação agonista do imidaclopride nas sinapses do sistema nervoso das 

abelhas não induziram a produção da proteína Fos ou que o estado convulsivo ou de 

hiperexcitação provocado pela intoxicação com imidaclopride levou a morte dos neurônios. 

Moretto (1998) em estudo com agentes inibidores da acetilcolinesterase afirmou que existe a 

recuperação completa da síndrome colinérgica (impulso nervoso é transmitido continuamente 

pela diminuição da atividade das enzimas degradadoras da acetilcolina) pela produção de 

novas enzimas, a menos que o sistema nervoso central tenha sido lesionado como 

conseqüência da convulsão ou da anóxia. Porém, Rossi (2007) não constatou morte celular no 
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cérebro de abelhas africanizadas expostas as doses de 25 ng/abelha, 50 ng/abelha e 80,9 

ng/abelha de imidaclopride. 

Muitos trabalhos vêm sendo feitos para melhor entender o modo de ação do 

imidaclopride. Armengaud et al. (2001) evidenciaram que compostos agonistas dos nAChRs 

do cérebro de abelhas provocam maior emissão de citocromo oxidase (CO) pelas células, 

ativando assim o metabolismo celular, enquanto que antagonistas dos nAChRs provocaram 

diminuição no metabolismo celular (pouca emissão de CO). Esses autores afirmam ainda que 

o imidaclopride  ativou o metabolismo celular nos corpos pedunculados e não o fez com tanta 

eficácia nos lobos antenais. Em trabalho com culturas de células de Kenyon dos corpos 

pedunculados, Déglise et al. (2002) concluiram que o imidaclopride é um agonista parcial 

destas células, uma vez que este induziu apenas 36% de correntes nervosas quando 

comparados à correntes geradas pela acetilcolina. Além disso, quando os autores aplicaram 

nas culturas celulares uma mistura de acetilcolina e imidaclopride a amplitude das correntes 

induzidas nestas foram significativamente menores em comparação com a aplicação de 

acetilcolina com solução salina. Eles ainda mostraram que o imidaclopride (1 mM) atuou 

como antagonista dos receptores GABA quando aplicados em culturas de células de Kenyon 

juntamente com o neurotransmissor GABA, mas este efeito aconteceu independentemente da 

interação do inseticida com os nAChRs. As sinapses glutaminérgicas situam-se nos neurônios 

dos nervos motores e segundo Déglise et al. (2002) as células de Kenyon também estabelecem 

tais sinapses. Barbara et al. (2008) em pesquisa com cultura de células dos lobos antenais 

obtiveram resultados que identificaram o imidaclopride como agonista parcial dos nAChRs, 

semelhante aos dados de Déglise et al. (2002).  

 Comprovadamente as abelhas são sensíveis ao imidaclopride e um mecanismo bem 

conhecido de sua ação são os receptores nicotínicos de acetilcolina, porém acredita-se que os 

receptores GABA também constituem um modo de ação deste inseticida.  Dessa maneira é 

necessário a realização de estudos, a fim de se verificar de que forma o imidaclopride interage 

com os neurônios do sistema nervoso central das abelhas africanizadas e o porque estes não 

expressam a proteína Fos em tais cirscuntâncias. 
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Bioensaios controle 

Recém-emergidas Campeiras 

Tempo Número de 

abelhas 

mortas 

Número de 

abelhas 

vivas 

Tempo Número de 

abelhas 

mortas 

Número de 

abelhas 

vivas 

5 minutos 0 5 5 minutos 0 5 

15 minutos 0 5 15 minutos 0 5 

30 minutos 0 5 30 minutos 0 5 

1 hora 0 5 1 hora 0 5 

2 horas 0 5 2 horas 1 4 

3 horas 0 5 3 horas 0 4 

4 horas 0 5 4 horas 0 4 

 

Tabela 1: Bioensaio controle de abelhas que permaneceram em jejum, foram alimentadas 
com 1μL de solução de açúcar e, posteriormente, foram acondicionadas por 4 horas. Cada 
grupo de abelhas (recém-emergidas e campeiras) foi representado, neste ensaio, por 5 
indivíduos.  
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Bioensaios de tratamento com 80ng/μL 

Recém-emergidas Campeiras 

Tempo Número de 

abelhas 

mortas 

Número de 

abelhas 

vivas 

Tempo Número de 

abelhas 

mortas 

Número de 

abelhas 

vivas 

5 minutos 0 10 5 minutos 1 9 

15 minutos 0 10 15 minutos 0 9 

30 minutos 0 10 30 minutos 1 8 

1 hora 0 10 1 hora 0 8 

2 horas 0 10 2 horas 2 6 

3 horas 0 10 3 horas 0 6 

4 horas 0 10 4 horas 3 3 

 

Tabela 2: Bioensaio de abelhas que permaneceram em jejum, foram alimentadas com 1μL de 
solução de açúcar contendo 80ng de imidaclopride e, posteriormente, foram acondicionadas 
por 4 horas. Cada grupo de abelhas (recém-emergidas e campeiras) foi representado, neste 
ensaio, por 10 indivíduos.  



26 
 

 

Expressão de Fos nos corpos pedunculados 

Idade Tratamentos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 

Recém - 

emergidas 

Controle 0 17 0 0 

Controle 10 0 37 0 

10 ng/abelha 26 0 28 0 

10 ng/abelha 41 91 7 0 

20 ng/abelha 0 214 18 0 

20 ng/abelha 0 17 0 0 

40 ng/abelha 8 5 0 37 

40 ng/abelha 31 9 0 0 

80 ng/abelha 80 16 0 0 

80 ng/abelha 33 0 0 0 

Campeiras Controle 46 7 0 18 

Controle 10 22 0 4 

10 ng/abelha 40 25 0 76 

10 ng/abelha 34 20 60 21 

20 ng/abelha 100 10 0 20 

20 ng/abelha 59 2 0 23 

40 ng/abelha 18 0 24 10 

40 ng/abelha 1 0 12 1 

80 ng/abelha 15 5 0 0 

80 ng/abelha 0 36 13 0 

 

Tabela 3: Análise quantitativa da expressão da proteína Fos nos corpos pedunculados. 
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Expressão de Fos nos lobos antenais 

Idade Tratamentos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 

Recém - 

emergidas 

Controle 0 0 0 217 

Controle 0 0 0 235 

10 ng/abelha 15 0 65 9 

10 ng/abelha 0 0 0 21 

20 ng/abelha 0 0 0 7 

20 ng/abelha 0 0 0 2 

40 ng/abelha 17 0 0 0 

40 ng/abelha 23 24 0 0 

80 ng/abelha 0 0 13 0 

80 ng/abelha 0 0 6 11 

Campeiras Controle 7 0 0 0 

Controle 2 0 0 0 

10 ng/abelha 10 0 31 0 

10 ng/abelha 0 0 0 0 

20 ng/abelha 7 6 0 0 

20 ng/abelha 15 3 0 0 

40 ng/abelha 0 0 6 0 

40 ng/abelha 0 0 8 0 

80 ng/abelha 0 0 22 0 

80 ng/abelha 0 0 0 11 

 

Tabela 4: Análise quantitativa da expressão da proteína Fos nos lobos antenais.  
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Expressão de Fos nos corpos pedunculados (em porcentagem) 

Idade Tratamentos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 

Recém - 

emergidas 

Controle 0 1,440678 0 0 
Controle 

0,847458 0 3,135593 0 
10 ng/abelha 2,20339 0 2,372881 0 
10 ng/abelha 

3,474576 7,711864 0,59322 0 
20 ng/abelha 0 18,13559 1,525424 0 
20 ng/abelha 

0 1,440678 0 0 
40 ng/abelha 0,677966 0,423729 0 3,135593 
40 ng/abelha 

2,627119 0,762712 0 0 
80 ng/abelha 

6,779661 1,355932 0 0 
80 ng/abelha 2,79661 0 0 0 

Campeiras Controle 
3,898305 0,59322 0 1,525424 

Controle 0,847458 1,864407 0 0,338983 
10 ng/abelha 

3,389831 2,118644 0 6,440678 
10 ng/abelha 2,881356 1,694915 5,084746 1,779661 
20 ng/abelha 

8,474576 0,847458 0 1,694915 
20 ng/abelha 

5 0,169492 0 1,949153 
40 ng/abelha 1,525424 0 2,033898 0,847458 
40 ng/abelha 

0,084746 0 1,016949 0,084746 
80 ng/abelha 1,271186 0,423729 0 0 
80 ng/abelha 

0 3,050847 1,101695 0 
 

Tabela 5: Proporção de células com expressão positiva de Fos nos corpos pedunculados. A 
média do número de neurônios presentes numa área tecidual de 1001 μm X 1001 �m foi de 
1180 para os corpos pedunculados. 
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Expressão de Fos nos lobos antenais (em porcentagem) 

Idade Tratamentos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 

Recém - 

emergidas 

Controle 
0 0 0 116,5101 

Controle 0 0 0 126,1745 
10 ng/abelha 8,053691 0 34,89933 4,832215 
10 ng/abelha 

0 0 0 11,27517 
20 ng/abelha 0 0 0 3,758389 
20 ng/abelha 

0 0 0 1,073826 
40 ng/abelha 9,127517 0 0 0 
40 ng/abelha 

12,34899 12,88591 0 0 
80 ng/abelha 0 0 6,979866 0 
80 ng/abelha 

0 0 3,221477 5,90604 
Campeiras Controle 

3,758389 0 0 0 
Controle 1,073826 0 0 0 

10 ng/abelha 
5,369128 0 16,6443 0 

10 ng/abelha 0 0 0 0 
20 ng/abelha 

3,758389 3,221477 0 0 
20 ng/abelha 8,053691 1,610738 0 0 
40 ng/abelha 

0 0 3,221477 0 
40 ng/abelha 0 0 4,295302 0 
80 ng/abelha 

0 0 11,81208 0 
80 ng/abelha 

0 0 0 5,90604 
 

Tabela 6: Proporção de células com expressão positiva de Fos nos lobos antenais. A média 
do número de neurônios presentes numa área tecidual de 1001 μm X 1001 �m foi de 186,25 
para os lobos antenais. A porcentagem dos controles de recém emergidas excederam 100%, 
pois dependendo da região do lobo antenal em que o corte histológico foi obtido um grande 
número de núcleos de neurônios ficaram evidentes para contagem, o que pode não ter 
acontecido nos cortes corados com hematoxilina e eosina que serviram como referência para o 
cálculo das proporções. 
 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

 

Figura 1: A- representação esquemática do cérebro de abelhas Apis mellifera (fonte: 
BRANDT et al., 2005), evidenciando as principais regiões analisadas no presente trabalho (O 
- Olhos, CP - Corpo Pedunculado e LA - Lobo Antenal); B- corte histológico do corpo 
pedunculado, corado com hematoxilina e eosina (HE), no qual CK representa os corpos 
celulares das Células de Keyon e Ca representa o Cálice. 
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Figura 2: A- corte histológico do cérebro de Apis mellifera, HE, mostrando os Corpos 
Pedunculados (CP), os Lobos Antenais (LA) e os Ocelos (Oc); B- corte histológico do 
cérebro de Apis mellifera, tratada com 40ng/μL de imidaclopride (tempo de 1hora), submetido 
à reação imunohistoquímica evidenciando que os Ocelos (Oc) tiveram marcação positiva para 
a proteína Fos (coloração mais intensa) enquanto que as demais regiões não reagiram ao 
anticorpo anti c-Fos; C- detalhe do ocelo do corte histológico anterior; D- ocelo de operária 
tratada com 20ng/μL há 15 minutos. Os círculos indicam núcleos de neurônios com expressão 
positiva para Fos. 
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Figura 3: A- representação esquemática de um omatídeo que constitui a retina dos olhos 
compostos de Apis mellifera (fonte: CHAPMAN, 1998); B- corte histológico do olho de 
operária tratada com 40ng/μL de imidaclopride (tempo de 1 hora), submetido à reação 
imunohistoquímica, evidenciando a região dos Omatídeos (Om) que teve marcação positiva 
para a proteína Fos (coloração mais intensa); C- Corte histológico do olho de operária tratada 
com 20ng/μL de imidaclopride (tempo de 1hora) evidenciando resultado semelhante à 
imagem anterior. Os círculos indicam núcleos de neurônios com expressão positiva para Fos. 
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Figura 4: Comparação entre resultados obtidos pelo presente trabalho. Os círculos em preto 
indicam a marcação positiva para Fos. A e B – Corpos pedunculados de recém-emergidas 
tratadas com 10 ng/�L de imidaclopride (cérebros dissecados 30 minutos após a ingestão do 
inseticida), mostrando as Células de Kenyon (CK) e o Cálice (Ca). Na figura B aparece parte 
do Ocelo (Oc). C- Lobo antenal de recém-emergida controle (cérebro dissecado 4 horas após 
a ingestão de 1 �L de solução de açúcar). D- Lobo antenal de recém-emergida controle 
(cérebro dissecado 30 minutos após a ingestão de 1 �L solução de açúcar). 
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Figura 5: Comparação dos resultados obtidos pelo presente trabalho e daqueles obtidos no 
trabalho de Jacob (2008). A e B – cérebro de campeira com 35 dias de idade e que foram 
expostas à 30 segundos de aplicação de dióxido de carbono no 5° instar de desenvolvimento. 
A imagem A mostra o lobo antenal e a imagem B o corpo pedunculado. Os círculos em preto 
indicam a marcação positiva para Fos. C- Lobo antenal de campeira tratada com 80ng/�L de 
imidaclopride (cérebro dissecado 1 hora após a ingestão do inseticida. D- Corpo pedunculado 
de campeira tratada com 80ng/�L de imidaclopride (cérebro dissecado 15 minutos após a 
ingestão do inseticida), mostrando as Células de Kenyon (CK) e o Cálice (Ca). 
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Figura 6: Cortes histológicos corados com HE, evidenciando a dificuldade de obtenção de 
cérebros intactos. A- cérebro de campeira tratada com 10ng/�L de imidaclopride e dissecado 
15 minutos após a ingestão do inseticida. B- cérebro de campeira tratada com 40ng/�L de 
imidaclopride e dissecado 4 horas após a ingestão do inseticida.C- Corpo pedunculado de 
campeira tratada com 10ng/�L de imidaclopride (cérebro dissecado 15 minutos após a 
ingestão do inseticida), mostrando as Células de Kenyon (CK) se desprendendo do Cálice 
(Ca). D- cérebro de recém-emergida tratada com 80ng/�L de imidaclopride e dissecado 15 
minutos após a ingestão do inseticida. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que: 

1 - A expressão da proteína Fos não é um bom indicador dos efeitos neurotóxicos das 

doses subletais de imidaclopride sobre o cérebro de operárias recém-emergidas e campeiras 

de Apis mellifera africanizadas. 

2 – No entanto, durante a realização dos experimentos pode-se verificar que as abelhas 

tratadas com imidaclopride apresentaram reações adversas ao mesmo, tais como 

hiperexcitação, tremores e desorientação. Desta forma, são necessários estudos utilizando 

diferentes metodologias para se verificar qual o modo de interação do imidaclopride com o 

sistema nervoso deste inseto. 

3 – Estudos envolvendo inseticidas devem levar em consideração o modo de 

metabolização dos mesmos no organismo do inseto, uma vez que seus metabólitos podem ter 

ações potencializadores e/ou antagonistas à molécula do inseticida original. O imidaclopride é 

parcialmente metabolizado em olefina e 5-hidroxiimidaclopride que podem ter ações 

diferentes da molécula pura e agir em tempos diferentes daqueles previstos para 

imidaclopride. 
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