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RESUMO

As abelhas sdo insetos cusociais tendo uma divisdo de castas bem definida em rainha,
zangdes e operarias. As operarias se dividem em diferentes categorias de trabalho,
incluindo campeira que sai da colmeia em busca de alimento e a nutridora que permanece
na colmeia cuidando dos ovos e larvas, limpando e alimentando. Esses insetos garantiram
seu sucesso adaptativo por possuirem um sistema sensorial eficiente baseado em um
cérebro e corddo nervoso ventral. Seus sinais sdo transmitidos pelas mudangas do
potencial elétrico através de suas membranas na presenga de neurotransmissores, como
NMDA. O efeito do NMDA na aprendizagem e memoria ainda ndo esta totalmente claro,
porém estudos revelam que a transmissdo glutamatérgica ¢ uma parte integrante da
memoria da abelha, enquanto dados recentes indicam que o seu receptor promove a
regulagdo do sono em Drosophila melanogaster. O presente trabalho teve como objetivo
investigar o efeito morfoldgico da injecdo de NMDA no cérebro das abelhas operarias
nutridora e campeira Apis mellifera utilizando a coloragdo Hematoxilina e Eosina (H.E.)
e impregnagdo metalica. Para isso, cortes de cérebros de abelhas doados pelo Laboratorio
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Uberlandia, foram
processados e as imagens digitalizadas e analisadas por microscopia de luz. A coloragdo
H.E. e impregnacdo metalica sdo amplamente utilizadas no estudo de insetos, incluindo a
abelhas 4. mellifera e foram uteis na investigagcdo morfoldgica e comparativa dos cérebros
de operarias. Notou-se que o processamento dos cérebros, incluindo a dissecgdo, o
fatiamento ¢ a desidratacdo, resultaram em alteragdes estruturais ¢ danos no tecido
cerebral, provavelmente devido a extensa manipulagdo. As analises morfoldgicas
permitiram identificar diferencas entre as regides do cérebro das operarias nutridora e
campeira tratadas e ndo tratadas com NMDA, as quais podem refletir em mudangas
anatomicas e fisioldgicas, bem como indicar a interferéncia da droga no aspecto cerebral,

determinando ou nao a funcao dessas abelhas na colmeia.

Palavras-chave: Hematoxilina & Eosina. Impregnagdo metalica. Inseto eusocial. N-

metil-D- aspartato.
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1 INTRODUCAO

Estudos com abelhas Apis mellifera sao importantes para a compreensao de
processos bioldgicos sobre o desenvolvimento ontogenético, formagao de casta,
aprendizagem e memoria, envelhecimento, transporte e motilidade celular,
biossinalizacdo, dentre outros (Huang; Robinson, 1992).

As abelhas sdo insetos eusociais tendo uma divisdo de castas bem definida em
rainha, zangdes e operdrias (Figura 1). As operarias se dividem em diferentes categorias
de trabalho, incluindo campeira que é aquela abelha que sai da colmeia em busca de
alimento e a nutridora que permanece na colmeia cuidando dos ovos e larvas, limpando e

alimentando (Johnson, 2010).

Figura 1 - Divisao de castas evidenciando operaria (A), rainha (B) e zangao (C)

A

Fonte: Bonoan; Starks (2021).

Abelhas vivendo em colonias sauddveis na primavera € no verao passam por trés
transigdes de divisdo de tarefas (Figura 2): limpadoras para nutridora, nutridora para meia-

idade e meia-idade para forrageira (Beshers; Fewell, 2001; Amdam; Ombholt, 2003).

Figura 2 - Divisao de tarefas na colmeia

Dia1l Dia 4 Estagio Dia 10 Dia 22 Dia22-24 Dia24-32 Dia32-40 Dia40-43 ApdsDia43
Rainha Ovo,larva  pupal abelha Operaria  Operdria ~ Operdria ~ Operaria ~ Operdria
& operaria adulta faxineira nutridora construtora  guardid forrageira

Fonte: Langley (2023).



Os primeiros dias de vida de uma abelha sdo gastos para o desenvolvimento
continuo e aquisi¢ao das habilidades de voar e picar (Seeley, 1982). A tarefa de cuidados
da nutridora normalmente dura cerca de uma semana, podendo variar esse tempo de
quatro a doze dias (Ribbands, 1953; Seeley, 1982). Além de alimentar a ninhada, as
nutridoras também transferem proteinas e secregdes para as abelhas mais jovens € mais
velhas no ninho e sdo, portanto, importantes para seu desenvolvimento ¢ manuten¢do
(Crailsheim, 1991; 1992). As nutridoras cuidam da rainha (Winston, 1987), regulando o
comportamento desta casta (Figura 3) através da taxa de alimentag@o e agem como abelhas
mensageiras, espalhando os feromonios da rainha pelo ninho (Velthuis, 1972; Seeley,

1979).

Figura 3 - Comunicagao da rainha e seus efeitos na colmeia

Recria e substituicdo Agrupamento de
da rainha enxame

Reprodugdo de
abelhas

Atragdo de zangdo e
acasalamento

Operaria
guardia

Operaria = Operaria
nutridora Op'era.rla campeira
faxineira

Fonte: Adaptado de Sawchyn (2020).



As abelhas de meia-idade permanecem em sua casta pelo periodo de uma semana,
dos doze aos vinte e um dias (Seeley, 1982; Johnson, 2008a). Suas tarefas sdo desde a
constru¢do e manutencdo do ninho, até o recebimento e processamento de néctar, para
proteger a entrada do ninho (Seeley, 1982; Trumbo; Huang; Robinson, 1997; Johnson
2003; 2008; 2008b). As abelhas de meia-idade podem ser divididas em duas categorias:
as mais jovens gastam mais tempo na constru¢ao de favos e manutencao geral da colonia,
enquanto as mais antigas fazem a transi¢cdo para o processamento de néctar e outras
tarefas, que as colocam mais perto da entrada do ninho (Seeley, 1995; Trumbo; Huang;
Robinson, 1997). Enquanto isso, as campeiras coletam o néctar e o transferem para as
abelhas de meia-idade proximas a entrada do ninho para processamento ¢ armazenamento
do mel (Seeley, 1956).

Uma vez feita a transi¢@o para a alimentacao, as abelhas j4 ndo participam de tarefas
internas (Winston, 1987; Seeley, 1995). Em vez disso, elas se concentram em procurar
recursos que a coldnia precisa: propolis, dgua, pélen e néctar (Robinson, 1992; Seeley,
1996; Calderone, 1998).

Esses insetos garantiram seu sucesso adaptativo por possuirem um sistema sensorial
eficiente baseado em um sistema nervoso composto por cérebro e cordao nervoso ventral
(Oleskevick; Clements; Srinivasan, 1997). O cérebro ¢ dividido em trés regides, o
protocérebro na anterior, compreendido pelos lobos opticos e os corpos de cogumelo; o
deutocérebro formado pelos lobos antenais; e o tritocérebro, abaixo do deutocérebro
(Snodgrass, 1956), como pode ser visualizado na Figura 4.

No cérebro da abelha A. mellifera os lobos antenais sdo responsaveis pelo
processamento quimiossensorial, enquanto os lobos Opticos recebem e transmitem
informagdes de fotorreceptores encontrados na retina (Pagy, 2013). Os corpos de
cogumelo estdo relacionados a aprendizagem e a memoria da abelha (Hernandez, 2009).

As regides do cérebro que contém corpos celulares de neurdnios sao denominadas
de somata e as regides contendo os prolongamentos celulares sdo chamadas de neurdpila
(Schoter; Menzel, 2003; Brandt et al., 2005). Os neurdnios s3o classificados em
sensoriais, motores e de associagdo, também denominados como interneurdnios, ja que se
intercalam entre os dois primeiros tipos de neuronios (Banerjee; Bharadwaj, 1974;
Rehder, 1989; Kloppenburg, 1995; Brandt et al., 2005). Os interneurénios apresentam
complexa organizacdo e estdo localizados principalmente nos corpos pedunculados,
estruturas pertencentes ao protocérebro (Menzel; Giurfa, 2001).

O protocérebro ¢ regido central e de uma somata na regido periférica formada por
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arborizagdes sobrepostas de neuronios que partem dos lobos antenais, lobos 6Opticos

e dos corpos pedunculados (Rybak, 2012).

Figura 4 - Diferentes estruturas morfologicas do cérebro da abelha Apis mellifera

a/ab, anel basal; b, borda; c, colar; ca, calice; cc, corpo central; CL/cl, calice lateral; CM/cm,
calice medial; CP/cp, corpo pedunculado; GS, ganglio subesofagico; LA/la, lobo antenal; LO/lo,
lobo 6ptico; OC, olho composto; pc, ponte cerebral; Pe/p, pedinculo; Pr/pr, protocérebro; a,
pedunculo externo; B, pedinculo interno. Setas entre as imagens indicam correspondéncia dos
ocelos e lobo 6ptico entre o esquema e o cérebro dissecado.
Fonte: Adaptado de Azevedo; Nocelli (2020).

A ponte cerebral ¢ constituida por prolongamentos nervosos, uma massa de
neurdpila responsavel pela conexdo e comunicagao entre os lobos esquerdo e direito do
protocérebro (Cruz-Landim, 2009). Estes neuronios respondem ao estimulo da antena, de
luz e a mecanicos no térax ou no abdémen (Homberg, 1984).

Os corpos pedunculados, também conhecidos como corpo de cogumelo (do inglés
mushroom bodies), sdo estruturas pares constituidas de massas de neurdpilas em forma
de calice, de onde partem dois pediunculos que se unem na base (Heisenberg, 1998),
formados pelos labios (borda do célice), colar (parede do célice) e o anel basal (fundo do

calice) (Strausfeld, 2002), de onde partem os pedunculos B (mais externos) e o (mais



internos) (Menzel et al., 1994). Os corpos pedunculados estdo relacionados com a
plasticidade comportamental das abelhas, porque sdo centros de integracdo e
processamento de informagdes olfativas, visuais, gustativas e mecanossensorial
(Komischke et al., 2005; Kiya; Kunieda; Kubo, 2007).

Os célices sdo preenchidos pelos corpos celulares de neuronios, chamados de
células de Kenyon (Fahrbach, 2006; Roat; Cruz-Landim, 2010), aproximadamente
dezessete mil em cada corpo pedunculado e quatorze mil fora de cada calice (Fahrbach,
2006). A célula de Kenyon se estende em fibras finas que se dividem para formar um
dendrito com arborizagdes no calice e um ramo de axonios que se divide dando origem a
novas arborizagdes que se separam em duas neurdpilas, formando os lobos associados ao
cérebro (Brandt et al., 2005; Fahrbach, 2006).

De acordo com Paulk; Gronenberg (2008), as células nervosas responsaveis pela
transmissdo de sinais visuais aos corpos pedunculados s3o capazes de captar sinais de
cores e informacdes de movimentos, e sinalizar aspectos temporais dos estimulos,
expandindo o repertdrio funcional dos corpos pedunculados (Azevedo; Nocelli, 2020).

Os lobos Opticos sao constituidos de uma complexa estrutura de elementos nervosos
e celulares como, por exemplo, os omatideos que sdo as células com formato hexagonal
que constituem os olhos, possuindo células fotorreceptoras para curto, médio e longo
alcance de comprimentos de onda (Mota et al., 2011).

O deutocérebro ¢ o segundo ganglio do cérebro e localiza-se ventralmente na regiao
central, sendo constituido por dois lobos antenais responsaveis pelo processamento
quimiossensorial. Eles sdo estruturas esféricas formadas por prolongamentos de
neuronios sensitivos que recebem estimulos olfatérios captados pelos corpos celulares
presentes nas antenas e nas estruturas da boca (Galizia; Rossler, 2010; Rybak, 2012).

O sistema nervoso consiste em neurdnios, que transmitem sinais, e outras células
de sustentacdo. Os sinais sdo transmitidos pelas mudancas do potencial elétrico através
de suas membranas. A sinalizagdo requer a liberagcdo de neurotransmissores que, quando
ligados ao seu receptor especifico, iniciam um sinal elétrico na célula-alvo ou receptora.
Os neurotransmissores sdo divididos em duas categorias, moléculas pequenas contendo
nitrogénio (glutamato, acido y-aminobutirico - GABA, glicina, acetilcolina, dopamina,
noradrenalina, serotonina, histamina, adrenalina, aspartato e Oxido nitrico) e
neuropeptideos (endorfinas, horménio do crescimento e hormoénio estimulante da
tireoide) (Smith; Marks; Lieberman, 2007).

O glutamato ¢ um neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso, levando a
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despolarizagdo de neurdnios, sendo geralmente sintetizado pela glicose e os
intermediarios do ciclo do acido citrico. Ele ¢ armazenado em vesiculas ¢ sua libera¢ao
¢ dependente de ions calcio, sendo removido da fenda sinaptica pelos sistemas de
captagdo de alta afinidade (Smith; Marks; Liberman, 2007).

O receptor de NMDA (N-metil-D-aspartato) ¢ ionotrdpico para glutamato e a sua
ativagdo resulta na abertura de canais id6nicos ndo seletivos para cations (Figura 5). Esse
receptor ¢ dependente tanto da ligagdo de um ion quanto de alteracdes da voltagem. Uma
mudanga positiva no potencial transmembranico causa a abertura do canal i6nico do
receptor de NMDA através da eliminacdo de ions Mg?* que bloqueiam o canal para o
meio externo. Essa propriedade ¢ fundamental para a funcdo do receptor na memoria e

aprendizagem (Bressan; Pilowsky, 2003).

Figura 5 - Esquema representativo do receptor NMDA, seus sitios de ligagdo e mecanismos de
ativagao

NMDA receptor _—_—
Fenda Sinaptica

glmma N * glutamato
Sitio modulado pelo Zn** / Sitio de reconhecimento
e poliaminas do rNMDA

Sitio de ligagdo do Mg

Sitio de ligagao dos antagonistas

Membrana poeshxiptica NMDAR1 \ NMDA-R2A / -R2B / -R2C / -R2D

Fonte: Adaptado de CNSforum.com.

O envolvimento de glutamato em fungdes cerebrais especificas em insetos e
outros invertebrados ¢ pouco compreendido e controverso (Kucharski et al., 2000;
Maleszka, 2000; Sinakevitch; Farris; Strausfeld, 2001). No entanto, ja se sabe que
concentragdes de glutamato mudam de acordo com a idade das abelhas (Fuchs et al.,

1989) e a injecdo de um inibidor do transportador de glutamato e do receptor NMDA

12



pode ser prejudicial para a sua memoria (Maleszka; Helliwell; Kucharski, 2000; MiiB3ig
etal., 2010).

O efeito do NMDA na aprendizagem ¢ memoria ainda nao esta totalmente claro.
Contudo, estudo de Si; Helliwell; Maleszka (2004) revelou que a transmissao
glutamatérgica ¢ uma parte integrante da memoria da abelha, enquanto dados recentes de
Tomita et al. (2015) e Nakagawa et al. (2022) indicam que o receptor de NMDA promove

a regulacdo do sono em Drosophila melanogaster.

13



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar o efeito morfologico da injecao de NMDA no cérebro das abelhas operarias

nutridora e campeira Apis mellifera.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar as células e estruturas das regides do cérebro (lobo 6ptico, lobo antenal e
corpos de cogumelo) a partir da coloragdo com hematoxilina e eosina;
- Descrever as diferencas neuronais ap6s impregnagao metalica com nitrato de prata;

- Analisar a morfologia do cérebro ap6s o tratamento com NMDA.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material bioldgico

Neste estudo utilizou-se laminas prontas montadas a partir de cérebro de abelhas
operarias campeiras e nutridoras Apis mellifera doadas pelo Laboratdrio de Bioquimica e
Biologia Molecular do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia,
coordenado pelo Prof. Dr. Foued Salmen Espindola. Os quatro cérebros de cada operaria
haviam sido tratados com 0,1 pL. de NMDA diluido em salina na concentragao de 0,04
nmol/pL durante 1 hora, tendo a salina (NaCl 0,9%) como controle, dissecados e mantidos
em solugdo fixadora contendo paraformaldeido 4% por 1 hora e 30 minutos, seguido de
desidratacdo em dalcool etilico absoluto por uma hora e uma hora no xilol, e emblocados
em parafina liquida. Dez cortes de 5 pum montados em lamina pré- tratada com gelatina

0,2% por Oliveira-Silva (2008) foram utilizados nesse estudo para cada operéria.

3.2 Analise morfolégica

3.2.1 Hematoxilina e Eosina

Os cortes foram desparafinizados em 3 banhos de xilol e hidratados em élcool
etilico (100%, 95%, 85% e 70%), dgua corrente e dgua destilada. As sec¢des foram
imersas em Hematoxilina-Harris por 2 minutos e lavadas em agua corrente por 10 minutos
e agua destilada por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram imersos na solucao de Eosina
por 1 minuto e lavados rapidamente em dgua destilada. Os cortes passaram por uma bateria
de alcool etilico (70%, 85%, 95% e 3 vezes 100%) e xilol 3 vezes por 30 segundos cada.
Posteriormente, as ldminas foram montadas com Entelan e laminula. Segundo a técnica,

os nucleos foram corados em azul e o citoplasma em roseo.

3.2.2 Impregnacdio metdlica

Apo6s desparafinizacdo e hidratagdo seguindo o mesmo protocolo inicial descrito
para Hematoxilina e Eosina, as sec¢des foram incubadas em solugdo contendo 120 mM
tampao citrato, 36% goma arabica, 100 mM hidroquinona e 0,08% nitrato de prata por 30
minutos a 35°C. Apds o tempo vencido, os cortes foram lavados durante 30 minutos em
agua corrente, desidratados em bateria de alcool etilico (70%, 85%, 95% e 3 vezes 100%)
e xilol 3 vezes por 30 segundos cada. As laminas foram montadas com Entelan e laminula.

Segundo dados da literatura (Behmer; Tolosa; Freitas Neto, 1986; Babb et al., 1991;
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Mello et al., 1993; Calabria et al., 2010; Calébria et al., 2011), esperaria como resultado
a coloracdo em preto nas células nervosas, em marrom nas neurofibrilas e terminacdes

nervosas, em amarelo nos axonios mielinizados e em amarelo palido nos endoneuronios.

3.3 Aquisicio e Analise de imagens

As imagens foram obtidas a partir da andlise dos cortes com o auxilio de
microscopio optico de luz. As imagens foram capturadas e armazenadas em arquivo do
tipo “jpeg” por meio de adaptador de celular acoplado a lente ocular do microscopio. Para
cada corte foram obtidas fotomicrografias randomicas utilizando as objetivas de 40x e
100x. A partir das imagens digitalizadas, realizou-se a analise morfologica das regides do

cérebro e das células neuronais.
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4 RESULTADOS

Dentre os corantes mais utilizados em procedimentos histologicos estdo a
Hematoxilina ¢ a Eosina. A hematoxilina ¢ uma base capaz de corar componentes
celulares que sejam acidos em um tom de azul escuro, como o0 DNA e o RNA no nticleo
eucariotico. Ja a eosina ¢ um acido capaz de corar estruturas celulares basicas das células
em tom rosa, como o citosol e organelas (Gartner; Hiatt, 1999).

A primeira vez que a combinagdo de Hematoxilina e a Eosina foi usada como
coloragao histoldgica foi pelo quimico Wissozky, em 1877, em estudo com hemoglobina
(Cook, 1997).

Por outro lado, a impregnacdo metalica foi uma inven¢do em 1873 creditada a
Camillo Golgi, médico e histologista italiano, para visualizacdo de neuronios (Oliveira,
2025).

Tanto a coloracdo com Hematoxilina e Eosina quanto a impregnacdo metalica sao
amplamente utilizadas em pesquisas com insetos, incluindo a abelhas 4. mellifera. No
nosso estudo, elas também foram Uteis na investigagdo morfolégica e comparativa dos
cérebros de abelhas operaria e nutridora.

Uma limitagdo encontrada no nosso estudo foi a integridade dos cortes utilizados.
A pesquisa inicial da injecdo de NMDA se deu por Oliveira-Silva em 2008. Assim, apos
a coloracdo com Hematoxilina e Eosina e a impregnagdo metalica, os cortes ndo se
encontravam bem preservados, muitas vezes dobrados ou com o campo de visualizacdo
ruim, desfavorecendo o cumprimento do objetivo inicial que era comparativo entre as
abelhas estudadas.

Abaixo segue a descri¢gdo morfoldgica geral dos cérebros de abelha sem tratamento
observada ap6s a coloragdo com Hematoxilina e Eosina e a impregnacao metalica, sendo
dividida nas principais regides, como lobo optico (Figuras 6 e 8), corpos de cogumelo
(Figuras 7 € 9).

Na figura 6A nota-se que o lobo Optico da abelha campeira tem as regides
preservadas, como retina, camada pigmentada, 16bulo, camada fenestrada e medula.
Comparando campeira e nutridora observa-se que, para os cortes analisados, a retina da
campeira (Figura 6A) ¢ menor do que a retina da nutridora (Figura 6C). Além disso, a

campeira parece ter maior nimero de neuronios na lamina (6B).
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Figura 6 - Fotomicrografias do lobo doptico do cérebro de abelhas campeira e nutridora
Apis mellifera corado com Hematoxilina e Eosina. A e B (campeira), C e D (nutridora)

Lamina (la), quiasma externo (och), camada fenestrada (1), medula (me), retina (re),
camada pigmentada (pc) e 16bula (lo). Bar = 600 um (A e C) e 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.

Figura 7 - Fotomicrografias do corpo de cogumelo do cérebro de abelhas campeira e nutridora Apis
mellifera corado com Hematoxilina e Eosina. A e B (campeira), C e D (nutridora)

Células Kenyon (ck); calice (cx); colar do calice (ccx), regido basal do calice (bex); 1abio do
calice (Icx). Bar = 600 um (A e C) ¢ 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.
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Esse dado s6 poderia ser comprovado a partir da morfometria, porém ndo existia
namero suficiente de cortes para este fim. As abelhas que cuidam da colmeia (nutridoras)
e as que saem para buscar comida (campeiras) passam por mudangas nas retinas
conforme envelhecem. No comeco da vida, a retina esta se desenvolvendo, mas a medida
que as abelhas crescem e comegam a sair da colmeia, tem uma diminui¢ao da espessura
da retina para melhor visualizagdo do ambiente fora da colmeia, como um ajuste do
sistema de visdo para a nova funcdo a ser desempenhada (Lichtenstein; Griibel; Spaethe,
2018).

Figura 8 - Fotomicrografias do lobo optico do cérebro de abelhas campeira e nutridora Apis melifera
impregnado em prata. A e B (campeira), C e D (nutridora)

Lamina (la), quiasma externo (och), camada fenestrada (1), medula (me), retina (re),
camada pigmentada (pc) e 16bula (lo). Bar = 600 pm (A e C) e 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.

Ainda na figura 6A pode-se observar nitidamente as camadas diferenciais do lobo
opticono cérebro da abelha campeira em comparagdo ao da nutridora (Figura 6C), no qual
as camadas estdo bem delimitadas, levando a maior dificuldade de visualiza¢do e
analise. Em detalhe (Figuras 6B e 6D), ¢ possivel visualizar os neuronios da retina e da

camada pigmentadas, mais bem diferenciados no cérebro da abelha campeira.



Figura 9 - Fotomicrografias do corpo de cogumelo do cérebro de abelhas campeira e nutridora Apis
mellifera impregnado em prata. A e B (campeira), C e D (nutridora)

Células Kenyon (ck); célice (cx); pedunculo(pd). Bar = 600 um (A e C) e 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.

Na figura 7 observa-se os corpos de cogumelo das abelhas campeira e nutridora A.
mellifera. Em ambos os cortes (Figura 7A e 7C) ¢ possivel visualizar o célice e suas
subregides, como o colar, a regido basal e o labio. Na figura 7, o corpo de cogumelo da
abelha campeira (Figura 7B) parece ser menor € com menos células Kenyon em
comparagdo com a figura 7D correspondente a operaria nutridora. Esse dado também s6
poderia ser confirmado a partir da morfometria desta regido, considerando cortes seriados,
o que nao foi possivel realizar.

A partir da impregnagdo metdlica, apesar de ser especifica para prolongamento de
neuronios, todos os cortes apresentaram coloragdo amarelo dourado e, algumas vezes,
marrom, incluindo o corpo neuronal, mesmo nao sendo possivel a visualizagdo de
neurénios do lobo 6ptico em nenhum dos cortes. Nas figuras 8C e 8D de cérebro de
nutridora observa-se a colora¢do mais escura quando comparada com a de campeira

(Figuras 8A e 8B), onde ¢ possivel ter uma melhor visualizagdo das subregides do lobo



optico, principalmente pela preservacdo do corte. A diferenga de coloragdo no lobo pode
ter sido pela distribuicdo da solugdo no banho e das laminas durante a impregnacao ou
pela distribui¢do ndo uniforme da temperatura no banho, mesmo as laminas tendo sido

processadas juntas e em uma mesma condicao.

Figura 10 - Fotomicrografias do lobo 6ptico do cérebro de abelhas campeira e nutridora Apis
melifera tratado com NMDA e corado com Hematoxilina e Eosina. A e B (campeira), C e D
(nutridora)

Lamina (Ia), quiasma externo (och), camada fenestrada (fl), medula (me), retina (re),
camada pigmentada (pc) e lobula (lo). Bar = 600 um (A e C) e 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.

Nos corpos de cogumelo, a impregnagao metéalica também revelou uma coloragao
mais escura nos cortes de operaria nutridora quando comparada com a de campeira,
porém com visualizacdo de neurdnios nas figuras 9B e 9D.

Os cortes de cérebros tratados com NMDA, apesar de ndo estarem totalmente
preservados, revelam as subdivisdes melhor delimitadas. Nas figuras 10A e 10B, observa-
se a coloracdo dos neurdnios e suas terminagdes no cérebro da abelha campeira, mas é no
cérebro da operaria nutridora que a retina e a camada pigmentada estdo mais preservadas.
O estado geral do lobo dptico nos cortes da figura 10 pode ser resultado do processamento
do tecido, mas também do tratamento com o NMDA. Devido a existéncias das duas
possibilidades, ndo podemos concluir que as alteragcdes morfoldgicas sdo em decorréncia

da droga injetada.
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Figura 11 - Fotomicrografias do corpo de cogumelo do cérebro de abelhas campeira e
nutridora Apis mellifera tratado com NMDA e corado com Hematoxilina e Eosina. A e B
(campeira), C e D (nutridora)

Células Kenyon (ck); calice (cx). Bar = 600 um (A ¢ C) e 400 um (B ¢ D).
Fonte: Autoria propria.

Na figura 11 os corpos de cogumelo estdo preservados, com a delimitagdo do célice
e suas subregides, além das células Kenyon. Visualmente os neurdnios nesta regido estao
em maior nimero no cérebro da abelha nutridora (Figuras 11C e 11D). Comparando os
cortes dos cérebros tratados (Figura 11) e ndo tratados com NMDA (Figura 7),
aparentemente houve neurogénese no cérebro das operarias nutridora. Porém, esses dados
s0 podem ser confirmados por meio da analise morfométrica.

A impregnacdo metalica dos cortes de cérebros tratados com NMDA revelou
hiperpigmentagdo pela prata, sem diferenca entre as abelhas (Figura 12), exceto na
subregido da camada pigmentada e na retina da abelha nutridora por estarem mais escuras,
dificultando a visualizacdo das estruturas (Figuras 12C e 12D).

Na figura 13 ¢ possivel visualizar os corpos de cogumelo e células Kenyon com
boa impregnacdo metalica, e isso deve ser destacado porque essa técnica ¢ destinada a
diferenciagdo de fibras nervosa e corpo neuronal, sendo apenas o primeiro impregnado.

Esse resultado nao foi alcancado para os cortes de cérebros de abelhas.
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Figura 12 - Fotomicrografias do lobo dptico do cérebro de abelhas campeira e nutridora Apis
melifera tratado com NMDA e impregnado em prata. A e B (campeira), C e D (nutridora)

?' iq" 3 T
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Lamina (la), quiasma externo (och), camada fenestrada (fl), medula (me), retina (re), camada
pigmentada (pc) e l6bula (lo). Bar = 600 um (A e C) e 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.

Figura 13 - Fotomicrografias do corpo de cogumelo do cérebro de abelhas campeira e nutridora Apis
mellifera tratado com NMDA e impregnado em prata. A e B (campeira), C e D (nutridora)

" 4 "'1 r; . .'-:* g

Células Kenyon (ck); calice (cx); pedinculo (pd). Bar = 600 um (A e C) e 400 um (B e D).
Fonte: Autoria propria.



5 DISCUSSAO

De acordo com Barbosa et al. (2013), o uso da coloragdo de Broadhurstpalley revela
vantagens em comparacao a coloracdo Hematoxilina ¢ Eosina, quanto a facilidade no
processamento dos cortes, j4 que se restringe a uma unica passagem no corante, seguido
de lavagem em 4gua e analise, diminuindo o tempo. Por outro lado, a técnica de colora¢do
com a Hematoxilina e Eosina exige repetidas passagens nos corantes, além da bateria de
alcool, xilol e montagem com a laminula, aumentando a probabilidade de erros. Além
disso, nesta técnica ha a necessidade de duplicatas, levando ao aumento do tempo e
materiais gastos (Benites; Melville; Costa, 2001).

Nos estudos realizados com cortes histoldgicos de cérebros de abelha ¢ notavel a
obtencdo de cérebros intactos (Soares, 2009). Essa condicdo ¢ garantida pela boa
dissecacdo do cérebro e a forma delicada de manuseio durante todo o processo de
coloragdo, evitando assim danos no tecido e cortes, melhorando a visualiza¢do das
estruturas morfoldgicas.

Vale destacar que o processamento de métodos histoldgicos em cérebros de abelha
inclui a disseccdo, o fatiamento e a desidratacdo, podendo resultar em alteracdes
estruturais e danos no tecido cerebral, devido a extensa manipulagdo (Metscher, 2009,
Silvaetal., 2015). A fixagdo pode melhorar consideravelmente a resisténcia mecanica do
tecido, fazendo com que os danos durante o procedimento histologico sejam minimos
(Thavarajah et al., 2012).

A técnica de impregnacdo metalica € altamente utilizada em estudos com cérebro
de abelha, sendo conhecida por ser um método simples e confidvel com menor
complexidade quando comparado com os tradicionais para a mesma finalidade
(Wigglesworth, 1957).

No estudo de Calabria (2004), a coloracido com Hematoxilina e Eosina e a
impregnacdo metalica se mostraram importantes ferramentas na analise histologica do
cérebro de abelha operaria campeira, servindo como base para investigacdo em
imunohistoquimica; enquanto Santos (2007) utilizou com €xito as mesmas técnicas para
comparacao morfologica do cérebro de zangao, rainha e operarias de A. mellifera.

Oliveira-Silva (2008) investigou a agdo da inje¢do intracerebral de NMDA em
abelhas operarias A. mellifera e revelou um perfil de proteinas alterado em resposta a esse
tratamento, com polipeptideos diferencialmente expressos, mas também uma morfologia

do cérebro alterada, apresentando principalmente degradagdo celular. Desta maneira, ¢
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possivel que as diferencas encontradas entre as operarias nutridora e campeira podem nao
ser somente pela preservagdo deficitaria dos cortes ou dificuldades na padronizagao das
técnicas, mas também em relagdo ao tratamento realizado.

Considerando que a injecdo de NMDA levou a diferengas nos niveis de expressao
de miosina-Va, uma proteina motora encontrada na membrana de vesiculas sinapticas, no
cérebro de abelhas operarias, estando mais altos (+67%) em nutridoras 2 a 3 horas apds a
sua administracdo em comparagdo com o controle, ¢ possivel que alteragdes morfologicas
observadas, comparando campeira e nutridora, sejam em decorréncia da acdo da droga
agonista de canais i6nicos (Calabria et al., 2011).

Considerando as regides do cérebro das abelhas operarias, destacam-se os estudos
que mostram mudanga no volume dos corpos de cogumelo no cérebro das abelhas 4.
mellifera ao longo da vida do individuo (Durst; Eichmuller; Menzel, 1994; Farris;
Robinson; Fahrbach, 2001; Krofczik ef al., 2008).

De acordo com estudo de Stuart e colaboradores (2024), diferentes tipos de células
sdo encontrados no cérebro de insetos eussociais e compartilhados na abelha subsocial. A
proporcao de neurdnios ligados a neurotransmissores especificos ¢ semelhante ou igual
entre os insetos. Além disso, similaridades foram encontradas entre os neuronios e células
gliais do cérebro de Ceratina calcarata, uma pequena abelha carpinteira subsocial, com
tipos celulares do cérebro de outros insetos (Pyenson et al., 2024).

Sobre a divisdo de tarefas na coldnia, Stuart e colaboradores (2024) revelaram os
efeitos causais de miRNA especificos na expressdao génica do cérebro, afetando vias
moleculares conhecidas. Embora a divisao do trabalho envolva mudangas coordenadas
na fisiologia e no comportamento das abelhas, elas ndo sdo reguladas da mesma forma.
Ainda nesse estudo, as alteragcdes na expressdo génica do cérebro incluiram genes que
codificam fatores de transcricdo previamente implicados na maturagdo comportamental,
podendo determinar a fun¢do da abelha na colmeia.

Por fim, os cérebros das abelhas operarias campeira e nutridora, especialmente na
regido dos corpos de cogumelo, apresentam diferengas em varios sistemas de
neurotransmissores, componentes envolvidos na transmissdo sindptica € em vias de
sinalizagdo que sao importantes para o aprendizado e a memoria (Chakroborty et al.,

2024).
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo comparativo foi possivel observar as diversas regides existentes no
cérebro de abelhas operarias 4. mellifera, a partir da utilizagao de diferentes métodos de
coloracdao (H.E e impregnagdo metalica). As andlises observacionais morfoldgicas que
foram feitas permitiram identificar diferencas existentes entre as operdrias nutridora e
campeira, as quais podem refletir em mudancgas anatomicas e fisiologicas, determinando
a funcao dessas operarias na colmeia.

O tratamento com NMDA resultou em células neuronais mais aparentes, diferente
do que foi observado nos cérebros nao tratados, podendo indicar a interferéncia da droga
no aspecto fisiologico cerebral das abelhas analisadas.

Além disso, conclui-se que novos estudos devem ser realizados a partir de cortes
seriados para analises morfométricas que comprovem as observacdes registradas, tendo as

técnicas H.E. e impregnac¢do metalica padronizada para o cérebro da abelha 4. mellifera.
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